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Resumen: EI COVID-19 ha generado un enorme impacto en la salud publica mundial debido a las altas tasas de contagio
y mortalidad asociadas al virus SARS-CoV-2 causante de la enfermedad. Hasta la fecha, la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) ha aprobado el uso de 10 vacunas aparentemente seguras y eficaces. Sin embargo, todavia existen
limitaciones importantes para su administracion en paises en vias de desarrollo y localidades remotas, y la preocupacion
por la aparicion de variantes del virus que puedan evadir la inmunidad adquirida mediante la vacunacién se mantiene
latente. Ademas de la prevencion de la infeccidn, son necesarios agentes terapéuticos efectivos para tratar a los pacientes
diagnosticados con COVID-19. Bajo este contexto, el presente estudio tuvo como objetivo realizar un cribado virtual
basado en la estructura de las enzimas proteasa (MP°) y ARN polimerasa ARN-dependiente (RdRp) del SARS-CoV-2.
Para este propdsito se ensayaron inhibidores de proteinas homadlogas pertenecientes a diferentes virus. El alineamiento
multiple de secuencias de estas enzimas permitié reconocer la presencia de una alta conservacién de estas enzimas entre
especies, especialmente de las regiones que comprenden los sitios de unién a inhibidores. Por lo tanto, se deduce que es
posible emplear un enfoque de redireccionamiento de los inhibidores que fueron disefiados para tratar otras enfermedades
virales. Experimentos de acoplamiento molecular permitieron identificar que los inhibidores RTP (afinidad de unién = -7.3
kcal/mol) y V3D (afinidad de unién = -8.0 kcal/mol) son excelentes inhibidores de RdRp y MP©, respectivamente. Estos
resultados sugieren que dichas moléculas son virtualmente capaces de unirse e inhibir la actividad de RdRp y Mr® y por
lo tanto constituyen potenciales farmacos para combatir el SARS-CoV-2.
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Abstract: TCOVID-19 has enormously impacted global public health due to the high infection and mortality rates associated
with the SARS-CoV-2 virus-causing disease. The World Health Organization (WHO) approved 10 safe and effective
vaccines. However, there are still significant limitations to their administration in developing countries and remote locations.
Concerns remain about the emergence of virus variants that may evade immunity acquired through vaccination. In addition
to preventing infection, effective therapeutic agents are needed to treat patients diagnosed with COVID-19. Under this
context, the present study aimed to perform a structure-based virtual screening of the protease (MP°) and RNA-dependent
RNA polymerase (RdRp) enzymes of SARS-CoV-2. For this purpose, homologous protein inhibitors belonging to different
viruses were tested. Multiple sequence alignment of these enzymes allowed us to recognize the high conservation of these
enzymes between species, especially of the regions comprising the inhibitor binding sites. Therefore, it follows that it is
possible to employ a redirection approach to inhibitors that were designed to treat other viral diseases. Molecular docking
experiments identified that RTP inhibitors (binding affinity = -7.3 kcal/mol) and V3D (binding affinity = -8.0 kcal/mol) are
excellent inhibitors of RARp and Mre, respectively. These results suggest that these molecules can virtually bind and inhibit
the activity of RdRp and MP™ and thus constitute potential drugs to combat SARS-CoV-2.

Key words: SARS-CoV-2, COVID-19, inhibitors, RdRp, MP™.
- |

Introduccion

La COVID-19, causada por el SARS-CoV-2, es unaen- Hasta el momento de redacciéon de este articulo, segun
fermedad viral emergente de alta preocupacion por su ele- cifras oficiales, a nivel global se han confirmado mas 437
vado impacto sobre la salud publica y la economia global. millones de casos de COVID-19, incluyendo 5,96 millones
En Marzo de 2020, la enfermedad fue declarada pandemia muertes?, estos datos indican que su tasa de mortalidad
tras su rapida propagacion alrededor de todo el mundo, lle- (CFR) asociada es de 1,36%.
vando a una emergencia sanitaria que contintia vigente'.
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El SARS-CoV-2 taxonémicamente pertenece al reino
Riboviria, orden Nidovirales, familia Coronaviridae y géne-
ro Betacoronaviridae, clasificacion correspondiente a virus
que poseen ARN de hebra sencilla positiva, envoltura de
membrana y que tienen la capacidad de infectar humanos?®.
Analisis filogenéticos del genoma completo del SARS-
CoV-2 evidencian su cercania con coronavirus de murciéla-
go y con el SARS-CoV, presentando entre si mas del 96%
de identidad de secuencia*®. Asi mismo, se ha revelado que
su genoma tiene una longitud aproximada de 30 kb, el cual
consiste en dos regiones no traducidas (UTR) y 14 marcos
de lectura abierta (ORFs). El primer ORF (Orf 1/ab) abarca
mas de la mitad del genoma y codifica 16 proteinas no es-
tructurales (NSP) del complejo de replicacion-transcripcion,
mientras que los 13 ORFs restantes codifican cuatro pro-
teinas estructurales y al menos 6 proteinas accesorias®®.

Los productos del genoma pueden ser blancos molecu-
lares de agentes antivirales, puesto que se ha demostrado
que cumplen funciones criticas en el ciclo de vida de los
coronavirus®. Las dianas mas prometedoras en el SARS-
CoV-2 parecen ser las proteinas proteasa principal (MP©),
proteasa de tipo papaina (PL"°) y la ARN polimerasa ARN
dependiente (RdRp), ya que comparten el mayor porcen-
taje de homologia con otros coronavirus®. También se ha
considerado a la proteina espiga (S) como una diana te-
rapéutica, por ser la responsable de la primera interaccion
del virus con las células del huésped. Sin embargo, esta
proteina es altamente susceptible a mutaciones.

