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Resumen

Hasta la fecha se han reportado a nivel mundial mas de 262 millones de
casos confirmados de COVID-19. El agente causal de esta enfermedad es
el SARS-CoV-2, el cual aparecié a finales del 2019 en Wuhan, China.
Taxondmicamente hablando, el SARS-CoV-2 pertenece a la familia de los
Nidovirales, al género Coronaviridae, dentro del grupo de los g — CoVs.
Dentro del ciclo replicativo de este coronavirus existen varias proteinas
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 generacion de candidatos con potencial actividad inhibitoria contra
SARS-CoV-2. Hasta el dia de hoy se han identificado una amplia variedad
de potenciales inhibidores de este virus que interactian con diferentes
blancos terapéuticos, sin embargo, la actividad de estos farmacos para
prevenir o reducir la severidad de los sintomas de la COVID-19 no se ha
establecido completamente, por lo que prevalece la urgencia del
desarrollo e identificacion de candidatos farmacoldgicos adicionales cuyos
blancos terapéuticos en SARS-CoV-2 sean eficaces en el tratamiento de
la COVID-19.

En el presente estudio se ejecutd el disefio y desarrollo de un MFC,
haciendo uso de la amplia informacién cristalografica generada durante la

actual pandemia mundial.



El MFC logro representar el sistema proteina ligando reportado entre la
diada catalitica 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 logrd la obtencidon 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, farmacéforo, modelo

farmacoférico consenso, inhibidores, 3CLpro.



I. Introduccion

1.1 Epidemiologia

Desde finales del 2019, un nuevo coronavirus hallado en Wuhan, provincia
de Hubei, China, ha sido el agente etioldgico responsable del brote de
neumonia 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 Organizacion Mundial de la Salud (OMS) declard
la ocurrencia de la pandemia de COVID-19, exhortando a la poblacién
mundial a tomar las medidas de higiene y distanciamiento necesarias, asi
como a conjuntar esfuerzos de control en la mayor emergencia en salud
publica mundial de los tiempos modernos [5].

Segun la OMS, para el 2 de diciembre del afio 2021 la COVID-19 acumuld
un total de 262.1 millones de caso confirmados y 5.2 millones de muertes
alrededor del mundo, donde México aporto el 1.5% y el 5.7% de las cifras
totales, respectivamente [6].

Cabe destacar que la enfermedad presenta un peor prondstico para la
poblacion adulta de entre 30 - 79 ainos con una letalidad global del 2.3%
(CFR) [7]. Del mismo modo, el 34° Informe Epidemioldgico de la Situacién
de COVID-19 del gobierno de México reportd para el 25 de octubre de
2021, que la letalidad para adultos mayores de 60 afios a nivel nacional

fue del 29%.
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1.2 Agente Etiologico

El virus del sindrome respiratorio agudo severo tipo 2 (SARS-CoV-2, por
sus siglas en inglés) es el causante de la enfermedad COVID-19.
Taxondmicamente, 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 asi
por su capsula lipoproteica de forma esférica rodeada de multiples
espiculas (proteina Spike o glicoproteinas-S) que le dan aspecto de corona
[11], suelen causar enfermedades respiratorias leves en humanos y
animales, ademas se estima que producen entre el 10% vy el 30% de los
casos de resfriado comun [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
sindrome agudo severo (SARS-CoV) en 2002-2003, con una tasa de
letalidad del 9.6%, y del coronavirus responsable del sindrome 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
acido 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 caracteristicas particulares dentro de
todos los virus de RNA: 1) cuentan con el genoma mas largo y 2) son uno
de los pocos virus con un mecanismo de revisién gendmica que evita que
acumulen mutaciones que podrian debilitarlo [12].

Cuentan con 15 marcos de lectura abiertos (ORFs, por sus siglas en
inglés), capaces de formar hasta 28 proteinas, entre las cudles
encontramos 4 proteinas estructurales: la proteina Spike (S), la proteina
de envoltura (E), la proteina de membrana (M) y la proteina de la
nucleocapside (N); ademas de 16 proteinas no estructurales (NSPs, por
sus siglas en inglés) y proteinas accesorias [13].

El genoma viral estd listo para ser traducido por las poliproteinas
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, caracteristicas que le permiten
actuar como RNA mensajero (mRNA) [5,14].

Al enfocarnos en su RNA, las dos terceras partes codificantes en direccion
al extremo 5’ se encuentran ocupadas por los ORFs 1a y 1lab, siendo este

ultimo el gen mas largo en SARS-CoV-2 [15]. Ambos ORFs codifican para

12



proteinas largas que mediante protedlisis dan lugar a una amplia variedad
de NSPs de tamano variable [15]. El ORFlab codifica para la proteina
pplab y 15 NSPs, mientras que el ORF1a codifica para la proteina pplay
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 papaina
(PLP por sus siglas en inglés). Estas Ultimas se encargan de escindir las
poliproteinas en sus fragmentos funcionales [19]. La otra tercera parte
del genoma hacia el extremo 3’, contiene los ORFs correspondientes a las
proteinas estructurales N, M, E y S, ademas de otras nueve proteinas
pequenas de funcion desconocida [5].

Entre los dos ORFs, ORFla y ORFlab, hay una regiéon que mediante la
replicasa de SARS-CoV-2 codifica para dos poliproteinas sobrelapadas -
ppla y pplab - las cuales son requeridas para transcripcion y replicaciéon
viral. Los polipéptidos funcionales son liberados de las poliproteinas
mediante un proceso proteolitico que tiene lugar gracias a PLP v,
predominantemente, gracias a 3CLpro. Por otra parte, ambas proteasas
bloquean la respuesta inmune innata del huésped. La 3CLpro escinde a

ppla y pplab 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 replicacion,
transcripcién y recombinacién 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
replicacién viral y su funcidn sigue sin ser muy clara, ademas las NSP 2 y
3 interactuan para formar la proteasa que escinde el ORFlab [24,25]. Por
otra parte, las NSP 3 y 4 interactiian con otros cofactores para inducir un
rearreglo membranal para el mecanismo de replicacion viral y la pérdida
de este complejo elimina este proceso [26]. La NSP 5 (3CLpro) es una
proteasa de cisteina encargada de la escision de 11 sitios en las
poliproteinas para liberar NSP 4-NSP 16 durante la replicacion [27]. La
NSP 6 genera autofagosomas en el reticulo endoplasmico y estad envuelto
en la autofagia [28]. La NSP 12 en complejo con las NSP 7 y 8 forman la
magquinaria de replicacion [29]. La NSP 9 en complejo con la NSP 8 estan
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 traduccion y ayuda a evadir la respuesta
inmunitaria [31]. La NSP 14 en complejo con la NSP 10 estan 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. Organizacion genémica del SARS-CoV-2.

(1a) El genoma de SARS-CoV-2 codifica dos genes, ORFla (naranja) y ORFlab
(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 proteinas estructurales: S, E,
My N, destacan en verde. Las proteinas accesorias (gris) son Unicas para SARS-
CoV-2 en términos numéricos, organizacion gendmica, secuencia y funcion.
(1b) Representacién estructural de una particula viral de SARS-CoV-2. (1c)
Sitios de corte de 3CLpro y PLpro sobre el ORF l1la y lab de SARS-CoV-2.
Modificado de [34,35].

1.2.2 Estructura del SARS-CoV-2

Las principales caracteristicas de los coronavirus son que poseen forma
esférica pleomorfica, con un diametro aproximado de 125 nm [15].
Estructuralmente estd constituido por 4 proteinas estructurales

incluyendo la proteina Ny S, asi como la glicoproteina M y E [36]; estas
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ultimas tres se encuentran ancladas en la envoltura lipidica. La proteina
S genera homotrimeros qué se posan en la superficie del virus y le
permiten el ingreso a las células hospederas mediante la identificacion de
sus receptores, la enzima convertidora de angiotensina II (ACE2, por sus
siglas en inglés) [2] presente en las células del tracto respiratorio
superior. Ademas, le brinda a la particula viral la apariencia de una
corona. Por otra parte, SARS-CoV-2 muestra una extensiva glucosilacién
en la proteina 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, Yy
camuflaje de antigenos reconocidos por anticuerpos neutralizantes [37].
Asimismo, es el principal inductor de estos ultimos [38].

La proteina N es responsable del empaquetamiento del genoma viral y la
proteina M permite el ensamble de las particulas virica [15]. Esta ultima
determina la forma de la envoltura viral, estabiliza la proteina N y el
complejo N-RNA permitiendo el ensamble completo del virus.
Finalmente, la proteina E juega un papel importante en la maduracién y

producciéon de particulas virales [5,36].

1.3 Cuadro clinico y patogénesis del SARS-CoV-2
La infeccion 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 >5um) y en ocasiones también por aerosoles. Se ha
reportado que puede permanecer en superficies de plastico o metal de 24
hasta 72 horas [39]. Presenta un alto indice de contagio con un numero
de reproducibilidad (Ro)=5, lo que indica que una persona contagiada
puede infectar de 2 a 5 personas, explicando el crecimiento exponencial
del numero de casos [11,40]. El periodo de incubacion es de 1 a 14 dias
con una media de entre 5y 6 dias [11].

La patogénesis de la infeccién por SARS-CoV-2 en humanos se manifiesta
con diversos sintomas 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 replicacion y migracién a
las vias respiratorias, para finalmente ingresar a las células epiteliales
alveolares en los pulmones. Este proceso inicia con la proteina S y su
reconocimiento por su receptor, lo cual se ha debido a un dominio de
unién al receptor (RBD, por sus siglas en inglés) que media el contacto
directo con la ACE2 y con un sitio de escisién polibasico S1/S2 que se
escinde proteoliticamente 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
plasmatica, mientras que la catepsina L activa a la proteina S en los

endosomas. Una vez que el genoma viral se libera en el citosol del
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huésped, los ORF1a y ORF1lab 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
continuacion, los componentes de la replicasa reorganizan el reticulo
endoplasmico en vesiculas de doble membrana que facilitan la replicacion
viral de los RNA gendmicos y sub gendmicos; estos ultimos se traducen
en proteinas estructurales y accesorias que facilitan la formacion de
particulas virales [41]. El proceso de ingreso y desarrollo viral dentro de

la célula se resume en la Figura 2.
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Figura 2. Procesos de ingreso y desarrollo viral dentro de la célula.

(1) El virus ingresa a su blanco celular hospedero tras su unién al receptor ACE2
en sinergia con la TMPRSS2 del huésped. Esto conduce a la fusion de membranas
y liberacién del material gendmico dentro del citoplasma del hospedero (2). Las
etapas (3-7) muestran los pasos restantes de la replicacion viral, que conducen
al ensamblado, maduracion vy liberacion viral. Las etapas muestran el
ensamblado viral, maduracion y liberacién, respectivamente. Modificado de [42].
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Su rapida replicacidon dentro del pulmén puede desencadenar una fuerte
respuesta inmune. La tormenta de citosinas origina el sindrome
respiratorio agudo severo (SARS, por sus siglas en inglés) e insuficiencia
respiratoria, estd ultima se considera la principal causa de muerte por
COVID-19 [43,44]. Ademas, multiples grupos han reportado falla
multiple de érganos en algunos casos de COVID-19 [7,45,46].

