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Resumen

La pandemia producida a finales del 2019 (COVID-19) causada por el virus SARS-CoV-
2 condujo a la busqueda de potenciales inhibidores del SARS-CoV-2 para el tratamiento de la
enfermedad. El objetivo principal de la presente tesis es el emplear técnicas in silico ademas
de principios de Quimica Medicinal para disefiar complejos de Ga candidatos a inhibidores de
la proteasa MP™ (blanco), proteina esencial en la replicacion del virus. A partir de un inhibidor
conocido (N3) de la proteasa MP™© (PDB ID 6LU7) se realizaron modificaciones estructurales
empleando una lista de fragmentos bioisosteros, obteniéndose estructuras modificadas de N3
(ligandos), los que fueron prepararon en Google Colaboratory. Por otro lado, se preparé MP™©
(ID 6W63) utilizando Chimera 1.15 para seguidamente ejecutar el virtual screening en una
supercomputadora (MANATI). Se consiguieron acoplamientos con mayor afinidad, superiores
a -9.0 kcal. mol! frente al control (-6,9 kcal. mol' para N3), posteriormente se ejecuto un virtual
screening empleando un docking covalente y no covalente frente a MP© (ID 6LU7). Los
resultados muestran que las modificaciones estructurales satisfacen los objetivos, obteniendo
17 moléculas con buena puntuacion de acoplamiento en el sitio activo de MP™®. Se coordin6
con galio la molécula que presentd una mejor afinidad de acoplamiento (-11.592 kcal mol-’,
Molécula1). Para realizar el docking de los complejos, se emple6 el Fe en lugar del Ga, ya que
no se obtenian los resultados esperados, se evalud la regla de Lipinski, se analizaron los

complejos, y finalmente se efectuaron las simulaciones de dinamica molecular.



Abstract

The pandemic produced at the end of 2019 (COVID-19) caused by the SARS-CoV-2
virus led to the search for potential SARS-CoV-2 inhibitors for the treatment of the disease. The
main objective of this thesis is to use in silico techniques in addition to principles of Medicinal
Chemistry to design Ga complexes that are candidates for inhibitors of the MP™ protease
(target), an essential protein in virus replication. Starting from a known inhibitor (N3) of the MP™
protease (PDB ID 6LU7), structural modifications were made using a list of characteristic
bioisostere fragments, obtaining modified structures of N3 (ligands), which were prepared in
the Google Colaboratory. On the other hand, MP™ (ID 6W63) was prepared using Chimera 1.15
to then execute the virtual screening on a supercomputer (MANATI). Couplings with higher
affinity, higher than -9.0 kcal. mol', were achieved compared to the control (-6.9 kcal. mol' for
N3), subsequently a virtual screening was performed using a covalent and non-covalent
docking against MP™ (ID 6LU7). The results show that the structural modifications satisfy the
objectives, obtaining 17 molecules with a good coupling score in the active site of MP™. The
molecule that presented the best coupling affinity (-11.592 kcal mol', Moléculal) was
coordinated with gallium. To carry out the docking of the complexes, Fe was used instead of
Ga, since the expected results were not obtained, Lipinski's rule was then evaluated, the

complexes were analyzed and finally the molecular dynamics simulations were carried out.
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CAPITULO I: INTRODUCCION

La pandemia ocasionada por la enfermedad del COVID-19, generd en todo el mundo
una crisis econdémica, social y de salud nunca antes vista. La comunidad cientifica
continuamente desarrollé y aun sigue desarrollando innumerables investigaciones con la
finalidad de encontrar un farmaco que pueda inhibir a la proteasa principal del SARS-CoV-2
(MPr)(blanco) y de este modo encontrar una solucién a esta pandemia mundial, sin embargo,
esto es un proceso que necesariamente toma tiempo y mucha inversion de dinero.

El reposicionamiento de farmacos apoyado del empleo de herramientas
computacionales (docking molecular, virtual screening, simulaciones de dinamica molecular,
etc.) ha surgido como un método el cual es muy empleado en la actualidad. Este enfoque in
silico permite encontrar posibles hits computacionales que puedan inhibir la MP™® a partir de
modificaciones estructurales de inhibidores ya conocidos. De esta manera se requerira menos
dinero, ahorrando tiempo y recursos los cuales se invierten durante las fases preclinicas y
clinicas (Ebhohimen, Edemhanria, Awojide, Onyijen, & Anywar, 2019).

El presente trabajo de investigacion aborda el tratamiento in silico para tratar la
enfermedad del COVID-19, a partir de las modificaciones estructurales de un inhibidor ya
conocido (N3) de la proteasa principal MP™, a los cuales se les realizd un virtual screening
(cribado virtual), seleccionando los compuestos mejor acoplados al blanco (MP©),
seguidamente se efectué un virtual screening covalente y no covalente consiguiendo hits
computacionales con buen docking score, a los que se pretende metalar con galio (ligandos
metalados). Para la ultima etapa se evalud el cumplimiento de la regla de Lipinski y efectu6 el
docking molecular de los complejos de Fe (se realizé una sonda inorganica con el atomo de

Fe en lugar de Ga, porque este no se encontraba parametrizado en Schrddinger y no era



reconocido por el software), finalmente se realizé un analisis de aquellos complejos que mejor
acoplamiento molecular obtuvieron frente a MP™,

1.1 Planteamiento y formulacién del problema

La reciente pandemia debida a la propagacion de la “Enfermedad por virus Corona
20194(COVID-19) causada por un nuevo coronavirus-2 del sindrome respiratorio agudo severo
(SARS-CoV-2) ha sido una gran preocupacion a nivel mundial. Esto ha causado a que se estén
llevando a cabo ensayos clinicos para varios medicamentos potenciales para tratar COVID-
19. Hasta la fecha del 16 de octubre del 2023 hay 16,623 estudios relacionados con la COVID-
19 que figuran en la Plataforma de Registro Internacional de Ensayos Clinicos de la
Organizacién Mundial de la Salud (WHO ICTRP) (“International Clinical Trials Registry Platform
(ICTRP),” n.d.), por lo que la identificacion de moléculas como posibles inhibidores del SARS-
CoV-2 sigue siendo un foco de investigacion dentro de la comunidad cientifica (Ibrahim,
Abdeljawaad, Abdelrahman, & Hegazy, 2020).

La estrategia de reutilizacion de farmacos inhibidores de enzimas hidrolasas se aplica
actualmente en estudios para la inhibicion de la proteasa principal (MP™©) del SARS-CoV-2 viral,
a la que vamos a llamar blanco y que participa en la transcripcion y replicacion de dicho virus
(Serafin et al., 2020). Este enfoque promete identificar nuevos farmacos potenciales en base
a los hasta ahora ya conocidos por su capacidad de unirse al blanco. Este proceso se ayuda
de herramientas computacionales, como el docking molecular y la dindmica molecular. El
docking molecular es un método bioinformatico que ayuda a predecir y calcular la posicion
mas favorable de interaccién entre un blanco generalmente proteico y un ligando (posible
farmaco). Mientras mas favorable y efectiva sea la unidon, mayor sera la efectividad del

farmaco. La dindmica molecular es un método basado en los principios de mecanica clasica,



para la simulacion de macromoléculas biolégicas empleado para analizar la estabilidad de
interaccion entre un farmaco y la proteina blanco (Ballén & Grados, 2019).

A pesar de estos avances, el disefio de complejos metalicos como inhibidores
potenciales de SARS-CoV 3CL MP™ aun es una area que no se ha investigado lo suficiente y
promete ser una nueva area de desarrollo de farmacos metalados como los complejos de
galio, posibles candidatos para la farmacoterapia y el diagnéstico del SARS-CoV-2 (Bernstein
& Zhang, 2020; Scior, Abdallah, Mustafa, Guevara-Garcia, & Rehder, 2021). Por lo tanto, se
plantea la siguiente pregunta de investigacion:

¢ Sera posible que las propuestas de complejos metalicos de galio basados en estudios
computacionales de docking molecular, dinamica molecular y principios de Quimica Medicinal,
presenten una buena interaccion frente a la proteasa principal de SARS-CoV-2 y generen una

posible inhibicion?

1.2 Estado del arte

Actualmente debido a la propagacion del virus conocido como SARS-CoV-2 que
genera la enfermedad “COVID-19” o “Coronavirus”, se han reportado multiples efectos, sobre
todo en la economia a nivel mundial.

En el Peru, se confirmo la primera persona infectada el 6 de marzo del 2020 en la
ciudad de Lima, incrementandose de manera alarmante los niumeros de casos registrados.
Hasta la fecha del 16 de octubre del 2023 en el Peru hay 4,519,976 personas contagiadas y
222,161 fallecidos (“Covid 19 en el Peru - Ministerio del Salud,” n.d.). Los principales modos
de transmision son a través de gotas respiratorias, durante el contacto cercano sin proteccion
entre personas infectadas y susceptibles. Estudios més recientes demuestran que incluso los

pacientes asintomaticos son capaces de contagiar la enfermedad, se ha hallado el periodo de



transmisibilidad en un rango de 1 a 14 dias y el tiempo de incubacién entre 5 y 6 dias después
de la infeccion hasta los 14 dias (Guan et al., 2020). El SARS-CoV-2 pertenece a la familia de
Coronaviridae y el género Betacoronavirus. Es un virus de ARN, con envoltura y que presenta
el genoma de virus ARN mas grande conocido ya que varian aproximadamente de 26 a 32 kb,
y que contiene 14 marcos de lectura abiertos (ORFs), siendo estas la secuencia de ARN
comprendida entre un coddn de inicio de la traduccion y un codén de terminacién, descontando
las secuencias que corresponden a los intrones. El marco de lectura principal ORF 1ab codifica
dos poliproteinas superpuestas (pp1a, pplab), que se dividen en 16 proteinas no estructurales
(nsp1-16) a través de la escision de la poliproteina pp1ab por accidén de la proteasa MP® en 11
sitios (desde nsp4 hasta nsp16) y la proteasa similar a la papaina (PLP™), en 3 sitios (desde
nsp1 hasta nsp3) (Ullrich & Nitsche, 2020).

La proteasa dimérica principal MP® es necesaria para la escision proteolitica de las
proteinas precursoras virales, lo cual coloca a MP™ como un blanco tentativo para el desarrollo
de fdrmacos, debido a que esta no sufre mutaciones y a la ausencia de un homélogo humano
(Amamuddy, Verkhivker, & Bishop, 2020).

El reposicionamiento de farmacos es el proceso de desarrollo de un compuesto para
su empleo en una enfermedad totalmente diferente, este resulta ser una opcion que ofrece
muchas ventajas, y posee varios éxitos que han confirmado tanto sus beneficios para la
sociedad, como también su valor comercial. Este consiste en volver a utilizar un compuesto
farmacéutico activo que ya esta en el mercado para una nueva indicacion. Aunque esta
estrategia tiene una serie de inconvenientes y ofrece ciertos desafios, también posee muchas
ventajas, incluida la ayuda a superar el desgaste que se experimenta actualmente en el campo
del descubrimiento de nuevos farmacos.

Actualmente se emplean técnicas in silico, basados en grandes bases de datos

(bibliotecas) para identificar nuevos candidatos para el reposicionamiento de farmacos. Este
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enfoque se viene desarrollando para la busqueda de farmacos contra el COVID-19, con lo que
se busca economizar tiempo y dinero.