Tras el ingreso del virus a las células, el genoma viral
es transcrito a poliproteinas del complejo de replicacion/
transcripcion (RTC), que son procesadas mediante las pro-
teasas MP© y PLP® para generar proteinas efectoras funcio-
nales'’, siendo Mpro la enzima predominante en la transfor-
macion proteolitica’?. Un componente clave del RTC es la
enzima RdRp, encargada de sintetizar ARN genémico para
el ensamblaje de nuevas particulas del virus™'4. Tanto MP©
como RdRp presentan mas del 95% de similitud de secuen-
cia y estructura con las enzimas del SARS-CoV™ y se sabe
que no poseen homologos cercanamente relacionados en
humanos'™'® por lo que pueden ser importantes dianas
para el desarrollo de inhibidores con alta especificidad'”.

Debido al enorme impacto que ha tenido el COVID-19
en la salud publica mundial, el desarrollo y produccion de
medicamentos especificos y vacunas es urgente'®. En la
actualidad existen 10 vacunas seguras y eficaces, cuyo uso
fue aprobado por la OMS'®. No obstante, a pesar de la cre-
ciente disponibilidad de vacunas contra la COVID-19, aun
existen limitaciones importantes para su administracion,
sobre todo en zonas del planeta con escasos recursos eco-
némicos®?!, y su efectividad contra las nuevas variantes
del virus es variable.

Ademas de la disminucion de la transmisién comuni-
taria del virus y prevencion de la infeccidn, son necesarios
también agentes terapéuticos efectivos para tratar a los pa-
cientes que han desarrollado cuadros severos de la enfer-
medad?. Debido a la similitud existente entre las enzimas
del SARS-CoV-2 con virus como el SARS-CoV e incluso
MERS-CoV, los farmacos utilizados para tratar estas y
otras infecciones del mismo tipo se encuentran disponibles
y pueden ser Utiles en la lucha contra el COVID-19'8. Bajo
este contexto, los esfuerzos actuales estan enfocados en
el redireccionamiento de farmacos con eficacia probada en
contra de virus homdlogos al SARS-CoV-2%, |o cual ha con-
ducido a ensayar medicamentos que inhiben a RdRp, tales
como Faripiravir y Remdesivir, éste ultimo es un analogo de

nucledsido que a mediados del 2020 obtuvo la aprobacién
de uso de emergencia por la US FDA en pacientes con CO-
VID-19 severo?. Asi mismo, otros ejemplos de farmacos
son Carmofur y N3, que han demostrado capacidad de in-
hibicién selectiva de Mpro de multiples coronavirus, lo que
los hacen efectivos antivirales con potencial actividad sobre
el SARS-CoV-2%,

El cribado virtual de librerias de compuestos puede ser
una estrategia interesante para descubrir antivirales que
permitan paliar los efectos adversos de la enfermedad?.
De este modo, se puede acortar la lista de farmacos con
aquellos que parecen unirse con mayor afinidad a las en-
zimas virales?” y de los cuales se conocen caracteristicas
como el perfil de seguridad, efectos secundarios y posolo-
gia®2. Herramientas de acoplamiento molecular (molecular
docking) permiten efectuar el cribado virtual de compues-
tos previo a su estudio in-vitro e in-vivo, haciendo posible
la prediccion de la orientacion del farmaco en un receptor
particular y su energia de unién. Mediante esta perspectiva,
se pueden evaluar cientos de moléculas a un bajo costo y
en relativamente poco tiempo®2°. En el presente estudio
se realizé un cribado virtual de inhibidores basado en la
estructura de enzimas MP° y RdRp pertenecientes a virus
estructuralmente homologos al SARS-CoV-2. Este enfoque
tuvo como objetivo identificar farmacos con potencial para
ser redireccionados hacia el tratamiento de pacientes diag-
nosticados con COVID-19, o a su vez, para ser empleados
en el disefo racional de nuevos inhibidores especificos de
Mpe y RdRp del SARS-CoV-2.

|
Materiales y métodos

Analisis de homologia estructural

A partir de las estructuras 3D de las enzimas RdRp
(PDB ID: 6m71) y Mre (PDB ID: 6yb7) del SARS-CoV-2
se identificd, mediante el uso del servidor PDBeFold*, en-
zimas virales que comparten similitud estructural segun el
parametro SSE (matched Secondary Structure Elements).
En el caso de la polimerasa solo se selecciond la cadena
principal de la proteina (subunidad catalitica nsp12). De los
resultados se tomo Unicamente las estructuras en complejo
con inhibidores.

Construccion de la libreria de inhibidores de enzimas
Mre y RdRp

De los datos arrojados por PDBeFold se identificaron
inhibidores acoplados a proteinas RdRp y Mpro homodlogas
a aquellas del SARS-CoV-2. La estructura quimica de cada
inhibidor fue obtenida a partir del complejo enzima-ligando
depositado en el PDB?' y sus coordenadas tridimensionales
fueron exportadas mediante PyMOL®2.

Identificacion de los sitios de unién de inhibidores

Los sitios de uniodn de los diferentes inhibidores y sus
interacciones con la proteina fueron determinados median-
te su superposicion con RdRp o Mr® del SARS-CoV-2 en
WinCoot®* y PyMOL®2. Para el analisis se consideré aque-
llas interacciones no covalentes en el rango de 2.2 a 4.2 A.

Alineamiento multiple de secuencias

Tras la identificacion de proteinas homdlogas, se rea-
lizé un alineamiento multiple de sus secuencias mediante
T-Coffee®. El alineamiento fue posteriormente coloreado y
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analizado mediante BoxShade de ExPASy®*. En el alinea-
miento se establecieron los principales aminoacidos invo-
lucrados en el acoplamiento de ligandos de cada enzima.