Dentro de los signos y sintomas mas comunes destacan: fiebre, fatiga y
tos seca [44,45,47,48]. Los menos comunes incluyen produccion de
esputo, dolor de cabeza, hemoptisis, diarrea, anorexia, dolor de garganta,
dolor de pecho, escalofrios, nauseas, vomito, dificultad para respirar
(disnea), linfocitopenia, trombocitopenia, un aumento del dimero-D y
trastornos del olfato y del gusto. Sintomas que ocasionalmente pueden
derivar a complicaciones tales como neumonia, SARS e inclusive la
muerte [14].

De forma general, la distribucion de los receptores ACE2 en diferentes
tejidos pueden ayudar a explicar los sitios de infeccidén y los sintomas del
paciente (generalmente multifactoriales) [42], por ejemplo, el receptor
ACE2 se encuentra en el epitelio de 6rganos como el intestino y las células
endoteliales del rifdn y los vasos sanguineos, lo que puede explicar los
sintomas gastrointestinales [49], las complicaciones cardiovasculares

(inflamacidn vascular, miocarditis, arritmias cardiacas [44] y el Sindrome
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Coronario Agudo (SCA) [50]), trombocitopenia [51], hipercoagulabilidad
[52], lesiones hepaticas [53] o lesiones renales [54]. Se ha propuesto
que, fuera de la distribucién y uniéon al receptor ACE2, estas
manifestaciones estan relacionadas con la inflamacién inducida por
citosinas, el dano citotéxico directo del virus y otras comorbilidades [55].
De forma particular, la patogenia de la neumonia inducida por SARS-CoV-
2 se explica mejor en dos etapas, una fase temprana y una tardia. La
primera se caracteriza por la replicacién viral que resulta en dafo tisular
directo mediado por virus, que a su vez puede causar altos niveles de
piroptosis, seguida de la fase tardia donde las células huésped infectadas
desencadenan una respuesta inmune con el reclutamiento de linfocitos T,
monocitos y neutréfilos. Utilizando una amplia variedad de receptores de
reconocimiento de patrones (PRRs, por sus siglas en inglés), las células
epiteliales alveolares y los macrofagos alveolares detectan los patrones
moleculares asociado a patdgenos (PAMP, por sus siglas en inglés)
liberados, como el RNA viral, y los patrones moleculares asociados a dafio
(DAMP, por sus siglas en inglés), incluido el adenosin trifosfato (ATP) y el
acido desoxirribonucleico (DNA, por sus siglas en inglés). Lo anterior da
origen a una ola de inflamacién local, lo cual implica un aumento en las
secreciones de citosinas proinflamatorias y quimiocinas, tales como la
interleucina 6 (IL-6), el interferén y (IFNy), la proteina quimioatrayente

de monocitos 1 (MCP-1) y la proteina 10 inducible por interferon 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 (Th1l); 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 infeccion con el fin de
eliminar a las células infectadas [56].

En la COVID-19 severa, la sobre activacion del sistema inmunoldgico da
como resultado una tormenta de citosinas caracterizada por la liberacién
de altos niveles de citosinas (especialmente IL-6 y el factor de necrosis
tumoral a o TNF-a) en circulacién, lo que provoca una respuesta
inflamatoria local y sistémica [57,58]. Ademas la unién de SARS-CoV-2
al receptor TLR (del inglés Toll-Like Receptor) induce la liberacién de pro-
interleucina 1B (pro-IL-1pB), que se escinde en la interleucina 1B (IL-1B)
madura y activa quien media la inflamacién pulmonar hasta la fibrosis

[55,59].

1.3.1 Tratamientos disponibles

Desde el inicio de la pandemia hasta el 3 de noviembre del 2021 habian
cerca de 12,146 tipos de ensayos clinicos sobre la COVID-19 alrededor
del mundo registrados en la plataforma Internacional de Registros de
Ensayos Clinicos (ICTRP, por sus siglas en inglés) de la OMS [60]. Estos
ensayos se enfocan en la evaluacion de estrategias profilacticas,

terapéuticas, o rehabilitadoras.
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Respecto al desarrollo de farmacos para tratar la COVID-19, la
Administracién de Farmacos y Alimentos de Estados Unidos (FDA, por sus
siglas en inglés) uUnicamente ha aprobado al medicamento antiviral
Remdesivir (Veklury), un nucleétido analogo inhibidor de la RdRp del virus
del Ebola [61], para su uso en pacientes adultos y pediatricos de 12 afios
0 mayores, que pesen al menos 40 Kg y que requieran hospitalizacion
[62]. Dicha aprobacién requirié evidencia sustancial cientifica sobre su
efectividad y una demostracion de seguridad para su uso en humanos
[62].

Por otra parte, la misma organizacidon ha autorizado otros tratamientos
farmacoldgicos para su uso de urgencia durante esta emergencia de salud
publica moderna [63]. El pasado diciembre del 2021 se autorizé 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 estd autorizado para el
tratamiento de COVID-19 de leve a moderado en pacientes adultos y
pedidtricos (mayores de 12 afios y con un peso de al menos 40 Kg) con
resultado positivo en la prueba directa de deteccién viral de SARS-CoV-

2. El Molnupiravir, un profarmaco de isopropil éster del analogo
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nucledsido B - D - N # hidroxicitidina el cual es un inductor en el aumento

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

replicacién de SARS-CoV-2. Este estd autorizado para el tratamiento de

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

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

Algunos procesos de inhibicion viral, potenciales blancos terapéuticos en

SARS-CoV-2 vy principales inhibidores quimicos se encuentran ilustrados

en la Figura 3, de los que destacan:

a.

Anticuerpos monoclonales. Bloguean la unién de la proteina S al

receptor ACE2 [68-70].

. Favipiravir. Un nucledsido analogo que es conocido como farmaco

antiviral de amplio espectro [71].
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 cirrético crénico de Hepatitis C [72].

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

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

Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA). Ambos son
inhibidores de la proteasa HIV. El Ritonavir es también un inhibidor

del citocromo P450 y de la glicoproteina-P (GP) [74].
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f. Oseltamivir. FArmaco aprobado para el tratamiento de influenza A
y B, debido a que inhibe la neuraminidasa viral y, en consecuencia,
bloquea la liberacion de las particulas virales [75].

g. Umifenovir, también conocido como Arbidol. FAarmaco aprobado en
Rusia y China para el tratamiento de la infeccion por el virus de la
influenza A y B. Esta patentado su uso para el tratamiento de SARS
impidiendo la interaccion de la proteina S y ACE2 [76].

De cualquier forma, la actividad de estos farmacos para prevenir o reducir
la severidad de los sintomas de la COVID-19 no ha sido completamente
establecida [77]. Debido a la urgente necesidad de un tratamiento de
prevencion y control de esta enfermedad, es necesario el desarrollo e
identificacion de candidatos farmacoldgicos 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 replicacion del SARS-
CoV-2, que va desde la unién al receptor, entrada y la fusion para la replicacion.
Cabe destacar que hasta la fecha la robustez de los datos de la eficiencia clinica
de la mayoria de estos tratamientos es escasa. Anticuerpo monoclonal humano
anti-glicoproteina S1 de SARS-CoV-2 (conocido como CR3022); lipopéptido
derivado de EK1 el cudl es un inhibidor de fusién de pan-coronavirus dirigido al
dominio HR1 de la proteina S (EK1C4); reticulo endoplasmico (ER); RNA guia
(gRNA); peptidos derivados de la repeticion 2 de la heptada de la proteina S de
SARS-CoV-2 (HR2P); gen estimulador de interferéon (ISG); RNA guia Unico
(sgRNA). Modificado de [79].
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1.4 3CLpro como blanco terapéutico

La 3CLpro es una proteasa de cisteina. Su forma nativa es un homodimero
(Figura 4e), donde cada mondmero del ensamble bioldgico se compone
de dos dominios del tipo barriles—p—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 /oop largo (181-199). Cabe
destacar que el tercer dominio es importante para la dimerizacién y
formaciéon 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 proteolitica, ademas ayudan a dar forma al pocket S1 del sitio
de unién a sustrato [81,82].

El sitio activo se encuentra formado por la diada catalitica His41-Cys145,
aminoacidos que forman el “agujero de oxoanién” junto con la cadena
principal de amidas de Gly143 y Ser144. Esta diada catalitica 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 /3\, distancia optima necesaria para la

formacién de interacciones del tipo puente de hidrogeno [10], la
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importancia de este punto sera discutida mas adelante en el proceso

enzimatico de 3CLpro.

Figura 4. 3CLpro de SARS-CoV-2.

(4a) Representacion en caricatura de los dominios estructurales de 3CLpro de
SARS-CoV-2 (cédigo PDB 6M2N). Los dominios I y II (residuos Phe8-Tyr101 y
Lys102-Pro184) estdn representados de «color amarillo vy verde,
respectivamente. El tercer dominio (residuos Thr201-Thr303), de color rosa, se
une al dominio I mediante un /oop largo, color azul. El siti6 activo esta localizado
en la interfaz del dominio I y II. (4b) Diada catalitica de 3CLpro, conformada
por la His41 (amarillo), la cual estd a 3.6 A de la Cys145 (verde, segundo
dominio). (4c) Subsitios de unién al sustrato, se encuentran marcados con las
leyendas S1, S2, S1’'y S4. (4d) Posiciones del sustrato de 3CLpro (cédigo PDB:
2Q6G) dentro de la diada catalitica, las posiciones de los residuos son marcadas
con las leyendas P1, P1’, P2, P3, P4 y P5. (e) Homodimero y protdmeros de
3CLpro, los colores corresponden a los mismos marcados en el inciso (4a). La
figura fue preparada usando PyMol (Schrédinger 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 escision.

El sitio de union del sustrato estd conformado por 4 subsitios
denominados: S1, S1’, S2 y S4 (Figura 4c), estos estan seguidos de los
residuos en la posicién 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 union S1 y S2, son cruciales para el acomodo de sustratos y
analogos [83,84]. Cabe destacar que el residuo glutamina esta altamente
conservado en la posicién P1 [85]. Otros estudios destacan que la posicion
P2 acomoda residuos hidrofébicos con cadenas laterales grandes como
leucina y fenilalanina, mientras que la posicién P1 tolera residuos de
tamano pequefio [86].

El proceso proteolitico se ha propuesto que sigue un mecanismo de
multiples pasos. El primer paso en la reaccién catalitica de 3CLpro es la
desprotonacidon del grupo tiol de la Cys145 por la His41l. El tiolato
resultante funciona como nucledfilo atacando el enlace amida del
sustrato, formando un tiohemiacetal, el cual colapsa en un tioéster tras
la ruptura del enlace peptidico. El producto peptidico N-terminal se libera
por abstraccién de protones de la histidina previo a que el tioéster se

hidrolice para liberar el producto C-terminal y restaurar la diada catalitica.