El empleo de técnicas in silico, el cual implica el empleo de softwares de modelamiento
molecular, analisis de grandes bases de datos, y el empleo de unidades de alta velocidad, ha
llevado al descubrimiento de farmacos y a una mejor interpretacion de procesos bioldgicos
complejos que implican estas enfermedades (Macalino et al., 2018). Entre los enfoques
computacionales mas empleados figuran el docking molecular y el virtual screening.

El docking molecular se emplea ampliamente para el descubrimiento de farmacos
basado en interacciones proteina-ligando, el cual tiene como objetivo producir estructuras
ligadas con energias de interaccién favorables, utilizando funciones de puntuacion.

A diferencia del docking molecular, el virtual screening en emplea una mayor cantidad
de datos (generalmente bases de datos con grandes cantidades de moléculas) para poder

seleccionar potenciales candidatos a farmacos biolégicamente activos a partir de ellas.

1.2.1 Ligandos organicos

Diversos estudios se han realizado empleando ligandos organicos (productos
naturales, condimentos domésticos, entre otros) y continlian en proceso. En estas se emplean
técnicas in silico (simulaciones computacionales, programas de modelamiento molecular,
algoritmos avanzados), ademas del reposicionamiento de farmacos, con la finalidad de
encontrar un farmaco para el COVID-19.

Por ejemplo, se ha empleado la base de datos MolPort (https://www.molport.com ) la

cual contiene mas de 100,000 NPL (productos naturales) para identificar posibles inhibidores
de la proteasa MP™© del SARS-CoV-2 (PDB ID 6LU7), de donde empleando el virtual screening

(software Autodock 4.2) se seleccionaron 5,000 para realizar simulaciones de dinamica


http://www.molport.com/

molecular (software AMBER, 50ns), seleccionando nueve PLN con mejores afinidades de
unién (codigos MolPort: MolPort-000-708-794, MolPort-044-179-844, MolPort-000-702-646,
MolPort-002-513-915, MolPort-005-948-349, MolPort-039-056-062, MolPort-004-849-765,
MolPort-046-158-375 y MolPort-001-751-850 ), de los cuales cuatro mostraron enlaces de
hidrogeno con los aminoacidos His163, Gly143 (MolPort-004849-765, MolPort-000-708-794,
MolPort-002-513-915 y MolPort000-702-646) demostrando una alta afinidad por MP® (Ibrahim
et al.,, 2020). La rejilla de acoplamiento para abarcar el sitio activo empleada fue de
60Ax60Ax60Acon un valor de espaciado de 0.375°, donde el centro de la cuadricula se ubicé
en -13.069, 9.74 y 68.49 (coordenadas XYZ). De esta manera estos NPL son candidatos a
inhibir el SARS-CoV-2 MP™ CoV-2 (Ibrahim et al., 2020).

Otro estudio revela que se han estudiado 32 compuestos aislados de 14 condimentos
de cocina como inhibidores de la proteasa MP™ del SARS-CoV-2 (PDB ID 6LU7). Los célculos
empleando el docking molecular (software AutoDock 4.2.6) revelaron que habia una alta
afinidad por el acido salviandlico A y la curcumina con docking score de -9.7 y -9.2 kcal.mol’,
respectivamente. El acido salviandlico A interactud con los residuos Glu166, Phe140, GIn189,
Tyr54 y Thr190, mientras que la curcumina con los residuos His163, Cys145, Gly143, Ser144
y Leu14. La estabilidad de estas dos especies se calculé empleando simulaciones de dinamica
molecular (software AMBER16, 40ns). Los resultados de este estudio actual revelaron estos
dos productos naturales como inhibidores potenciales de MF™ (Ibrahim et al., 2020).

También se han realizado estudios de virtual screening (suite Schrédinger) basado en
farmacoéforos, empleando bases de datos de productos naturales (SNP, MNP y Zinc). El virtual
screening identificd 124 resultados para el modelo de farmacdéforo empleando como blanco la
proteasa del SARS-CoV-2 (PDB ID-6Y2F), con un ligando covalente O6K y un total de 313
resultados utilizando como blanco una segunda proteasa del SARS-CoV-2 (PDB ID-6W63),

con un inhibidor unido no covalentemente X77. En estos estudios se da a conocer que las
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moléculas SN00293542 y SN00382835 consiguieron los docking score mas altos siendo estos
-14.57 kcal mol' y -12.42 kcal mol' respectivamente, donde SN00293542 formo puentes de
hidrégeno con los siguientes residuos: Asn142 (2.62), Gly-143 (1.75), Ser144 (2.21), Hie163
(2.09), Hie164 (2.66), Glu166 (2.32), Thrd5 (2.77), Ser46 (2.40), GIn-189 (2.03) y H:O
(2.77,2.43, 2.05). Para el caso del SN00382835 este formo puentes de hidrégeno con Glu-166
(2.56), Asn-142 (2.06), Gly143 (1.83) y H20 (1.79, 2.25) (Kumar et al., 2020).

Se han realizado estudios del extracto metandlico de los frutos de la Lufa egipcia
secados al aire lo que conllevo a la identificacion de una nueva &-valerolactona (compuesto
1), junto con dieciséis compuestos ya conocidos. Estos compuestos fueron estudiados
empleando el docking molecular para examinar el potencial de union de los compuestos
aislados frente a la MP™ (PDB ID 6LU7). Las saponinas identificadas (N°14 al N°17) se unieron
al sitio catalitico de la MP™ y obtuvieron los mejores docking score de -7.13, -7.29, -7.47 y -7.54
kcal mol-! respectivamente junto con el inhibidor de la proteasa N3 ya conocido (-7.51 kcal mol-
1), donde el compuesto N°14 interaccion6 con los aminoacidos Thr199 (2.6 A), Asr289 (2.2 A),
Arg131 (2.2 A), Asr197 (2.1 A), Lys 137 (2.3 A), el compuesto N°15 interacciond con Thr199
(1.9 A), Asn238 (2.6 A), Lys137 (2.5 A), el compuesto N°16 con Leu272 (1.8 A), Thr199 (2.5
A), Asr289 (2.7 A) y finalmente el compuesto N°17 interaccioné con Lys137 (2.3 A), Leu 287
(1.8 A), Ala 285 (2.3 A), Met276 (1.9 A) y Asn277 (2.0 A). Para el caso del inhibidor N3, este
interaccion6 con los aminoacidos Arg105 (2.7 A) y GIn110 (2.2 A). La preparacion de la
proteina y ejecucion del docking molecular se empleé el software PyRx 0.94 (Cao, Kim, Woo,
& Min, 2021).

Otro estudio ha empleado el reposicionamiento de farmacos, para tratar al COVID-19
apoyandose en herramientas computacionales. Se utilizaron dieciocho candidatos a farmacos
contra la proteasa principal del SARS-CoV-2 MP° (PDB ID 6LU7). Los medicamentos

incluyeron medicamentos contra la influenza, medicamentos contra la malaria, medicamentos
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contra el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), medicamentos antiinflamatorios,
medicamentos contra la Hepatitis C (VHC), medicamentos contra el Ebola y medicamentos
contra las infecciones genitourinarias.

Los calculos de acoplamiento molecular revelaron las altas afinidades de union para el
TMC-310911 y el ritonavir hacia MP° con docking score de -83 y -7,7 kcal mol,
respectivamente. EI TMC-310911 interactué con los aminoacidos Cys145 (2.34 A), Ser144
(3.02 A) y Glu166 (1.89 A), mientras que Ritonavir interactu6 con GIn189 (2.63 A), His163 (2.01
A), Glu166 (2.38 A), y Gly143 (1.83 A). La ejecuciéon del docking molecular se realiz6
empleando el software Autodock Vina, donde el tamafio de la malla de acoplamiento fue de
25 Ax25Ax25A y un valor de espaciado de 1.00 A. Para los estudios de dindmica molecular se
empled el software AMBER 16, empleando 50ns, esto confirmo las prometedoras afinidades

de unién y estabilidades de estos ligandos contra la MP™ (Ibrahim et al., 2021).

1.2.2 Ligandos metalados

Ademas de estos estudios empleando ligandos organicos, actualmente se estan
realizando propuestas empleando ligandos metalados, o se estan metalando farmacos ya
aprobados anteriormente para otra enfermedad y se estd analizando la afinidad de unién con
la proteasa MP© del SARS-CoV-2, estos estudios son relativamente recientes por lo que la
informacion aun es reducida.

Por ejemplo, se ha trabajado con tres derivados de cumarina previamente sintetizados
y sus complejos de Pd (ll) para analizar su afinidad de union hacia la MP™ (PDB ID 6LU7) del
SARS-CoV-2 mediante el docking molecular y se comparé con dos farmacos provenientes de
la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA), cinanserina y cloroquina. Los

complejos de cumarina-Pd (II) (C1, C2 y C3) mostraron mayores afinidades de unién en



comparacion con los farmacos aprobados. Las energias de enlace para estos tres complejos
de cumarina-Pd (Il) fueron de -45.13, -50.49 y -47.03 kJ mol' para C1, C2 y C3
respectivamente. El software empleado para los estudios de docking molecular fue AutoDock
4.2 el cual pudo predecir las posiciones de los compuestos dentro del blanco proteico, donde
el tamafio de la malla de acoplamiento fue de 64 Ax60Ax54A, mientras que para los estudios
de dinamica molecular se empledé el software GROMACS. Este estudio mostré que las
moléculas que tienen similitud estructural con los farmacos aprobados y sus complejos tienen
el potencial de inhibir la actividad funcional de la proteasa del SARS-CoV-2 por lo que se
recomendo realizar estudios experimentales (Milenkovic¢, Dimi¢, Avdovi¢, & Markovi¢, 2020).
Se han empleado técnicas in silico para estudiar las capacidades de unién de la
proteasa MP™ (PDB ID 6LU7) con veinte complejos de vanadio de pequefio tamafo, ademas
de disenar un inhibidor con vanadio basado en el N3. Para este estudio se compar¢ la proteina
tirosina fosfatasa 1B humana (HPTP1B), el cual posee una diada catalitica Cys-His al igual
que la MP, tomandose en cuenta que el vanadio forma vanadatos, analogos del fosfato. Con
estas consideraciones se aplicd el docking molecular empleando el software Autodock4. El
docking score del complejo de vanadio propuesto dio un valor de -9 kcal mol'. Con este
enfoque se pretende marcar el comienzo de un area en el desarrollo de farmacos que
contienen metales y que pueden ser usados en el futuro contra el COVID-19 (Scior et al.,
2021). Otro estudio examind la coordinacion de algunos compuestos de zinc con Cloroquina
(CQ)/Hidroxicloroquina(HCQ) para potenciar la actividad del uso de
cloroquina/hidroxicloroquina en el tratamiento del COVID-19. Los calculos mostraron que los
complejos que tuvieron mejor docking score fueron Zn(QC)ClI3(H20) y Zn(HQC)CI(H20) siendo
estos -7.70 kcal mol' y -7.54 kcal mol' respectivamente. La interaccion de Zn(QC)Cly(H20)
con la proteasa de COVID-19 dio como resultado tres enlaces de hidrogeno al interactuar con

Glu (1.76A/1.95A) y Arg (2.06A), mientras que el Zn(HQC)Clx(H20) exhibié una fuerte union al
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blanco formando ocho enlaces de hidrégeno con la Gin (2.32A/2.35A), His (2.19A/2.27A), Cys
(2.70A), Glu (1.77A), Met (2.92A) y Arg (2.26A). Los estudios de docking molecular se
realizaron empleando AutoDock 4.2, mientras que para las ejecuciones de dinamica molecular
se utilizé el software NAnoscale Molecular Dynamics (NAMD) (Hussein & Elkhair, 2021).