Preparacion de proteinas y ligandos

La preparacion de los receptores RdRp (PDB ID: 7bv2)
y Mpro (PDB ID: 7bqy), asi como de la libreria de ligandos
(120 compuestos) se realizé utilizando AutoDock Tools ver-
sion 1.5.6 rc2%, obteniendo de este modo las estructuras
3D en formato pdbqt.

Molecular docking

Los ensayos de acoplamiento molecular no covalente
rigido se llevaron a cabo usando AutoDock Vina en PyRx®"
3% Se utilizé un grid apropiado para cada uno de los ligan-
dos y se usé un valor de exhaustividad igual a 8. Las inte-
racciones enzima-ligando fueron analizadas con Discovery
Studio Visualizer® y el modo de unién de los compuestos
se determiné mediante PyMOL®. Las ilustraciones fueron
elaboradas mediante PyMOL y Discovery Studio Visualizer.

L __________________________________|
Resultados y discusion

Analisis de homologia estructural

El analisis de homologia estructural permitié identificar
varias enzimas polimerasas y proteasas que comparten
elementos estructurales con la subunidad nsp12 de RdRp
y con MPe del SARS-CoV-2. El valor mas alto de %SSE
observado para la RdRp corresponde a la polimerasa del
virus Zika (ZV), enzima que comparte el 49% de similitud de
estructura secundaria con su homoéloga del SARS-CoV-2.
Por otra parte, las polimerasas del virus de la fiebre aftosa
humana (HFMD), Coxsackievirus (CV), Norovirus murino
(NVM) y virus Norwalk (NV) presentan un 47% de similitud
estructural. Finalmente, se observé un 45% de homologia
estructural con las RdRp de los virus del Dengue (DV) y
de la Hepatitis C (HCV). La baja conservacién de los ele-
mentos de estructura secundaria entre la RdRp del SARS-
CoV-2 y enzimas homologas se puede deber a la gran
diferencia de tamafo que existe entre estas polimerasas.
Se conoce que las caracteristicas principales y la longitud
(500 residuos) de las RdRp virales es altamente conserva-
da pese a su baja identidad de secuencia®. Sin embargo,
la subunidad nsp12 de la RdRp del SARS-CoV-2, con 932
residuos, es significativamente mas larga que sus homo-
logas estructurales que cuentan con secuencias de ~500
aminoacidos. Aqui, hemos observado que la posicion y la
arquitectura general de los dominios y del sitio activo son
altamente similares en las diferentes RdRps, lo que sugiere
que los inhibidores de RdRps se unen a estas enzimas de
forma similar y que la diferencia en la longitud de los poli-
péptidos no afecta el modo unién de los inhibidores.

Para Mre, el andlisis estructural determiné que exis-
ten enzimas virales de organismos homadlogos, como MP®
del SARS-CoV, que comparten hasta un 100% de similitud
estructural. De igual forma, el Coronavirus de murciélago
HKU4 (HKU4-CoV) comparte un 95% de similitud, mien-
tras que los organismos Coronavirus humano NL63 (HCoV-
NL63), MERS-CoV y Virus de la diarrea epidémica porcina
(PEDV) muestran hasta un 91% de identidad de estructu-
ra secundaria. Por ultimo, los coronavirus de la peritonitis
infecciosa felina (FIPV) y de la gastroenteritis transmisi-
ble porcina (TGEV) exhiben un 86% y 82% de semejan-

za, respectivamente. A pesar de la evidente conservacion
de la enzima, un estudio detallado sobre Mpro, basado en
analisis de secuencia y estructura, ha revelado que cier-
tas variantes del virus SARS-CoV-2 presentan unas pocas
mutaciones puntuales. Dicho estudio ademas sugiere que
tales cambios probablemente surgieron como respuesta a
la evolucion adaptativa*!. En conclusion, el andlisis de ho-
mologia estructural sugiere que los elementos de estruc-
tura secundaria son mucho mas conservados en MP™ que
en RdRp. Sin embargo, las caracteristicas de sus sitios de
union a inhibidores son altamente conservados en ambas
enzimas lo cual sustenta la hipotesis de que es posible re-
direccionar moléculas disefiadas para inhibir la proteasa o
polimerasa de virus homdlogos al SARS-CoV-2.

Identificacion de inhibidores de enzimas RdRp y MP™
en virus homoélogos al SARS-CoV-2

El analisis de homologia estructural también permitié
identificar un total de 78 moléculas que actian como in-
hibidores de las enzimas RdRp de ZV, HFMD, CV, NVM,
NV, HCV y DV, donde la mayoria de los inhibidores descri-
tos pertenecen a la polimerasa del HCV (ns5b HCV). Para
la enzima Mr© se identificaron 41 inhibidores de los virus
SARS-CoV, HKU4-CoV, HCoV-NL63, MERS-CoV, PEDV,
FIPV y TGEV. La mayor parte de estos inhibidores perte-
necen al SARS-CoV. El listado de ligandos obtenidos del
analisis de homologia estructural se muestra en la Tabla
Suplementaria 1.