28



La formacién del enlace tioéster es un paso critico en el mecanismo
catalitico de 3CLpro y su bloqueo por parte de compuestos antivirales
lleva a la inactivacion de la enzima [10,87]. El mecanismo catalitico se

esquematiza en la Figura 5.
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Figura 5. Esquema 2D general del mecanismo catalitico de la 3CLpro de
SARS-CoV-2.
Modificado [88].

Entre la familia Coronaviridae, y particularmente dentro de los diferentes
Betacoronavirus, el sitio de union 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 ortdlogo de

SARS-CoV (96% de identidad) [91]. Ver Figura 6.
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MERS-CoV

Figura 6. Comparacion de estructuras cristalizadas de 3CLpro de
diferentes coronavirus.

(6a) MERS-CoV (azul, cédigo PDB 5C3N), (6b) SARS-CoV (rosa, cédigo PDB
2BX4) y (6¢) SARS-CoV-2 (naranja, cédigo PDB 6M2N). La diada catalitica esta
indicada por un rectangulo a un lado de la estructura del monémero proteico.
(6d) Alineamiento estructural de la 3CLpro de MERS-CoV, SARS-CoV-2 y
SARS-CoV. La figura fue preparada usando PyMol (Schrédinger 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
replicacién viral y se conoce a detalle su estructura, ha figurado como un
blanco terapéutico atractivo, razén por la cual se han desarrollado
diversos inhibidores para combatir la patologia que deriva de su infeccion.
Se han identificado una amplia variedad de potenciales inhibidores de
3CLpro que interactian 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 (ClIso 1.63 uM) el cual exhibe una actividad antiviral dosis-
dependiente significativa [92], sin embargo demostrd no ser un inhibidor
especifico [93]. El Telaprevir, otro inhibidor reversible de 3CLpro mostré
una baja inhibicidn moderada de la proteasa (Clso >20 uM) [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 (Cls0 16.77 uM vy Cl504.67 uM) [87],
ademads el compuesto 13b demostrd 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 especificos contra la 3CLpro de SARS-CoV-2 [96], tal y como
se menciond 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 pediatricos (mayores a 12 afos que
pesen al menos 40 kg). Cabe destacar que este medicamento no esta

autorizado para la prevencién previa o posterior a la exposicién al COVID-
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19 o para la iniciacién del tratamiento en personas que requieren
hospitalizacion debido a la COVID-19, grave o critico [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 descomposicion del
Nirmatrelvir para ayudar a que permanezca en el organismo durante mas
tiempo en concentraciones mas altas [64].

La evidencia para la autorizacion se basd en un ensayo clinico aleatorio,
doble ciego y controlado con placebo, para el tratamiento de adultos
mayores a 18 anos, sintomaticos no hospitalizados con un diagndstico de
laboratorio confirmatorio para infeccion de SARS-CoV-2 (EPIC-HR, por
sus siglas en inglés).

Entre los efectos secundarios se encuentra el deterioro del sentido del
gusto, diarrea, presién arterial alta y dolores musculares. La FDA reporta
que su uso junto con el de otro medicamento puede resultar en una
interaccion medicamentosa potencialmente significativa. De igual forma,
Su uso en pacientes con infeccién no controlada o sin diagndstico de HIV
puede derivar a una resistencia ante los medicamentos usados como
tratamiento para esta enfermedad. El Ritonavir puede causar dafo
hepatico. Cabe destacar que, hasta estos dias no existen alternativas
adecuadas, aprobadas y disponibles al Paxlovid para el tratamiento del

COVID-19.

32



Es por todo lo anterior que es fundamental la busqueda de nuevos vy
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 metodologias computacionales para el desarrollo de
compuestos anti-SARS-CoV-2
Con la actual pandemia de COVID-19, la investigacion relacionada con el
SARS-CoV-2 ha tenido no sélo un abrupto aumento de velocidad, sino que
también los cientificos de todo el mundo estan investigando y generando
informacion acerca de la evolucion y patogénesis del agente etioldgico 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 investigacién del SARS-CoV-2 pueden ser abordadas
con la ayuda de la bioinformatica. El analisis adecuado de estos datos
puede impulsar el descubrimiento de posibles agentes terapéuticos que
combatan la COVID-19 [97]. A continuacion, se abordardan mas a detalle
algunos temas y conceptos relevantes relacionados al descubrimiento,

disefio y desarrollo de farmacos contra SARS-CoV-2.

1.5.1 Biologia 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 identificacion y seleccidon de las dianas, mientras
que el segundo es usado para la identificacién de potenciales candidatos
y fragmentos. Ademas, la biologia estructural funge un rol critico en la
optimizacién de lideres con una mayor afinidad y selectividad [98].

Son notables los esfuerzos de la comunidad cientifica para visualizar y
comprender la compleja biologia del agente que impulsa la pandemia a
través de estudios de estructura-funcién de diferentes proteinas del
SARS-CoV-2.

Poco después de la publicacidén de la secuencia del genoma viral, en enero
de 2020, se determind y liberd la estructura cristalina de la proteasa
principal del SARS-CoV-2 (cédigo PDB:6LU7) [87]. A esto le siguieron
varias otras estructuras de proteinas virales estructurales, NSP vy
accesorias [99]. Al 9 de noviembre de 2021, habia 183,793 estructuras
de varias proteinas del SARS-CoV-2 en forma APO (sin ligando unido) o
en complejo con ligandos y otras proteinas en Protein Data Bank (PDB)
[100], dentro de los blancos farmacoldgicos que destacan entre estas
estructuras cocristalizadas encontramos a la proteina M, N, S, E, 3CLpro,
PLpro y RdRp. La determinacién de estas estructuras hasta niveles
atomicos es importante, no solo para entender las bases moleculares de
la biologia viral, sino también para el disefio 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

34



generd un sub-portal llamado COVID-19 UniProt, el cual proporciona
acceso previo a la liberacion temprana de (1) secuencias de proteinas de
SARS-CoV-2, (2) proteinas cercanas de SARS-CoV, (3) proteinas
humanas relevantes para la biologia de la infeccidon viral (como enzimas
o receptores), (4) ProtVista, herramienta que permite visualizar las
caracteristicas de secuencia de cada proteina, (5) enlaces de
herramientas de analisis de secuencia, (6) acceso a la recopilacion de
publicaciones relevantes para COVID-19, aportadas por la comunidad, asi
como (7) enlaces a recursos relevantes [97]. El portal COVID-19 UniProt
esta disponible bajo la licencia de Creative Commons Attribution (CC BY

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

1.5.2 Descubrimiento, disefo y desarrollo de farmacos

En el descubrimiento de farmacos, la identificacion de nuevos compuestos
es la pieza clave para la innovacion y el éxito en el posterior disefio de
farmacos de moléculas pequefias [101]. Actualmente el proceso para el
descubrimiento de farmacos mediante métodos informaticos, de forma
general, incluye cinco etapas: 1) la identificacion de la enfermedad a ser
tratada, 2) la seleccion del blanco molecular modulable (o druggable), 3)
su validacién, 4) el cribado de alto rendimiento (HTS, por sus siglas en
inglés) de librerias de compuestos vy, finalmente, 5) la optimizacién del

compuesto con el fin de mejorar su potencia y selectividad.
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Subsecuentemente, los compuestos lideres se optimizan para mejorar la
eficacia y farmacocinética antes de seguir con el desarrollo de farmacos

[102] (ver Figura 7).

* Mejora de propiedades fisicoquimicas
y ADME

* Correlacién PK-PD

* Identificacion y caracterizacion de

* Tecnologia RNAi y antisentido

* Andlisis de mercado * Modificacion genética en . Crib_ado opuesto metabolitos
« Aportes de los animales © Dosis respuesta « Estrategia de respaldo quimica
practicantes de KOLs * Protedmica * Ensayo funcional medicinal

identificacion de Identificacion Validacién de Identificacion Confirmacién Generacién Optimizacion Candidato
NMI de la diana la diana de hits de hits de lideres de lideres preclinico

*Cribado fenotipico * Desarrollo de

*Asociaciones genéticas, GWAS ensayos

*Organismos transgénicos * HTS
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o Potendal de toxicidad
* PK in vivo, primario, POM y modelos de
enfermedad

Figura 7. Descripcion general del proceso de descubrimiento de
farmacos.

Necesidades médicas insatisfechas (NMI); lider clave de opinién (KOL); relacion
estructura actividad (SAR); absorcién, distribucién, metabolismo y excrecidn
(ADME); estudios de asociacion de todo el genoma (GWAS); prueba de
mecanismo (POM); farmacocinética (PK); farmacodinamia (PD). Modificado de
[102].

El desarrollo de farmacos es un proceso complejo que puede ser dividido
en dos etapas conocidas como: etapa preclinica y clinica [103], etapas
gue incluyen ensayos en lineas celulares, en animales y pruebas clinicas

en humanos. Los compuestos que pasan satisfactoriamente por estas dos

etapas son aprobados por un agente regulatorio para su uso clinico, por
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ejemplo, la Comision Federal para la Proteccién contra Riesgos Sanitarios
(COFEPRIS) en México o la FDA en Estados Unidos [104].

Este proceso inicia con la identificacion de compuestos qué se unen a un
blanco terapéutico o que muestran actividad biolégica en un ensayo de
tamizaje, los cuales tienen la potencia de ser candidatos a farmacos tras
su evaluacion. Aquellas moléculas que muestran actividad bioldgica
reciben el nombre de hits. Seguido de esto se busca encontrar
compuestos, tipicamente a través de modificaciones quimicas sobre los
hits, cuyas propiedades farmacéuticas sean atractivas, por ejemplo: baja
toxicidad, o adecuada solubilidad acuosa para administracion via oral. Los
compuestos derivados de esta segunda etapa son denominados lideres
(del inglés leads) o cabezas de serie [104].

La identificacidn y validacion de la diana es uno de los pasos mas cruciales
en el desarrollo de un nuevo farmaco. Un blanco molecular o diana
terapéutica es un término general que se refiere a una variedad de
entidades bioldgicas, como proteinas, genes y RNA [105]. Un buen blanco
molecular debe ser eficiente, seguro, conocido tanto clinica como
comercialmente y, mas importante, debe ser modulable (del inglés
druggable) [106,107], lo cual significa que, al interactuar con un
compuesto quimico o una proteina, lograrda disparar una respuesta

bioldgica 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 farmacos se visualizan en la Figura 8.

|. Etapa de descubrimiento y optimizacién Il. Etapa de desarrollo Ill. Mercado

Optimizacién Evaluacién Fase Fase Fase Aprobacién Fase
basica preclinica Clinica | clinica ll clinica Il regulatoria v
|

Identificacion
de Hits
compuestos
lider

Identificacion
y validaciéon
de la diana

¥

= = -

[ Reposicionamiento de farmacos J

Figura 8. Etapas principales en el desarrollo clasico de farmacos.

Se consideran como etapas al 1) descubrimiento y optimizacién, 2) desarrollo y
3) mercado. Tomado de [104].