También se ha investigado nuevos compuestos de metisazona (modificados con calcio,
hierro, magnesio, manganeso y zinc) los cuales se han disefiado para inhibir las principales
proteinas involucradas en la replicacion del SARS-CoV-2 ARN polimerasa dependiente del
ARN (RdRp), proteina Spike, PLP© y MP© (PDB ID 6Y2E). Se encontr6 que la metisazona
modificada con metal tenia una mayor afinidad por PLP® y MP™ observandose los docking
score para el caso de la MP® con metisazona unida a Zn (Zn-MSZ) a -6.7 kcal mol!, seguida
de Fe (Fe-MSZ) a -6.6 kcal mol!, Ca (Ca-MSZ) y Mg (Mg-MSZ) a -6.4 kcal mol' y finalmente
unida a Mn (Mn-MSZ) a -6.3 kcal mol-'. El software empleado para el docking molecular fue
AutoDock v4.2. Con estas observaciones se recomendo realizarse mas estudios in vitro como
in vivo (Abdelaal Ahmed Mahmoud M. Alkhatip et al., 2021).

Otro estudio sobre la estabilidad estructural de la proteasa principal MP© del SARS-
CoV-2 (PDB ID 6LU7) emple6 quelatos de Cu (ll) los cuales fueron acoplados a la His 41 y
Cys 145 en la region del sitio activo MP©. Estas resultaron ser estables y mostraron que el Cu
(1) logré unirse facilmente al tiolato de Cys 145, lo cual seria letal para el blanco. El [(meta-
amidinosaliciliden-1-alaninato) de cobre (Il)], abreviado como Cu (ll)Lm se acoplo cerca de la
His41, donde esta estructura resulté obtener un docking score de -6.8 kcal mol-!. Mientras que
para el caso del Cu (Il) Lm-metilo y el Cu (ll) Lm-mini se obtuvo un valor de -7.2 kcal mol'y -
6.2 kcal mol'. El software empleado para preparar el ligando y el receptor fue AutoDock Vina,
mientras que para el docking molecular se emple6 Chimera. Este trabajo remarca de

relevancia de prestar atencion a los complejos inorganicos, ya que existe aln un vacio en esta
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rama, debido a que la busqueda de inhibidores se ha centrado casi por completo en moléculas
organicas (Garza-Lopez, Kozak, & Gray, 2020).
La Tabla 1 se presenta un resumen sobre las investigaciones antes mencionadas,

donde se muestran los programas empleados, intervalos de docking scores, tamano de la

malla de acoplamiento (grid) y farmacos tentativos empleados.

Tablal

Investigaciones relacionadas con propuestas de farmacos para la inhibicion de la proteasa MP™ del SARS-CoV-2

PDB ID Programas Malla de Intervalo-
empleados acoplamiento Docking Farmacos tentativos a Referencia
(GRID) / Sitios Score inhibir la MPr
de union (kcal.mol ")
6LU7 Omega2, Medida: -10.4a-9.8 MolPort-000-708-794, (Ibrahim,
2,16 A AutoDock4.2, 60x60x60A en MolPort-044-179-844, Abdeljawaad,
AMBER16 (XYZ2) MolPort-000-702-646, Abdelrahman,
Coordenadas: MolPort-002-513-915, & Hegazy,
X, Y,2)=(- MolPort-005-948-349, 2020)
13.069, 9.740, MolPort-039-056-062,
68.49) MolPort-004-849-765,
MolPort-046-158-375, y
MolPort-001-751-850
Omega2, Medida: -9.7a-3.5 Acido salviandlico A, (Ibrahim et
AutoDock4.2.6, 60x60x60A en Curcumina, Crocetina, al., 2020)
AMBER16, (XYZ) Acido salviandlico B,
6LU7 Gaussian09, Coordenadas: Quercetina, Piperina,
2,16 A Molinspiration XY, 2) = (- Picrocrocina, Mahanine,
cheminformatics 13.069, 9.740, Capsantina, Capsaicina,
68.49) Carnosol, Tanshinone |,
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Kaempferol, Baicalin,
Cryptotanshinone,
Girinimbina, Shogaols,
Carnosic acid, Gingerols,
Tanshinone lIA,
Marliolide, Zingerone,
Acetyleugenol,
Timoquinona, Safranal,
Eugenol, S-Allyl cysteine,
Trisulfuro de dialilo,
Disulfuro de dipropilo,



6Y2F Schrédinger

(1.95A°) 2019

6W63

(2.10A°)

6LU7 PyRx 0.9.4,

2,16 A Discovery
Studio Client,
ChemBioOffice
12.0

6LU7 Omega,

2,16 A SZYBKI,
Autodock Vina,
AMBER16,
Gaussian09,
Discovery
studio.

6LU7 AutoDock4.2,

2,16 A Gaussian09,
AGFR,
Discovery
Studio,
GROMACS

6LU7 Gaussian 16,

2,16 A AutoDock4,
Discovery
Studio

6Y2F:
Medida:
10x10x10A en
(ZY2)
Coordenadas:
X, Y,2)=
(11.0, -
0.61,20.38)
6W63:
Medida:
10x10x10A en
X, Y, 2)
Coordenadas:
X, Y,2)=(-
20.46,18.17, -
26.28)

Medida:
25x25x25A en
(XYZ2)
Coordenadas:
XY, 2)=(-
13.069, 9.740,
68.49)

Medida:
52x60x52A en
(XYZ)
Coordenadas:

Medida:
60x60x60A en
(XYZ)
Coordenadas:

6Y2F:
-14.57 a
-9.18

6W63:

-12.425 a -

9.007

-7.54 a-
4.68

-83a-53

-50.49a
36.40

-10a-5
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Disulfuro de dialilo,
Sulfuro de dipropilo, y Di-

allyl sulfide.
Tres mejores (Kumar et al.,
compuestos: 2020)
6Y2F: SN00293542,
SNO00334894 y
SN00213037
6W63:SN00382835,
SN00403420 y
20633-84-5
Compuestos: (Caoetal.,
1-17(numerados), N3 2021)
Umifenovir, Favipiravir, (Ibrahim et
Triazavirina, Oseltamivir, al., 2021)

Baloxavir marboxil,
Hidroxicloroquina,
Cloroquina, TMC-
310911, Ritonavir,
Lopinavir, Darunavir,
Alafenamida de tenofovir,
Emtricitabine,
Metilprednisolona,
Ribavirina, Remdesivir,
Galidesivir y Azitromicina

Ligandos: L1, L2, L3, C1, (Milenkovic et

C2yC3 al., 2020)
N3, VO(H20)-N3modif (Scior et al.,
(COO)z, trans-BMOV, 2021)

cis-VO(Hz20)(acac)z, cis-
BMOV, VO(EDT)z,
TSAG0101, VO(EBIP),
cis-VO(H20)(ox)z, trans-
VO(acac)z,
VO(H20).DPCy trans-
VO(ox)2



6LU7 Autodock 4.2, Medida: -7.7 a- CQ, HCQ, Zn(CQ)CI, (Hussein &

2,16 A Discovery - 6.87 Zn(HCQ)CI, Elkhair, 2021)

Studio Coordenadas: Zn(QC)Clz(H20) y

Visualizer, X, Y,2)=(- Zn(HQC)CI2(H20)

Avogadro, 11.824,

NAnoscale 14.735,

Molecular 74.152)

Dynamics

(NAMD), Visual

Molecular

Dynamics

program (VMD

1.9.3)
6Y2E UCSF Chimera, - -6.7a-6.2 MSZ, Ca-MSZ, Fe-MSZ, (Abdelaal
2.44A° AutoDock, Mg-MSZ, Mn-MSZ y Zn- Ahmed

HyperChem 8.0, MSz Mahmoud M.

Alkhatip et
al., 2021)
6LU7 UCSF Chimera,, - -7.2a-6.2 [Co(acacen)(NHz3)2]*, Cu (Garza-Lopez
2,16 A AutoDock Vina, (IDLm, Cu (Il)Lm-metiloy et al., 2020)
Cu (II) Lm-mini

1.3 Justificacién

A fines de 2019, la propagaciéon mundial de un nuevo virus perteneciente a la familia de
los coronavirus, el “SARS-CoV-2”, tuvo su origen en Wuhan, China, que rapidamente se
convirti6 en una pandemia. En la primavera del 2020, la Organizacion Mundial de la Salud
nombré a la enfermedad epidémica causada por este virus “Enfermedad por virus Corona
2019 "', o COVID-19 (Kumar et al., 2020). Segun WHO hasta la fecha del 6 de diciembre del
2023 se han reportado 772,138,818 casos confirmados y 6,985,964 muertes a nivel mundial
(“WHO Coronavirus (COVID-19) Dashboard | WHO Coronavirus (COVID-19) Dashboard,” n.d.)
Esta situacion ha hecho que el COVID-19 se haya convertido en una pandemia de
proporciones extraordinarias, provocando disturbios en todo el mundo, rupturas en los viajes,
en la actividad econdmica y la vida social también se ha visto afectada con el aislamiento
obligatorio.

Actualmente el reposicionamiento de farmacos ya aprobados para su uso en humanos

es una herramienta util para buscar nuevas opciones terapéuticas. El reposicionamiento se
13



define como el nuevo uso que se le da a un farmaco, ademas de su (s) indicacion (es) original
(es), y es una opcion para la identificacion rapida de nuevos agentes terapéuticos. El empleo
de métodos computacionales en la busqueda de nuevos farmacos contribuye al analisis y
fitrado de compuestos, de esta manera se seleccionan moléculas para una posterior
evaluacion experimental, ademas de haber generado aportes en el disefio de nuevas
estructuras que a la fecha se encuentran en uso clinico (Jourdan, Bureau, Rochais, &
Dallemagne, 2020).

Las vacunas de mayor efectividad, como por ejemplo la de Pfizer, no consideran a la
proteasa MP™, y estan basadas en un mecanismo de entrega de microARN para el
reconocimiento a posteriori de la proteina Spike del SARS-CoV-2 (Corum Jonathan & Zimmer
Carl, 2021). Por ello se destaca la relevancia de proponer inhibidores de MP™ como posibles
candidatos a farmacos, ya que esta proteasa escinde secuencias de polipéptidos esenciales
para la replicacion viral, lo cual coloca a MP™® como una enzima clave en el ciclo de replicacion
del virus. En consecuencia, su inhibicion podria detener la generacion de particulas virales
infecciosas y ayudar a mejorar los sintomas de la enfermedad (Ullrich & Nitsche, 2020).

Para ello es necesario basarnos en principios de Quimica Medicinal y herramientas
computacionales, lo que conllevara a disminuir grandes montos de dinero que se utilizan con

el objetivo de identificar farmacos potenciales.