En el caso de la RdRp el andlisis individual ha mostra-
do que ciertos inhibidores se unen covalentemente a dife-
rentes aminoacidos o a la plantilla de ARN durante la sinte-
sis. No obstante, la gran mayoria lo hace mediante enlaces
no covalentes de tipo puente de hidrogeno y fuerzas de Van
der Waals. En Mpro, todos los inhibidores identificados for-
man contactos con el residuo Cys145, el cual se encuentra
altamente conservado entre diferentes especies. La union
se da tanto de forma no covalente y covalente, predominan-
do esta ultima. Los inhibidores reportados para las dos en-
zimas muestran amplios rangos de afinidad de union (IC,
K, o K,) en el rango nM a mM (Tabla Suplementaria 1). En
cuanto a su estructura quimica, entre los inhibidores desta-
can compuestos de diferente indole, como acidos carboxili-
cos, acidos sulfénicos, acidos benzoicos, cetonas, amidas,
aminas y nitrilos. Se identificd varias estructuras quimicas
relevantes, como las sulfonamidas y carboxamidas. Se co-
noce que las sulfonamidas constituyen el esqueleto para el
disefio de un amplio rango de agentes terapéuticos. A partir
de las sulfonamidas se han elaborado antibacteriales, an-
ticancerigenos, anticonvulsionantes, antidiabéticos, diuréti-
cos, antileucémicos, antiinflamatorios y antivirales. De igual
forma las carboxamidas son importantes farmacéforos que
se encuentran en moléculas de medicamentos usados para
regular los niveles de colesterol, hipertension, enfermeda-
des del corazon y el VIH, entre otras enfermedades®.

Un gran numero de los inhibidores especificos identi-
ficados para RdRps y que actuan sobre el sitio activo son
analogos de nucledsidos. La enzima RdRp del SARS-
CoV-2, al igual que otras polimerasas, posee baja fideli-
dad, por lo que su propensioén a errores durante el proceso
de replicacién incrementa la posibilidad de aceptaciéon de
analogos de nucleétidos como sustratos. Por esta razoén,
los nucledtidos y nucledsidos modificados son importantes
agentes antivirales ya que inhiben la enzima al competir
con los ribonucleétidos naturales™.

Para Mr©, dada su funcion proteolitica, los primeros
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inhibidores reportados con capacidad de unirse covalente-
mente al sitio activo fueron peptidomiméticos, que son com-
puestos andlogos del sustrato que asemejan una estructura
proteica y que ademas poseen grupos reactivos para ata-
car al residuo catalitico Cys145'". Como era de esperarse,
el presente estudio reporta también la aparicién de este tipo
de moléculas (Tabla Suplementaria 1). Ademas, aqui iden-
tificamos que los carbamatos también constituyen un grupo
representativo de inhibidores en diferentes enzimas Mpro.
Estos compuestos, en particular los organicos, juegan un
rol importante en el descubrimiento de farmacos y constitu-
yen elementos estructurales de diversos agentes terapéu-
ticos de funcionalidad probada como ritonavir, amprenauvir,
atazanavir y darunavir®. Algunas de las caracteristicas que
hacen a los carbamatos atractivos para el disefio de farma-
cos son su elevada estabilidad, permeabilidad a las mem-
branas celulares y su habilidad para regular interacciones
con las enzimas objetivo*.

Definicion de los sitios de unién a inhibidores

La enzima RdRp del SARS-CoV-2, a pesar de sus di-
ferencias estructurales con otras del mismo tipo, mantiene
la configuracion tridimensional tipica de polimerasas deno-
minada de “mano derecha”, pues comprende los dominios
conocidos como Palma (Palm), Dedos (Finger) y Pulgar
(Thumb) (Figura 1B). Interesantemente, se ha reportado
que varias RdRps pueden ser inhibidas por moléculas que
se unen al sitio activo y a multiples bolsillos alostéricos. El
presente estudio permiti6 determinar que se dispone de
una gran cantidad de informacion estructural de la enzima

ns5b HCV en complejo con diferentes inhibidores. ns5b
HCV posee una arquitectura tridimensional caracteristica,
donde el sitio activo se ubica en el dominio de la Palma, que
implica la cavidad central de la enzima, y donde también se
ubican dos sitios adicionales de union a inhibidores (Palm |
site y Palm Il site). De igual manera en el dominio del Pulgar
se han identificado al menos tres sitios alostéricos (Thumb
| site, Thumb Il site y Thumb IlI site) que permiten acoplar
ligandos®4 (Figura 1A). Respondiendo al grado de conser-
vacion estructural de RdRps, en organismos como ZV, NV
y NVM también se han reconocido inhibidores alostéricos
que se unen en bolsillos cercanos al sitio activo. En con-
traste, los inhibidores que se han reportado para la nsp12
RdRp actuan unicamente tras su union en el sitio activo
ubicado en dominio de la Palma®* (Figura 1B).

La superposicion estructural de la RdRp del SARS-
CoV-2 con su homologa de referencia (ns5b HCV) (Figura
1C), muestra que en ambas enzimas existe corresponden-
cia de sitios de union respecto a todos aquellos bolsillos
ubicados en la cavidad central de la Palma (Palm | y Palm
1), asi como de un sitio alostérico en el dominio del Pul-
gar (Thumb Ill), pues, aunque se aprecian diferencias en
su conformacion, estos son visibles en la estructura. Por el
contrario, los dos bolsillos alostéricos restantes (Thumb |y
Thumb Il) practicamente son inexistentes en la polimerasa
del SARS-CoV-2, donde los aminoacidos de la cadena pep-
tidica sobresalen de la estructura impidiendo la formacién
de cavidades que podrian acoplar inhibidores.

De esta forma, con base en la semejanza estructural
con sus enzimas homélogas, en el presente estudio se

Figura 1. Comparacion estructural de sitios de union a inhibidores en enzimas del SARS-CoV-2. A) Se muestran los 6
bolsillos de unién de la RdRp ns5b HCV: en color cyan el sitio alostérico Thumb | (1), en color magenta el sitio alostérico
Thumb Il (2), en color azul el sitio alostérico Thumb Il (3), en color rojo el sitio activo de la enzima (4), en color verde el
sitio alostérico Palm | (5) y en color amarillo el sitio alostérico Palm Il (6). B) Se muestra el Unico bolsillo de union de la
RdRp nsp12 del SARS-CoV: en color morado el sitio activo (7). C) La superposicion entre ns5b HCV y nsp12 del SARS-
CoV-2. D) Se muestra el sitio activo de la enzima Mpro del SARS-CoV en color amarillo (1). E) Se muestra el sitio activo
de la enzima M del SARS-CoV-2 en color cyan (2). F) Superposicion entre MP° del SARS-Co-V y SARS-CoV-2.
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ensayo el acoplamiento molecular de los ligandos en los
bolsillos sitio activo, Palm | site, Palm Il site y Thumb Ill site
de RdRp del SARS-CoV-2, asumiendo la posible existencia
de estos tres ultimos sitios alostéricos. La superposicion de
ns5b y nsp12 (Figura 1C), permitié determinar de manera
visual los aminoacidos que conforman los sitios alostéricos
tedricos de la RdRp del SARS-CoV-2, mismos que se indi-
can en la Tabla 1.