En el contexto de SARS-CoV-2 vale la pena sefalar que, aunque se han
desarrollado, probado y distribuido multiples vacunas efectivas contra la
COVID-19, con una velocidad sin precedentes, aun 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 rapidamente.
Sin mencionar que ninguna de estas vacunas ofrece un 100% de
proteccion a todos los candidatos vacunados, es por lo anterior que un
tratamiento farmacolégico es indispensable ante la actual situacion
mundial. Cabe destacar que las pequenas moléculas que actuan como
inhibidores y las vacunas, corresponden a enfoques totalmente
complementarios, orientados a la terapia y prevencion, donde ambas

permitirian contener la pandemia por COVID-19 [108].
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El crecimiento progresivo de la capacidad de analisis y robdtica ha
permitido una deteccion a gran escala de potenciales inhibidores contra
el SARS-CoV-2 [108]. Tal es el caso de un estudio reciente que utilizd
modelos basados en actividad bioldgica para identificar 311 sustancias
quimicas, donde 99 de ellas mostraron actividad in vitro en contra del
SARS-CoV-2, de los cuales los mas potentes presentaban Clso en el rango
nanomolar [109].

En otro estudio a gran escala se evaluaron alrededor de 12,000
compuestos en estadio clinico o aprobados por la FDA (provenientes de la
biblioteca ReFRAME) en un ensayo sobre células Vero, infectadas con
SARS-CoV-2, resultando en la identificacion de 21 candidatos con
relaciones dosis-respuesta prometedora. Dentro de los cudles destacaron
la Clofazimina (CEso 0.31 pM) y el inhibidor de la fosfatidilinositol-3-
fosfato 5-quinasa Apilimod (CEso 0.023 pM) [110]. Este ultimo entrd en
ensayos clinicos para COVID-19 en junio de 2020 debido a que se
demostrod su potencia adecuada en lineas celulares humanas (293T y Huh-
7) infectadas (12 y 88 uM, respectivamente) [111]. En julio del mismo
ano, la Clofazimina también avanzo6 a ensayos clinicos como parte de una
terapia combinada [112].

Por otra parte, cabe destacar que hasta el 31 de diciembre del 2021 hubo
mas de 470 estudios en proceso revisados por la FDA dentro de dos

categorias, etapa temprana (fase clinica 0, 1 y 1/2) y tardia (fase clinica
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2, 2/3, 3 y 4). Dentro de éstos, se han autorizado 14 tratamientos
farmacolégicos de soporte para evitar el progreso de la COVID-19,
tratamientos autorizados Unicamente bajo ciertas condiciones y para su
uso de emergencia durante la COVID-19. Dentro de esta lista se
encuentran farmacos 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 ultimo, una
solucién 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 lideres
Existe una amplia variedad de estrategias experimentales vy/o
computacionales para identificar y optimizar compuestos activos o lideres
[104], tales como:
e Reposicionamiento y optimizacion de farmacos.
e Ensayos bioldgicos sistematicos de colecciones de compuestos,
siendo el ejemplo mas tipico el HTS.

e Uso de informacion bioldgica disponible.
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e El disefo y descubrimiento de farmacos asistidos por computadora
(CADD, por sus siglas en inglés).

Cronoldgicamente hablando, con el fin de identificar y optimizar lideres,
a principios de los 80’s se comenzaron a usar modelos comparativos
basados en homodlogos [98,114]. Una década mas tarde se reconocid que
las estructuras cocristalizadas 3D eran Utiles para la definicion de
topografias de las superficies complementarias de los ligandos y sus
proteinas blanco, lo que sirvié para optimizar la potencia y selectividad de

los lideres [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 identificacién de posibles
farmacos empleando las técnicas antes listadas.

Tal es el caso del mas reciente candidato propuesto por Pfizer, donde
Owen DR y col. (2021) mediante reposicionamiento y optimizacion de
farmacos, a partir de un /ead 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 investigacion y se
considera que sera el primer farmaco antiviral aprobado, desarrollado

especificamente contra el SARS-CoV-2 [108,117].
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1.5.4 Diseiio de farmacos asistido por computadora

El CADD tiene como principio entender las relaciones estructura-actividad
bioldgica o farmacoldgica de compuestos bioactivos [118]. Este tiene la
ventaja de no sdlo reducir los costos asociados con el descubrimiento de
farmacos, sino que también puede reducir el tiempo que le toma a un
farmaco llegar al mercado de consumo, ventajas que son de suma
relevancia ante la situacidon actual originada por la COVID-19. Ademas,
el CADD ha sido empleado en el descubrimiento de numerosos farmacos
disponibles en la actualidad, que han recibido la aprobaciéon 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 sdlo
pueden ser aplicados si se conocen las estructuras de las dianas bioldgicas
[120,122], sin embargo, si éstas no son conocidas, la aproximaciéon LB es
usada como alternativa ya que se basa en el conocimiento de moléculas

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

1. EI HTS y VS.

2. Los métodos de acoplamiento molecular directo.

3. El disefio de novo de ligandos.

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

1. El modelado farmacoférico [126].

2. La aproximacién 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 librerias moleculares. Los
fingerprints son una forma de codificar la estructura de una
molécula [128], son representaciones de cadenas de bits donde
cada posicién de bit generalmente representa la presencia o
ausencia de una caracteristica estructural, fragmento, propiedad o
patrones farmacoldgicos [127].

3. EI modelado QSAR (del inglés quantitative structure-activity
relationship) es un método que modela la relacién entre las
caracteristicas estructurales de los ligandos que se unen a un blanco
y los correspondiente efectos sobre la actividad bioldgica [129].

Las herramientas principales de SB y el modelo farmacoférico seran

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 farmacos contra la COVID-19. Selvaraj y col. (2021)
dilucidaron la estructura tridimensional de la guanina-N7 metiltransferasa
(NSP14) de SARS-CoV-2 empleando una metodologia de modelado por
homologia, ademas, propusieron cinco compuestos provenientes de
librerias quimicas de compuestos caracteristicos de la Medicina
Tradicional China (TCM, por sus siglas en inglés), TCM 57025, TCM 3495,
TCM 5376, TCM 20111 y TCM 31007 como posibles fitogquimicos
antivirales basados en estudios de simulacién y acoplamiento molecular
[130]. En otro estudio mediante un modelo de interaccién proteina-
ligando preentrenado basado en Deep learning, llamado Molecule
Transformer-Drug Target Interaction (MT-DTI), identificaron algunos
fadrmacos antivirales aprobados por la FDA (Atazanavir, Remdesivir,
Efavirenz, Ritonavir y Dolutegravir) que mostraron potencial actividad

inhibitoria contra 3CLpro de SARS-CoV-2 [131].

44



Disefio de farmacos asistido por computadora (CADD)

1— Identificacién de blancos

Basado en la estructura (SB) Basado en el ligando (LB)
(Estructura 3D del blanco (Informacién del ligando
requerida) requerida)

‘ ¢ ¢
EEE B
¥

¥
Generacién de lideres (ADMET)

Figura 9. Representacion del proceso del CADD.
Esquematizacién del CADD con el enfoque LB y SB. Proceso de absorcidn,
distribucion, metabolismo, excrecion 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
aproximacion al descubrimiento de farmacos 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 librerias virtuales de fragmentos [101,133,134]. Este consiste
en colocar virtualmente (acoplamiento molecular o molecular docking)
colecciones de millones de compuestos en un blanco bioldgico, seguido

de una evaluacién del acomodo entre éstos (puntuacién o scoring). [135]
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Lo que diferencia el HTS del VS es que el HTS es una aproximacién
experimental, mientras el VS es una aproximacion tedrica. Por un lado, el
HTS requiere una alta inversion de tiempo, infraestructura y tiene un bajo
indice de éxito (<5%) [135]. Mientras que el VS es rapido y rentable, sin
embargo tiene una precision relativamente baja en la prediccidon y una
rapida acumulacién de errores [101,136,137].

Los requerimientos basicos del VS son:

1. Una coleccion de compuestos. Estas colecciones se encuentran
almacenadas y recopiladas en diversas bases de datos o librerias de
compuestos, dentro de las cuales destacan [120]:

a. Pubchem del National Institutes of Health (NIH), un repositorio
gue contiene millones de moléculas pequeifas bioldgicamente
relevantes [138].

b. Zinc es una libreria abierta de compuestos listos para ser
empleados en VS. Contiene mas de 35 millones de moléculas
que pueden estar disponibles comercialmente [138,139].

c. Drugbank, libreria con mas de 14,000 moléculas, dentro de los
cuales mas de 4200 son farmacos aprobados por la FDA [140].

2. La estructura del blanco bioldgico.

a. PDB, recurso global que contiene informacion determinada

experimentalmente de macromolécula bioldgicas [141,142].
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b. Modelado molecular de proteinas, en caso de no contar con
estructuras 3D. Técnica predictiva que permite obtener una
aproximacion de la estructura atdémica de una cadena
polipeptidica con base en la estructura conocida de proteinas
relacionadas (homodlogas), comunmente Ilamadas moldes
[143].

3. Un apropiado esquema de acoplamiento/evaluacion.

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 informacion disponible sobre el blanco
terapéutico, tal es el caso del modelo farmacoférico y el método QSAR. El
segundo depende de la informacién estructural del sitio de unidén en la
proteina blanco, siendo el acoplamiento molecular el método mayormente
empleado desde los 80's [126,132,145,146].

El acoplamiento molecular automatizado es un método tedrico para
estudiar las interacciones y el reconocimiento entre proteinas y ligandos
[147]. Consiste en la busqueda de la conformacién y posicién 6ptima de
un ligando (generalmente moléculas pequefias) dentro del sitio activo de
un blanco macromolecular [104].

Esta metodologia estd conformada por dos componentes: a) docking o

proceso de busqueda de la conformacion y orientacién de las moléculas
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(o muestreo), y b) scoring, que consiste en asignar un valor o puntaje
gue mida la interaccidn entre las dos estructuras y que permita identificar
el modo de unién [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
estimacion de la afinidad previo a la sintesis, asi como a las técnicas de
optimizacién 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 busqueda de candidatos prometedores con el potencial
de dirigirse hacia algun blanco proteico en SARS-CoV-2 [21] mediante la
prediccion de la energia de unién proteina-ligando [160], es por lo que a
lo largo de los ultimos 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, antifungicos,
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) reveld 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 simulacién de dinamica molecular y
acoplamiento molecular [162].

Se han realizado multiples estudios con similares aproximaciones
enfocados en 3CLpro, a través de los cuales se ha logrado identificar
potenciales lideres [163] de diferentes tipos tales como moléculas de
origen natural [164], fitoquimicos [165], analogos de estilbenoides [166],

etc.

