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1. Abstract

Coronaviruses represent global health threat. In this century, they have already
caused two epidemics and one serious pandemic. In 2019, the appearance of
SARS-CoV-2 virus that causes COVID-19 triggered a pandemic that is still active
today. SARS-CoV-2 penetrates the host cell via binding its spike (S) protein to the
angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2) receptor. Considering that this
attachment is required for the initiation of pathogenesis, virus S glycoprotein is a
good target for drug discovery.

This study aimed at the bioinformatic analysis of the possible druggable cavities
of the SARS-CoV-2 S glycoprotein, as well as to investigate the binding affinity of
drug-likeness indole-2-carboxamides 2a-2d for anti-viral drug discovery.
Druggable cavities were searched though Proteins Plus IT platform. Only one
cavity with the highest score at the binding site was selected for affinity studies.
Indole-2-carboxamides 2a-2d were used to identify residues within the viral
glycoprotein and AutoDock software was used to evaluate the affinities.

This study provides a druggable region within viral SARS-CoV-2 S glycoprotein
and two candidate compounds 2b and 2d to block viral entry. Currently, the
synthesis of 2a-2d is being undertaken to subsequently determine the

effectiveness of these compounds in viral modulation in vitro.
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1.1 Resumen

Los coronavirus representan una amenaza para la salud mundial. En este siglo
ya han causado dos epidemias y una grave pandemia. En 2019, la aparicion del
virus SARS-CoV-2 que causa la COVID-19 desencadend una pandemia que aun
hoy sigue activa. EI SARS-CoV-2 penetra en la célula huésped uniendo su
proteina espiga (S) al receptor, la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2).
Teniendo en cuenta que esta union es necesaria para el inicio de la patogénesis,
la glicoproteina S del virus es una dina farmacoldgica para el descubrimiento de
farmacos.

Este estudio tuvo como objetivo el analisis bioinforméatico de las posibles
cavidades medicables de la glicoproteina S del SARS-CoV-2, asi como investigar
la afinidad de union de las <<drug-likeness>> indol-2-carboxamidas 2a-2d para
descubrir farmacos antivirales.

Las cavidades medicables se buscaron a través de la plataforma informéatica
Proteins Plus. Para los estudios de afinidad, solo se seleccion6 una cavidad con
la puntuacion mas alta en el sitio de unién de la proteina S. Se usaron las indol-
2-carboxamidas 2a-2d para identificar residuos dentro de la glicoproteina viral y
el software AutoDock para evaluar las afinidades.

Este estudio permite reconocer una region medicable dentro de la glicoproteina
S del SARS-CoV-2 y a dos potenciales compuestos 2b y 2d como bloqueadores
de la entrada viral. Actualmente, se esta llevando a cabo la sintesis de 2a-2d para

posteriormente determinar la eficacia de estos compuestos en la modulacién viral

OMe N
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in vitro.

Palabras clave: SARS-CoV-2, glicoproteina S, cavidades medicables,
bioinformatica.
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2. Introduccion

2.1 Generalidades de los virus

Los virus son un amplio grupo de agentes infecciosos, en los que cada particula
viral o virion consiste en material genético, ya sea DNA o RNA concentrados en
moléculas proteicas Yy lipidicas (Figura 1). Los virus no se replican por si solos,
necesitan de la maquinaria celular para llevar a cabo su replicacion, lo que los
hace parésitos intracelulares obligados. Por lo tanto, los virus se diferencian
totalmente de las células en poseer una organizacion estructuralmente simple,
carecer de metabolismo y en su impedimento de replicarse de manera
independiente (Pellet et al., 2014; Willey et al., 2008).

ZOTTTITTITTITNNS
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Figura 1. Representacion general de la estructura de los virus.

Tomado de: Murray, P. R., Rosenthal, K. S., & Pfaller, M. A. (2017). Microbiologia
Médica (Octava edicion) Elsevier.

En general, los virus pueden variar genéticamente y/o estructuralmente, es decir
cada virion posee una estructura unica. Existen virus que tienen DNA, el cual
1



puede ser monocatenario, bicatenario, lineal o circular. Por otro lado, los viriones
gue poseen RNA, éste puede ser de sentido positivo, sentido negativo o de doble
cadena. En cuestiones estructurales, el material genético esta rodeado por una
cubierta proteica denominada nucleocipside, y ésta a su vez esti envuelta por
un complejo proteico llamado capside. Asi mismo, algunos virus poseen una
membrana lipidica llamada envoltura, a este tipo de virus se les llama “virus
envueltos”, en contra parte existen virus sin envoltura lipidica, o bien “virus

desnudos” (Figura 1).

Anteriormente los virus se clasificaban basandose en la enfermedad que
provocan. En la actualidad los virus se clasifican de acuerdo con sus propiedades

fisicas o bioquimicas (Figura 2) (Murray et al., 2017; Willey et al., 2008).

AT Th
L »

& - 1

[ § .

i |

4

D y
s
poxvirus herpesvirus adenovirus papillomavirus
100 nm
DNA VIRUSES
L 0:_'4
100 nm :_ ‘. ?;{%
— 1 “
" E Ol
L5, ok, N :E . % 3
S ==L % X |
(G i=F @ =B
: == NS i i -«
@ \/ "l’l‘ LT Nommma }74
poliovirus HIV influenza coronavirus rabies virus mumps virus

(AIDS virus) virus (common cold)

RNA VIRUSES

Figura 2. Morfologia y clasificacion de los virus, de acuerdo con el tipo de material

genético de cada virion.
Tomado de: Alberts, B., Johnson, A., Lewis, J., Morgan, D., Raff, M., Roberts, K.,
& Walter, P. (2015). Molecular Biology of The Cell. Garland Science.

Una propiedad importante de los virus es que se diseminan con facilidad debido
a que pueden penetrar barreras biolégicas, sobreviven en condiciones extremas

y algunos son resistentes a detergentes. Por ello, los virus son capaces de crear



grandes cadenas de contagio entre poblaciones mundiales, asi mismo los virus
tiene una alta tasa de mutacién debido a su replicacion acelerada. A través de la
historia los virus han provocado diversas epidemias de gran impacto a nivel
mundial (Tabla 1).

Tabla 1. Enfermedades emergentes provocadas por virus.2

~ Nombre de la Agente
Aino P Muertes
enfermedad etiolégico
1520 Viruela o “Hueyzahuatl” Virus de la viruela 3.5 millones
1793-1798 Fiebre amarilla o Virus de la fiebre ~25,000
“La plaga americana” amarilla
1918 Gripe espafiola A HIN1 ~50 millones
1976 Ebola Virus del Ebola 15,258
1981 Conjuntivitis aguda Adenovirus No es mortal
hemorragica
1981 SIDA VIH ~37 millones
2002 Sindrome respiratorio SARS-CoV-1 813
agudo grave
2009 Gripe porcina H1N1 284,000
2014 Chinkungunia Virus del No es mortal
Chinkungunia
2019°b COVID-19 SARS-CoV-2 5,5 millones

4@ Tomado de: Morens, D. M., & Fauci, A. S. (2020). Emerging Pandemic Diseases: How
We Got to COVID-19. Cell, 182(5), 1077-1092.
b Dato actualizado segun la OMS al 23 de enero de 2022.



Las enfermedades infecciosas emergentes son aquellas provocadas por el
surgimiento de nuevos virus. Normalmente estas enfermedades surgen por la
transmision de animal a humano (zoonosis), es el caso del virus del VIH, de la
gripe porcina (HIN1l) y del SARS-CoV-2. Las enfermedades emergentes
prevalecen gracias a estrategias de supervivencia de los virus a largo plazo, de
este modo, las enfermedades virales pueden ser incontrolables al grado de

comprometer la salud mundial (Morens & Fauci, 2020).

2.2 COVID-19 y SARS-CoV-2

El brote de COVID-19 (Coronavirus Disease-2019), enfermedad causada por el
virus SARS-CoV-2, inici6 en China en el estado de Wuhan en diciembre del 2019
(Duan, 2020). En marzo de 2020 la propagacion acelerada de la enfermedad, con
mas de 381,000 personas infectadas y mas de 160,000 muertes a nivel mundial,
condujo a la OMS a declarar a la COVID-19 como pandemia, generando la

necesidad urgente de crear vacunas y terapias farmacoldgicas.

La COVID-19 se considera como un tipo de enfermedad infecciosa autolimitante,
ya que en la mayoria de los casos de los pacientes con sintomas leves pueden
recuperarse en 2 semanas aproximadamente. Entre los sintomas mas comunes
gue pueden desarrollar los pacientes con COVID-19 son; fiebre, tos y/o fatiga.
Por otro lado, los sintomas menos comunes son; la produccién de esputo, dolor

de cabeza, sangrado pulmonar y diarrea (Duan, 2020).

La tasa de mortalidad del SARS-CoV-2 es de 3.8%, la cual es menor que el
SARS-CoV-1 con un 10% y/o que el MERS-CoV con un 37.1%. Sin embargo, el
namero de casos de infeccion relativa del SARS-CoV-2 es 10 veces mayor, datos
epidemioldgicos de varios paises reportaron que el SARS-CoV-2 puede
transmitirse de personas asintomaticas o con sintomas leves (Ahn et al., 2020).
Estas caracteristicas en particular pueden explicar la repentina propagacion del

virus a nivel mundial.



2.2.1 Caracteristicas virales y genoma

El SARS-CoV-2 pertenece al orden Nidovirales, familia Coronaviridae, subfamilia
Orthocoronavirinae, que se subdivide en cuatro géneros; Alphacoronavirus,
Betacoronavirus, Gammacoronavirus, y Deltacoronavirus. En general, los
coronavirus poseen un RNA gendémico con una cadena de Poly(A), es decir un
RNA codificante, que contiene 8 marcos de lectura abiertos (ORF), estos
fragmentos codifican proteinas estructurales, no estructurales y proteinas

accesorias.

El virus SARS-CoV-2 posee un 82% de similitud con los virus MERS y SARS
CoV. El material genético del virus SARS-CoV-2 contiene una cadena positiva de
RNA tipo monocatenario de 26-32 Kba, que codifica para las proteinas
estructurales Spike (S), de envoltura (E), de membrana (M) y nucleocapside (N)
(Figura 3) (Asselah et al., 2021). El genoma del virus también codifica para
proteinas no estructurales como la 3-quimiotripsina, la proteasa de tipo papaina
y la polimerasa RNA dependiente (Samudrala et al., 2020; Xiu et al., 2020). Tanto
las proteinas estructurales y no estructurales pueden ser blancos terapéuticos

para desarrollar nuevos antivirales.

Los genomas y subgenomas de los coronavirus codifican seis ORF, los
fragmentos ORF la/b codifican 16 proteinas no estructurales (nsp) (Figura 3).
Entre ellas estan las proteasas, quienes cumplen la funcién de escindir a las
poliproteinas recién codificadas, de esta manera el virus obtiene proteinas
funcionales y puede formar el complejo de replicacion del virus (Dhama et al.,
2020).
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Figura 3. Genoma y estructura del virion SARS-CoV-2.
Tomado de: Asselah, T., Durantel, D., Pasmant, E., Lau, G., & Schinazi, R. F. (2021).
COVID-19: Discovery, diagnostics and drug development. Journal of Hepatology,
74(1), 168-184. https://doi.org/10.1016/j.jhep.2020.09.031

2.2.2 Potenciales blancos terapéuticos

A pesar de su diversidad gendmica, los pasos del ciclo de replicacion de los CoV
comparten elementos bioldgicos clave, con una cierta homologia entre diferentes
cepas de CoV, que pueden explotarse para el disefio y desarrollo de farmacos
antivirales. Los elementos biolégicos prometedores incluyen: ARN polimerasa
dependiente de ARN, las dos proteasas virales 3CLpro y PLpro, la glicoproteina
Sy, finalmente, las proteasas celulares involucradas en la entrada viral, como
TMPRSS2 y catepsinas (Zumla et al., 2016).