Por su parte, MP™ es una cisteina proteasa cuyo sitio
activo esta compuesto por cuatro sub-sitios denominados
S17, 81, S2 y S4. Esta enzima consta de tres dominios (I-I1)
y presenta una diada catalitica Cys-His no candnica locali-
zada en la hendidura que se forma entre los dos primeros
dominios*’. Un estudio de cribado de pequefias moléculas
ha permitido caracterizar compuestos inhibidores alostéri-
cos de Mpro que pueden unirse en un bolsillo distante del
sitio activo y que son capaces de modular la actividad en-
zimatica*®. No obstante, debido a la gran conservacién es-
tructural de la enzima, los inhibidores que se unen al sitio
activo comparten entre si numerosas caracteristicas’, lo
cual es enormemente favorable para el redireccionamien-
to de farmacos. Por lo tanto, en la presente investigacion
unicamente se han considerado inhibidores que se acoplan
en el sitio activo clasico para los ensayos de docking (Ta-
bla Suplementaria 1). Como se menciond anteriormente,
el analisis de homologia estructural mostré6 que Mr© del
SARS-CoV (Figura 1D) posee una configuracion tridimen-
sional virtualmente idéntica con respecto a MP° del SARS-
CoV-2 (Figura 1E). La superposicion de ambas proteasas
demostro que sus sitios activos poseen una arquitectura al-
tamente similar (Figura 1F), lo cual sugiere que los inhibido-
res que tienen como blanco este bolsillo, podrian acoplarse
de igual forma a ambas enzimas.

Alineamiento multiple de secuencias

Para la polimerasa del SARS-CoV-2, el primer inhibidor
para el cual se descubrié experimentalmente la estructura
del complejo enzima-ligando fue Remdesivir Monofosfato
(RMP). Mediante el analisis de sus interacciones con la en-
zima se determind que el sitio activo se ubica en los moti-
vos A-G del dominio de la Palma'®, y esta conformado prin-

cipalmente por 14 aminoacidos. El alineamiento multiple
de enzimas RdRp (Figura Suplementaria 1) muestra que
la mayoria de los residuos involucrados en el acoplamiento
del ligando, tales como Arg555, Asp618, Asp623, Ser682,
Thre87, Asn691, Asp760 y Asp761, estan altamente con-
servados entre los diferentes organismos analizados. Por
otra parte, Val557 esta solo medianamente conservada,
mientras que Arg553, Lys545, Thr680, Ala688 y Ser759 no
muestran ningun grado de conservacion. Esto sefiala que
a pesar de las diferencias de tamafo de las secuencias de
las diferentes RdRps homdlogas a la polimerasa del SARS-
CoV-2, los principales aminoacidos que intervienen en la
unién al sustrato e inhibidores competitivos se mantienen
entre especies. Por lo tanto, esto sugiere que los inhibi-
dores competitivos de las polimerasas de ZV, HFMD, CV,
NVM, NV, HCV y DV pueden ser alternativas viables para
inhibir la replicacion del SARS-CoV-2.

La ns5b HCV fue utilizada como referencia debido a
la amplia informacién estructural disponible y cantidad de
inhibidores descritos, por lo que los aminoacidos que con-
forman sus diferentes bolsillos de unién a ligandos tam-
bién fueron comparados e identificados en nuestro ana-
lisis (Figura Suplementaria 1). Esto permiti6 determinar
que 8 (Arg555, Asp618, Asp623, Ser682, Thr687, Asn691,
Asp760 y Asp761) de los 13 aminoacidos que conforman
el sitio activo de la ns5b estan conservados en la nsp12.
Estos residuos forman parte del centro catalitico.

Para los 5 bolsillos alostéricos adicionales de la ns5b;
sin embargo, no se obtuvo una adecuada corresponden-
cia entre aminoacidos, lo que significa que al menos en
términos de secuencia estos no se encuentran conserva-
dos. Unicamente para los sitios alostéricos Palm |, Palm
II'y Thumb Il de ns5b se pudo observar la presencia de
bolsillos similares en nsp12, considerados aqui como sitios
alostéricos teodricos, y por lo tanto incluidos en los estudios
de acoplamiento molecular.

En cuanto a la proteasa, tomando como referencia a la
estructura de la Mpro del virus SARS-CoV-2 unida al inhibi-
dor N3, en el presente estudio se identificaron un total de 21
aminoacidos que participan en el acoplamiento del sustrato
al sitio activo. Estos aminoacidos ayudan a estabilizar la

Sitio de unién Palm I Palm II Thumb III

Residuos Leu576 Lys593 Glu802
Lys577 Trp598 Lys807
Ala580 Met601 GlyR08
11e589 Leu758 Pro809
Gly590 Ser759 His810
The391 Asp760 Hiss10 Tabla 1. Amino&cidos que confor-
Ser592 Asp761 Thr817 man los bolsillos alostéricos tedri-
Lys593 Phe812 Met&18 cos de la RdRp del SARS-CoV-2.
Trp598 Cys813 Tyr831
Met601 Ser814
Tyr689 GIn815
Leu758 Arg836
Cys813 Asp865