1.3.1 Alcances del proyecto de Investigacién

e Se pretende contribuir a la investigacion relacionada con la elaboracion de moléculas
mas efectivas, ya que eventualmente podrian surgir nuevas mutaciones del SARS-

CoV-2, tanto en Perui como en el extranjero.
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e Alcanzar experiencia en el manejo de programas computacionales que permitan hacer
la réplica con estudiantes de la UNI, tanto a nivel de pregrado como de posgrado.

e Reactivar el Convenio UNI-IIAP de tal manera que se pueda apoyar a la sostenibilidad
del MANATI (supercomputador) la cual se fundamenta justamente con la realizacion
de actividades cientificas y académicas en conjunto con esta entidad (publicaciones,
talleres, etc).

e Producir 01 articulo cientifico

e Producir 01 tesis de Licenciatura.

e Participacion en Congreso Nacional o Internacional

1.3.2 Limitaciones del Proyecto de Investigacion

En el presente trabajo de investigacion de tésis se emplean técnicas in silico para la
propuesta de un farmaco metalado con galio contra el SARS-CoV-2, empleando algunos
softwares con licencia y otros de acceso libre en la web. Sin embargo, se queda en esta etapa
de investigacion, que se encuentra dentro de las competencias solicitadas en una tesis de
pregrado. Sin embargo, la etapa de sintesis, caracterizaciéon y su analisis bioldgico y
farmacologico se dejara de lado debido a la gran complejidad a la que conllevaria el trabajo

en conjunto.

1.3.3 Restricciones Econdmicas

El presente proyecto emplea softwares de paga como el Schrédinger, del cual se
dispone la licencia correspondiente, sin embargo, también emplea programas de codigo
abierto muy empleados en la actualidad, y que, siendo gratuitos, son muy empleados y citados

en publicaciones de alto impacto en el desarrollo y modelado de farmacos. Solo se trabaja
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computacionalmente y no se necesitaran solicitar algun reactivo especifico para la sintesis o

caracterizacion.

1.3.4 Restricciones Sociales

En la situacion actual en la que vivimos, ocasionada por esta pandemia (COVID-19) es
importante cuidarse y evitar en lo posible la salida a espacios concurridos. Este proyecto al
tratarse de un trabajo in silico, se puede trabajar desde una computadora, sin la necesidad de

ir al laboratorio de la universidad, de esta se evita cualquier tipo de posible contagio.

1.3.5 Restricciones Ambientales

Este proyecto no contempla el uso de algun reactivo en especifico, por ello no causa
algun tipo de contaminacion. Adicionalmente se resalta las ventajas de este tipo de trabajo al
ser amable y respetuoso con el medio ambiente y no generar residuos quimicos que puedan

contaminar.

1.4 Objetivos
1.4.1 Objetivo General

Emplear técnicas computacionales (in silico) y principios de Quimica Medicinal para
disefar un complejo de galio candidato a inhibidor de la proteasa MP™ del SARS-CoV-

2.
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1.4.2

143

Objetivos Especificos

Elaborar una biblioteca virtual de estructuras partiendo de modificaciones
estructurales del inhibidor N3 de la proteasa MP™ empleando fragmentos

bioisostéricos de la base de datos SwissBioisostere (ligandos).

Ejecutar el virtual screening (cribado virtual) del blanco MP™ con la biblioteca virtual de

ligandos creada empleando el supercomputador MANATI.

Realizar el virtual screening de docking covalente y no covalente de los ligandos con

mejor docking score.
Metalar con galio los hits computacionales con mejor docking score.

Evaluar el cumplimiento de la regla de Lipinski de los compuestos metalados y ejecutar

el docking molecular utilizando el software Schrodinger.

Analisis de mejores complejos mediante la dinamica molecular.

Objetivos Logrados

Elaborar una biblioteca virtual de estructuras a partir de modificaciones estructurales
del inhibidor N3 de la proteasa MP™ empleando fragmentos bioisostéricos de la base

de datos SwissBioisostere (ligandos).

Ejecutar el virtual screening (cribado virtual) del blanco MP™ con la biblioteca virtual de

ligandos creada empleando el supercomputador MANATI.

Realizar el virtual screening de docking covalente y no covalente de los ligandos con

mejor docking score.

Metalar con galio los hits computacionales con mejor docking score.
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e Evaluar el cumplimiento de la regla de Lipinski de los compuestos metalados y ejecutar

el docking molecular utilizando el software Schrédinger.

e Analisis de mejores complejos mediante la dinamica molecular.
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CAPITULO Il: FUNDAMENTO TEORICO

2.1 COVID-19

La grave enfermedad producida por el coronavirus 2019 (COVID-19) ocasionada por
el virus SARS-CoV-2 se registré en diciembre del 2019, cuando surgié un caso de neumonia
grave producido en Wuhan, provincia de Hubei en China (Diaz-Castrillon & Toro-Montoya,
2020). Los casos iniciales afectaron a personas que laboraban en el Huanan Seafood
Wholesale Market, siendo este un lugar de comida marina donde de distribuia comida de
animales silvestres (Khan et al., 2020; Shereen, Khan, Kazmi, Bashir, & Siddique, 2020).

Este brote se extendié hasta confirmarse gran cantidad de sucesos semejantes en
diferentes regiones de China. La propagacion continu6 hasta otros paises y el 11 de marzo del
2020 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la declar6 como una pandemia mundial,
comunicando a todos los paises de tomar las precauciones necesarias para controlar la
pandemia (Shereen et al., 2020; “WHO Director-General’'s opening remarks at the media
briefing on COVID-19 - 11 March 2020,” n.d.; Wu & McGoogan, 2020).

Algunos sintomas mas comunes de esta enfermedad son la tos y fiebre, ademas de
presentar dificultad para respirar, cansancio, pérdida del olfato o el gusto, dolor de cabeza,
dolor de garganta, congestion nasal y nauseas, los cuales se encuentran presente en la
mayoria de pacientes registrados (“Sintomas del COVID-19 | CDC,” 2021).

Para disminuir la propagacion del virus SARS-CoV-2 se recomienda el distanciamiento
social, recomendando mantener un espacio de dos metros, debido a que esta es la principal
via de contagio del virus, mediante de las gotas de saliva que se generan cuando se habla

(Van Cuong et al., 2020; WHO, 2020).
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2.2 Biologia molecular del coronavirus SARS-CoV-2
2.2.1 SARS-CoV-2

Los virus se pueden definir como parasitos muy pequefios que se encuentran
generalmente en el rango de 0.02 a 0.3 micrometros de tamafo, aunque actualmente se han
llegado a encontrar virus de mayor tamafno que llegan hasta 1 micrometro de longitud. Si se
adopta la postura mas simple de la vida como lo hace la NASA: “un sistema quimico
autosuficiente capaz de tener una evolucion darwiniana” los virus no serian denominados
seres vivos, ya que estos pese a tener sus propios genomas de ADN o de ARN, no pueden
replicarse, tampoco autosustentarse ni mucho menos evolucionar de forma independiente, ya
que requeririan de todo el sistema enzimatico que posee la célula para replicar su genoma
(Campillo-Balderas, 2020).

Estos virus pueden poseer genomas de ADN o ARN, los cuales se encuentran
protegidos por una estructura denominada capside, la cual posee diferentes formas
(icosaédrica, helicoidal o compleja) dandose la posibilidad de que en algunos casos esta
capside se encuentre cubierta por una membrana lipidica, que contiene proteinas de
membrana importantes para el mecanismo del virus, su correcto funcionamiento y estabilidad
de las particulas virales ( glicoproteina de la envoltura, glicoproteina de membrana vy la
glicoproteina S, también denominada espicula, que es una proteina que sobresale desde la
membrana) (Menor, 2018).

El SARS-CoV-2 es un virus que proviene de la familia coronaviridae (coronavirus) y es
el ultimo de los 7 coronavirus identificados hasta la actualidad, el cual posee su capside
envuelta en una membrana lipidica, Posee genoma ARN, siendo este una cadena lineal de
ARN, con sentido positivo que codifica cuatro proteinas estructurales (S, N, M, y E) y de tres
a seis proteinas no estructurales que incluye ademas a una polimerasa de ARN dependiente
de ARN (Campillo-Balderas, 2020).

Este coronavirus interactua con la proteina (receptor) ACE-2 mediante la espicula (S)
el cual da inicio a la infeccion de este virus en nuestro organismo, ello se puede apreciar en la
Figura 1 que representa la estructura del SARS-CoV-2 y la unién de la espicula al receptor

(proteina ACEZ2) de las células humanas.
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Estructura del coronavirus: union de la espicula al receptor de las células humanas

RNA gendémico

Espicula (S)

Glicoproteina de
envoltura (E)

Fosfoproteina de la
Nucleocépside (N)

Glicoproteina de
Membrana (M)

Membrana
lipidica

Puentes de hidrogeno
entre aminoacidos del
virus y la proteina
humana

Dominio de union a ACE2 de la espicula de coronavirus,
en su interaccion con el receptor. Se establecen puentes
de hidrégeno entre aminoacidos clave, que dan alta
afinidad y estabilidad a la union de las dos proteinas.

Centro activo con
atomo de Zn

Proteina ACE2 (angiotensin converting
enzyme 2) en el alveolo pulmonar. Es
una metaloproteasa de zinc, cuya
funcién es la ruptura de la hormona
angiotensina Il, formando angiotensina
(1-7), de efecto vasodilatador. Actda
como regulador de la tension vascular y
se ha visto que la induccion de su
sobreexpresion podria tener efectos
beneficiosos en enfermedades
vasculares.

PDB ID: 6M0J

Interaccion entre anillos aromaticos
(pi-stacking) que estabiliza la union

Figura 1. Esquema de la estructura del SARS-CoV-2y la interaccion de la proteina S con el

receptor ACE-2 que dara comienzo a la infecciéon. Tomado de (Menor, 2018).

Un marco de lectura abierto (ORF) se define como cualquier regién que pertenezca al
ADN o ARN y se encuentre ubicada entre un codén de inicio de la traduccién (normalmente

es AUG) y un codon de parada (TAA, TAG o TGA). El SARS-CoV-2 presenta catorce marcos

de lecturas abiertos (ORF) los cuales se expresan en proteinas o poliproteinas.

Las proteinas estructurales principales son la glicoproteina de superficie (espicula o
“Spike”), la proteina de envoltura (E), la proteina de membrana (M) y la proteina de la
nucleocapside (N). EI marco de lectura principal ORF 1ab que representa el 67% del genoma
codifica dos poliproteinas superpuestas (pp1a, pplab), que se escinden posteriormente en 16

proteinas no estructurales (nsp1-16) por accién de la proteasa MP™ (también conocida como
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3CLP™) y la PLP™ (Figura 2), los restantes ORF codifican a ocho proteinas de accesorio y cuatro

proteinas estructurales (Ciotti et al., 2020)

+SSRNA
[ | [ [ | [ |
1 5,000 10,000 15,000 20,000 25,000 30,000
TRS-L nsp11 TRS-B
~3b 7a 89b14
nsp12 nsp13 nsp14 nsp15 nsp16 ‘ ‘ l 3 TSJTARAAA

1a 1ab 1b S 3a EM 67b N10
L

ppla ppab pp1b

Figura 2. Estructura del genoma de SARS-CoV-2. Modificado de (Ciotti et al, 2020).

La Tabla 2 resume las principales caracteristicas y funciones de los marcos de lectura
abiertos y las proteinas del SARS-CoV-2.

Tabla 2

Funciones Principales de los Marcos de Lecturas Abiertos y las Proteinas del SARS-CoV-2

ORF Proteina Residuos Funcién

1a nsp1 181 Participa en la restriccion del rango de huéspedes para
contrarrestar la respuesta antiviral innata del huésped y
suprimir la apoptosis los inicios de la infeccion, promueve

el crecimiento viral.

nsp2 819 Involucrado en la interrupcion de la sefalizacion del
huésped intracelular durante las infecciones por SARS-

CoV.

nsp3 2764 Conocida como proteina semejante a la papaina (PLP™).