2.2.3 Estructura y funcion de la glicoproteina S

La glicoproteina S, localizada en la superficie del virus SARS-CoV-2, es la mas
conservada en la mayoria de los virus de la familia coronaviridae. Es un
homotrimero de 180-200 kDa, con 1273 aminoacidos por protomero. La proteina
S contiene un amino terminal extracelular, un dominio transmembranal (TM)
anclado en la envoltura viral y un carboxilo intracelular (Huang et al., 2020; Xiu et
al., 2020).



La proteina S esta dividida en dos regiones funcionales S1 de fijacion y S2 de
fusion (Figura 4A-C). La region S1 tiene un tamafio de 14-685 residuos y la region
S2 consiste en 685-1273 residuos; dentro de la region S1 se encuentra un
dominio de amino terminal (NTD) y un dominio de union a receptor (RBD). Por
otro lado, la region S2 se compone de un péptido de fusion (FP), dos
heptapéptidos repetidos de fusion (HR1 y HR2), un dominio conector (CD), un

dominio transmembranal (TM) y una cola citoplasmaética.

A S Protein Trimer B S Protein Protomer

Glycan '
y b ‘}‘ cD
<
Eidl N RBD FP _'HR1 . CD|
) N
1 27 0y S 1147 1273
site site

Figura 4. Estructura cristalizada de la proteina S del SARS-CoV-2. A) Complejo
trimétrico formado por tres cadenas idénticas en color amarillo, azul y
gris. B) Representacion de las regiones en un monomero de la
proteina S: NTD (azul), RBD (rojo), HR1 (naranja), FP (amarillo), CD
(verde) y glicanos (morado). C) Dominios de la proteina S.

Tomado y modificado de: Gur, M., Taka, E., Yilmaz, S. Z., Kilinc, C., Aktas, U., &

Golcuk, M. (2020). Conformational transition of SARS-CoV-2 spike glycoprotein
between its closed and open states. Journal of Chemical Physics, 153(7).

La regidon S2 es responsable de la fusion de la envoltura viral con la membrana
plasmatica de la célula huésped. El péptido de fusion es un segmento corto de
15-20 aminoacidos conservados de la familia Coronaviridae, compuesta
principalmente por residuos hidrofébicos, como la glicina (Gly) o alanina (Ala),

dichos aminoécidos se anclan en la membrana celular cuando la region S2 queda
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expuesta. Se ha demostrado que el péptido de fusion juega un papel esencial en

la fusion membranal al conectar ambas bicapas lipidicas (Tang et al., 2020).

La region S1 reconoce al receptor enzima convertidora de angiotensina (ACE2)
de las células pulmonares hospederas y se une a ACE2, como una llave que se
inserta en una cerradura, antes de la entrada e infeccion de las células por el
virus (Figura 5). Por lo tanto, ACE2 actia como una puerta celular, un receptor,

para el virus que causa COVID-19 (Huang et al., 2020; Tang et al., 2020).

Spike
glycoprotein (S)

PDB ID:6VW1

PDB ID:6VSB

Figura 5. Unién de la proteina S con el receptor ACE2.
Tomado y modificado de: Huang, Y., Yang, C., Xu, X. feng, Xu, W., & Liu, S. wen.
(2020). Structural and functional properties of SARS-CoV-2 spike protein: potential
antivirus drug development for COVID-19. Acta Pharmacologica Sinica, 41(9), 1141—

1149.

La proteina S se considera como una proteina de fusién de clase |, dicho con
otras palabras, la proteina S sufre un cambio conformacional en el proceso de
fusionar la envoltura viral con la membrana de la célula huésped. Este proceso
se activa cuando la region S1 se une al receptor ACE2 de la célula huésped (Gur
et al., 2020; Wrapp et al., 2020). Por consiguiente, la unién entre el receptor de
la célula huésped y la proteina S desestabiliza el trimero de prefusion, lo que
resulta en el desprendimiento de la region S1y la exposicion de la region S2 en
una conformacion posfusion mas estable. Cabe mencionar que el
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desprendimiento de la region S1 se lleva a cabo en presencia de proteasas
celulares (Walls et al., 2020; Wrapp et al., 2020). Por lo tanto, la proteina S tiene
dos conformaciones una “abierta” y una “cerrada”, la conformacion cerrada se
caracteriza por no tener expuesto el dominio RBD del complejo trimétrico, lo que
hace que esta conformacion sea mas estable y menos infectiva. En cambio, la
conformacion abierta, que es menos estable, tiene mayor infectividad debido a
que el dominio RBD esta expuesto (Figura 6), facilitando la union entre el receptor
ACE2 y el dominio RBD (Berger & Schaffitzel, 2020).

Stability Infectivity
Receptor Bond Domain
&< ACE2
RBD up 1& binding

ol "i\‘: A~

PDB 6VSB

pre-fusion post-fusion

Figura 6. Equilibrio entre conformaciones “cerrada” y “abierta” de la proteina S.
Tomado y modificado de: Berger, |., & Schaffitzel, C. (2020). The SARS-CoV-2 spike
protein: balancing stability and infectivity. Cell Research, 30(12), 1059-1060.

En conjunto, las conformaciones de la proteina S forman el motivo mediante el
cual el virus SARS-CoV-2 se une al receptor ACE2 de las células pulmonares de
los mamiferos, lo que provoca la liberacion de material genético de RNA viral
enddgeno en la célula huésped. La regidon S2 es altamente hidrofébica, y por ello,
esta region es responsable de la fusion con la membrana de la célula hospedera.
En términos terapéuticos, la proteina viral S es potencialmente susceptible de ser

bloqueada por farmacos ad-hoc.



2.3 Proteinas medicables

Aproximadamente el 10% del genoma humano representa a dianas
farmacoldgicas para agentes terapéuticos, solo la mitad de ellas han sido
caracterizadas como importantes en el desarrollo de alguna enfermedad (Agoni
et al., 2020; Hopkins & Groom, 2002). Las dianas terapéuticas mas comunes se

indican en la Figura 7.
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Figura 7. Dianas terapéuticas mas comunes.
Tomado de: Chakraborty, C., Bhattacharya, M., Mallick, B., Sharma, A. R., Lee, S.
S., & Agoramoorthy, G. (2021). SARS-CoV-2 protein drug targets landscape: a
potential pharmacological insight view for the new drug development. Expert Review
of Clinical Pharmacology, 14(2), 225-238.

A principios de los afios 2000°s, el término “medicable” se empled para identificar
alrededor de 30,000 genes en el genoma humano que codifican para proteinas
relacionadas con enfermedades las cuales se pueden modular mediante
compuestos candidatos a farmacos. El término "proteina medicable" involucra
conceptos experimentales y/o tedricos para entender la interaccion farmaco-
proteina (Hopkins & Groom, 2002). Gracias a este término novedoso se han
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derivado términos relacionados a la medicabilidad de una proteina tales como;
ligabilidad, sitio de union medicable y sitios sefiuelo (Abi Hussein et al., 2017;
Hajduk et al., 2005). Los términos mencionados tienen relacién con la prediccidon

e identificacion de potenciales sitios de union a farmacos de una proteina.

El término ligabilidad se refiere a la capacidad de un ligando o molécula pequefia
para unirse a una proteina, independientemente si son o no candidatos a
farmacos. El sitio de unién medicable se emplea para referirse a un “bolsillo” en
donde se une una molécula candidata a farmaco con gran afinidad, este sitio
también se caracteriza por tener actividad reguladora de una proteina.
Finalmente, el sitio sefiuelo se ha identificado mediante algun algoritmo
computacional, este término aplica para proteinas que tienen mas de un sitio
alostérico (Hajduk et al., 2005).

En pocas palabras, la medicabilidad de una proteina es la capacidad de una
diana farmacoldgica para unirse a una molécula exégena de bajo peso molecular
con alta afinidad. Por lo tanto, esta propiedad es importante para el
reconocimiento molecular y las propiedades del sitio de union de la diana
terapéutica (Yuan et al., 2013). La medicabilidad es una medida util, porque
puede contribuir como un estudio predictivo en el descubrimiento de nuevos

farmacos (Vukovic & Huggins, 2018).

Generalmente las proteinas medicables contienen mas de un sitio de unién en
su superficie, es decir, sitios reguladores (sitios alostéricos) por lo que es
importante identificarlos. Estos sitios se caracterizan por ser cavidades concavas
ubicadas en la superficie de la proteina, dentro de estas cavidades, en su
mayoria, se encuentran aminoacidos de tipo no polar creando un ambiente
hidrofébico, o bien aminoacidos aceptores y/o donadores de puente de
hidrogeno, lo que ayuda a la estabilizacion del ligando en el sitio de union (Surade
& Blundell, 2012; Yuan et al., 2013).

Los sitios medicables se pueden determinar experimentalmente por resonancia
magnética nuclear (NMR), por difraccion de rayos X y/o crio microscopia

electrénica (Figura 8).
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Enzyme or receptor “Undruggable” protein

Figura 8. Proteinas medicables y no medicables.
Tomado de: https://www.sigmaaldrich.com/MX/es/technical-documents/technical-
article/research-and-disease-areas/pharmacology-and-drug-discovery-
research/ligandability.

Para evaluar la medicabilidad de una diana terapéutica se han desarrollado
varias herramientas computacionales basadas en la estructura 3D de dicha
diana. Estas herramientas se basan en algoritmos informaticos que consideran
las caracteristicas estructurales de una proteina previamente determinadas por
rayos X y/o crio microscopia electronica. Entre los algoritmos mas utilizados
estan: DOGSiteScorer, Metapocket, PockDrugServidor, SiteMap, Sitehound y
Open Targets (Abi Hussein et al., 2017; Hajduk et al., 2005).

La prediccion de sitios medicables se emplea fundamentalmente en el estudio de
proteinas reguladoras de alguna enfermedad, o bien en proteinas que no cuentan
con un sitio de unién definido. Estos estudios son aplicables para el desarrollo de
inhibidores enziméticos o agonistas/antagonistas de receptores, también tienen
el propdsito de disefiar nuevos farmacos y minimizar efectos secundarios de los

farmacos.

2.4 Enfoques terapéuticos contra la COVID-19

A diferencia de las vacunas que pueden prevenir infecciones, los antivirales
actian como una segunda linea de defensa, ralentizando vy, finalmente,

deteniendo la progresion de una enfermedad cuando se producen infecciones.
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También son importantes cuando no se dispone de vacunas eficaces contra las

enfermedades virales, como es el caso del VIH, la hepatitis C y el herpes.

Desarrollar antivirales es una tarea costosa y dificil. Eso es especialmente cierto
para las enfermedades respiratorias agudas, para las que la ventana de
tratamiento es corta. En el caso del SARS-CoV-2, el coronavirus que ha
desencadenado la devastadora pandemia COVID-19, los investigadores han
recurrido a la reutilizacion de farmacos antivirales existentes, con perfiles de

seguridad conocidos, inmunomoduladores y terapias adyuvantes.

2.4.1. Antivirales disponibles

Estudios preclinicos y clinicos indican que cloroquina, nafamostat,
lopinavir/ritonavir, remdesivir, umifenovir (Arbidol®) y Favipiravir todos ellos
interaccionan con algunas proteinas del virus SARS-CoV-2 y/o de la célula
hospedera (Figura 9) (Sahebnasagh et al., 2020; Shyr et al., 2020).

La cloroquina o hidroxicloroquina se utiliza contra la malaria y para enfermedades
autoinmunes como la artritis reumatoide y el lupus eritematoso sistémico
(Sahebnasagh et al., 2020). La cloroquina impide la acidificacion endosomal
necesaria para la fusion de virus con la membrana celular. Recientemente se ha
reportado que la cloroquina puede inhibir el flujo autofagico (Figura 9), de esta
forma puede impedir la replicacion viral (Sahebnasagh et al., 2020; Shyr et al.,
2020).

El Nafamostat es un ejemplo de inhibidor de la TMPRSS2. El nafamostat puede
impedir la entrada del virus SARS-CoV-2 antes de la fusion membranal (Figura
9), éste farmaco se utiliza como tratamiento de la pancreatitis sin efectos
adversos importantes, también puede tener propiedades antiinflamatorias que
podrian ayudar a los pacientes con COVID-19 grave (Sahebnasagh et al., 2020;
Shyr et al., 2020).
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Figura 9. Blancos farmacoldgicos del virus SARS-CoV-2.
Tomado de: Shyr, Z. A., Gorshkov, K., Chen, C. Z., & Zheng, W. (2020). Drug
discovery strategies for sars-cov-2. Journal of Pharmacology and Experimental
Therapeutics, 375(1), 127-138.