GIn815
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union y a bloquear el compuesto al interior de la cavidad
mediante multiples enlaces no covalentes?®. Como se indi-
ca en la Figura Suplementaria 2, se pudo determinar que
todos los organismos incluidos en el alineamiento multiple
de secuencias muestran conservacion del sitio de unién
de N3. Especificamente, los residuos de Thr26, Leu27,
His41, Phe140, Asn142, Gly143, Ser144, Cys145, His163,
Met165, Glu166, Pro168, His172, Asp187, Arg188, Thr190
y Glu192 son extremadamente conservados. En este grupo
resaltan los aminoacidos cataliticos Cys145 e His41, que
por su funcién central se mantienen conservados en todas
las especies. En contraste, solamente 4 residuos, Met49,
Leu141, His164 y GIn189, muestran un bajo grado de con-
servacion. De esta forma, el alineamiento multiple de se-
cuencias demostré que el sitio activo y el bolsillo de union
de N3 es significativamente conservado entre enzimas MP©
de diferentes organismos. Esto sumado a los elevados
porcentajes de similitud arrojados por el analisis de homo-
logia estructural, permiten deducir que los inhibidores de

las enzimas proteasas de los virus SARS-CoV, HKU4-CoV,
HCoV-NL63, MERS-CoV, PEDV, FIPV y TGEV, son exce-
lentes candidatos para el tratamiento del COVID-19, o bien
para el disefio racional de nuevos compuestos.

Acoplamiento molecular

El cribado virtual mediante acoplamiento molecular se
basé en la determinacion de la energia libre de unién (Bin-
ding affinity) de los complejos enzima-ligando®. Utilizando
RdRp como receptor se ensayo el acoplamiento molecular
de 78 inhibidores, los cuales mostraron valores de afinidad
de union en el rango de -2 a -7.4 kcal/mol (Tabla suplemen-
taria 2). Los tres mejores resultados fueron XNI (-7.4 kcal/
mol), RTP (Ribavirin Trifosfato) (-7.3) y JT1 (JTK-853) (-7.1
kcal/mol) (Tabla 2). La estructura quimica de estos com-
puestos se detalla en la Figura 2.

El analisis de las coordenadas tridimensionales gene-
radas mediante el acoplamiento molecular permitié eviden-
ciar que XNI'y JT1 se acoplan al sitio de la Palma |, mien-

Ne° RdRp Mpre
PDB ID Afinidad PDB ID Afinidad
de union de union
(kcal/mol) (kcal/mol)
Control = F86 (RMP) -4.7 N3 -7.5
1, XNI -7.4 V3D -8,0
2. RTP -7.3 EOF -7,9
3. JT1 -7,1 3A7 -7.8
4. 33F -7,1 RFM -7.8
5. IX6 -7.0 PRD 000815 -7,7
6. H5U -7.0 4F4 -7,7
7. 46F -6.9 PRD 002174 N
8. 888 -6.9 ESE -7.6 Tabla 2. Bestranking de resultados del
acoplamiento molecular de ligandos obte-
2 B80 -6.8 ENB -7,6 nidos mediante homologia estructural en
10. XNC 6.7 SDI 76 RdRp y Mre del virus SARS-CoV-2.
11. T18 -6,7 7U4 -7.5
12. 8XV -6.4 9IN -7.3
13. H59 -6.4 CYv -7.3
14. 26F -6.,3 EJF -7.3
15. 28M -6.3 V34 -7,20
16. 109 -6.,3 PRD 000910 -7,10
17. 054 -6.,3 805 -7,10
18. 26S -6.,2 PRDI1117 -7,10
19. 2AY -6.2 G81 -7,00
20. 63F -6.2 112 -7,00
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Figura 2. Estructura quimica de los mejores resultados del acoplamiento molecular en enzimas RdRp y MP© del SARS-
CoV-2. XNI, RTP y JT1 son inhibidores de la RdRp; V3D, EOF y 3A7 son inhibidores de Mp®.

tras que RTP y el control, RMP, se unen al sitio activo de
la enzima. Cabe recalcar que los inhibidores de la nsp12
reportados hasta la fecha se unen en al sitio activo y toda-
via no existe evidencia de inhibidores capaces de unirse a
sitios alostéricos adicionales. En este sentido, dada la ho-
mologia de estructura primaria y secundaria que guardan
los sitios activos de las polimerasas del HFMD y SARS-
CoV-2 (Figura 4B), RTP puede acoplarse a la nsp12 de
forma similar al control, RMP. De hecho, RPT muestra un
valor de afinidad superior a aquel observado para el control
(-4.7 kcal/mol). Por lo tanto, RTP parece ser el resultado
mas relevante, pues su modo de union se asemeja a los
compuestos con actividad inhibitoria y antiviral in-vitro e
in-vivo, tales como RMP. RTP es un analogo de guanosina,
que difiere de ésta porque la D-ribosa se encuentra unida a
un anillo de 1,2,4-triazol-carboxamida en lugar de un anillo
de purina, y en su forma activa (trifosfatada), interfiere con
la replicacion viral49, lo cual explica su afinidad por el sitio
activo de la nsp12.

Las poses determinadas para XNI, RTP y JT1 en RdRp
del SARS-CoV-2 son altamente similares a aquellas obser-
vadas en los complejos XNI-HCV RdRp, JT1-HCV RdRp
y RTP-HFMD RdRp. No obstante, se debe recordar que
las enzimas RdRp del HCV y HFMD mantienen alrededor
de un 46% de homologia estructural con la polimerasa del
SARS-CoV-2 y menos de 9% de homologia de secuencia.
Estos porcentajes de similitud se traducen en alteraciones
en la configuracion de los bolsillos, y consecuentemente en
el modo de union de los ligandos en la nsp12 con respecto
a sus targets originales. Las Figuras 5A, 5B y 5C muestran
la diferencia entre la posicion original del ligando sometido

a cribado y las posiciones adoptadas durante el acopla-
miento al sitio de union en RdRp.