Libera nsp1, nsp2 y nsp3 de la region N-terminal de ppla

y 1ab.
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1b

nsp4

nsp5

nsp6

nsp7

nsp8

nsp9

nsp10

nsp11

nsp12

nsp13

3264

3570

3860

3943

4141

4254

4392

13

5325

5926

Complejo con funcién principal de replicacién-

transcripcion viral que ayuda a modificar las membranas

del reticulo endoplasmico (ER).

Conocida como 3CLP™ o MP™. Se escinde en 11 sitios

distintos en la poliproteina ORF1ab, tiene una diada

catalitica (Cys145-His41)

Induce la formacion de autofagosomas derivados de ER.

Forma un complejo junto a nsp8 y nsp12 para producir la

actividad ARN polimerasa.

Formacion de heterodimero con nsp8 y nsp12.

Forma un complejo con nsp8, con funcién en la

replicacion del ARN del virus.

Forma heterodimeros con nsp14 y nsp16.

Esencial para la replicacion.

Llamada también ARN polimerasa dependiente de ARN.

Encargada de copiar el ARN viral.

Tiene multiples actividades enzimaticas: actividades

helicasa, ARN 5’-trifosfatasa y NTPasa.
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3a
3b

7a

7b

nsp14

nsp15

nsp16

3a
3b

7a

7b

6453

6799

7096

1273

275

22

75

222

61

121

43

121

Presenta dos actividades: actividad guanosina N7-

metiltransferasa y actividad exoribonucleasa.

Endoribonucleasa, evasion de sensores de dsRNA

(Virus ARN bicatenario).

Evasion del reconocimiento MDAS, regulacién negativa

de la inmunidad innata.

Forma homotrimeros en la superficie viral, ademas se

une a la proteina ACE2.

Modula la liberacion del virus.

Activacion de AP-1. Induccién de apoptosis.

Facilita el acople y la liberacion de los virus.

Ensamble del virion. Interactia con las proteinas Ny E.

Inhibe de la sintesis de IFN y la traslocacién de STAT1.

Proteina involucrada en el ensambile viral.

Proteina integral de membrana.

Modulacién de la replicacion viral, activacion de caspasa-

3.
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N N 419 Interactia con la proteina M. Participa en la transcripcion

de RNA viral y en la replicacion viral.

14 14 73 Funcién desconocida.

10 10 38 Funciéon desconocida.

Nota: Modificado de (Raj, 2021; Yadav et al., 2021; Yoshimoto, 2021)

2.2.2 MPre (3CLP™ o0 nsp5)

La proteasa de coronavirus nsp5 (MP™©, 3CLP™®) es una cisteina proteasa que presenta
una masa molar de aproximadamente 33.8 kDa. Actualmente es un objetivo principal para el
tratamiento del coronavirus debido a su papel indispensable en el procesamiento proteolitico
de las poliproteinas de la replicasa viral (pp1a y pp1ab) (Jin et al., 2020).

Su otro nombre “proteasa similar a 3C” es atribuido a las semejanzas que tiene con las
proteasas 3C, como sus especificidades de sustratos simples y homologia estructural del
nucleo(Roe, Junod, Young, Beachboard, & Stobart, 2021).

Entre los 7 coronavirus humanos conocidos hasta la actualidad, se presentan el SARS-
CoV, SARS-CoV-2, MERS-CoV, HCoV-HKU1, HCoV-OC43, HCoV-229E y HCoV-NL63,
donde la proteasa MP™ exhibe una identidad de secuencia superior al 80%, como es el caso
del analisis de la secuencia de SARS-CoV y SARS-CoV-2, en las cuales se presenta tan solo
12 diferencias en residuos, mostrando un 96% de identidad aproximadamente. Mientras que
para otras proteinas no relacionada se exhibe una identidad de secuencia cercana al 50%.

Los dominios N-terminales (1 y 2) de nsp5 se encuentran conservados
estructuralmente, formando un pliegue semejante a quimotripsina (una enzima que

realiza protedlisis y que posee una cadena polipeptidica de 245 residuos, con cinco enlaces
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disulfuro) (Figura 3) (Stobart et al., 2013). La diada catalitica de la proteasa se encuentra

conformado por el par His-Cys, con el residuo Cys que actia como nucledfilo en la reaccion

3¢
s 7Y ‘
.‘4‘ :

~A ’0 Hélice

5

N-terminal
NH

Figura 3. Estructura monomérica de la proteasa MP™ del
SARS-CoV-2 (PDB: 6M2N) con los tres dominios, el dedo
N-terminal (NF), la hélice N-terminal (NH) y el bucle Inter

dominio de dominio 2-dominio 3 (IDL). Tomada de (Roe et
al., 2021).

proteolitica catalizada por enzimas (Figura 4) (Jin et al., 2020).

Figura 4. Sitio activo de un péptido donde se muestran los

residuos de la diada catalitica. Tomada de (Roe et al.,
2021).
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Cada monomero de este virus se compone de tres dominios. El dominio | (que incluye
los residuos desde el 8 hasta el 101) y el dominio Il (residuos que van desde el 102 hasta el
184) tienen una estructura de barril B antiparalela. EI dominio Ill (residuos que van desde el

201 al 303) contiene cinco hélices tipo a y se encuentra conectado al dominio Il. Pese a que
se han caracterizado bien los dominios 1y 2 del MP™, se conoce muy poco acerca del tercer
dominio de hélice alfa, sin embargo, se ha logrado demostrar que su principal funcion es dirigir
la dimerizacién de MP® y de esta manera ayudar a estabilizar el pliegue, esto es de suma
importancia ya que la forma monomérica de MP™ practicamente es inactiva, pero al producirse
la dimerizacion la MP™ cumple sus funciones con normalidad (Jin et al., 2020; Roe et al., 2021).

La Figura 5 muestra la estructura dimérica de la proteina, donde se aprecian las
orientaciones de los 2 mondmeros. Los asteriscos de verde indican el sitio catalitico con una

representacion de tubos negros para la diada His41-Cys145.

Interfaz de

(Espalda) (Frente)
Figura 5. Estructura del dimero MP™ con la orientacion de los

dos monémeros. Tomado de (Roe et al., 2021).
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Es bien conocido que las proteasas como la MP® puede escindir cadenas
polipeptidicas, a partir de la hidrélisis de la cadena polipeptidica. Esto sucede cuando el
polipéptido se acopla al sitio activo, una vez el enlace tipo amida se hidroliza, se escindira y
generara un acido carboxilico y la amina correspondiente. Estas proteasas MP™ contienen la
diada catalitica His41-Cys145 la cual va a escindir cadenas de polipéptidos que comienza
cuando la histidina desprotona al azufre de la cisteina, para producir un grupo tiolato que
actuara como nucleofilo atacando al carbono del grupo carbonilo del péptido y formando un
intermedio tetraédrico mediante el siguiente mecanismo de reaccion presentado el cual se

descompondra en un grupo éster de tiol y una amina.

R H Enzima R OH
N, proteasa
RN — +  R'NH,
H,O
0O O

Figura 6. Escision de un enlace amida mediante la proteasa enzima. Tomado de
(S. Zhang et al., 2021).

Posteriormente ocurrira una hidrolisis con agua del grupo éster de tiol para producir un
acido carboxilico, de esta manera se completa la escision del polipéptido, ademas de la
regeneracion de la enzima inicial, lo mencionado se presenta graficamente en las Figuras 6 y
7 (S. Zhang et al., 2021).
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Figura 7. Mecanismo de la diada catalitica. Adaptado de (S. Zhang et al., 2021).
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La Tabla 3 resume los aminoacidos mas representativos en la unién de un sustrato a
la proteina MP©,
Tabla 3

Aminoécidos de la diada catalitica y del sitio de union para el Mpro del SARS-CoV-2

Funcion Aminoacidos involucrados
Diada Catalitica His41, Cys145
Sitio de union catalitica GIn189, His164, Gly143, Asn142, Ser144, Phe140, Glu166, Pro168,

Phe140, His163, Ala191, Met165, Asn142, Phe185, GIn192, Asp187,
His172, Leu141, Leu167, Thr190, Pro168, Met49
Nota: Modificado de (Jin et al., 2020; L. Zhang et al., 2020).
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2.3 Metalofarmacos

Tradicionalmente la industria farmacéutica estaba dominada por el area de la Quimica
Organica, sin embargo, con el hallazgo de desconocidos farmacos metalados se produjo un
creciente desarrollo en la llamada Quimica Inorganica Medicinal. Esto fue inicialmente
estimulado por el descubrimiento del cis-platino (cis-[PtClo(NH3)2]), un farmaco
anticancerigeno muy conocido actualmente, este compuesto tiene la capacidad de detener la
division celular, mas no el crecimiento celular (Rodriguez, 2017).

Junto con este compuesto descubierto han surgido otros complejos de platino de
diferentes elementos, tales como el Ru, Rh, Ti, Ga, Sn, etc. Ademas de estos farmacos
antitumorales, se han adicionado otros con actividad antiartritica, antiulcerosa o antiviral.
Actualmente se resalta la importancia del empleo de los elementos metalicos en los farmacos,
ya que estos son indispensables para el correcto funcionamiento de los organismos y para la
normal actividad de los procesos metabdlicos y fisioldégicos (Baran, 2014).

Los metalofarmacos pueden tener diferentes finalidades, desde su uso con actividad
antitumoral, donde el descubrimiento mas importante encontrar la actividad antitumoral del
complejo cis-diclorodiamino-platino (ll) (Figura 8) por Barnett Rosenberg en el afio 1969. Este
demostro efectividad en el tratamiento de canceres de testiculo y ovario.

Ademas de ellos también se encuentran los metalofarmacos con actividad antiartritica,
donde la Auranofina (Figura 9) resulta particularmente activo por su administracion oral y

citotoxicidad frente a diversas células tumorales (Baran, 2014).
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Figura 8. Estructura del cis- Figura 9. Estructura de la Auranofina.

diclorodiaminoplatino (II).

Los metalofarmacos con actividad insulino-mimética también se encuentran presentes,
donde a insulina se administra perenteralmente y no via oral, por ello ha habido un interés en
los compuestos insulino-miméticos de vanadio, los cuales se administran via oral. Destaca el
bis(maltolato)oxovanadio (IV) (Figura 10), el cual es efectivo, ademas de presentar baja

toxicidad pudiéndose administrar oralmente con agua (Baran, 2014).

CHs
g °\|O|/°\ N
\ \o/ V\O \ @)

CHs
Figura 10. Estructura del bis (maltolato) oxovanadio (1V).

2.3.1 Metalofarmacos antivirales

El rango de actividad antiviral de los metalofdrmacos in vitro resulta semejante a los
farmacos organicos, estos deben seguir el paradigma de selectividad, es decir, actuar contra
el virus y no contra las células humanas. Los iones metalicos son mas versatiles que los
organicos, esto hace que los investigadores realicen ajustes finitos durante el desarrollo de

farmacos. Segun Bergamini “estos iones reciben carga facilmente y favorece el intercambio
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de ligandos con el medio, esta es una de las razones por las que en la naturaleza incluye iones
metalicos en nuestros sistemas biolégicos con alrededor del 30-40% de nuestras proteinas
contiene iones metalicos para desarrollar nuestras funciones” explica la cientifica (De Paiva et
al., 2020).