1.5.5 Modelo farmacoférico

Ehrlich, en 1909, introdujo por primera vez el concepto de farmacéforo
[167], definiéndolo como una referencia que lleva las caracteristicas
principales responsables de la actividad biolégica de un farmaco.
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 farmacoférico como un ensamble de
caracteristicas estéricas y electrénicas que son necesarias para asegurar
las interacciones éptimas supramoleculares con un blanco terapéutico

especifico y desencadenar (o bloguear) su respuesta bioldgica [168]. Es
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importante destacar que un farmacéforo no representa a una molécula
real o a una asociacion real de grupos funcionales, es un concepto
abstracto que indica la capacidad de interaccion molecular comun de un
grupo de compuestos dirigidos a un blanco farmacoldgico especifico. Es
enunciado por algunos autores como un comun denominador de un
conjunto de moléculas activas [104].

Un modelo farmacoférico 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 superposicion de un conjunto de moléculas
activas (llamado generalmente grupo de entrenamiento), extrayendo las
caracteristicas quimicas 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
farmacos en ausencia de la estructura de un blanco molecular [168].

En general, la formacion de un modelo farmacoférico a partir de multiples
ligandos envuelve dos pasos principales, 1) la creacién 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 multiples ligandos dentro del grupo de entrenamiento
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y determinando las caracteristicas quimicas esenciales comunes para la
construccién de los modelos farmacoféricos [168].

Actualmente, se han desarrollado una amplia variedad de generadores de
farmacéforos automatizados tales como: HipHop [169,170], Hypogen
[170,171], DISCO [170], GASP [172], GALAHAD [173,174], PHASE [175]
y MOE [176], asi como multiples 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 pequenas, tales como
la restriccion de poses [177], rejillas de torsion sistematica [178], ajuste
dirigido [179], algoritmos genéticos [180] y Monte Carlo [181].

Se ha demostrado que el tipo de ligando molecular, el tamafo de la base
de datos y su diversidad quimica dentro del grupo de entrenamiento,
afectan considerablemente el modelo farmacoférico generado, razéon por
la cual esto ha sido detectado como un problema desafiante, ya que en
algunos casos modelos farmacoféricos completamente diferentes de
ligandos que actdan con el mismo objetivo macromolecular podrian 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 exploracién de los posibles puntos de
interacciones entre las estructuras 3D del blanco molecular y los ligandos.
El protocolo de este modelo implica un analisis de las caracteristicas
quimicas complementarias del sitio activo y sus relaciones espaciales y un
subsecuente ensamblaje del modelo farmacofdrico con las caracteristicas
seleccionadas. Se pueden clasificar en dos categorias, los basados en
complejos macromolécula-ligando y los basados en macromoléculas sin
ligando. El primero es conveniente para localizar el sitio de union del
ligando de la macromolécula blanco y determinar los puntos clave de
interaccion entre ellos, sin embargo, la limitacién de esta aproximacién
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 mas frecuentes para el SBP son:

1. Se pueden identificar demasiadas caracteristicas quimicas, no
prioritarias, para un sitio especifico de unién a una macromolécula
blanco. En el mismo sentido, Yang S-Y., y colaboradores (2010)
informan que un modelo farmacoférico compuesto por mas de 7
caracteristicas quimicas no es adecuado para aplicaciones practicas,
siendo lo ideal seleccionar entre 3 a 7 [126].

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

a que estda aproximacién solo se basa en un Unico complejo
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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 farmacofdérico mas frecuente [126].
Una vez que el modelo farmacoférico es generado, ya sea por la
aproximacion SBP o LBP, puede ser usado para 1) consultar las
caracteristicas quimicas 3D en librerias quimicas con el fin de identificar
potenciales ligandos, técnica conocida como VS basado en farmacoéforo,
2) disefar ligandos de novo, siendo NEWLEAD [185] el primer programa
en llevar a cabo este disefio. Otros softwares tales como LUDI [186],
BUILDER [187] y PhDD [188] también son usados en el disefio de novo
basado en farmacoforo [126], 3) optimizacion de lideres y el diseno de
farmacos multiblanco [126].
El modelo del farmacoforo es un enfoque rapido y eficaz en la
identificacion de moléculas lideres interesantes para el descubrimiento de
farmacos contra la enfermedad COVID-19 [160].
Empleando esta metodologia, Daoud S, y col. (2021), usando estructuras
cristalizadas de 3CLpro de SARS-CoV-2, construyeron un modelo
farmacofdrico 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
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presentan interacciones de unién especificas comparables con las
presentadas por el inhibidor cocristalizado X77 [189].

Otros multiples estudios han sido realizados con similares aproximaciones
enfocados en multiples 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. Justificacion

Finalmente, considerando todo lo anterior, al inhibir la actividad
proteolitica de 3CLpro se bloqueara la liberacion de las NSPs y se inhibira
la maduracion y efectividad del SARS-CoV-2 [10]. Cabe destacar que
multiples grupos de investigacion han identificado a esta proteasa como
uno de los blancos mas atractivos en el tratamiento de infecciones por
coronavirus debido a su importancia funcional en el ciclo viral, combinado

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

III.Hipotesis

La identificacion, por métodos computacionales, de los descriptores
farmacofdricos comunes entre compuestos que se unan a 3ClLpro de
SARS-CoV-2 permitira la generacion de un modelo farmacoférico
consenso (MFC), el cual sera de utilidad en la identificacidn de inhibidores

de esta enzima.

IV. Objetivo

Generar un MFC y aplicarlo en el cribado virtual de bibliotecas quimicas
para la identificacion de potenciales inhibidores de 3CLpro de SARS-CoV-

2.
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4.1 Objetivos particulares

V.

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

Generar modelos farmacoféricos individuales basados en las
interacciones de la proteasa con inhibidores cocristalizados.
Generar un MFC a partir de los modelos farmacoféricos previos.
Seleccionar y analizar, mediante técnicas quimioinformaticas,
moléculas como potenciales inhibidores de 3CLpro.

Seleccionar potenciales candidatos con la capacidad teodrica de
unién a 3CLpro con base en el modelo farmacoforico y acoplamiento

molecular.

Metodologia

5.1 Identificacion y alineamiento estructural de 3CLpro

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

con moléculas pequefias, se realizd una busqueda de 3CLpro de SARS-

CoV-2 en UniProt con el codigo de acceso PODTC1 [196], hasta el 28

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

con moléculas pequefias tanto covalentes, como no covalentes fueron

preparadas considerando un mondmero de la proteasa principal vy

eliminando las moléculas de agua y disolvente.
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La proteina del presente estudio empleada como referencia, previamente
preparada, fue la proteasa principal 3CLpro en su forma APO qué lleva el
codigo PDB 6M2Q [197]. Este cristal fue seleccionado con base en su
forma APO, su resolucién de 1.7 A y por su secuencia completa sin hueco.
Con la finalidad de generar una biblioteca con muchos de los inhibidores
cristalograficos de 3CLpro reportados, se alinearon todas las estructuras
de 3CLpro y se extrajeron los ligandos para aquellas estructuras
conteniendo inhibidores cocristalizados en el sitio catalitico reteniendo sus

coordenadas 3D.

5.2 Generacion de los modelos farmacoféricos 3D de moléculas
cocristalizadas con 3CLpro

Para identificar las caracteristicas indispensables para que los compuestos

organicos se unan al sitio catalitico de 3CLpro, se generd un modelo

farmacofdrico 3D de cada ligando de la libreria generada previamente en

el contexto de su proteina 3CLpro cocristalizada empleando Pharmer

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

3CLpro se guardd para su futuro empleo.

5.3 Generacion del MFC
Con el objetivo de compilar la informacion presente en todos los modelos
farmacofdricos obtenidos por ligando cocristalizado, se identificaron

grupos basados en la distancia entre los descriptores farmacoféricos
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mediante un analisis de agrupamiento jerarquico, empleando la libreria
SciPy [199]. Para la separacion de los grupos de descriptores, se
consider6 una desviacion del 27% de la distancia maxima euclidiana entre
cada descriptor.

Posteriormente, para cada grupo formado, se calculé 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 definié como el conjunto de
centroides provenientes del agrupamiento jerarquico. Adicionalmente,
para cada descriptor del MFC se asigné la informacion del radio de Van
der Waals asociado al tipo de descriptor molecular identificado por

Pharmer [198].

5.4 Validacion del MFC
Para llevar a cabo la validacién del MFC se generd una libreria de

compuestos como se describe a continuacion.

5.4.1 Libreria de validacion
A partir de los complejos cristalograficos de moléculas pequeias con
3CLpro, se desarrolld6 un grupo de validacidon con ligandos unicos
cocristalizados. Con la finalidad de evitar redundancia y analizar la
diversidad quimica y estructural de los compuestos cocristalizados las
moléculas de la libreria se seleccionaron empleando los siguientes filtros:

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

Da.

5.4.2 Biblioteca de conformeros
Para cada molécula en el grupo de validacion, se generaron 250
conférmeros energéticamente favorables empleando el moédulo AllChem.
EmbedMultipleConfs perteneciente a la libreria de quimioinformatica
RDKit [200]. Este médulo emplea la distancia geométrica para obtener un
conjunto de multiples coordenadas para una molécula. Se considerdé 1) el
cumplimiento de la quiralidad al tener presentes centros quirales, 2) la
imposicion de preferencias experimentales de angulos de torsion y 3) la
imposicidén de quimica basica como anillos planos, 4) un umbral de RMSD
(del inglés Root-Mean-Square Deviation) de 0.5 &, asi como 5) el empleo
del campo de fuerza molecular de Merck MMFF94s (del inglés Merck
molecular force field). Con el objetivo de filtrar conféormeros redundantes
estos fueron seleccionados sélo cuando habia una desviacién de al menos
RMSD de 0,5 A entre los diferentes conférmeros de la misma molécula.
La libreria de conférmeros generada fue cargada en Pharmit para su

posterior utilizaciéon [201].

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

cristalograficas de moléculas cocristalizadas con 3CLpro, se empled el
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MFC en contra de la libreria de conformeros generada a partir del grupo
de validacion usando Pharmit. Los conformeros obtenidos por el MFC se
compararon en contra de su estructura cocristalizada homologa mediante
el calculo de RMSD empleando RDKit [200]. Si uno o mas conférmeros de
una molécula tenian un RMSD <2.5 A se consideré como la reproduccién
del modo de unién cristalografico. Adicionalmente, se generaron los
descriptores farmacofdricos para cada conférmero obtenido con el
objetivo de compararlos en contra de los centroides del MFC. Finalmente,

con los datos obtenidos se calculd la eficiencia del MFC como:
L #M
%Eficiencia = v 100

Donde #M Corresponde al nimero de estructuras con un RMSD <2.5 Ay

SV al numero de ligandos dentro del grupo de validacion.