En cuanto al acoplamiento molecular para MP°, se en-
sayaron 41 inhibidores en el sitio activo de la enzima. Los
valores de afinidad de unién oscilaron entre -6 y -8 kcal/mol
(Tabla Suplementaria 3). El mejor resultado se obtuvo con
el ligando V3D, seguido por EOF y 3A7, con valores de afi-
nidad de unién de -8, -7.9 y -7.8 kcal/mol, respectivamente,
como se indica en la Tabla 2. Todos estos ligandos son inhi-
bidores de la proteasa MP° del SARS-CoV y sus estructuras
quimicas se muestran en la Figura 2. V3D es un inhibidor
irreversible con un IC_, = 53 + 1 yM. Por otra parte, EOF
y 3A7 son inhibidores reversibles con valores de IC,, de
0.83 (EOF) y 63 uM (3A7). Como se menciond anteriormen-
te, las enzimas Mpro del SARS-CoV y SARS-CoV-2 son
estructuralmente idénticas (SSE = 100%) y presentan una
identidad de secuencia del 96.1%. En cuanto a sus sitios
activos, el alineamiento de secuencias muestra la presen-
cia de solo una sustitucion (Arg188lle) en MP© del SARS-
CoV, mientras que el resto de los residuos que contornean
el sitio activo se mantienen conservados en ambas enzi-
mas (Figura Suplementaria 2). La superposicion de sitios
activos de las enzimas Mpro del SARS-CoV y SARS-CoV-2
(Figura 4C) muestra que no solamente existe una alta ho-
mologia de sus estructuras secundarias, sino que también
se encuentran conservadas las conformaciones que adop-
tan los residuos que contornean su sitio de union a ligandos
de cada enzima. Esta elevada similitud explica por qué los
inhibidores de Mpro del SARS-CoV son altamente afines a
su enzima homologa en SARS-CoV-2 en comparacion a li-
gandos provenientes de otras proteasas, asi como también
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Figura 3. Modo de unién
ainhibidores de la enzima
RdRp del SARS-CoV-2
segun el acoplamiento
molecular. Se muestran
en palillos los inhibidores
XNI, RTP, JT1 y la molé-
cula control Remdesivir
Monofosfato (RMP), y en
representacion de super-
ficie la enzima, en color
azul el sitio activo de la
enzima y en color morado
el sitio alostérico tedrico
Palm |. Por otra parte, XNI
(K=1.7uM) y JT1(IC,, =
17.8 nM) son inhibidores
reversibles que se unen
en el sitio alostérico Palm
| de la ns5b HCV (Figura
3). Si bien el alineamiento
de secuencias demostro
que los aminoacidos que
componen este bolsillo de
unién no se conservan en
la nsp12, la superposicion
del sitio de la Palma | de
nsSb junto con la estruc-
tura de la nsp12 muestra
un bolsillo similar en la po-
limerasa del SARS-CoV-2
(Figura 4A).

Asn307
Asn691*

Asn311

-

Tyr241

Figura 4. Comparacion del sitio de unién a inhibidores entre enzimas del SARS-CoV-2 y sus homologas de referencia. A)
Superposicion del sitio alostérico Palm | entre RdRp del HCV en palillos de color verde y del SARS-CoV-2 en palillos de
color morado; se indica en palillos de color naranja el inhibidor RMP. B) Superposicién del sitio activo de RdRp de HFMD
en palillos de color amarillo y del SARS-CoV-2 en palillos de color verde; se indica en palillos de color magenta el inhibi-
dor RTP. C) Superposicion del sitio activo de Mpro del SARS-CoV en palillos de color amarillo y del SARS-CoV-2 en pa-
lillos de color cyan; se muestra en rosado el inhibidor N3. Los residuos marcados con (*) corresponden al SARS-CoV-2.

explica la razon por la cual la pose adoptada por V3D, EOF
y 3A7 en Mpro del SARS-CoV-2 es practicamente igual a la
pose que adoptan estos ligandos en las estructuras cristali-
nas de Mr© del SARS-CoV (Figura 5D a 5F).

Modo de union de los complejos RdARp-RTP y Mr°-V3D

El analisis del modo de unidon de RTP indica que este
inhibidor es capaz de unirse a la RdRp del SARS-CoV-2 por
medio de interacciones con 17 residuos de aminoacidos
del sitio activo (Figura 6). Entre los mas importantes se en-
cuentran los residuos Arg624, Arg553 y Arg555, pues son
capaces de generar multiples interacciones de tipo puente
salino y puente de hidrégeno con los atomos de oxigeno de

la porcion trifosfato de RTP. En el caso de Arg555, ademas
del puente salino, la cadena lateral forma 3 puentes de hi-
drégeno con dos oxigenos de la porcion trifosfato y uno del
anillo de D-ribosa. Los residuos cargados Lys551 y Lys621
también generan puentes salinos con el trifosfato de RTP,
mientras que los aminoacidos Asn691, Tyr680 y Tyr456 for-
man puentes de hidrégeno con la ribosa, el anillo de triazol
y el grupo carboxamida, respectivamente. Finalmente, los
residuos Thr556, Val557, Cys622, Asp623, Ser681, Ser682,
Thre87, Ser759 y Asp760 asisten a la unién del inhibidor
mediante enlaces débiles de Van der Waals.