El caso del remdesivir es un profarmaco analogo de nucleésido de adenosina. La
forma activa del remdesivir puede inhibir la replicacion del ARN viral actuando
sobre la ARN polimerasa viral (Figura 9). Inicialmente fue desarrollado para el
tratamiento de la infeccién por el virus del Ebola, pero también se utiliza para
tratar el virus de Marburg, el MERS y el SARS-CoV-1 (Lamb, 2020; Sahebnasagh
et al., 2020).
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La combinacion Lopinavir/Ritonavir se utiliza principalmente para tratar la
infeccion por VIH. Ambos farmacos son inhibidores de la 3CLpro (Figura 9). Sin
embargo, el mecanismo del Lopinavir/Ritonavir para el tratamiento de la COVID-
19 aun no es claro. Dado que los coronavirus, incluido el SARS-CoV-2, sintetizan
poliproteinas de hidrdlisis para mantener sus proteinas funcionales, se sugiere
que el Lopinavir/Ritonavir puede bloquear el ciclo de multiplicacion viral al inhibir
las proteasas (Gil et al., 2020; Sahebnasagh et al., 2020; Shyr et al., 2020).

Finalmente, el Umifenovir (Arbidol) es una molécula con un nucleo inddlico de
bajo peso molecular que tiene una actividad antiviral de amplio espectro contra
los virus de ADN y ARN. Se ha demostrado que el Arbidol puede inhibir la entrada
de los virus a la célula (Vankadari, 2020). El Arbidol se emplea para tratar las
enfermedades ocasionadas por los virus de la influenza A y B, de la hepatitis C,
y los virus del Zika y Dengue, bloqueando directamente la fusion membranal
(Boriskin et al., 2008). Estudios in vitro han demostrado que el Arbidol es eficaz
contra el SARS-CoV-1 (Boriskin et al., 2008; Teissier et al., 2011).

El Arbidol puede inhibir de manera eficiente la replicacion del SARS-CoV-2 por
lo que se ha sugerido como un antiviral de eleccién para el tratamiento de la
Covid-19 (Gil et al., 2020; Sahebnasagh et al., 2020; Wang et al., 2020).
Recientemente se han realizado estudios de modelado molecular, en donde se
demuestra que algunas proteinas del SARS-CoV-2, como la proteina S, la
proteina E, el complejo Nsp7-Nsp8, Nspl14 y Nspl5 pueden interactuar con el
Arbidol (Sahebnasagh et al., 2020).

2.4.2 Inmunomoduladores y terapias adyuvantes

Las terapias con inmunomoduladores tienen como objetivo eliminar la propia
reaccion inmunitaria del paciente al virus, en los casos en que la reaccion del
cuerpo basicamente se excede y comienza a atacar los propios érganos del
paciente. Las terapias con anticuerpos neutralizantes pueden ayudar a las
personas a combatir el virus e incluyen anticuerpos fabricados, terapias con

anticuerpos de origen animal y productos derivados de la sangre, como plasma
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de convalecencia y globulina hiperinmune, que contienen anticuerpos extraidos

de personas que previamente han tenido COVID-19 (Shyr et al., 2020).

Los productos de terapia celular incluyen inmunoterapias celulares y otros tipos
de células autologas y alogénicas, como células madre y productos relacionados.
Finalmente, los productos de terapia genética buscan modificar o manipular la
expresion de un gen o alterar las propiedades biolégicas de las células vivas para

uso terapéutico.

La importancia de la diversidad de enfoques terapéuticos que se estan
investigando actualmente se debe a la posibilidad de ampliar rapidamente la
comprension del efecto de diferentes categorias de tratamientos potenciales. La
asociacion Aceleracion de Intervenciones Terapéuticas y Vacunas COVID-19
(ACTIV), coordinada por la Fundacion para los Institutos Nacionales de Salud
(FNIH), proporciona experiencia en la materia y/o financiacion para identificar,
priorizar y facilitar la entrada de algunos de los candidatos mas prometedores en

ensayos clinicos.

2.5 Importancia farmacoldgica de los indoles

El nudcleo inddlico es un farmacéforo versatil, un andamio privilegiado y un
compuesto heterociclico destacado con un amplio rango de actividades
farmacoldgicas debido a sus diferentes mecanismos de accion. En los ultimos
afios se han realizado numerosas investigaciones para sintetizar y explorar las

diversas perspectivas terapéuticas de esta molécula (Kumari & Singh, 2019).

El indol es una molécula biciclica plana que contiene 10 electrones m (8
electrones en los carbonos del sistema aromatico y 2 en el par de electrones del
nitrégeno del prirrol), por lo que es un compuesto aromatico de acuerdo con la
regla de Huckel (Chadha & Silakari, 2017). El indol se puede encontrar en
hormonas como la serotonina y la melatonina o como en el aminoacido esencial

el triptéfano (Figura 10).

Actualmente existe una amplia gama de farmacos que poseen un nacleo indolico,
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ya sea de origen natural o sintético para el tratamiento de diversas enfermedades
(Kumari & Singh, 2019). Sin embargo, a pesar de la informacion existente del
indol y sus derivados, su importancia en el disefio de farmacos y en la
farmacologia, aun no se ha desarrollado el potencial de las moléculas basadas

en indol.

o

NH; NH
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N N N
H H i
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Figura 10. Estructura quimica del triptéfano, serotonina y melatonina.
Tomado de: Chadha, N., & Silakari, O. (2017). Indoles as therapeutics of interest in
medicinal chemistry: Bird’s eye view. European Journal of Medicinal Chemistry,
134, 159-184.

Las moléculas que contienen un ndcleo inddlico se usan ampliamente en el
desarrollo de farmacos antivirales. Algunos ejemplos de medicamentos
antivirales con nudcleo inddlico que actualmente se utilizan o estan en fases
experimentales incluyen; Arbidol, Delavirdina, Atevirdina, Panobinostat,
Golotimod y Fosdevirina (Figura 11) (Zhang et al., 2015).

El propésito del disefio de farmacos antivirales es identificar proteinas virales con
potencial medicable o bien que sean claves durante la replicacién viral. Las
proteinas con potencial medicable pueden ser comunes en otros virus, o incluso
entre diferentes especies de virus de la misma familia, en otra palabras, un solo
farmaco podria ser de amplio espectro al tener una amplia eficacia (Dorababu,
2020).
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Figura 11. Algunos antivirales con nucleo inddlico en su estructura.
Tomado y modificado de: Zhang, M. Z., Chen, Q., & Yang, G. F. (2015). A review
on recent developments of indole-containing antiviral agents. European Journal of
Medicinal Chemistry, 89, 421-441.

2.6 Diseio de farmacos

El descubrimiento de farmacos modernos involucra a la quimica medicinal
mediante la identificacion de moléculas lideres, el objetivo principal de ésta rama
de la farmacologia es la optimizacién estructural de farmacos, lo que conlleva un
aumento de su afinidad, selectividad (reduccién del potencial de efectos
secundarios), eficacia/potencia, estabilidad metabdlica (aumento de la vida
media) y biodisponibilidad (Zhou & Zhong, 2017).

El descubrimiento de farmacos es el proceso inventivo de encontrar nuevos
medicamentos basados en el conocimiento de un objetivo bioldgico. En el sentido
mas basico, el disefio de farmacos implica el disefio de moléculas que son
complementarias a la diana molecular con la que interactian. El disefio de
farmacos se basa en técnicas de modelado informatico y enfoques

bioinformaticos.
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2.6.1 Estudios computacionales

El disefio de farmacos asistido por computadora es una herramienta que se basa
en programas informéticos y bases de datos, es (til para el almacenamiento,
andlisis y modelado de compuestos novedosos, el objetivo principal de esta
herramienta es evaluar sistematicamente a compuestos candidatos a farmacos.
Las herramientas computacionales abarcan desde la identificacién y validacion
de la diana terapéutica hasta la prediccion de estudios preclinicos (Figura 12), los
estudios computacionales podrian reducir el costo del desarrollo de

medicamentos hasta un 50% (Ou-Yang et al., 2012).

Los estudios computacionales se pueden clasificar en dos grandes categorias;
meétodos basados en la estructura de la diana terapéutica o bien, basados en el
ligando o sustrato. Uno de los métodos basados en la diana terapéutica es el
acoplamiento molecular (docking molecular) este método consiste en evaluar la
interaccién o acoplamiento de dos moléculas de interés, es util para predecir
como una enzima 0 receptor interaccionan con un sustrato o ligando

respectivamente (Lin et al., 2020; Mikhailov et al., 2016).
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Figura 12. Métodos computacionales.
Tomado y modificado de: Ou-Yang, S. S., Lu, J. Y., Kong, X. Q., Liang, Z. J., Luo,
C., & Jiang, H. (2012). Computational drug discovery. Acta Pharmacologica Sinica,
33(9), 1131-1140.
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En cuanto a los métodos basados en los ligandos, se encuentran los estudios de
relacion cuantitativa estructura actividad (QSAR) y modelado farmacoforico.
Estos estudios pueden proporcionar informacion fundamental sobre la naturaleza
de las interacciones entre las dianas terapéuticas y compuestos candidatos a
farmacos, lo que permite una prediccion de modelos adecuados para el
descubrimiento y la optimizacion de compuestos candidatos a farmacos (Lin et
al., 2020; Ou-Yang et al., 2012).

3. Justificacion

La proteina S del SARS-CoV-2 es una diana terapéutica prometedora, por lo que
resulta importante analizar su capacidad medicable mediante la prediccion de
sus potenciales sitios de unién y la aptitud para reconocer moléculas pequefias
capaces de bloquear la union de esta proteina con su receptor.

4. Hipotesis

La predicciéon de sitios medicables y la elaboracion de perfiles energéticos de la
proteina S del SARS-CoV-2 con una familia de indol-2-carboxamidas
proporcionara informacion sobre las propiedades estructurales y fisicoquimicas
gue afectan la union de dichos indoles con la proteina S, orientando los cambios
estructurales necesarios para su optimizacion e integracién como candidatos a

farmacos contra la COVID-19.

5. Objetivo general

Examinar el potencial medicable de la proteina S mediante la prediccion de sus

sitios de union y su disponibilidad para unirse a las indol-2-carboxamidas.

6. Objetivos especificos

e Estimar in silico las propiedades fisicoquimicas, farmacocinéticas y de

guimica medicinal de las indol-2-carboxamidas.
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e Predecir la conformacion de minima energia global de las indol-2-
carboxamidas.

e Predecir los sitios de union con potencial medicable de la proteina S.

e Estimar la energia de union de los complejos indol-2-
carboxamida/proteina S formados y analizar las interacciones relevantes
entre los ligandos y los residuos de aminoacidos.

e Seleccionar las mejores estructuras que seran sintetizadas.

)
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Esquema 1. Estructura de las indol-2-carboxamidas.

7. Metodologia

7.1 Ligando

El analisis de los pardmetros fisicoquimicos, farmacocinéticos y de quimica
medicinal para las indol-2-carboxamidas se realizo utilizando la plataforma

informatica SwissADME (http://www.swissadme.ch/) (Daina et al., 2017).

La busqueda conformacional se realiz6 mediante el programa Spartan "14,
empleando el algoritmo de Monte Carlo con el método campo de fuerza mecéanica
molecular en fase acuosa (MMFFaq), seguido del método Single Point Energy,
empleando el nivel de célculo B3LYP/6-31G* en fase acuosa. La seleccion de los
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conférmeros se realizO por comparacion geomeétrica, valor energético y su
contribucion a la distribucibn de Boltzmann. Finalmente, la optimizacion
geométrica de los conformeros seleccionados de minima energia se llevé a cabo
mediante el programa Gaussian ‘09 empleando la teoria de funcionales de la
densidad (DFT) a nivel de calculo B3LYP/6-31G+(d,p) en fase acuosa.