5.5 Busqueda de candidatos

Debido a que el MFC proviene de la compilacién de multiples moléculas
con diferentes caracteristicas quimicas y modos de unién, no es posible
encontrar una entidad quimica existente que contenga todos los
descriptores identificados. Por lo tanto, se segmenté 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
quimicas que compartieran estas caracteristicas. Para identificar

moléculas con un modo de unidén representado por los submodelos

60



farmacofdricos, se buscaron conféormeros en las siguientes librerias
quimicas: 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 farmacoforicos
La formacion de estos submodelos considerd la combinacién de 6 a 7
descriptores basados en su distancia que exploraran el sitio catalitico de
3CLpro basados en una inspeccién visual previa y la priorizacion de
centroides con base en el expertis quimico, es decir, en la experiencia
adquirida tras el estudio, analisis y visualizacién de la naturaleza de la
cavidad y de sus respectivos ligandos. Consideramos algunos puntos tales
como, si los ligandos cubrian la mayor parte de la cavidad, los tamafos
de los ligandos, los tipos y cantidades de interacciones que los ligandos
presentaban con respecto a la proteasa, por mencionar algunos. La

busqueda de potenciales candidatos se realiz6 a través de Pharmit [201].

5.6 Optimizacion local y filtrado

Los candidatos encontrados que cumplian con las caracteristicas de los
submodelos fueron sometidos a un proceso de optimizacion local y filtrado
con la finalidad de: 1) encontrar el mejor ajuste del candidato en la
cavidad de 3CLpro y 2) dar solucién 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 Unicamente el MFC del cual derivaban y el sitio de union,
dejando de lado el tamano del ligando y el comportamiento de éste en el
contexto de la proteasa. Con la intencion de eliminar los choques de los
conformeros con la proteina y asignar conformaciones energéticamente
favorables a los ligandos en el contexto de la proteasa, se realizd una
optimizacién local empleando Smina [202]. La opcién de scoring vy
minimizacion empleada fue: minimize, considerando 800 iteraciones y un
campo de fuerza permitido de 0.1. En cuanto al proceso de filtrado, se
realizd una inspeccidon visual a través de la cual se tomd en cuenta la
seleccién del mejor conformero en el contexto de la cavidad del receptor,
conservando el sub-modelo farmacofdérico. Se descartaron ligandos
repetidos y aquellos que tras dicha optimizacidon continuaban chocando
con la proteasa o dejaban de reproducir el sub-modelo farmacoférico del

cual derivaron.

5.7 Acoplamiento molecular

Se llevaron a cabo estudios de acoplamiento molecular para evaluar las
afinidades de uniodn entre la proteina de interés y los posibles candidatos
optimizados derivados de los sub-modelos farmacoforicos, asi como para

identificar si los candidatos encontrados tenian el potencial tedrico de
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unirse a 3CLpro espontdaneamente y si dicho modo de union era el mas
favorable y frecuente.

La proteasa empleada como referencia fue la contenida en el cristal
asociado al cédigo PDB: 6M2N, a ésta se le adicionaron cargas e
hidrégenos considerando un pH de 7.4. Las moléculas seleccionadas por
el modelo farmacoférico fueron empleadas como ligandos. Los ligandos
fueron preparados mediante la adicion de hidrégenos explicitos, de
estados tautoméricos a pH 7.4, y generando coordenadas 3D con
Standardizer v21.8.0 [203].

El acoplamiento molecular se realiz6 empleando el software GOLD del
Cambridge Crystallographic Data Center (CCDC) [154]. El sitio de
blusqueda se definio empleando a la Cys145 como punto céntrico y
extendiendo la region de blUsqueda 15 A de radio. Para la busqueda
conformacional por ligando, se realizaron 50 ejecuciones del algoritmo
genético. Cada pose fue evaluada empleando la funcion de PLP Chemscore
establecida en el software GOLD. Finalmente, para cada candidato se

guardaron las 50 mejores poses para su posterior analisis.

5.8 Validacion del Acoplamiento molecular
Para llevar a cabo esta validacién se empled el grupo de validacién
descrito previamente y el software de acoplamiento molecular GOLD. Para

ello se empled la proteasa definida como referencia (6M2N) y los ligandos

63



del grupo de validacién previamente tratados. De igual forma se siguio el
protocolo de acoplamiento molecular tal y como se enuncia en el apartado
anterior (5.7 Acoplamiento molecular). Para cada ligando del grupo de
validacién se generaron 50 conférmeros.

Tras la realizacién de los acoplamientos moleculares, se estudiaron las 50
poses por ligando y se determind la pose mayoritaria con el fin de
determinar si esta correspondia a la pose cristalografica. Para esto se
realizaron alineamientos entre el conformero generado del acoplamiento
molecular y la pose cristalografica encontrada en el grupo de validacion.
Finalmente, se consideraron aquellos conférmeros con un RMSD<3.5 A

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
correspondian a complejos proteina-ligando, de los cuales 94 de ellos
contenian inhibidores del tipo covalentes y 63 del tipo no covalentes. Para
fines del proyecto se emplearon Unicamente 130 de los 157 complejos
proteina-ligando, esto debido a que algunos ligandos se encontraban en

una region 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 determind que el
porcentaje de identidad entre los 181 cristales fue del 96-100%,

resultados que pueden ser visualizados en la Figura 10.

96 97 98
Porcentaje de Identidad

Figura 10. Alineamiento de secuencia de diversas 3CLpro de SARS-CoV-
2.

Porcentaje de identidad derivado del alineamiento de secuencia entre las
diversas estructuras cristalograficas disponibles de 3CLpro de SARS-CoV-2.

6.2 Modelo farmacofoérico 3D

Para cada ligando cocristalizado extraido de los complejos proteina-
ligando de 3CLpro se generd un modelo farmacoférico 3D basado en el
receptor. Se consideraron 130 ligandos a partir de los cuales se identificd

un total de 522 descriptores farmacofdricos en el contexto de la diada
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catalitica, dentro de los cuales se encontraron: a) 289 descriptores del
tipo aceptor de puente de hidrogeno (AH), b) 179 descriptores del tipo

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

hidrofébico (Hyd). Ver Figura 11.

Descriptores farmacoféricos identificados

289

—
Donador de puente de hidrogeno (DH) [ 179

Hidrofobicos (Hyd) 54
Total 522

Figura 11. Esquematizacion de Ila determinacion de modelos
farmacoforicos 3D de ligandos cocristalizados con 3CLpro.

(11a) Descriptores farmacoféricos 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 codigo de colores corresponde a amarillo
para los descriptores AH, rosa para los descriptores DH y verde para los
descriptores Hyd.

6.3 Agrupamiento jerarquico y MFC

Considerando el gran cumulo de informacién obtenida y la falta de una
adecuada representacion, se realizd un agrupamiento jerarquico basado
en la distancia entre los descriptores farmacoféricos. La esquematizacién
de la generacion 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 generacion 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 catalitica conformado por
la His41 y Cys145, respectivamente.

Figura 13. Esquema de la generacion 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
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8 centroides (13c). En azul y cian se visualiza la diada catalitica conformado por
la His41 y Cys145, respectivamente.

Figura 14. Esquema de la generacion 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 catalitica conformado
por la His41 y Cys145, respectivamente.

De esta manera se paso de contar con 522 descriptores farmacoféricos a
tan sélo 24 centroides representativos, resultados que se muestran en la

Tabla 1.

Tabla 1. Descriptores farmacoforicos y centroides del MFC.

Descriptores Grupos Namero de
Tipo Cantidad generados Centroides
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: hidrofébico,
DH: donador de puente de hidrogeno, AH: aceptor de puente de hidrégeno.
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Finalmente, considerando todos los centroides antes mencionados, se
generd el MFC el cual, como ya se menciono, partid 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 generacidon de este MFC.

— _~ O\

Figura 15. Generacion del MFC.

Los 522 descriptores farmacoféricos identificados (15a) (se empleé el mismo
codigo de color como en la Figura 10) se redujeron a 24 centroides (15b) de
acuerdo con el agrupamiento jerarquico de su posicion espacial.

6.4 Validacion del MFC

Para llevar a cabo la validacion del MFC se establecié un grupo de ligandos
cocristalizados. Para realizar lo anterior se empled un proceso de filtrado
partiendo de 177 complejos ligando-proteina en el contexto del sitid
activo de 3CLpro. De éstos, se descartaron los ligandos duplicados
dejando un total de 152 ligandos Unicos. Posteriormente, se consideraron

aquellos ligandos que contaban con mas de un enlace rotable, mas de
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tres puntos farmacofdéricos y un peso molecular (MolWT, por sus siglas en
inglés) mayor a 200 Da, dando lugar a un grupo de validacién con 78
ligandos Unicos.

La distribucidon de los ligandos pertenecientes al grupo de validacién en
relacion con su MolWT, el nUmero de enlaces rotables y numero de puntos
farmacoféricos se observa en la Figura 16.
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Figura 16. Distribucion de los ligandos del grupo de validacion con
respecto a algunos de sus descriptores moleculares.

(16a) Se relaciono6 el MolWT con el nimero de enlaces rotables que poseen los
ligandos del grupo de validacién, (16b) asi como el MolWT con el nimero de
descriptores farmacofdricos que poseen los mismos.

A partir de los 78 ligandos Unicos que conformaban el grupo de validacién,
se generd una libreria de 19,500 conféormeros con el fin de capturar las
poses cristalograficas.

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

cristalografica con un RMSD<2.5 A de 31 ligandos, que mediante el

empleo de la ecuacidén %Eficiencia, previamente definida, se determind
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gue este modelo farmacoforico consenso presentd un 39.7% de eficiencia,
es decir, logrd captura la pose cristalografica de aproximadamente 4 de

cada 10 ligandos.
L HM oo 3
%Eficiencia =<7 100 —» %Eficiencia =-g* 100

%Eficiencia = 39.7 %
El proceso completo de la validacién del MFC se visualiza en el Esquema
1.

Esquema 1. Proceso de validacion del MFC.

78 ligandos uinicos (set de validacion)

Generacion de 250 conférmeros ‘
energéticamente favorables por ligando

19,500

Conformeros
Alineamiento entre el conférmero
capturado y su pose cristalizada.
Parametro de filtracién considerado:
RMSD<2.5 A
) 3
02 Poses cristalograficas
(] capturadas

Busqueda de Hits en
bases de datos

Los resultados se organizaron y representaron en la Figura 17. En la
Figura 17a se observa la distribucion de datos de los ligandos relacionando
su RMSD con respecto a la cantidad de descriptores que presentaron. En

la Figura 17b se observa la relacion del RMSD con cada molécula.
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Grupo de validacion: distribucion de datos
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Figura 17. Resultados de validacion del MFC.

Se

organizaron los datos cristalograficos con respecto a la cantidad de

descriptores con la que cada ligando conté (17a) en relacién con el RMSD
derivado de la comparacion entre la pose capturada y la cristalografica (17b).
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6.5 Submodelos Farmacoféoricos y busqueda de potenciales
candidatos

Con el objetivo de identificar potenciales candidatos se cotejaron

diferentes librerias quimicas. En la Figura 18 se observa la composicion

de moléculas y conférmeros que construyen cada una de las librerias

guimicas cotejadas.

| Moléculas Conformeros
600,000,000

550,000,000
500,000,000
450,000,000
400,000,000
350,000,000

300,000,000

Cantidad

250,000,000
200,000,000

150,000,000

100,000,000
o - -

CHEMBL25 ChemDiv ChemSpace MCULE MCULE-ULTIMATE MolPort NCI Open PubChem LabNetwork Zinc
Chemical
Repository

Bases dedatos

Figura 18. Librerias quimicas 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 conféormeros con los que la base de datos se
encuentra constituida. Las bases cotejadas fueron CHEMBL25, ChembDiv,
ChemSpace, MCULE, MCULE-ULTIMATE, MolPort, NCI Open Chemical
Repository, PubChem, LabNetwork y Zinc.