El analisis del modo de union de V3D en MP° del SARS-
CoV-2 muestra que el modo de union del inhibidor es prac-
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A Asn691

Arg555

B = -
Figura 5. Posiciones adoptadas por los inhibidores de las enzimas del SARS-CoV-2 segun el acoplamient

|

molecular.
A) XNI- RdRp. B) RTP-RdRp. C) JT1-RdRp. D) V3D-Mre. E) EOF-Mr™. F) 3A7-Mr™. Se muestra en palillos de color negro
la posicion original del ligando y las mejores soluciones de cada resultado estan representadas de diferentes colores.
La proteina se muestra en superficie de color gris y los aminoacidos que interactian directamente con los ligandos en el
sitio de union aparecen en palillos de color verde claro.

VAL

s A557

A:556

Figura 6. Interacciones entre la enzima RdRp (PDB ID: 7bv2) del SARS-CoV-2 y RTP en el sitio activo. A) Representa-
cion 3D. B) Representacion 2D. Los puentes salinos y cargas atractivas se muestran en color naranja, los puentes de
hidrégeno en color verde y las interacciones donante-donante desfavorables en color rojo.

ticamente igual a cuando se une a Mr® del SARS-CoV. El
anillo de pirrol de la porcién indol puede formar un enlace
pi-alquil con Met165 y un puente de hidrégeno con GIn189
(Figura 7). Los grupos amino y carbonilo unidos al C-12 for-
man enlaces de hidrégeno con GIn189 y Glu166, respecti-
vamente. Por su parte, el grupo carbonilo del C-34 forma un
puente de hidrégeno con Gly143 mientras que otro puente
de hidrogeno se forma entre el H del grupo amino en la por-
cion de la oxopirrolidina y el residuo de Leu141. Adicional-
mente, el oxigeno de la oxopirrolidina forma dos puentes de
hidrégeno con la cisteina catalitica (Cys 145) y con Ser144.
El segundo residuo catalitico, His41, es capaz de formar un
enlace pi-cation con el grupo 3S-butil que se une al C-15y
un enlace Pi-alquil con el mismo grupo. Se observan ade-
mas dos enlaces pi-alquil entre Met49 y 3S-butil. EI grupo
metoxi del anillo bencénico perteneciente al grupo forma

dos enlaces pi-alquil con Leu167 y Pro168. También se
observa numerosos enlaces carbono-hidrogeno entre V3D
y los residuos de Thr25, Leu27, Tyr54, Phe140, Asn142,
His163, His164, Asp187, Arg188, Thr190 y GIn192. Este
modo de union difiere significativamente del modo de union
de otros inhibidores de MP™ del SARS-CoV-2, como N3. La
estructura cristalina del complejo N3-MP° del SARS-CoV-2
muestra que el inhibidor se une al sitio activo con una con-
formacion extendida. La cadena principal del inhibidor for-
ma una hoja antiparalela con los residuos 164-168 de la
cadena larga de la proteina, y con los residuos 189-191
del bucle que une a los dominios Il y Ill. La Cys145 juega
un rol fundamental, ya que es capaz de formar un enlace
covalente con el ligando. Las cadenas laterales de Phe 140,
Asn142, Glu166, His163, His172 y las cadenas principales
de Phe140 y Leu141, conforman el denominado subsitio
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Figura 7. Interacciones entre la enzima Mr© (PDB ID: 7bqy) del SARS-CoV-2 y V3D en el sitio activo. A) Representacion
3D. B) Representacion 2D. Los enlaces de hidrégeno convencionales y enlaces carbono-hidrogeno se muestran en
verde, el enlace Pi-alil en amarillo, los enlaces Pi-amida apilados y Pi-Alquil se muestran en rosado, y el enlace pi-cation

en lila.

S1, donde la His163 ademas crea un puente de hidrogeno
con el anillo lactama de N3. En el subsitio hidrofilico S2 se
incluyen las cadenas laterales de His41, Met49 y el residuo
Leu27 en la region mas profunda de la cavidad. Mientras
que en el sitio P4, principalmente las cadenas laterales de
Met165, Glu192 y GIn189 forman un pequefio bolsillo hidro-
fébico. Finalmente, el sitio P5 es capaz de establecer inte-
racciones de tipo Van der Waals con residuos como Pro168
y Thr19025, 47.

|
Conclusiones

El analisis de homologia realizado para enzimas RdRp
y Mre del virus causante del COVID-19 reveld que existen
organismos virales que comparten casi el 50% de identi-
dad estructural con la RdRp y hasta el 100% de identidad
estructural con MPe. El posterior alineamiento multiple de
secuencias permitié determinar que el sitio activo de la po-
limerasa del SARS-CoV-2 esta altamente conservado entre
organismos a pesar de la diferencia de tamafio entre enzi-
mas. Por su parte, en Mpro también se determiné la conser-
vacion del sitio activo enzimatico, aunque se han registrado
unas pocas mutaciones puntuales. La alta conservacion
de sus sitios activos, que corresponden los principales bol-
sillos de unién de inhibidores, se debe al rol central que
cumplen ambas enzimas en el ciclo de vida del virus. Por
lo tanto, se pudo emplear el enfoque de redireccionamiento
de farmacos que inicialmente tenian como blanco a las en-
zimas de organismos homoélogos, para realizar un cribado
virtual que permita identificar potenciales inhibidores contra
el virus SARS-CoV-2.

Se llevaron a cabo ensayos de acoplamiento molecular
en los que se pudo identificar a RTP y V3D como poten-
ciales inhibidores de RdRp y Mr™©, respectivamente. Ambas
moléculas presentan valores de afinidad de unién inferio-
res a aquellas determinadas para RMP y N3, los cuales
son moléculas con potente actividad in-vitro e in-vivo contra
el SARS-CoV-2. Esto sugiere que RTP y V3D poseen un
gran potencial de convertirse en opciones terapéuticas para
combatir el SARS-CoV-2.
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