7.2 Proteina

Se utilizé la estructura tridimensional de la proteina S descrita en el Banco de
Datos de Proteinas con el cdédigo PDB:6VXX (conformacion cerrada). La
prediccién de los potenciales sitios de unién P a farmacos de la proteina Sy su

potencial medicable se llevé a cabo mediante el uso de la plataforma informéatica

Proteins Plus (https://proteins.plus/) (Volkamer et al., 2012). El estudio docking
dirigido, manteniendo el ligando flexible (2a-2d) y el receptor rigido (proteina S),
se realizd utilizando el programa AutoDock4. Finalmente, para generar
representaciones en 2D de la orientacion de las indol-2-carboxamidas en las
cavidades de la proteina S y su interaccion con los residuos de aminoacidos se

utilizé el visualizador Ligplot.

8. Resultados y discusion

8.1 Prediccion de propiedades fisicoquimicas, lipofilia,

farmacocinética, similitud con los farmacos y quimica medicinal

El desarrollo de nuevos candidatos a farmacos es realmente un proceso muy
caro que consume tiempo y esfuerzo. Por tanto, el uso de métodos que sean
capaces de predecir las importantes propiedades fisicoquimicas, Yy
farmacocinéticas de los farmacos de manera rapida y precisa, antes de ser
sintetizados, es muy relevante. En ese contexto, los modelos informaticos
constituyen alternativas validas a los experimentos.

El modelo informatico SwissADME, que hace uso de modelos predictivos rapidos

pero robustos, genera aproximaciones de parametros fisicoquimicos, lipofilia,
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farmacocinéticos y de similitud con farmacos, que caracterizan a aquellos
farmacos que se administran por via oral y que influyen en los procesos de

absorcidn, distribucién, metabolismo y excrecién (ADME).

El programa SwissADME hace uso de graficas tipo radar para describir la
biodisponibilidad oral de un potencial farmaco, en tanto que para describir la
absorcion gastrointestinal y la penetracion de la barrera hematoencefalica usa
gréficas conocidas como «BOILED-Egg». El transporte activo de farmacos se
predice mediante la determiniacion in silico de la interaccion con la glicoproteina
P (P-gp) y/o con enzimas CYP450 (Daina et al., 2017; Daina & Zoete, 2016).

8.1.1 Propiedades fisicoquimicas y grafico de biodisponibilidad

Con base en la estimacion de seis propiedades fisicoquimicas de una molécula
candidata a farmaco, la plataforma SwissADME construye un grafico de tipo radar
(Figura 13) que predice la biodisponibilidad oral de dicha molécula (Daina et al.,
2017).

e La lipofilicidad, que influye en la absorcion y penetracion de barreras
biologicas y se determina mediante el coeficiente de particion o logP.

e Eltamafo molecular, que se determina mediante el peso molecular.

e La polaridad, que influye en la disolucion de fluidos corporales y se
determina mediante el area topolégica de superficie polar o TPSA.

e La solubilidad en agua, que al igual que la polaridad, determina la
disolucién del farmaco en el organismo.

e La saturacion, que se determina mediante el nUmero de carbonos con
hibridacion sp3.

e La flexibilidad, que esta dada por el niumero de enlaces rotables.
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Figura 13. Gréfico de biodisponibilidad tipo radar. El area rosa indica el limite que

puede tener cada propiedad de la molécula.

Tomado de: Daina, A., Michielin, O., & Zoete, V. (2017). SwissADME: A free web
tool to evaluate pharmacokinetics, drug-likeness and medicinal chemistry
friendliness of small molecules. Scientific Reports, 7(January), 1-13.

A continuacién, se presentan los resultados de la estimacion de la
biodisponibilidad oral de las indol-2-carboxamidas la-1d, 2a-2d y del compuesto
de referencia Arbidol®, haciendo uso del grafico de biodisponibilidad tipo radar
(Tablas 2-4). En tanto que los parametros fisicoquimicos que permiten construir
los gréficos se indican en las Tablas 5y 6.

Tabla 2. Grafico de biodisponibilidad del Arbidol®

INSCLU

Como puede observarse en los graficos de biodisponibilidad respectivos, el
Arbidol® cumple con todos los parametros analizados (Tabla 2), en tanto que las
carboxamidas la-1d (Tabla 3) y 2a-2d (Tabla 4) cumplen con al menos cinco de
los seis parametros fisicoquimicos. En estos casos, el parametro de indice de
insaturacién se encuentra por debajo del limite establecido de 0.25 (Tablas 5y
6).
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Tabla 3. Grafico de biodisponibilidad de las indol-2-carboxamidas 1la-1d.
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Tabla 4. Grafico de biodisponibilidad de las indol-2-carboxamidas 2a-2d.
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Tabla 5. Propiedades fisicoquimicas del Arbidol® y las indol-2-carboxamidas 1a-1d

Propiedades

fisi o Arbidol® la 1b 1c 1d
isicoquimicas
Formula molecular CooH2sBrN203S  Ca6H2aN20s  CosH24aN203  C2oH2oN4O3  CasH2oN4Os
Peso molecular, 477.41 428.48 412.48 388.42 438.48
g/mol
Atomos aromaticos 15 21 21 20 24
Fraccion Csp? 0.32 0.15 0.15 0.14 0.12
Enlaces rotables 8 9 8 8 8
Aceptores de puentes 4 4 3 4 4
de H (HBA)
Donadores de puentes 1 1 1 2 2
de H (HBD)
Log Pomw 4.87 411 4.41 2.83 3.98
TPSA, A2 80.00 69.56 60.33 89.01 89.01
Accesibilidad sintética 3.57 3.17 3.12 2.90 3.13
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Tabla 6. Propiedades fisicoquimicas de las indol-2-carboxamidas 2a-2d

Propiedades

. . 2a 2b 2C 2d
fisicoquimicas

Férmula molecular C21H22N204  C21H22N203  Ci17H18N4O3  C21H20N4O3

Peso molecular 366.41 350.41 326.35 376.41
g/mol
Atomos aromaticos 15 15 14 18
Fraccién Csp?® 0.24 0.24 0.24 0.19
Enlaces rotables 8 7 7 7
Aceptores de 4 3 4 4
puentes de H (HBA)
Donadores de 1 1 2 2
puentes de H (HBD)
Log Pomw 2.68 2.98 1.39 2.55
TPSA, A2 69.56 60.33 89.01 89.01
Accesibilidad 2.81 2.79 2.58 2.80
sintética
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8.1.2 Propiedades farmacocinéticas

Alrededor de una docena de isoenzimas CYP450 son principalmente
responsables de la oxidacibn y metabolismo de una gran cantidad de
xenobidticos y compuestos endoégenos. En tanto que la glicoproteina P (P-gp) es
uno de los transportadores que determina la captacion y la salida de farmacos.
Se cree que junto con la familia de enzimas CYP, la expresion concomitante de
P-gp es una adaptaciéon evolutiva importante contra sustancias potencialmente
toxicas, logrando procesar moléculas pequefias de forma sinérgica para mejorar

la proteccién del organismo (Daina et al., 2017; Ferreira & Andricopulo, 2019).

Se estima que entre el 50-90% de los farmacos son sustratos de cinco principales
isoformas del CYP450 (CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6, CYP3A4). La
inhibicion de dichas isoenzimas puede inducir interacciones farmacocinéticas
farmaco-farmaco, que son una de las causas mas comunes de las reacciones
adversas de los medicamentos, y provocar asi efectos téxicos por acumulacion
del farmaco o sus metabolitos en el organismo (Burton et al., 2012; Daina et al.,
2017).

Mediante el uso de la plataforma SwissADME se realiz6 la construccion de
modelos predictivos de algunas propiedades farmacocinéticas de las indol-2-
carboxamidas la-1d, 2a-2d y del compuesto de referencia Arbidol® como son la

absorcion gastrointestinal, la interaccién con P-gp y/o con enzimas CYP450.

El andlisis de resultados indic6 que la absorcion gastrointestinal (Gl) y la
biodisponibilidad de 1a, 1b, 1d y el Arbidol® es alta. Sin embargo, los compuestos
la-1d y 2a-2d son metabolizados por al menos una isoforma del CYP450, por lo
gue su biodisponibilidad podria verse comprometida. Asi mismo, 1c, 1d, 2c y 2d
son sustratos de la P-gp por lo que su distribucion al compartimiento intracelular

podria estar limitado (Tablas 7 y 8).
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Tabla 7. Propiedades farmacocinéticas del Arbidol® y de 1a-1d

Propiedades

farmacocinéticas Al 1a L le 1d
Absorcion Gl Alta Alta Alta Alta Alta
Sustrato de la P-gp No No No Si Si
Inhibidor de CYP1A2 No No No Si Si
Inhibidor de CYPC19 Si Si Si Si Si
Inhibidor de CYP2C9 Si Si Si Si Si
Inhibidor de CYP2D6 Si Si Si Si Si
Inhibidor de CYP3A4 Si Si Si Si Si
Tabla 8. Propiedades farmacocinéticas de 2a-2d
farFr)T:g(F:)l)ecciir?gﬁias 2a 2 2¢ e
Absorcion Gl Alta Alta Alta Alta
Sustrato de la P-gp No No S Si
Inhibidor de CYP1A2 Si Si Si Si
Inhibidor de CYPC19 Si Si No Si
Inhibidor de CYP2C9 Si Si No Si
Inhibidor de CYP2D6 Si Si No Si
Inhibidor de CYP3A4 Si Si No Si
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8.1.3 Lipofilia, «xBOILED-Eqgqg» o grafica del huevo cocido

Aparte de la eficacia y la toxicidad, muchos fracasos en el desarrollo de farmacos
son imputables a una farmacocinética y biodisponibilidad deficientes. La
absorcién gastrointestinal y el acceso al cerebro son dos comportamientos
farmacocinéticos cruciales para ser estimados en varias etapas de los procesos
de descubrimiento de farmacos. Con este fin, se propone el método de
permeacion de estimulacion cerebral o intestinal (Brain Or IntestinaL EstimateD:
BOILED-Egg) como un modelo predictivo preciso que funciona calculando la
lipofilicidad y la polaridad de moléculas pequefias (Topological Polar Surface
Area: TPSA). El descriptor molecular TPSA ha sido ampliamente utilizado en el
estudio de las propiedades de transporte de farmacos y consiste en la suma de
las contribuciones al area de superficie molecular (generalmente de van der
Waals) de atomos polares como el oxigeno, el nitrégeno y sus hidrégenos
adjuntos. El modelo BOILED-Egg se puede aplicar en una variedad de entornos,
desde el filtrado de bibliotecas quimicas en los primeros pasos del
descubrimiento de farmacos, hasta la evaluacion de farmacos candidatos para el
desarrollo (Daina & Zoete, 2016).

Este grafico predice y analiza las propiedades de absorciéon de un potencial
farmaco al relacionar dos propiedades fisicoquimicas como son el coeficiente de
particion entre n-octanol y agua dado como WlogP (descriptor clasico de lipofilia)
y la polaridad dada como TPSA (Daina et al., 2017; Daina & Zoete, 2016).

La region blanca del grafico es el espacio fisicoquimico de moléculas con mayor
probabilidad de ser absorbidas por el tracto gastrointestinal, y la regién amarilla
(yema) es el espacio fisicoquimico de moléculas con mayor probabilidad de

penetrar al cerebro (Figura 14).

Las indol-2-carboxamidas 1a-1d, 2a-2d y el Arbidol® se mapearon en el grafico
del huevo cocido (Figura 14). El analisis del gréfico predice que todas las
carboxamidas y el Arbidol® son absorbidos a nivel gastrointestinal al encontrarse
localizados dentro de la elipse blanca. Las carboxamidas 1a, 1b, 2a'y 2b también

se encuentran dentro de la yema de huevo cocido, estas carboxamidas
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igualmente penetran potencialmente la barrera hematoencefalica, ya que las
areas de yema y clara no se excluyen mutuamente. Cabe sefialar que las indol-
2-carboxamidas la-1d y 2a-2d van dirigidas hacia la region pulmonar por lo que

el transporte a través de la barrera hematoencefalica no es esencial.