Se generaron 13 submodelos farmacoféricos diferentes que exploran la
cavidad y priorizan los centroides con respecto a los descriptores quimicos

con mayor frecuencia de aparicidén. Esta priorizacién se realizé6 con base
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en el expertis quimico, es decir, con base en la experiencia adquirida tras

el estudio, analisis y visualizacién de la naturaleza de la cavidad y de sus

respectivos ligandos.

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

caracteristicas de estos submodelos farmacofdricos se encuentran

enlistadas en la Tabla 2.

En lo que respecta a la busqueda de candidatos cuyos descriptores

quimicos 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

farmacofarico.

Tabla 3. Candidatos

obtenidos por Submodelo

farmacoforico.

Sub modelo

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

6.6 Optimizacion local y filtrado

Tras la obtencidén de los candidatos, se llevaron a cabo los procesos de
optimizacién local y filtrado, por medio de los cuales, de contar con 1354
candidatos, la lista finalmente se redujo a s6lo 312 candidatos. El proceso
de optimizacion local consistié en encontrar una disposicion espacial de la
coleccion de atomos que describen el hit en el contexto de la proteina
donde la red entre la fuerza atdmica en cada atomo es aceptablemente
cercana a cero y la posicion en la superficie de energia potencial es un
punto estacionario. La intencidn de realizar dicha optimizacién es la
importancia fisica 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 consistid en descartar aquellos ligandos que se
encontraban repetidos o que, tras su optimizacion local, dejaban de
alinearse en contra del MFC o continuaban generando choques con la

3CLpro.
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6.7 Validacion del acoplamiento molecular

El procedimiento de validacién de acoplamiento molecular consistiéo en
determinar la capacidad con la que 1) el protocolo empleado lograba
acoplar los candidatos a 3CLpro y 2) reproducia las poses cristalograficas
de los ligandos extraidos de los complejos proteina-ligando recabados con
anterioridad. Para llevar a cabo lo antes descrito se uso el grupo de
validacién 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 determind que Unicamente fue
posible reproducir la pose cristalografica 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 cristalografica para este
sistema. Cabe destacar que se considerd alta frecuencia si al menos 20

poses reproducian la pose cristalografica (ver Figura 19).
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Figura 19. Validacion de acoplamiento molecular.

En la Figura 19a se muestra la relacién entre el RMSD por cada pose de cada
cristal, considerando que los resultados estan organizados de menor a mayor
MolWT, yendo de izquierda a derecha. En la Figura 19b se muestra la relacion
entre la frecuencia con la que las poses presenta un RMSD<3.5 & 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.
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Figura 20. Resultados del acoplamiento molecular.

En la figura 20a se muestra la relacién entre el RMSD por cada pose de cada
candidato, considerando que los resultados estan organizados de menor a mayor
MolWT, yendo de izquierda a derecha. En la figura 20b se muestra la relacion
entre la frecuencia con la que las poses presentan un RMSD<3.5 & conforme a
cada candidato.

La lista de los 12 candidatos catalogados como los mejores, los cuales
contaron con poses con RMSD<3.5 /&, junto con sus respectivas

frecuencias y scores se enlistan en la Tabla 4.

78



Tabla 4. Mejores candidatos derivados del acoplamiento molecular.

ID Candidato Frecuencia| Pose | RMSD(A) [ 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

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 A. La columna de pose, RMSD (&) y Score
hacen referencia a la pose con un menor RMSD, ese RMSD vy la calificacion
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.

-~ s
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PubChem-122614371 PubChem-89540457 CHEMBL551086

C
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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 catalitica, conformada por la His41 y Cys145, esta coloreada de azul y

cian, respectivamente. Los descriptores farmacofdricos mantienen la misma
relacion de colores que ha sido marcada anteriormente.
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VII. Discusion

La enfermedad conocida como COVID-19, causada por SARS-CoV-2, ha
sido la responsable de mas de 5.2 millones de muertes alrededor del
mundo y mas 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 generacion de
candidatos con potencial actividad inhibitoria contra SARS-CoV-2 debido
a su funcién crucial dentro del ciclo replicativo [19] (ver Figura 4 y 6).

Se han identificado una amplia variedad de potenciales inhibidores de
3CLpro que interactian con el sitio activo, sin embargo, la actividad de
estos farmacos para prevenir o reducir la severidad de los sintomas de la
COVID-19 no ha sido completamente establecida [77], por lo que
prevalece la urgencia del desarrollo e identificacion de candidatos
farmacoldgicos 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 llevd a cabo este proyecto para lo cual se
recabd toda la informacidon cristalografica existente relacionada a la
3CLpro. Tras un estudio de alineamiento de secuencia se determiné que
el porcentaje de identidad entre las 181 estructuras relacionadas con

3CLpro de SARS-CoV-2 (complejos proteina-ligando covalente, no
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covalente y en forma APO) era del 96% al 100%. Del mismo modo se
determind que el sitio activo conformado por la His4l y Cys145 se
encuentra altamente conservado. Los dos puntos previos indican que esta
proteasa, asi 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 fluctuacion corresponde
al tercer dominio, lugar donde no reside el dominio catalitico. Esto implica
que el sitio activo de 3CLpro permanece constante en todos los sistemas
estudiados sin importar el tipo interacciones que éstos presentan.

A continuacion, se extrajeron los ligandos ubicados dentro de la diada
catalitica de 3CLpro, a partir de los cuales se generaron, a su vez, modelos
farmacoféricos individuales.

Un modelo farmacofdrico, como ya se menciond, es el ensamble de
descriptores farmacoforicos 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 empled en el proyecto ya que se contaba con una

amplia evidencia experimental de complejos proteina-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 farmacos
considerando ensambles experimentales [168]. El empleo de |la
metodologia SBP en 3CLpro es interesante, por la gran cantidad de
informacidn experimental existente derivada de la situacién de
emergencia internacional, ya que ésta nos permitid identificar puntos de
suma importancia tales como la preferencia de ciertos tipos de
descriptores farmacofdricos con ciertos residuos de 3CLpro, la naturaleza
de los subsitios en 3CLpro y la frecuencia con la que algun tipo de

interaccion se presentaba.

Aplicando el enfoque SBP se generaron 130 modelos farmacofdricos a
partir de los ligandos obtenidos, los cuales en conjunto se encontraban
compuestos por un total de 522 descriptores farmacoforicos (ver Figura
11). Dentro de éstos, el descriptor con mayor porcentaje de aparicion fue
del tipo AH 55.4% (289), mientras que el 34,3% (179) y el 10.3% (54)
restante, correspondian a los descriptores del tipo DH e Hyd,
respectivamente. En el mismo sentido, la mayoria 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 nucleofilico de la Cys-145 al
sustrato, reaccidn que es catalizada por la formacién de un puente de
hidrégeno 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 informacidn cristalografica obtenida a partir de los
ligandos presentes en la cavidad catalitica de 3CLpro se establecid la
metodologia del MFC. Para este proyecto el MFC puede ser definido como
el ensamble de descriptores farmacofdéricos éptimos que representan
eficientemente a multiples modelos farmacoféricos en el contexto de un
sitio de interés de importancia bioldgica. Dicha metodologia tiene como
objetivo el descubrimiento de potenciales farmacos a partir de
informacion cristalografica existente sobre un sistema proteina-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
farmacofdrico 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 aparicion de los descriptores
farmacofdricos y la frecuencia de interaccion de éstos con los residuos

proteicos, 3) permite identificar la naturaleza de la diada catalitica, y 4)
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empleando un MFC se combate el problema mas frecuentemente
identificado para el SBP, ya que para este ultimo se pueden identificar
demasiadas caracteristicas quimicas de naturaleza subyacente [168].

Lo anterior justifica el uso del MFC, gracias a su gran potencial
representativo, descriptivo e innovador. Con esta metodologia se pasé de
contar con 522 descriptores farmacofdricos a tan sélo 24 centroides
representativos por zona (ver Figura 15).

Cuando el MFC se enfrentd al grupo de validacion, se determiné que el
porcentaje de eficiencia fue del 39.7% (con un RMSD<2.5 &), indicando
que con este modelo es posible capturar la pose cristalografica de
aproximadamente 4 de cada 10 ligandos, sin perder las caracteristicas del
MFC (ver Figura 17). Aqui es pertinente hacer mencién que con base en
los puntos antes mencionados para el MFC y considerando que 1) se partio
de informacién experimental y, 2) se contemplé la representatividad por
zona, tipo de descriptor y frecuencia, empleando lo previamente
denominado como expertise quimico, se esperaba que tras la validacion
se lograra capturar una mayor cantidad de poses cristalograficas (al
menos mas del 60%).

Comparando los resultados obtenidos y los esperados para la validacion
del MFC, asi como realizando el analisis del flujo de trabajo, es posible
que existan caracteristicas importantes que no fueron consideradas para

abordar una amplia representatividad por inter e intragrupo de
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descriptores en el contexto de 3CLpro y que a su vez definieron el
porcentaje de eficiencia obtenido, dejando de lado la modificacién 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 aparicién, no es sensato establecer que las interacciones
optimas generadas por todos los descriptores tengan el mismo valor para
la generacién del MFC.

Cabe acentuar que este modelo, al contar con una validacidén como base,
impone un punto de inicio a partir del cual el desarrollo y la optimizacién
pueden ser llevados a cabo para este sistema, de modo que logre
representarlo de manera O6ptima. Por otra parte, dado que no hay
metodologias similares reportadas que cuenten con una validacién
asociada a este sistema, se hace dificil realizar una comparacion exacta.
Asi mismo, esto coloca a la metodologia del MFC como una metodologia

innovadora basada en evidencia experimental.

Tras la generacién y validacion del MFC en el contexto de 3CLpro, con el
fin de generar potenciales candidatos, se realizé un VS. Para lo anterior
se determind que el MFC seguia siendo complejo y dificil de analizar,
puesto que el empleo integro de dicho modelo en el VS empleando
Pharmit no generd resultado alguno. Esto debido a que en el universo

quimico no existe entidad quimica tal que cuente con 24 descriptores
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farmacofdricos particulares en esa disposicién espacial determinada. Con
base en lo anterior, se decidié fragmentar el MFC en submodelos.

Se probd una fraccion de submodelos con un numero variable de
centroides, dentro de los cuales destacaron 13 submodelos que
exploraban la cavidad y priorizaban los centroides con respecto a los
descriptores quimicos con mayor frecuencia de aparicion. Para los 13
submodelos farmacoféricos 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
farmacofdrico compuesto por mas de 7 caracteristicas quimicas no es
adecuado para aplicaciones practicas (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
proteina-ligando. Del mismo modo, los submodelos contemplaron en
promedio de 2 a 3 centroides por cada tipo de descriptor farmacoférico
empleado.