El campo de la Quimica Inorganica Medicinal ha contribuido al disefio de complejos
metalicos que abarcan un amplio rango de iones, los cuales, al combinarse con ligandos
especificos, son capaces de abordar diversas enfermedades.

Actualmente, los complejos metalicos se evaluaron in vitro contra cepas virales de
SARS-CoV-2, SARS-CoV, VIH, virus de inmunodeficiencia de simios, adenovirus humano,
virus Sinbdis, virus de la arteritis equina, virus de la estomatitis vesicular, virus respiratorio
sincitial, virus para-influenza-3, influenza A y B, Reovirus-1, virus Punta Toro, Citomegalovirus,
Poliovirus, CHKV vy virus de la Encefalitis Equina Venezolana. Entre los principales complejos
metalicos antivirales estudiados destacan los complejos de cobalto, los cuales fueron descritos
por Louie y Meade en la década de 1990, describieron la sintesis de complejos de Co (lll) con
derivados de bases de Schiff de bis(acetona)etilendiamina, acacen, es decir Co-1 a Co-4
(Figura 11) los cuales pudieron inhibir el virus del herpes simple (HVS-1) (De Paiva et al.,
2020).

El grupo de Che estudio una serie de porfirinas de vanadilo como agentes anti-VIH (V-1 a V-
5) (Figura 12). A 5 umol L', el compuesto V-1 fue el mas activo, inhibiendo 97% de la
replicacion del VIH-1 en células Hut / CCR5. Para determinar si los compuestos probados
estaban dotados de actividad antiviral selectiva frente a actividad antiproliferativa hacia las
células Hut / CCRS5 huésped, se sigui6 el efecto de los compuestos de porfirinas de oxovanadio

(IV) en células Hut / CCR5 mediante ensayo MTT empleado para probar la citotoxicidad.
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Figura 11. Complejos [Co(acacen)L.]* estudiados como antivirales.
Fuente: Tomado de (De Paiva et al., 2020).

Ademas de ello complejos de Cu (ll) del tipo [Cu(L)2]2(CH3sCOQ) (donde L = 1,10-
fenantrolina y una serie de sus derivados mono y disustituidos) describieron sus actividades
virostaticas contra el virus de la influenza (cepa Mel) (De Paiva et al., 2020).

Los medicamentos antivirales como la amantadina (ATD) y la rimantadina (RTD)
poseen un grupo adamantilo que es responsable de bloquear los canales M2(proteina
transmembrana tetramérica que se abre de manera dependiente del pH.) de los virus de la

influenza. Tal bloqueo impide la liberacion viral y genomica en las células huésped.
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Figura 12. Complejos de V (IV) basados en porfirina evaluados como

compuestos anti-VIH. Tomado de (De Paiva et al., 2020).

Debido a las mutaciones M2, ATD y RTD ya no forman parte de la terapéutica de
primera linea y se requiere nuevos farmacos que superen esta resistencia particular. Por ello
una serie de complejos de Cu (ll) que llevan ligandos tripode (Figura 13) han sido evaluados
como potenciales antivirales contra la influenza (De Paiva et al., 2020).

H,O, OH, H,0 OH, H,0, OH,
. 1
O0—Cu—0 Cu HN—Cu—NH

oA o oA S0 AN o

Cu-2 Cu-3 Cu-4
H,O, OH
2 \l 2
HN—‘C|H—NH
H,O0, OH H,0, OH
IR, negn nege
o0—Ccu—0 HN—Cu—NH

Figura 13. Complejos de Cu (Il) con ligandos tripode. Tomado de (De Paiva et al., 2020).
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2.3.1.1 Metalofarmacos de galio

El galio pertenece al grupo 13 de la tabla periddica, el radio i6nico de este es de 0.76A,
ademas de ello se comportan los cationes como acidos duros, y muestran fuerte afinidad por
ligandos duros o intermedios, principalmente por donadores de oxigeno o nitrégeno. El galio
es capaz de unirse a otras proteinas que necesitan Fe (lll), modificando procesos celulares
(Baran, 2008).

Entre los elementos representativos de la tabla perioédica, aquellos derivados del Ga
(1) han resultado tentativos para desarrollar complejos. Algunas sales simples de galio, como
el nitrato o el cloruro se han estudiado durante bastante tiempo, los cuales han mostrado
actividad frente a tumores localizados en tejidos blandos. Actualmente nitrato de galio tiene la
aprobacioén para tratar hipercalcemias derivadas de cuadros tumorales.

Se han desarrollado diferentes complejos de coordinacion de galio, debido a que el
galio tiene una desventaja y es que no se produce una buena absorcion intestinal debido a su
tendencia a la hidrolisis. Al buscar acomplejantes se busca la estabilizacién del catién, y de
esta manera mejorar el grado de permeacion en las membranas.

El tris(8-hidroxiquinolinato)galio(lll) comunmente llamado KP 46 (Figura 15) y el

tris(maltolato)galio(lll) (Figura 14) han mostrado un elevado éxito en modelos animales al
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N

Figura 14. Estructura del tris(maltolato)galio(lll).
Figura 15. Estructura tris(8-quinolinato)galio(lll), KP 46.
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administrarlos oralmente, ademas de presentar actividad antitumoral superior a las sales de
Ga (lll) (Baran, 2014). Adicionalmente a los compuestos mencionados se han estudiado otros
complejos de Ga (lll) entre ellos podemos mencionar el tetraclorogalato (Ill) de bis(2-
acetilpiridina-4,4-dimetil-3tiosemicarbazonato-N,N,S)galio (Ill) el cual tiene una actividad

citotéxica frente a diferentes lineas tumorales.

2.4 Regla de Lipinski

Para evaluar la capacidad farmacologica de las moléculas el Sr. Lipinski que trabajaba
para la empresa Alemana Pfizer disefié una regla, denomina da la regla de Lipinski o regla de
5. Los criterios que se evaluan son los siguientes:

e Peso molecular menor que 500 g mol.
o Coeficiente de particion logP menor que 5.
e Numero de atomos donadores de hidrégeno (NH, OH) grupos aminos e hidroxilos

menor que 5.

e Numero de atomos aceptores de hidrogeno (N, O) menor que 5.

Estos criterios se realizan con la finalidad de encontrar un farmaco tenga una buena

disponibilidad, ademas de poder atravesar membranas biologicas. Por ello el farmaco debe
cumplir criterios de liposolubilidad, polaridad, carga eléctrica, tamafio molecular, etc.
Esta regla es muy empleada en Quimica Medicinal para poder detectar y también predecir el
comportamiento de los posibles candidatos a farmacos para que a futuro engloben una fase
de prueba (Azcarate, 2018).

En caso un compuesto no cumpla con estos criterios, o incumpla 2 o mas tendra

problemas para clasificarse como un buen farmaco.
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2.5 Disefio de farmacos asistido por computadoras (DIFAC)

El principal objetivo del DIFAC es la seleccion de compuestos que posean una actividad
biolégica para tratar alguna enfermedad en particular. El DIFAC se encuentra conformado por
diferentes disciplinas las cuales abarcan el modelado molecular, bioinformatica, biologia,
quimica teorica y quimica computacional, donde a través de modelos computacionales y el
empleo de computadoras potentes se consigue generar metodologias y simulaciones de
farmacos tentativos a ensayos bioldgicos. La Tabla 4 resume algunos programas

especializados para realizar calculos tedricos mediante el DIFAC.

Tabla 4

Principales Softwares Bioinformaticos

Software Funcionalidad Comercial/Académico URL(Pagina)
Autodock Docking molecular. Académico http://autodock.scripps.edu/
USCF Chimera  Visualizador, modelado de Académico http://www.cgl.ucsf.edu/chimera/

proteinas y moléculas

Datawarrior Visualizador, calculo de Académico https://openmolecules.org/

propiedades y otros

descriptores

Gaussian Calculo de propiedades Comercial http://gaussian.com/

cuanticas y cargas
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Maestro

Schrédinger

Mayachemtools

Modeller

MOPAC

NAMD

Open Babel

Vega ZZ

Vina

VMD

Docking de proteinas vy
dindmica molecular
Calculo de propiedades y

otros descriptores

Modelado de proteinas y
modelos por  homologia
Célculo de propiedades
cuanticas y cargas

Dinamica molecular

Cambio de formatos, célculo

de cargas, torsiones 'y

moleculares

fragmentos

Virtual screening

Docking molecular

Virtual screening

Comercial/

Académico

Académico

Comercial/

Académico

Académico

Académico

Académico

Académico

Académico

Académico

https://www.schrodinger.com/prod

ucts/maestro

http://www.mayachemtools.org/

https://salilab.org/modeller/

http://www.openmopac.net/

http://www.ks.uiuc.edu/Research/n

amd/

http://openbabel.org/wiki/Main Pa

ge

www.vegazz.net

http://vina.scripps.edu/

http://www.ks.uiuc.edu/Research/v

md/

Nota: Tomado de (Prieto-Martinez & Medina-Franco, 2018)

38


http://www.schrodinger.com/prod
http://www.mayachemtools.org/
http://www.openmopac.net/
http://www.ks.uiuc.edu/Research/n
http://openbabel.org/wiki/Main_Pa
http://www.vegazz.net/
http://vina.scripps.edu/
http://www.ks.uiuc.edu/Research/v

2.6 Técnicas in silico para el modelamiento de farmacos

Los modelos experimentales se clasifican en tres categorias: experimentos in vivo, in
vitro e in silico. Al referirse a experimentos in vivo hace referencia a que se esta trabajando
con especies. Experimentos in vitro se refieren cuando son realizados en dispositivos del
laboratorio empleando células, tejidos que provienen de animales. Finalmente, experimentos
in silico se refieren a simulaciones realizadas con softwares computacionales y modelos
matematicos para simular experimentos in vivo o in vitro (Velazquez, 2017). Entre las ventajas
que tienen los modelos in silico es permite anticipar respuestas del sistema que se esta
estudiando, ya que la velocidad con la que se realizan supera a los modelos in vivo, ademas
del menor gasto para su empleo, todas estas caracteristicas justifican su abundante uso
actualmente en el modelamiento de farmacos (Fina, Lombarte, & Rigalli, 2013).

Estos métodos empleando computadoras (in silico) permiten generar modelos tedricos
ademas procesar grandes cantidades de informacidon de forma muy rapida. (Saldivar-

Gonzalez, Prieto-Martinez, & Medina-Franco, 2017).

2.6.1 Docking molecular

Es un método bioinformatico el cual se basa en predecir las posiciones mas favorables
de interaccion entre un ligando (inhibidor) y un blanco (generalmente una proteina), a partir de
una puntuacion asignada (docking score). Los ligandos son moléculas pequenas (alcaloides,
ligandos organicos, inorganicos, compuestos metalados, etc.), mientras que el blanco son
generalmente moléculas de gran tamafo como proteinas, &cidos nucleicos (ADN/ARN), etc
(Figura 16) (Vega Hidalgo, 2018). De esta manera que lo que se busca es obtener una
actividad biolégica favorable de ese farmaco en estudio, para obtener un efecto bioldgico

beneficioso cuando se consuman.
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Figura 16. Representacion del concepto de docking molecular.
Tomado de (Vega Hidalgo, 2018).