Adicionalmente, cada compuesto mapeado esta representado por un circulo y
aguellos coloreados en azul indican que pueden ser objeto activo de eflujo por P-
gp+ en la membrana Gl, en cambio los coloreados en rojo indican que no son
sustratos de P-gp- por lo que no se predice su eflujo. Los compuestos 1a, 2a, 2b
y el Arbidol® no son sustratos de P-gp al estar representados en color rojo, en
cambio los compuestos 1b, 1c, 1d, 2c y 2d representados de color azul, pueden

ser objeto de eflujo por la P-gp.

WLOGP
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Figura 14. Grafico tipo Huevo Cocido de las indol-2-carboxamidas 1a-1d, 2a-2d
y del compuesto de referencia Arbidol®.
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8.1.4 Similitud con los farmacos v alertas de interferencia estructural

La relacion entre los parametros farmacocinéticos y fisicoquimicos que
caracteriza a los farmacos esta delineada por la llamada regla de cinco
establecida por Lipinski, Ghose, Veber, Egan y Muegge. La regla de cinco permite
una identificacion sencilla de los parametros fisicoquimicos que debe cumplir el
farmaco ideal, fuera de los cuales la probabilidad de que una molécula se
convierta en un farmaco oral es baja (Daina et al., 2017; Ferreira & Andricopulo,
2019). El filtro Lipinski (Pfizer) es la regla pionera implementada en SwissADME
y se centra en la busqueda rapida en bibliotecas quimicas para seleccionar las
mejores moléculas que se comprardn, sintetizaran o promoveran en una etapa

posterior de un proyecto de quimica médica.

Mientras que los parametros fisicoquimicos dan una descripcion global de la
estructura, las moléculas pueden describirse directamente mediante busquedas
de subestructura. Los filtros Brenk y PAINS (Pan Assay Interference Compounds)
son aplicados para limpiar bibliotecas quimicas de fragmentos que se han
identificado potencialmente como metabdlicamente inestables, gquimicamente
reactivos, téxicos, farmacocinéticamente deficientes (propensos a interferir con
los ensayos biolégicos). La alerta de incompatibilidad con la quimica medicinal
consiste en una lista de 105 fragmentos recurrentes (Brenk et al., 2008; Daina et
al., 2017). SwissADME emite alertas si dichos restos o fragmentos se encuentran

en una molécula bajo escrutinio.

El analisis de los resultados obtenidos indica que tanto el Arbidol® como las indol-
2-carboxamidas la-1d y 2a-2d cumplen con los paradmetros fisicoquimicos que
debe guardar el farmaco ideal (filtro Lipinski). Adicionalmente, la busqueda de
subestructuras indicé que las indol-2-carboxamidas 2a-2d son compatibles con
la quimica medicinal. En tanto que el analisis de fragmentos de las carboxamidas
1b-1d indic6 que son susceptible a esterasas, ya que el éster fenilico del acido
acético en la posicién 3 del nucleo inddlico puede ser hidrolizado, generandose
metabolitos potencialmente téxicos. Tomando en cuenta estos resultados, las

carboxamidas la-1d, que contienen el éster fenilico, resultaron incompatibles con
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la quimica medicinal y fueron descartadas. La serie constituida por las indol-2-
carboxamidas 2a-2d cumplio con las propiedades moleculares, farmacocinéticas,
de similitud con farmacos y de quimica medicinal, por lo que se procedio a su

optimizacion conformacional y a la realizacion de estudios de docking molecular.

8.2 Analisis conformacional de las indol-2-carboxamidas 2a-2d

El conocimiento de las preferencias conformacionales o conformaciones de
minima energia de un ligando constituye un paso fundamental para explorar el
proceso de acoplamiento molecular ligando-receptor. En el entendido de que
cuanto mas flexible es un ligando la probabilidad de coincidencia con la
conformacion bioactiva sera menor. Por ello, la afinidad entre un ligando vy el
receptor esta modulada no sélo por el grado de complementaridad, sino también
por el coste energético de reorganizacion conformacional del ligando asociado a

la adopcién de la conformacion bioactiva (Perola & Charifson, 2004).

Con el fin de determinar las conformaciones de minima energia, asi como el
conférmero de minima energia global para cada una de las carboxamidas 2a-2d
y del Arbidol® se realizé un analisis conformacional basado en los posibles
enlaces sencillos (o) rotables presentes en cada compuesto. Un enlace rotable
se define como cualquier enlace o que no es miembro de un sistema de anillo y
conecta atomos pesados no terminales (por ejemplo, un enlace a un grupo metilo

o cloro no se considera rotable).

Se usaron programas de calculo de modelado molecular (MM) basados en la
mecanica clasica (i.e. Spartan’l4), que utilizan campos de fuerza que
proporcionan una descripcion del comportamiento dinamico de los atomos, asi
como programas de calculos cuanticos (i.e. Gaussian "09) que estudia la
dindmica electrénica, pero con un costo computacional superior al MM.

El programa Gaussian 09 (Frisch et al., 2009) ofrece algoritmos de mecanica
cuantica con campos de fuerza que integran la teoria funcionales de la densidad
gue incluyen correcciones de largo alcance, como es el modelo quimico utilizado

en este trabajo y que estd caracterizado por una combinacion de un
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procedimiento tedrico B3LYP y conjuntos de bases, ej: 6-31G+(d,p). En muchas

ocasiones, el éxito del calculo radica en la eleccion correcta de la base a utilizar.

El conjunto de bases es una representacion matemética de los orbitales
moleculares dentro de una molécula. Utilizan una combinacién de funciones
gaussianas para formar los orbitales, permitiendo asi su clasificacion de acuerdo
con el numero y tipo de funciones de base que contenga (Andersson & Uvdal,
2005).

8.2.1 Conférmeros de minima energia

La busqueda de los conférmeros de minima energia de 2a-2d y el Arbidol® se
realizd con el programa Spartan 14’, empleando inicialmente el algoritmo de
Monte Carlo con el método campo de fuerza de mecéanica molecular en fase
acuosa (MMFFaq), seguido del método Single Point Energy con el nivel de
calculo B3LYP/6-31G* en fase acuosa (Tabla 9). El analisis de la Tabla 9 muestra
gue las carboxamidas 2a-2d presentan una libertad conformacional restringida,
generando un namero reducido de conférmeos que varian entre 2 (en 2d) y 6 (en
2c¢). El conférmero que corresponden al minimo energético global (M1) en 2b-2d
contribuye con mas del 50% a la distribucion de Boltzmann. Este porcentaje

disminuye hasta el 35.9% para M1 en 2a.

El Arbidol® presenta Unicamente dos conformeros de minima energia, en donde
M1 contribuye con el 73.4% de la poblacién. En la Figura 15 se muestran los
conférmeros de minima energia para el Arbidol® y las indol-2-carboxamidas 2a-
2d.
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Tabla 9. Conférmeros de minima energia del Arbidol® y las carboxamidas 2a-2d

obtenidos usando la base 6-31G* a nivel de calculo B3LYP

Conf. de
Ligando minima Conf. Distribucion de E (Kcal/mol) _—
energia selectos Boltzman

Arbidol® ) M1 0.869 -2610890.17 0.00
M2 0.131 -2610889.05 1.12

M1 0.359 -768058.41 0.00

M2 0.285 -768058.27 0.14

2a 5 M3 0.184 -768058.01 0.40
M4 0.131 -768057.81 0.60

M5 0.041 -768057.12 1.29

M1 0.540 -720863.15 0.00

M2 0.222 -720862.62 0.53

20 : M3 0.205 -720862.57 0.58
M4 0.033 -720861.50 1.65

M1 0.772 -692414.48 0.00

M2 0.117 -692413.37 1.11

M3 0.073 -692413.09 1.39

2¢ ° M4 0.018 -692412.24 2.24
M5 0.016 -692412.17 2.31

M6 0.004 -692411.33 3.15

M1 0.734 -788836.56 0.00

2d ° M2 0.266 -788835.96 0.60
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Arbidol® 2a
E =-2610890.17 Kcal/mol E = -768058.41 Kcal/mol

2b 2c
E =-720863.15 Kcal/mol E =-692414.48 Kcal/mol

2d
E =-788836.56 Kcal/mol

Figura 15. Conférmormero mas estable (M1) para el Arbidol® y las indol-2-
carboxamidas 2a-2d obtenido usando la base 6-31G* a nivel de
célculo B3LYP.
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8.2.2 Optimizacién conformacional

En el disefio racional de farmacos, un factor relevante es determinar las
conformaciones de baja energia del ligando, con el objetivo de minimizar las
penalizaciones energéticas asociadas con la flexibilidad no deseada del ligando,
la disposicion subdptima de los grupos funcionales que interactan con el sitio de

union a la proteina o estabilizacién interna no deseada.

La optimizacion geométrica (minimizacion energética) de 2a-2d y del Arbidol® se
realizd usando la teoria de funcionales de la densidad (DFT) en fase acuosa con
el método téorico B3LYP y la base 6-31G+(d,p) que toma en cuenta aquellos
cambios en la estructura electronica de las carboxamidas que no son

considerados por la base de célculo 6-31G*, previamente ejecutada (Tabla 10).

El analisis de la Tabla 10 muestra que en el caso de los ligandos 2a-2d el
conférmero que corresponden al minimo energético global (M1) contribuye con
el 80% o mas a la distribucion de Boltzmann, siendo con mucho el conformero

mas estable.

La exploracion de la estructura 3D de los conformeros M1 de los ligandos 2a-2d
se realiz6 tomando en consideracion el arreglo anti periplanar del grupo amida y
la existencia de tres enlaces rotables, C2-C12, N13-C14 y C14-C15, en la cadena
en C2 del nucleo indolico. Los cambios conformacionales mas destacables
ocurren por el giro del enlace o que une el atomo de nitrégeno N13 del grupo

amida y el &tomo C14 del metileno (Figura 16).

Adicionalmente y en concordancia con la literatura, la exploracion de las
conformaciones M1 muestran que la energia minima del grupo carboalcoxi de la
cadena metilacetato en C3 del nucleo inddlico corresponde a una conformacién

trans (Z) planar, con los dipolos del grupo éster orientados de manera opuesta.

o o
)J\._—l,/ Il /HE’I

E-Conformer Z-Conformer
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Se sabe que la rotacion alrededor del enlace C(=0)-O esta obstaculizada por una
barrera del orden de 10 kcal/mol. Adicionalmente, la conformacion trans es varias
kcal/mol més estable que la cis (Allinger et al., 1966). En la Figura 16 se muestra
la sobreposicion de los conformeros M1 de 2a-2d obtenidos usando las bases 6-
31G*y 6-31G+(d,p) a nivel de célculo B3LYP.

Tabla 10. Optimizacion geométrica del Arbidol® y las carboxamidas 2a-2d
obtenida usando la base 6-31G+(d,p) a nivel de calculo B3LYP

Conf. de

Ligando minima Conf. Distribucion de
E(Kcal/mol) E rel

energia selectos Boltzman

M1 0.720 -2609529.66 0.00

Arbidol® 4 M2 0.143 -2609529.42 0.24
M3 0.117 -2609529.29 0.37

M4 0.020 -2609528.25 141

M1 0.799 -768068.80 0.00

M2 0.094 -768068.66 0.14

22 : M3 0.091 -768068.64 0.16
M4 0.016 -768067.60 1.20

M1 0.887 -720874.30 0.00

M2 0.098 -720874.25 0.05

20 4 M3 0.008 -720872.73 1.57
M4 0.007 -720872.71 1.59

M1 0.886 -692423.44 0.00

2c 3 M2 0.103 -692423.14 0.30
M3 0.011 -692421.81 1.63

o ) M1 0.819 -788844.88 0.00
M2 0.181 -788844.58 0.30
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Arbidol® 2a

2b 2c

2d

Figura 16. Sobreposicion de los conformeros M1 obtenidos usando las bases 6-
31G* (azul) y 6-31G+(d,p) (verde) a nivel de calculo B3LYP para el
Arbidol® y los ligandos 2a-2d.
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8.3 Prediccion de sitios medicables

La prediccion y priorizacion de los sitios de unién o cavidades medicables P de
la proteina S se realizé usando la plataforma informatica Proteins Plus que toma
en cuenta el volumen, superficie y tipo de aminoacidos: donadores de puentes
de hidrégeno (HBD), aceptores de puentes de hidrégeno (HBA) y aminoacidos
no polares presentes en una cavidad dada (Tabla 11). El puntaje medicable, que
resulta de la caracterizacion de los sitios de union P de la proteina, se indica
mediante una escala que varia entre 0.00 a 1.00, donde 1.00 es el mejor sitio a

unién a farmacos (Volkamer et al., 2012).