Los centroides mas frecuentemente utilizados en los 13 submodelos
estudiados fueron el 10, 14 y 18 (DH), el 6 y 8 (AH), asi como el 22 y 24
(Hyd). Estos centroides y su uso concuerdan con las caracteristicas que
presentan los subsitios S1’, S1 y S2 de 3CLpro. Por ejemplo, el centroide
10 (DH) se localizé sobre la His41 en el subsitio S1’, el cual se caracteriza

por contener la diada catalitica His41-Cys145 de 3CLpro [206]. Por otra
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parte, los centroides 14 y 18 (DH), asi como el 8 (AH) se localizan entre
S1 vy S1’, proximos a His163 y Glu166, residuos que han sido reportados
como participantes en la formacion de puentes de hidrégeno esenciales
para la actividad de 3CLpro [206]. Es con lo anterior que la presencia de
aceptores y/o donadores de puente de hidrégeno entre S1’-S1 son de vital
importancia en el desarrollo y disefio de farmacos 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 hidrofébica flexible, destacando
que en este subsitio generalmente se prefieren los anillos de benceno o
ciclopropilmetilo cuando se disefia la posicion P2 de inhibidores
peptidomiméticos [206]. Por el otro lado, derivado de estudios de
interaccion sobre 3CLpro, se observd que la presencia de sustituyentes
que forman interacciones del tipo hidrofdbico en S1’ son relevantes para
la unién 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 hidrofdbico y puente de hidrégeno con los
residuos localizados en S1’, pueden incrementar la energia de afinidad del
candidato con 3CLpro al emular el patrén de unién al sustrato [95].
Finalmente, en cuanto al centroide 6 (AH), éste se ubica entre S1-S1’, sin

embargo, cabe sefalar que este centroide engloba una amplia red de
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descriptores, dentro de los cuales la mayoria se encuentran ubicados
sobre la His41, sin embargo, tras la generacién del centroide, éste se
localizd en el punto medio de la red formada, quedando alejado de la
diada catalitica (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 sefialar que tras la obtencion de los 24 centroides del MFC
y la consecuente generacion de submodelos farmacoféricos dentro de la
cavidad de 3CLpro, se determind que existen entre 1.3x10°> y 3.4x10°
combinaciones diferentes de submodelos farmacoféricos que consideran
entre 6 y 7 centroides, respectivamente. Lo anterior indica que, sin tomar
en cuenta los 13 submodelos farmacofdricos considerados para este
proyecto, contamos con un extenso universo quimico por explorar con la
capacidad de tener candidatos con potencial actividad inhibitoria contra
3CLpro. Cabe recordar que estos 13 submodelos farmacofdricos fueron
armados y seleccionados, en su mayoria, por poseer los centroides de
mayor relevancia apoyandonos en el expertise quimico.

Una vez establecidos los submodelos farmacoféricos y tras la realizacién
del VS, se obtuvieron 1354 entidades quimicas (moléculas y conférmeros)
derivadas de 10 librerias quimicas diferentes (ver Figura 18 y Tabla 3).
Durante el VS estos submodelos mostraron volimenes de exclusion, los

cuales corresponden a zonas prohibidas para que un ligando se ubique en
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ellas. La funcién de estos volumenes de exclusion es la de simular los
factores estéricos del sitio activo y, por ende, evitar que ligandos con
geometrias inadecuadas para el sitio activo puedan ser considerados
como candidatos [207].

En lo que respecta a los submodelos, el etiquetado como B2 generd
resultados en todas las librerias quimicas consultadas a excepcién de NCI,
representando aproximadamente el 6% de los candidatos totales
derivados del VS, siendo a su vez el modelo que englobd la mayor parte
de los centroides mas 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 librerias quimicas, siendo a su vez el modelo que
presentd los centroides menos comunes dentro del conjunto de
submodelos considerados. En el mismo sentido, la libreria quimica 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 mas de 111 millones de estructuras quimicas
[208].

Contando con las 1354 entidades quimicas, se realizd un proceso de
optimizacién local y filtrado, tras el cual se pasd a contar con sélo 312
moléculas Unicas, las cuales son capaces de reproducir el MFC.

Aproximadamente, el 45%, 24% y 16% de las moléculas Unicas derivaron
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de las librerias quimicas PubChem, Chem Space y Mcule-Ultimate,
respectivamente. En el mismo sentido, la mayoria de estas moléculas
conservan los descriptores farmacoforicos que conforman al submodelo
farmacofdérico D8, tal es el caso de los candidatos PubChem-122614371,
PubChem-89540475, PubChem-114466037, PubChem-114466030 vy
PubChem-137443050, por mencionar algunos. Este submodelo cuenta
con 6 centroides, 2 del tipo AH (4 y 5), 3 del tipo DH (13, 17y 18) y 1
del tipo Hyd (21).

El centroide 5 (AH), asi como el 3 (DH) se localizan entre los subsitios S1-
S1’, préximos a His1l63 y Glul66, los cuales, como ya se menciond,
participan activamente en la formacion de puentes de hidrogeno con
3CLpro. El centroide 4 (AH) se localizdé sobre S4, la cual a pesar de ser
reportada como una cavidad estrecha poco profunda de caracter
principalmente hidrofobico, Keretsu, S. y colaboradores (2020) reportan
que S4 puede participar en interacciones adicionales a través de la
formacién de puentes de hidrégeno [95]. El centroide 21 (Hyd), asi como
el 17 y 18 (DH), se encuentran préximos 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 procedié a establecer

como método de seleccién un protocolo de acoplamiento molecular, con
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el fin de proponer una serie de candidatos para la determinacion futura
de su actividad mediante ensayos bioldgicos.

Previo al empleo del protocolo de acoplamiento molecular y con el objetivo
de determinar qué tan efectivo seria éste para predecir adecuados modos
de unidn, se realizé su validacidn a partir de la cual resultd un porcentaje
de eficiencia del 8.9% (al menos 20 poses con un RMSD<3.5 &), indicando
que a través de este modelo es posible reproducir la pose cristalografica
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, Unicamente 18 autores (29.5%) realizaron una validacién 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 correlacion entre los valores del co-logaritmo de la
concentracion inhibitoria media (plCso) y los scores de acoplamiento
molecular no son buenos, y 2) ni el score de acoplamiento molecular o el
AG 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

articulos 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
sOlo en el 57.7% de los casos examinaron la eficacia del sistema 3CLpro
antes de realizar el VS, y de ellos, sélo el 29.9% probd tanto la prediccion
de la pose y calculé el rendimiento del cribado virtual. El segundo es que
en solo el 4.4% de los articulos donde se calcula la eficacia del VS, los
autores utilizan para dicho calculo, un conjunto de prueba (moléculas con
actividad, sin actividad, sefiuelo). Adicionalmente, sélo 2 articulos (1.2%)
han mencionado resultados de pruebas bioldgicas, 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 catalitica de 3CLpro de SARS-CoV-2 y sus respectivos ligandos
cocristalizados, razones por las que el uso del acoplamiento molecular
como técnica uUnica para la realizacion de VS para predecir posibles
inhibidores de 3CLpro en SARS-CoV-2, no es viable. Es aqui donde se
refuerza la idea que sefala que el empleo de metodologias tales como el
modelo farmacoférico 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 validacién del protocolo de

acoplamiento molecular, teorizamos que aquellos ligandos con alta
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frecuencia de poses cercanas al MFC podrian ser mejores candidatos para
estudios posteriores.

El estudio de acoplamiento molecular determind que sélo 12 de los 312
candidatos presentaron un RMSD<3.5 A en al menos 20 poses, lo cual
indica que esos 12 candidatos mantenian las caracteristicas
farmacoféricas 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 A mantiene las
caracteristicas derivadas del MFC con alta frecuencia y, a su vez, cuenta
con un score de 68.29, lo cual sugiere que_tendrian una buena energia de
union con 3CLpro. A nivel molecular este candidato cuenta con 3
caracteristicas 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 hidrégeno,
componentes que potencian las interacciones con 3CLpro tal y como
Keretsu, S. y colaboradores (2020), asi 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

hidrégeno, 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 catalitica de 3CLpro un grupo de esta indole dentro
de S4 concuerda con la naturaleza de dicho subsitio, el cual se ha

reportado como una cavidad hidrofdbica 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 caracteristicas fisicoquimicas, estéricas y
espaciales extraidas de los submodelos farmacoforicos derivados del MFC,

el cual a su vez deriva de toda la informacién cristalografica considerada.

Finalmente, con el fin de probar la actividad bioldgica de los 12 candidatos
con potencial inhibitorio ante 3CLpro de SARS-CoV-2, es necesario la
realizacién de ensayos bioldgicos. Lo anterior con miras a establecer dos
puntos, 1) un potencial tratamiento que haga frente ante la actual
situacion mundial causada por la COVID-19 y, 2) que se permita el
establecimiento de la funcionalidad, y posterior optimizacién, de la
metodologia innovadora del MFC. Adicionalmente, no hay que olvidar que,
al tratarse de una metodologia automatizada para este sistema, ésta es
capaz de actualizarse con frecuencia, permitiendo recabar toda la

informacion novedosa y procesarla en cortos lapsos de tiempo.
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VIII. Conclusion

Con base en su estructura y en la investigacion bibliografica previa, se
selecciond a la diada catalitica de 3CLpro, es decir, al contexto de los
residuos His41l y Cys145, como el siti6 de interés para el presente
proyecto. A partir de ésta diada catalitica y de toda la informacién
cristalografica existente se generd un conjunto de modelos farmacoféricos
individuales (por ligando cocristalizado con 3CLpro) el cual se empled en
la generacién 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 determind que
la segqunda metodologia no representa de forma adecuada al sitio activo
de 3CLpro, ya que sélo se logré reproducir la pose cristalografica en un
8.9% del total de los casos, corroborando lo reportado en relacién con el
uso de protocolos de acoplamiento molecular para este sistema.
Finalmente, se determind que MFC representa de forma adecuada a los
inhibidores cocristalizados de 3CLpro y logré 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 analisis del MFC se visualizé una limitante, los centroides no
parecian representar de la mejor forma al gran conjunto de descriptores
farmacofdricos considerados para este estudio. Esto con base en que
dichos centroides fueron calculados y generados considerando
Unicamente las coordenadas promedio por grupo de descriptores
farmacofdricos, dejando de lado 1) la frecuencia de aparicion de los
descriptores de forma particular, por tipo de descriptor, y de forma
general, asi como 2) la dispersién que presentd cada descriptor dentro de
cada grupo. De esta manera el MFC tiene el potencial de ser optimizado
al considerar estos dos Uultimos puntos. En lo que respecta a la
jerarquizacién y seleccion 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 pardmetros tales
como: 1) el RMSD tras optimizacién, 2) las reglas de Lipinski, 3) el score

tras minimizacién, 4) la eficiencia de ligando y 5) la inspeccion visual.
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