Para ejecutar un protocolo tipico de un docking molecular, primero se deben
seleccionar la estructura 3D para la macromolécula (blanco) y para el ligando de trabajo
(molécula pequefia). Posteriormente se debera preparar tanto a la proteina como al ligando
de acuerdo con los requisitos del del método del docking que se esté empleando.
Posteriormente se ejecuta el docking molecular, y finalmente se analizan los resultados
obtenidos mediante las puntuaciones obtenidas (docking score) (Morris & Lim-Wilby, 2008).
Este protocolo general se representa en la Figura 17.

En el docking molecular es muy importante la preparacién del blanco, esto se hace con
la finalidad de realizar algunos ajustes indispensables que proporcionaran un menor error en
la ejecucion del docking molecular. Los procedimientos generalmente incluyen la adicion de
hidrégenos ademas de cargas y la asignacion de un orden de enlace. Esto es esencial para
realzar las condiciones bioldgicas del sistema, para asi obtener con una mayor seguridad

compuestos realmente bioactivos.
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Figura 17. Protocolo general de un docking molecular. Modificado de
(Morris & Lim-Wilby, 2008).

2.6.2 Virtual screening

El virtual screening (VS) basado en el docking molecular es un método eficaz que se
utiliza para recuperar nuevos compuestos exitosos en el descubrimiento de farmacos.
Esta técnica computacional ha ganado una gran atencién y se ha convertido en una de las
tecnologias centrales en el modelado y desarrollo de farmacos en la ultima década (Ye et al.,
2020). Este consiste en realizar un filtro a partir de una gran cantidad de moléculas para poder
seleccionar hits computacionales, los cuales seran llevados a una posterior evaluacion
experimental (Saldivar-Gonzalez et al., 2017). Con esto se consigue reducir en gran medida
el numero de ensayos que se tendrian que hacer en caso no hubiese una seleccion apropiada.
Los pasos del virtual screening se pueden apreciar en la Figura 18. El virtual screening emplea
diferentes filtros que pueden variar dependiendo la base de datos a utilizar. Al conocer la

estructura 3D del blanco lo que se sugiere es realizar un virtual screening basado en el docking
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molecular. El virtual screening permite emplear filtros, de esta manera se facilita la busqueda.

Entre los diversos programas destaca el software Schrodinger.

Biblioteca de estructuras '

— V7
' e . Pruebas in silico . ""\ok d

Basado en el ligando
(Estudios de similitud)

Basado en el receptor
(Acoplamiento

molecular) N - ¥
\ ;;se'v ;
B

(

Hibrido (Modelado
de farmacéforo)

Hits
computacionales

-

Evaluacion experimental

Hits experimentales

Optimizacion y desarrollo

Figura 18. Esquema general del proceso de un virtual
screening. Tomado de (Saldivar-Gonzéalez, Prieto-
Martinez, & Medina-Franco, 2017).

2.6.3 Dinamica Molecular

La dinamica molecular es una herramienta computacional basada en la Mecanica
Molecular o Clasica (MM) y es uno de los métodos mas empleados cuando se requiere el
analizar simulaciones de macromoléculas biologicas, esta emplea las ecuaciones de Newton

y simula el movimiento atdbmico de manera que logra obtener informacién relevante del
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sistema, cabe mencionar que este método ignora los movimientos de los electrones y se basa
en calcular la energia de una molécula o0 macromolécula en funcién de las posiciones de los
nucleos atomicos, es una aproximacion ya que el analizar los movimientos de los electrones
haria que se hagan los calculos muy tediosos, viéndose restringidos a la cantidad maxima de
atomos que se logren analizar, lo que involucra a la Mecanica Cuantica (QM).(Filipe & Loura,

2022)

2.6.4 Softwares computacionales y supercomputador MANATI

El empleo de softwares computacionales es indispensable a la hora de disenar
farmacos usando técnicas in silico. Existen una gran cantidad de estos que se logran acomodar
a las necesidades de la persona, asi como softwares comerciales y académicos, en esta
seccion se describiran los empleados en este trabajo, asi como las caracteristicas principales

y ventajas de su uso.

2.6.4.1 Schrédinger

Schrédinger es un software de simulacién quimica de ultima generacion para el uso en
la investigacion farmacéutica y cientifica de los materiales (Figura 19). Maestro es el portal a
toda la tecnologia computacional de Schrodinger;, Maestro Schrédinger también ayuda a los
investigadores a organizar y analizar datos (“Maestro | Schrédinger,” n.d.).
Entre las caracteristicas que destaca Schrédinger tenemos:
e Presenta una interfaz renovada, al trabajar con un disefio el cual anticipa las acciones

del usuario, asi como organiza datos de forma intuitiva
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El software admite muchos formatos para ser leidos en la entrada de datos, ademas
ofrece una herramienta para construir cualquier tipo de modelo molecular de manera
intuitiva.

Visualizacion flexible, al lograr adaptarse a las diferentes necesidades del usuario,
desde sistemas biomoleculares hasta complejos metalicos.

Schrédinger permite la visualizacion de objetos tridimensionales con un realismo muy
superior para las interpretaciones de interacciones entre sistemas biomoleculares.
Presenta herramientas para realizar un analisis estructural cuantitativo, brindando las
capacidades de cuantificar caracteristicas estructurales de una molécula para poder
realizar comparaciones entre estructuras.

Ofrece la capacidad de personalizar tareas y automatizarlas mediante secuencia de
comandos, los scripts de Maestro estan realizados en lenguaje Python.

Las propiedades calculadas como los orbitales moleculares, densidad electronica o
modos de vibracion se pueden visualizar en Schrdédinger, este software tiene una
funcidon Unica llamada SiteMap la cual localiza areas en una proteina las cuales
corresponden a regiones hidrofébicas o hidrofilicas para identificar donde se encuentra
el sitio de unién catalitico que favorecera el acoplamiento molecular ligando-blanco.
Genera imagenes de alta resolucion para incorporar con facilidad en documento o para

publicaciones.

44



¢ Posee un soporte multiplataforma al ejecutarse en Linux, Windows y Mac.

Maestro - articulo2.prj

File Edit Select Workspace Scripts View Window Help

Title: 5.1_1

Title
2 ¥ glide-dock SP articu..
8 O 6lu7 L - minimized

4 Y kAl
4 > &6lu7 L - minimized
[ ] > &£511

Figura 19. Interfaz grafica de Maestro Schrodinger.

Para la 6ptima ejecucién de sus funciones Maestro Schrédinger emplea diferentes
modulos, entre los principales empleados para el modelamiento de farmacos destacan los

siguientes:

a. Glide

La funcion de Glide (Grid-based Llgand Docking with Energetics) es localizar
interacciones a favor entre ligandos generalmente pequefios y una molécula receptora mas
grande, generalmente una proteina(blanco). Cada ligando debe ser una sola molécula, sin
embargo, el blanco puede incluir mas de una molécula, por ejemplo, una proteina y un cofactor

(Friesner et al., 2006).
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Glide se puede ejecutar en modos de docking rigido o flexible; este ultimo genera
automaticamente conformaciones para cada ligando de entrada. La combinacion de una
conformacién de ligando (para docking rigido, la conformacién de entrada; para docking
flexible, una conformacion generada) con su posicion y orientacion se denomina pose de
ligando.

Las poses del ligando que genera Glide pasan a través de una serie de filtros que
evaluan la interaccion del ligando con el blanco Los filtros iniciales prueban el ajuste del ligando
al sitio activo y examinan las interacciones ligando-receptor utilizando un método basado en
cuadriculas basandose en una funcion empirica ChemScore. Las poses que pasan estos filtros
iniciales ingresan a la etapa final del algoritmo, que implica la evaluacién y minimizacién de
una aproximacion de cuadricula a la energia de interaccion ligando-receptor no enlazada de
OPLS-AA (Glide, version 6.7, Schrodinger, LLC, New York, 2015).

La puntuacion final, que utiliza la funcidon de puntuaciéon multiligando GlideScore
patentada de Schrddinger, se lleva a cabo en las poses de energia minimizada. Por ultimo, se
clasifica las poses del ligando y selecciona qué pose (0 poses) para un ligando determinado
se informara al usuario. La tarea que Glide realiza con mas frecuencia es el docking de
ligandos, los primeros pasos de un proyecto que comienza con una estructura de complejo de
proteina-ligando no preparada pueden resumirse de la siguiente manera:

1) Preparar la proteina usando el Asistente de preparacion de proteinas (Protein
Preparation Wizard). Se debe verificar las cargas formales y los 6rdenes de enlace en
el ligando, cofactores y residuos no estandar.

2) Con el complejo receptor-ligando preparado en el Workspace utilizar el panel de
(Receptor Grid Generation Panel) para especificar la configuracion, definir
opcionalmente las restricciones e iniciar el trabajo de generacién de la cuadricula del

receptor.
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3) Preparar los ligandos usando LigPrep, para asegurarse de que las estructuras sean
estructuras tridimensionales minimizadas en cuanto energia y orientacion.
4) Utilizar las otras configuraciones y opciones en el panel para configurar e iniciar un

trabajo del docking de ligandos.

b. Desmond

Desmond es un programa de dinamica molecular de solventes explicitos desarrollado
por D. E. Shaw Research. (Bowers et al., 2006; Desmond Molecular Dynamics System, version
4.2, D. E. Shaw Research, New York, 2015). Es compatible con muchas de las caracteristicas
mas buscadas en un programa moderno de dinamica molecular, ademas este incluye:

e Ejecucion altamente escalable en CPU y GPU

e Simulaciones explicitas de solventes con condiciones de contorno periddicas
empleando cajas de simulacién cubicas, ortorrombicas vy triclinicas.

e El octaedro truncado y el dodecaedro rombico se apoyan a través de sus analogos
triclinicos.

e Soporte para acoplamiento de presion isotropico, semi-isotropico y anisotropico

e Eliminacion de fuentes de error numérico, lo que permite calculos precisos y rapidos.

e Realiza restricciones para eliminar movimientos de alta frecuencia y asi permitir pasos
de tiempo mas largos

e Calculo eficiente de la presion

La resolucion de problemas implica el uso de gran variedad de técnicas de
modelamiento molecular, por lo que la integracion de Desmond en la principal suite de

modelado molecular de Schrodinger para el desarrollo de farmacos.
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2.6.4.2 UCSF Chimera

UCSF Chimera ha sido desarrollado por UCSF Resource for Biocomputing, Visualization, and
Informatics (RBVI) en la Universidad de California, San Francisco. Es un programa para la
visualizacion interactiva y el analisis de estructuras moleculares pequefias y grandes (Figura
20). Esta disponible de forma gratuita para uso no comercial. Usuarios comerciales, consulte
Licencias comerciales de Chimera (“UCSF Chimera Home Page,” n.d.).

Chimera fue disefiado con la extensibilidad como objetivo principal. También posee una
amplia variedad de plataformas e incluye una calidad grafica de vanguardia ademas de
representaciones interactivas de bola y palo (ball-and-stick), relleno de espacio, cinta y
superficies solidas. Chimera es accesible para los usuarios de todos los niveles ya que ofrece
una interfaz grafica de menu / ventana y una interfaz de linea de comandos (Pettersen et al.,
2004). Este programa ha sido desarrollado con lenguaje de programacion Python, el cual es
un lenguaje de programacion facil de aprender y muy legible. Python es interpretado, es bueno

para un rapido desarrollo y depuracion.