El andlisis de la proteina S homotrimérica predijo 106 posibles sitios de unién (P)
distribuidos entre los tres protomeros A (rojo), B (ambar) y C (azul), con puntajes
entre 0.16-0.87. Se seleccionaron aquellos sitios P que obtuvieron un puntaje
igual o mayor a 0.80. En total se reconoceron 3 sitios de union P por protbmero,
identificados como P1, P2 y P3, localizados en las regiones S1 (P1), S1/S2 (P2)
y S2 (P3). Los sitios de union P del homotrimero estdn conformados por una
cavidad en la que participan dos protomeros: AB, BC y AC (Figura 17).

Tabla 11. Propiedades de los sitios de union de la proteina S

SLiltri1(i)c’)(:1e Vol’lg\gnen Supzrzficie mzlél?ézjtie R pAc\)/IA\a?gs
P1 AB 1713.4 1960.2 0.80 44 101 84
P1BC 1814.0 1845.7 0.81 41 77 99
P1 AC 1207.0 1339.9 0.81 28 71 54
P2 AB 845.0 1104.8 0.84 16 61 38
P2 BC 741.5 1057.6 0.84 15 38 52
P2 AC 1297.6 1373.3 0.81 26 80 49
P3 AB 1221.0 1416.1 0.80 34 88 56

P3 BC/AC 1964.9 2012.7 0.80 46 138 73
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Cabe sefialar que las cavidades AC y BC del sitio P3 se encuentran parcialmente
sobrepuestas y por lo tanto indefinidas, su deslinde se realiz6 tomando como
modelo la cavidad AB cuyos limites fueron claramente definidos por el programa
Proteins Plus. Para ello, se realiz6 un reconocimiento de los residuos de
aminoéacidos que conforman la cavidad AB y se extrapolaron e identificaron en

las correspondientes cavidades AC y BC del sitio P3.

Sitios homodlogos
region S1

S1 -

Protdmeros

Sitios Sitios
b homologos homologos
7~ region $1/S2 region S2

[ ] P3AB

[] P3BC/AC

Figura 17. Sitios de unién P de la proteina S, vista lateral.

De la Tabla 11 se infiere que el sitio de unién de mayor volumen es P1 y el mas
pequefio es P2. Los sitios P1, P2 y P3 se caracterizan por contener
significativamente un mayor niumero de residuos de aminoacidos de tipo HBA
que de tipo HBD, en tanto que el sitio P1 contiene un mayor numero de

aminoacidos no polares que sus contrapartes P2 y P3.
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8.4 Acoplamiento de moléculas pequefias basado en la estructura

El método més popular en el disefio de farmacos basado en la estructura es el
docking molecular. EI método consiste en alinear una pequefia molécula de
ligando dentro de la cavidad de union de la proteina objetivo y la posicion de
acoplamiento resultante se evalla mediante una funcion de puntuacion
especifica. La funcion de puntuacion consta de una serie de métodos
matematicos utilizados para predecir la fuerza de la interaccion no covalente
denominada afinidad de union. La afinidad de unién es el cambio en la energia

libre (AG) asociada con un proceso de unién.

8.4.1 Docking molecular

El principal objetivo del acoplamiento molecular es identificar un complejo
ligando-receptor con una conformacion optimizada que posea la menor energia
libre de unién (AG). La magnitud de la afinidad de unidn es una medida de cuan
fuerte es la interaccion entre el ligando y la proteina, por ello la afinidad se

relaciona directamente con la potencia del ligando (Pagadala et al., 2017).

En este trabajo, los célculos de acoplamiento molecular se realizaron utilizando
el programa AutoDock, que utiliza un algoritmo genético lamarckiano (LGA) que
calcula y clasifica cada una de las poses o conformaciones como variacion de
energia libre y una funcion de campo de fuerza basada en el campo de fuerza
AMBER. En el procedimiento de acoplamiento proteina-ligando se model6 la
flexibilidad del ligando suponiendo que tiene un receptor de proteina rigido,
considerando de este modo solo el espacio conformacional del ligando.
Idealmente, sin embargo, también deberia tenerse en cuenta la flexibilidad de las
proteinas, por lo que se han desarrollado algunos enfoques a este respecto
(Pagadala et al., 2017).

Con el propdsito de determinar las posibles poses para los ligandos 2a-2d vy el
Arbidol® en los tres sitios unién previamente identificados P1, P2 y P3 de la

proteina S, y establecer la conformacion optimizada del complejo
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correspondiente (menor valor de AG), los ligandos 2a-2d y el Arbidol® se
analizaron y clasificaron mediante funciones de puntuacion usando el programa
AutoDockTools 1.5.6. Para tal efecto, se seleccionaron las cavidades AB del
homotrimero localizadas en las regiones S1 (P1), S1/S2 (P2) y S2 (P3) (Figura
18).

El estudio docking inicié con la seleccién de la estructura 3D de la proteina S
descrita en la plataforma Protein Data Bank con el cédigo 6VXX y el uso de las
estructuras 3D de los correspondientes conférmeros M1 de 2a-2d y del Arbidol®
optimizados a nivel de calculo B3LYP 6-31G+(d,p) (Tabla 10).

P1[]

| e
(S art

B < AN T
b)) u,'j.-%rv\ S1/S2
PN i A
SO P2 [

,: P3|:|

Figura 18. Cavidad AB en los sitios de union P del homotrimero localizadas en
las regiones S1 (P1), S1/S2 (P2) y S2 (P3).

En cada estudio docking se calcularon 100 conformeros independientes, que se
agruparon en clusters segun el valor de RMSD de superposicion entre
conférmeros. En la Figura 19 se muestra la distribucién de clusters del ligando
2d en la cavidad AB (para BC y AC ver Anexo, Figuras I-lll). En la Tabla 12 se
indican la energia de union de la conformacion mas estable y la mas poblada del
Arbidol® y 2a-2d en la cavidad AB (para BC y AC ver Anexo, Tabla I) en los sitios
de uniéon P1, P2 y P3 de la proteina S.
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Figura 19. Distribucion de clusters (RMSD 2.0 A) del ligando 2d en la cavidad AB
en los sitios de union P1, P2 y P3 de la proteina S. Cluster de la pose
ilustrada, en rojo.
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Tabla 12. Energia de union de la pose mas estable (menor energia) y de la mas
poblada de los ligandos 2a-2d y del Arbidol® obtenida por docking molecular.
Numero de clusters (n), energia de union (AG, kcal/mol) y poblacién (p, %).

- ) Pose mas Pose mas
Sitio de Ligando Cluster® estable poblada
union (n)

AG p AG p

Arbidol® 28 -8.3 14.0 -8.3 14.0

2a 14 -8.9 6.0 -8.6 50.0

P1 AB 2b 7 -9.3 28.0 -9.0 38.0

2C 16 -8.5 44.0 -8.5 44.0

2d 14 -9.2 10.0 -9.0 46.0

Arbidol® 21 -7.8 12.0 -6.5 16.0

2a 13 -7.5 10.0 -7.3 26.0

P2 AB 2b 8 -7.6 4.0 -7.3 40.0

2c 11 -7.0 10.0 -6.6 28.0

2d 8 -7.9 22.0 -7.7 26.0

Arbidol® 21 -8.7 2.0 -7.8 36.0

2a 16 -9.3 8.0 9.1 20.0

P3 AB 2b 14 -9.7 6.0 -9.3 22.0

2C 16 -8.5 10.0 -8.0 24.0

2d 19 -10.2 22.0 -10.2 22.0

a Conjunto de conformaciones con un RMSD igual o menor a 2.0 A.

Como se observa en la Tabla 12, en el sitio de union P1 del homotrimero la
energia de unién para la pose mas poblada coincide o es muy proxima a la pose
mas estable. Estos valores en los sitios P2 y P3 se encuentran mas dispersos.
Los ligandos 2b y 2d formaron complejos estables con una menor energia de
union y una buena probabilidad de unién, con un score aun superior que el

encontrado para el Arbidol®.
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El analisis de los resultados del acoplamiento molecular se realizé usando el
visualizador Ligplot, considerando que la importancia relativa de las
contribuciones de las interacciones no enlazantes electrostiticas y no
electrostéticas depende de la complementariedad de carga y la estructura de las
entidades que interacttan. En las Figuras 20, 21 y 22 se representan en 2D las
conformaciones mas pobladas del Arbidol®, 2b y 2d, respectivamente, en la
cavidad AB (para BC y AC ver Anexo, Figuras IV-1X) en los tres sitios de union P

de la proteina S.

Cabe sefalar que se observo similitud en las interacciones enlaces de hidrégeno
de los compuestos acoplados Arbidol®, 2b y 2d cuando se usoé el visualizador
Discovery Studio. Con esta herramienta se identificaron ademas de la interaccion
no enlazante antes mencionada, las de tipo Van der Waals, pi-anion, pi-alquilo,
pi-sigma, pi-par de electrones no compartido y halégeno, por lo que el uso de
esta herramienta complementa el analisis de los estudios docking (Figuras 23, 24
y 25).

47



Ilasm(,\)

32 E;
s Asn978(B)
TRrST2(A] = o
= e
» .
i ]
¥ 3 IyS48(A)
Pross9(A] & G L
o2
yE - >
2 295 o
o S
T45(B)
Phe8ss( & -
Y ccx

ﬁﬂ’;;%
Met740(
Lent msuz; n856(B)

%m\ %”“ A
K AG = -8.3 Kcal/mol
p=14.0

e
Thr549(A)

Thr768(B)

E :l s o
B 5

AG = -6.5 Kcal/mol ﬁ““% D
p=16 % ~
ValT72(B)

% In314(A)
il:ljzm)

%::\M
s %‘m(m
g

Gly667(A)

Asp775(B]

LeuS64(B)

Arglovl(B), [
5

ol
Aspl l];%

e 909(.«) o1
Trp8B6(B)
Glu1092(
-

F 4
3 %7111(.\)
Thrl105(A)
Vall040{A) GInl106(A)

Figura 20. Interacciones del Arbidol® con aminoacidos en los sitios de union P1
(A) P2 (B) y P3 (C) de la proteina S, las lineas punteadas en verde
representan los puentes de hidrégeno y los medios soles en rojo
representan las interacciones hidrofobicas (visualizador LigPlot).

%:1 092(B)
.
\

AG = -7.8 Kcal/mol

Bro12(A)

p=36.0

48



Asn978(B),

E: 4 =

y Ly AG = -8.6 Kcal/mol

g‘f.m p=50.0

; SerSOL(A)

Thrs49(Af']

AspT45®) [,

a

") PheS92(A)
CysSOAY
Argh19(A) ﬁ\iﬂm
G;"-:":I;;g
. &n
z A
o il d

B

AG = -7.3 Kcal/mol Glﬁ,qgi;

p =26.0

cia
EX A
12
o . i Ne666{A)
o
" roB62(B)
i \*:

=
\qu o
Leu611{A) S\).LLQ/

Alssar(a)y” . ¥T3E)

Ala890(B)
o %’:é\
Tyrl047(A| A
o
e p

o
aicy,
- .
Lys1038(A,

C

Iy1046(4)

AG =-9.1 Kcal/mol

< . gi:‘m} p= 20.0
< e e
GIn1036(B] K 3
aa o rgl039(A)
rg1039(B)

Figura 21. Interacciones del ligando 2b con aminoacidos en los sitios de unién
P1(A)P2(B)yP3(C)delaproteina S, las lineas punteadas en verde
representan los puentes de hidrégeno y los medios soles en rojo
representan las interacciones hidrofobicas (visualizador LigPlot).

49



Leus77(8) @) Thrs49(A)

)
Arg1000( Asn978(] E
S .
=X :
Asn,ﬂ:;? E
E

GlyT44(

o
Phesssi GlyS4B(A)
Met740q] gtk radaca)
a
o
S!r!f]‘:% ysS90(A)

Arg319(a
“:L:t:% TRISA) a3 20(A)

A

AG =-9.0 Kcal/mol
p =46.0

g::‘ﬁs(m

Nle312(A)
" ot

Lys310(A)
Tyr313(A]
T
GIy3T1(A] o3t o
o
' E L e
G1-3|;:% W il !

B \u% 3
AG = -7.7 Kcal/mol &

p=26.0 -

ead Lys733(B)

w
e o o

&MJ.[(% A

Ala64T(Af=  De666(A) 5\9}%

'Leus61(B)

o« Hisl04 il‘(,\)

%;:;::)
AlaS9(B) X
%Tﬂ@ T = \:‘ TeB A}

. iji C
”\; Yr4T(A)
§ e AG = -10.2 Kcal/mol

; =304 = e 3
4 Fs1038(B)
cind Lo
Gln1036(B),

b

p=22.0

E 4
Lys1038{A)

Argl039(B)

Figura 22. Interacciones del ligando 2d con aminoacidos en los sitios de union
P1(A)P2(B)yP3(C)delaproteina S, las lineas punteadas en verde
representan los puentes de hidrégeno y los medios soles en rojo
representan las interacciones hidrofébicas (visualizador LigPlot).

50



Gl
A A548
THR
A:549 ASN
ILE B:978
A:548
(i —0
O
B~
LEU
PRO B:966
A:589 B:856
PHE
B:855
Interacciones
PRO
B ILE AB6S g3y (O Van der Waals
A:312
O Puente de hidrogeno
/(5 B:775
%

O Pi-alquilo
~ O Pi-anion

@ Pisigma

LEU
S/ . ;
o &S O Halogeno
ARG
THR '
B:768
! A Y020
c ™ A:909 :
B:1091 ASN
A:307
—0
d_
GLN
A:1106 >
PHE
. GLU
A’?&BJ? R A:1092

Figura 23. Interacciones del Arbidol® con aminoacidos en los sitios de union P1
(A) P2 (B) y P3 (C) de la proteina S (visualizador Discovery Studio).

51



A A:319
ASN
B:978
ASP
B:745
THR
B:577 \P A:549
o=
CYS
A:590
N\
© PRO
ET A:589
B:740
PHE
B:855
Interacciones
B B o
T AGES O Van der Waals
LEU . /
PR O Puente de hidrogeno
313 o= A'G66 O Pi-alquilo
H . .y
O Pi-anion
B82
W . Pi-sigma
I ASP O Pi-e- no compartido
THR A:312 By
B:768 AL ALA
B:772 B:771
GLN
A:314
C ARG
ARG B:1039
A:1039
HIS
A:1048
P’
o=
LYS
H B:1038
»
ALA
B:890 VAL
A:1040 TRP
B:886

Figura 24. Interacciones del ligando 2b con aminoacidos en los sitios de union
P1(A) P2 (B)yP3(C)de laproteina S (visualizador Discovery Studio).

52



Pi-e- no compartido

ET
ASN
Wy B:856 LEU
B:977
PRO
A:589 PHE
B:855
ARG
A319  AdSo
4
N o
A4S
N ASN
ASP A
B:745 B:978
B
ILE .
A312 Interacciones
O Van der Waals
L %
O Puente de hidrégeno
. I o
& QO Pi-alquilo
b4 £y O Pi-anién
gy33  Bisel ALA .
' A:647 Pi-si
i-sigma

ALA
TRP B:890
B:886 VAL
ARG A:1040
A:1039
Aiioas
LYS :
ARG B:1038
B:1039 H
LYS
A:1038
GLN
B:1036

Figura 25. Interacciones del ligando 2d con aminoacidos en los sitios de union
P1(A) P2 (B)yP3(C)de laproteina S (visualizador Discovery Studio).

53



8.4.1.1 Andlisis selecto de las interacciones proteina-ligando

Muchas fuerzas estan involucradas en la asociacion intermolecular, incluidas las
interacciones hidrofébicas, de van der Waals, de apilamiento entre aminoacidos
aromaticos, enlaces de hidrogeno y fuerzas electrostaticas. En las Tablas 13, 14
y 15 se indican interacciones selectas en la cavidad AB (para BC y AC ver Anexo,
Tablas II-1V) en los tres sitios de union P de la proteina S con el Arbidol® y los

ligandos 2a-2d obtenidas utilizando el visualizador Ligplot.

En particular, en el sitio P1 el Arbidol® presento tres puentes de hidrégeno con
la Thr549(A) 11e587(A) Asn978(B) con distancias (d) de 2.95 A, 3.24 Ay 2.86 A,
respectivamente (Figura 20 A). En el sitio P2 el Arbidol® no formé puentes de
hidrogeno, lo que influye en la formacion de un complejo menos estable que aquel
observado en P1 (Figura 20 B). En el sitio P3 el Arbidol® mostré un puente de
hidrégeno entre el &tomo hidrégeno NH de guanidino de la Arg1091(B) y el atomo
de oxigeno del grupo alcoxi éster en la cadena en C3 del nucleo inddlico, con una

d = 2.92 A, asi como varias interacciones hidrofébicas (Figura 20 C).

El ligando 2b mostro tres puentes de hidrogeno en el sitio P1, dos de ellos con
los atomos de oxigeno del carbonilo y alcoxilo de éster en C3 del indol y los
residuos de aminoéacidos Thr549(A) (d = 3.02 A) y Asn978(B) (d = 3.03 A),
respectivamente y el tercero con el atomo de hidrégeno NH de amida en C2 y el
Asp745(B) (d = 2.75 A) (Figura 21 A). En los sitios P2 y P3 se observo en cada
caso Unicamente un puente de hidrégeno entre el atomo de oxigeno de alcoxilo
de éster en C3 del indol y el hidrégeno NH-Ca de la lle312(A) (d = 3.07 A) en P2,
o bien el hidrégeno NH-Ca de la His1048(A) (d = 2.74 A) en P3 (Figura 21 B, C).

A diferencia de los ligandos 2a y 2b que contienen so6lo un grupo HBD, los
ligandos 2c y 2d contienen dos grupos HBD (Tabla 6, p. 28) que potencialmente
pueden formar puentes de hidrogeno. El ligando 2d en el sitio P1 generd dos
puentes de hidrogeno, uno de ellos entre el &tomo de oxigeno del carbonilo del
éster en C3 del indol y el atomo de hidrogeno NH-Ca de la Thr549(A) (d = 2.92
A) y el segundo entre el atomo de hidrogeno NH de amida en C2 del indol y el
atomo de oxigeno del carbonilo Cy=0 del Asp745(B) (d = 2.99 A) (Figura 22 A).

54



En el sitio P2, 2d present6 dos puentes de hidrégeno uno de ellos entre el atomo
de oxigeno de alcoxilo de éster en C3 del indol y el atomo de hidrégeno NH-Ca
de la lle312(A) (d = 3.06 A) y el segundo entre el &tomo de nitrégeno del anillo de
bencimidazol y el atomo de hidrégeno NH2-Ce de la Lys 733(B) (d = 2.74 A)
(Figura 22 B). En el sitio P3, 2d presento6 cuatro puentes de hidrogeno en los que
participan el hidrogeno NH del anillo de bencimidazol y el oxigeno Ca-C=0 de la
GIn1036(B) (d = 3.06 A), el hidrogeno NH de amida en la cadena en C2 del indol
y el oxigeno Ca-C=0 de la Lys1038(A) (d = 2.79 A) y finalmente un puente doble
entre los oxigenos de alcoxilo y carbonilo de éster en C3 del indol y el hidrégeno
NH-Ca de la His1048(A) (d = 3.02 A y 2.92 A) respectivamente (Figura 22 C).

En congruencia con los resultados resumidos en la Tabla 12 (p 46), en la que se
observa que el clister mas estable y poblado para el Arbidol® y los ligandos 2a-
2d se localiza en el sitio de unién P1 de la proteina S, el andlisis de las
interacciones ligando-receptor derivado de los estudios docking indicé que los
ligandos 2b y 2d generaron mas interacciones hidrofébicas y puentes de

hidrégeno en el sitio P1 en comparacion con los sitios P2 y P3.

En resumen, se puede destacar que el ligando 2d obtuvo la mejor energia de
unién que se atribuye a: i) una mayor restriccion conformacional que favorece la
union con el receptor, ii) una region hidrofébica importante conferida por el grupo
de bencimidazol y iii) dos grupos HBD capaces de formar puentes de hidrogeno
con los residuos de aminoacidos en los sitios de unién, formando complejos

estabilizados por puentes de hidrogeno e hidrofobicas.
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Tabla 13. Interacciones hidrofébicas y puentes de hidrogeno de los residuos de
aminoécidos del sitio P1 de la proteina S con el Arbidol® y los ligandos 2a-2d

Sitio de . Tipo de
s Ligando , -
union interaccion

Aminoacidos involucrados

Hidrofébicas

Arbidol®

Puentes de
hidrogeno

Phe541(A) Gly548(A) Pro589(A)
Met740(B) Gly744(B) Phe855(B)
Leu966(B)

Thr549(A) 1le587(A) Asn978(B)

Hidrofébicas
2a

Puentes de
hidrogeno

Val320(A) Gly548(A) Pro589(A)
Cys590(A) Phe592(A) Met740(B)
Gly744(B) Phe855(B) Leu977(B)

Thr548(A) Asp745(B) Asn978(B)

Hidrofébicas

2b

P1 Puentes de
hidrégeno

Val320(A) Gly548(A) Cys590(A)
Pro589(A) Phe592(A) Met740(B)
Gly744(B) Phe855(B) Leu977(B)

Thr549(A) Asp745(B) Asn978(B)

Hidrofébicas

2C

Puentes de
hidrogeno

Phe541(A) Gly548(A) Met740(B)
Gly744(B) Phe855(B) Valo76(B)

Thr547(A) Thr573(A) Leu977(B)
Arg1000(B)

Hidrofébicas
2d

Puentes de
hidrogeno

Val320(A) Gly548(A) Pro589(A)
Cys590(A) Phe592(A) Met740(B)
Gly744(B) Phe855(B) Leu977(B)

Thr549(A) Asp745(B)
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Tabla 14. Interacciones hidrofbicas y puentes de hidrogeno de los residuos de
aminoécidos del sitio P2 de la proteina S con el Arbidol® y los ligandos 2a-2d

S't".),de Ligando e d.G, Aminoéacidos involucrados
unién interaccion
Gly311(A) lle312(A) Pro665(A)
Hidrofdbicas lle666(A) Gly667(A) Val772(B)
Arbidol® Leuse4(®)
Puentes de -
hidrogeno
lle312(A) Leu611(A) Alab47(A)
Hidrofébicas Pro665(A) lle666(A) Gly667(A)
2a LeuB861(B) Pro862(B) Leu864(B)
Puentes de
hidrégeno Ser596(A) GIn613(A)
Gly311(A) Leub11(A) Ala647(A)
Hidrofébicas Pro665(A) lle666(A) Val772(B)
b Leu861(B) Pro862(B)
P2 Puentes de
hidrogeno lle312(A)
lle312(A) Ala647(A) Pro665(A)
Hidrofébicas Gly667(A) Val772(B) Leu861(B)
oc Pro862(B) Leu864(B)
Puentes de
hidrogeno Ser596(A) 1le666(A) Lys733(B)
Gly311(A) Leu611(A) Ala647(A)
Hidrofdbicas lle666(A) Val772(B) Leu861(B)
2d Pro862(B)

Puentes de
hidrogeno

lle312(A) Lys733(B)
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Tabla 15. Interacciones hidrofdbicas y puentes de hidrogeno de los residuos de

aminoécidos del sitio P3 de la proteina S con el Arbidol® y los ligandos 2a-2d

S't".),de Ligando e d.G, Aminoéacidos involucrados
unién interaccion
Hidrofébicas Trp886(B) 11e909(A) Val1l040(A)
hidrégeno Arg1091(B)
: -~ Trp886(B) Gly889(B) 11le909(A)
Hidrofobicas  52890(8) Val1040(A) Gly1046(A)
2a
Puentes de :
hidrégeno His1028(A)
: - Trp886(B) Ala890(B) 11e909(A)
Hidrofobicas Val1040(A) Gly1046(A)
2b
P3 Puentes de
hidrégeno His1048(A)
Trp886(B) Gly908(A) 11le909(A)
Hidrofébicas Vall040(A) Gly1044(A)
e Gly1046(A)
Puentes de
hidrogeno Lys1038(A)
: -~ Trp886(B) Ala890(B) 11e909(A)
Hidrofébicas Val1040(A)
2d
Puentes de GIn1036(B) Lys1038(A)
hidrogeno His1048(A)
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8.4.1.2 Conformacioén bioactiva

Una buena union ligando-receptor es el resultado de un equilibrio sutil entre
diferentes términos: una pequefia contribucion a la desolvatacion, términos
favorables de interaccion ligando-receptor y un pequefio coste energético para
que el ligando adopte la conformacion “bioactiva”, lo que significa que los
farmacos con alta afinidad suelen ser aquellos cuya conformacion preferida en
solucion es cercana a la bioactiva (Glrsoy & Smiesko, 2017; Perola & Charifson,
2004).

En lo referente al coste energético, la seleccién acertada del campo de fuerza
aplicado a la busqueda de las conformaciones de baja energia del ligando es un
requisito previo clave para garantizar que el grupo de conférmeros resultante
incluya la conformacién bioactiva o una muy similar (Watts et al., 2010). El célculo
del RMSD es el parametro mas utilizado para describir la similitud entre

conférmeros.

La similitud de la conformacién preferida de las carboxamidas 2a-2d y del
Arbidol® con respecto a la conformacién adoptada en los complejos proteina-
ligando en los diferentes sitios de union P, obtenida por comparacion de los
RMSD, reveld que la mejor similitud se logroé para el ligando 2b en el sitio de
unién P1, con un valor de RMSD de 4.09 A (Figuras 26, 27 y 28).

En la Figura 29 se muestra la sobreposicién de las conformaciones adoptadas en
el complejo proteina-ligando para el Arbidol® y los ligandos 2a-2d en el sitio P1,
P2y P3.
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Arbidol® 2a
RMSD =4.91 A RMSD =5.89 A

2b 2c
RMSD =4.09 A RMSD =5.21 A

RMSD =5.67 A

Figura 26. Sobreposicién del conférmero de minima energia (verde) y la
conformacién adoptada en el complejo (rojo) para el Arbidol® y los
ligandos 2a-2d en el sitio P1.
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Arbidol® 2a
RMSD =5.19 A RMSD =5.25 A

2b 2C
RMSD =6.11 A RMSD =5.37 A

2d
RMSD =4.57 A

Figura 27. Sobreposicién del conférmero de minima energia (verde) y la
conformacién adoptada en el complejo (rojo) para el Arbidol® y los
ligandos 2a-2d en el sitio P2.
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Arbidol® 2a
RMSD =4.95 A RMSD =5.29 A

2C
RMSD =5.57 A RMSD =5.12 A

2d
RMSD =5.17 A

Figura 28. Sobreposiciéon del conférmero de minima energia (verde) y la
conformacién adoptada en el complejo (rojo) para el Arbidol® y los
ligandos 2a-2d en el sitio P3.
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Figura 29. Sobreposicion de las conformaciones adoptadas en el complejo para
el Arbidol® y los ligandos 2a-2d en el sitio P1 (A) P2 (B) y P3 (C)
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9. Conclusiones y perspectivas

En el presente trabajo se demostrd que el uso de herramientas de bioinforméatica
y modelado molecular son de gran utilidad para la basqueda, identificaciéon y
priorizacion de sitios de wunibn o cavidades con potencial medicable
(<<druggable>>) en la proteina S del SARS-CoV-2, sugiriendo que la proteina S
es un blanco terapéutico potencial contra la COVID-19. Se encontr6 que
compuestos conteniendo un nudcleo indolico, adecuadamente sustituido con
grupos que favorezcan el anclaje en la cavidad P1 de la proteina S, pueden
potencialmente actuar como blogueadores de la entrada del virus SARS-CoV-2
inhibiendo la interaccidn con los receptores celulares.

Por lo anterior, resulta de interés realizar la sintesis quimica de nuevas “drug-
likeness” indol-2-carboxamidas 2a-2d y evaluar la actividad antiviral in vitro de

estos compuestos.
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11. ANEXO

11.1 Tablas y Figuras

Tabla I. Energia de union de la pose mas estable (menor energia) y la mas
poblada del ligando 2d y del Arbidol® en las cavidades AB, BC y AC en
los sitios de unién P1, P2 y P3 obtenida por docking molecular. NUmero
de clusters (n), energia de union (AG, kcal/mol) y poblacion (p, %).

o Pose mas Pose mas
Ligando Sitios de Cluster® estable poblada
union P (n)
AG p AG p
P1 AB 14 -9.2 10.0 -9.0 46.0
P1BC 9 -9.5 18.0 -9.1 54.0
P1AC 18 -9.0 30.0 -9.0 30.0
P2 AB 8 -7.9 22.0 -7.7 26.0
2d P2 BC 16 -8.7 10.0 -7.7 22.0
P2 AC 15 -8.7 26.0 -8.7 26.0
P3 AB 19 -10.2 22.0 -10.2 22.0
P3 BC 30 -10.2 26.0 -10.2 26.0
P3 AC 15 -10.2 36.0 -10.2 36.0
P1 AB 28 -8.3 14.0 -8.3 14.0
P1BC 18 -8.8 2.0 -8.2 12.0
P1AC 23 -8.9 2.0 -8.3 14.0
P2 AB 21 -7.8 12.0 -6.5 16.0
Arbidol® P2 BC 24 -7.8 14.0 -7.0 24.0
P2 AC 27 -7.8 22.0 -7.8 22.0
P3 AB 21 -8.7 2.0 -7.8 36.0
P3BC 32 -9.2 2.0 -7.5 16.0
P3 AC 22 -7.9 26.0 -7.9 26.0

2 Conjunto de conformaciones con un RMSD igual o menor a 2.0 A.
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Tabla Il. Interacciones hidrofobicas y puentes de hidrogeno de los residuos de
aminoacidos en las cavidades AB, BC y AC en el del sitio P1 de la
proteina S con el ligando 2d y el Arbidol®

Ligando S|t|(_),de . Jee d_e, Aminoacidos involucrados
union interaccion
Val320(A) Gly548(A) Pro589(A)
Hidrofébicas Cys590(A) Phe592(A) Met740(B)
Gly744(B) Phe855(B) Leu977(B)
P1 AB
Puentes de
hidrogeno Thr549(A) Asp745(B)
_ _ VaI320§B Gly548(B) Pro589(B
Hidrofébicas Cys590(B) Phe592(B) Gly744(C)
Phe855(C) Leu977(C)
P1BC
Puentes de
2d hidrégeno Thr549(B) Asp745(C) Asn978(C)
Val320(C) Gly548(C) Pro589(C)
Hidrofébicas Cys590(C) Pheb92(C) Gly744(A)
P1 AC Phe855(A) Leu977(A)
Puentes de
hidrogeno Thr549(C) Asp745(A)
. - Phe541(A) Gly548(A) 11e587(A)
Hidrofobicas o589 (A) Phegs5(B) Gly744(B)
P1AB Puentes de
hidrogeno Thr549(A) Met740(B)
- i Phe541(B) 11e587(B) Pro589(B)
Hidrofobicas  gy548(C) G|y744fc§ Pheg55(C)
Arbidol® P1BC
Puentes de
hidrogeno Thr549(B) Met740(C)
Met740(A) Gly744(A) Phe855(A)
Hidrofébicas Phe541(C) Gly548(C) 11e587(C)
Pro589(C)
PLAC Puentes de
hidrogeno Thr549(C)
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Tabla Ill. Interacciones hidrofobicas y puentes de hidrogeno de los residuos de
aminoacidos en las cavidades AB, BC y AC en el del sitio P2 de la
proteina S con el ligando 2d y el Arbidol®

Ligando S|t|(_),de . Jee d_e, Aminoacidos involucrados
union interaccion
Gly311(A) Leub11(A) lle666(A)
Hidrofébicas Ala647(A) Val772(B) Leu861(B)
Pro862(B)
P2 AB Puentes de
hidrogeno lle312(A) Lys733(B)
_ . Gly311(B) Leu611(B) AIa647(Bg
Hidrofébicas IIIe666(B) Val772(C) Leu861(C
Pro665(C)
2d P2 BC
Puentes de
hidrégeno lle312(B) Lys733(C)
Val772(A) Leu861(A) Pro862(A)
Hidrofébicas Leu611(C) Ala647(C) Pro665(C)
lle666(C)
P2 AC Puentes de
hidrégeno Lys733(A) lle312(C)
Gly311(A) lle312(A) Pro665(A)
Hidrofébicas lle666(A) Gly667(A) Val772(B)
Leu864(B)
P2 AB Puentes de i
hidrégeno
i)
. - y a e
Hidrofobicas  Aj5771(C) Val772(€) Prog62(C)
P2 BC Leu861(C)
Arbidol®
Puentes de -
hidrogeno
Ala771(A) Val772(A) Leu861(A)
. - Pro862(A) 1le312(C) Leu611(C)
Hidrofobicas A |13647(C) Pro665(C) 1e666(C)
P2 AC Gly667(C)
Puentes de
hidrogeno Lys733(A)
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Tabla IV. Interacciones hidrofobicas y puentes de hidrégeno de los residuos de
aminoacidos en las cavidades AB, BC y AC en el del sitio P3 de la
proteina S con el ligando 2d y el Arbidol®

Ligando S'“Q,de . Ulze d_e, Aminoacidos involucrados
unién interaccion
_ o [le909(A) Val1040(A) Gly1046(A)
Hidrofobicas Trp886(B) Ala890(B)
P3 AB Puentes de Lys1038(A) His1048(A)
hidrégeno GIn1036(B)
VaIlO40§B; Gly1046(B)
Hidrofébicas Trp886(C) Ala890(C)
2d P3 BC
Puentes de His1048(B) GIn1036(C)
hidrogeno
Trp886(A) Ala890(A) Val1040(C)
Hidrofébicas Gly1046(C)
P3 AC Puentes de GIn1036(A) His1048(C)
hidrégeno
Hidrofébicas Trp886(B) 11e909(A) Vall040(A)
P3 AB Puentes de
hidrogeno Arg1091(B)
- i Trp886(C) 11e909(B) Val1104(B
Hidrofobicas p886( )Phellz(lzB) (B)
Arbidol® P3 BC
Puentes de
hidrogeno Arg1091(C)
. -~ Trp886(A) 11e909(C) Val1104(C)
Hidrofébicas Phe1121(C)
P3 AC
Puentes de
hidrogeno Arg1091(A)
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Figura IV. Interacciones del ligando 2d con aminoé&cidos en el sitio de unién P1
de la proteina S. A) cavidad AB, B) cavidad BC, C) cavidad AC.
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Figura V. Interacciones del ligando 2d con aminoacidos en el sitio de unién P2
de la proteina S. A) cavidad AB, B) cavidad BC, C) cavidad AC.
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Figura VI. Interacciones del ligando 2d con aminod&cidos en el sitio de unién P3
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Figura VII. Interacciones del Arbidol® con aminoacidos en el sitio de unién P1 de
la proteina S. A) cavidad AB, B) cavidad BC, C) cavidad AC.
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Figura VIII. Interacciones del Arbidol® con aminoacidos en el sitio de unién P2
de la proteina S. A) cavidad AB, B) cavidad BC, C) cavidad AC.
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Figura IX. Interacciones del Arbidol® con aminoacidos en el sitio de union P3 de
la proteina S. A) cavidad AB, B) cavidad BC, C) cavidad AC.
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