UCSF Chimera

Fie Select Actions Presets Tools Fayoriies Help

Figura 20. Interfaz gréafica de Chimera.
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2.6.4.3 SmilLib v2.0

SmiLib v2.0 es una herramienta que posee una interfaz grafica de usuario que ha sido
disefiada para crear rapidamente bibliotecas combinatorias en formato SMILES. Una biblioteca
combinatoria es un conjunto de moléculas creadas por reacciones virtuales de los nombrados
bloques de construccion (building blocks) con moléculas de andamio (scaffold).

Los andamios estan representados por moléculas que contienen grupos R, sitios de
variabilidad. Esos scaffold reaccionaran de manera virtual con building blocks, pequenas
moléculas.

SmiLib v2.0 emplea SMILES (Simplified Molecular Input Line Entry System) la cual es
una nomenclatura simple que posee una notacién de linea para representar moléculas
desarrolladas. Los SMILES usan caracteres y numeros colocados en cadena, una linea de
texto, para describir moléculas. El formato SMILES es muy util de manejar con fines
bioinformaticos e intercambio de datos informaticos (Schiller & Haehnke, 2006).

Es muy importante sefalar que SmilLib no realiza reacciones quimicas reales. No toma
en cuenta las caracteristicas quimicas de las reacciones, sino que simplemente concatena
moléculas scaffold y building blocks mediante enlaces simples, independiente de que esto se
pueda realizar o no en un laboratorio.

Las ventajas de SmiLib son su simplicidad, alta flexibilidad en la construccion de
bibliotecas combinatorias y su alta velocidad de construccion de bibliotecas. La biblioteca
combinatoria se crea concatenando cadenas de SMILES (Schiiller, Hahnke, & Schneider,
2007).

SmiLib v2.0 emplea 3 tipos de entradas de moléculas: andamios (scaffolds),

enlazadores (linkers) y bloques de construccién (building blocks), donde los linkers funcionan
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como uniones entre los scaffolds y los building blocks, tal como lo esquematiza la Figura 21.

La molécula resultante es producto de la fusion de los 3 tipos de entradas.

BB, BB,
Scaffold

Figura 21. Esquema de un producto de una reaccion virtual, BB

denota un bloque de construccion (building block) y L denota un

enlazador(linker). Fuente: Tomado de (Schiiller et al., 2007).

SmiLib enumera bibliotecas combinatorias por medio de scaffolds, linkers (L1 y L2) y
bloques de construcciéon (BB1 y BB2). SmiLib v2.0 ademas de emplear SMILES normales,
([R1], [R2], [R3], etc.) como etiquetas para los sitios de variabilidad, usa [A] como etiqueta para
los sitios donde se va a producir la unién (la Figura 22 muestra un ejemplo representativo). Un

sitio de unién es parte de la molécula, que se unird a un andamio o enlazador (Schdller et al.,

A
o \

2007).

Linker Building block Producto Intermedio
[AJO[R1] [AJC1CCCCCt [AJ0%10.C1%10CCCCC1
+

O—N N— <€—— R—N N——
Producto de reaccién Scaffold

Figura 22. Ejemplo de una reaccion virtual junto con sus respectivos SMILES. Fuente: Tomado de (Schiller et al., 2007).

50



Los building blocks son unidos a los linkers concatenando el sitio de union [A] del
building block con el sitio de variabilidad [R1] del linker. Los linkers se unen con los scaffolds
a través de la concatenacion del sitio de union [A] del linker con un sitio de variabilidad ([R1],

[R2], etc.) del scaffold.

2.6.4.4 molSimplify

Software elaborado por el laboratorio de Kulik, ademas de ser miembros del programa
Centro de Ciencias e Ingenieria Computacional y Biologia de Sistemas Computacionales
(CSBi) (“hjkgrp.mit.edu | Kulik group at MIT,” n.d.); molSimplify es un software de cédigo gratis
para el publico basado en Python y creada para facilitar el cribado de complejos de metales
de transicion (TMC). Entre la linea de comando, la GUI y la interaccion mas avanzada con
Python, algunas de las caracteristicas que incluye molSimplify son las siguientes:

a) Generacion / manipulacién avanzada de estructuras:

e Cualquier geometria de coordinacion + centro de metal mononuclear

e Centros personalizados

e Colocacion de estructuras sobre losas

e Mas de 150 ligandos incorporados + capacidad para agregar ligandos personalizados
e Funcionalizacion de ligando

e Optimizaciones del campo de fuerza

e Manipulacién + conversion de tipo de archivo de estructuras existentes
b) Predicciones de redes neuronales artificiales a partir de gréficos de
conectividad:

e Estructuras dependientes del estado de giro

e Energias desintegradoras
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e Energias HOMO/LUMO
e Potenciales redox

e Energias de formacién oxo

Este software viene por defecto con aproximadamente 160 ligandos incorporados y un
administrador para modificarlos. Ademas de ellos apoya el suministro de ligandos que uno
proporcione como SMILES o en algun formato de moléculas 3D (“molSimplify Tutorial 10:

Adding ligands to molSimplify | hjkgrp.mit.edu,” n.d.).

2.6.4.5 Supercomputador MANATI

Es un sistema computacional de alto rendimiento empleado para apoyar a la
investigacion cientifica en el Peru, las cuales necesiten trabajar con grandes volumenes de
informacion y de esta forma aminorar el tiempo computacional de calculo que tardaria si se
trabajase con una laptop habitual de escritorio. Esta se encuentra conformada por 10 nodos
principales distribuidos en un nodo principal o coordinador y 9 nodos de procesamientos (6
graficos y 3 numéricos) ademas de un sistema de almacenamiento (STORAGE).

La configuracion de este tipo de equipos se suma al momento de hacer un
procesamiento distribuido, que consiste en procesar una tarea en 2 o0 mas nodos o servidores,
y el procesamiento paralelo se podria hacer en cada nodo internamente, porque cada nodo
dispone de 28 nucleos de CPU tanto como tarjetas graficas (IIAP, 2021). La Figura 23 muestra

de forma general la estructura del supercomputador MANATI.
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Y el storage (almacenamiento) actualmente tiene la capacidad de 144 TB que es
empleado para almacenar los procesos de los datos que se procesan en el momento,

posteriormente se eliminan para liberar espacio a medida que se congestiona (liap, Y, & C,

2018).
T B e B T B R e ]
Nodo principal 1 | CPU Intel Xeon E5-2680 v4 (1.2992 TERAFLOPS PS) :
i | CPU Intel Xeon E5-2680 v4 (1.2992 TERAFLOPS PS) + GPU Tesla k80 (5.6 TFLOPS PS, 1.87 TFLOPS PD) I
[ CPU Intel Xeon E5-2680 v4 (1.2992 TERAFLOPS PS) + GPU Tesla k80 (5.6 TFLOPS PS, 1.87 TFLOPS PD) ]
Nodos de [ CPU Intel Xeon E5-2680 v4 (1.2992 TERAFLOPS PS) + GPU Tesla k80 (5.6 TFLOPS PS, 1.87 TFLOPS PD) }
procesamiento
gréfico l CPU Intel Xeon E5-2680 v4 (1.2992 TERAFLOPS PS) + GPU Tesla k80 (5.6 TFLOPS PS, 1.87 TFLOPS PD) I
l CPU Intel Xeon E5-2680 v4 (1.2992 TERAFLOPS PS) + GPU Tesla k80 (5.6 TFLOPS PS, 1.87 TFLOPS PD) |
I CPU Intel Xeon E5-2680 v4 (1.2992 TERAFLOPS PS) + GPU Tesla k80 (5.6 TFLOPS PS, 1.87 TFLOPS PD) I
Nodos de [ CPU Intel Xeon E5-2680 v4 (1.2992 TERAFLOPS PS) |
poresamicore & | CPU Intel Xeon E5-2680 v4 (1.2992 TERAFLOPS PS) |
numerico ]
] CPU Intel Xeon E5-2680 v4 (1.2992 TERAFLOPS PS) |
Almacenamiento STORAGE

Figura 23. Estructura del MANATI. Tomado de (IIAP, 2021).

Para solicitar el acceso al cluster HPC MANATI es necesario tener ciertos requisitos
minimos en cuanto a conocimiento basico de Linux, pues este trabaja en un sistema operativo
Linux distribucion Centos 7. Ademas de completar un formulario de solicitud completando su
informacion solicitada ademas los motivos por los cuales necesita trabajar con este cluster

HPC. El link del formulario es el siguiente: https://goo.gl/v83Yiy

2.6.5 Limitaciones e interferentes en los softwares computacionales

En este punto es muy importante tener presente que los estudios de docking no son
estudios definitivos en los cuales se pueda afirmar que una molécula, al obtener un docking
score bueno y presentar una energética termodinamica favorable y espontanea, se muestre

como una propuesta a farmaco idénea. Por esta razén en muchas ocasiones las revistas de

53



mediano-alto impacto piden estudios complementarios, por ejemplo, estudios de dinamica
molecular, donde se considera la fluctuacion temporal donde incluso se podrian ver qué
candidatos a farmacos al interactuar con el blanco proteico presentan interacciones que se
debilitan con el tiempo, hasta el punto de considerarse que esa molécula va a ser rechazada
y la reaccién de disociacion va a ser mayor a comparacion de la asociacion. Muchas veces
incluso no se conforma con estos estudios, sino que se pretende estudiar si este acoplamiento
molecular ha inducido un desplegamiento en la proteina o una desnaturalizacion estructural, e
incluso en ocasiones se induce una compactacion estructural de la proteina con respecto a su
estado nativo.

Hay que recordar que las proteinas no son objetos estaticos y tienen un comportamiento
altamente dinamico y justamente esa dinamica esta asociada con la flexibilidad o rigidez
estructural muy ligada con su funcién biolégica.

Otro punto a tener presente es la presencia de moléculas de agua en el sitio activo,
existen diferentes estudios que afirman que se obtendria una mayor precision en cuanto al
modo de unién de las moléculas, cuando se incorporan moléculas de agua en un rango de 5A,
sin embargo, también es importante considerar que el incorporar moléculas de agua
posiblemente ocasionaria que disminuyan las conformaciones del ligando que se va a acoplar
y por eso no las incorporan, ademas de mencionar que su incorporacion se realizara post
docking en la dinamica molecular lo cual tiene una razonable justificacion (Ballon & Grados,
2019). Por esta razén muy pocos grupos de investigacion en el mundo realizan un analisis tan

minucioso en los estudios de docking molecular.
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CAPITULO lIl: PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Propuesta metodologica

Se propone construir una biblioteca virtual de estructuras a partir de una lista de
fragmentos bioisdsteros que se emplearan para modificar la molécula N3 (Figura 24). Asi
mismo, se pretende encontrar posibles candidatos a farmacos para el SARS-CoV-2
empleando herramientas computacionales y principios de Quimica Medicinal. Se realizara un
virtual screening de toda la biblioteca virtual generada, de esta manera se conseguiran
moléculas con mejor interaccion en el sitio activo del blanco proteico (proteasa MP™).

Posteriormente se procederan a metalar con galio las mejores estructuras que posean
mejor docking score. A estos complejos generados se les realizara un docking molecular,
donde a los complejos con mejor grado de acoplamiento les evaluara el cumplimiento de la
regla de Lipinski y aquel complejo con mayor grado de probabilidad de inhibicion frente a la
MP se le realizara un analisis mas a fondo, es decir, se ejecutara una dinamica molecular para
ver su comportamiento en el tiempo.

La metodologia experimental que se desarrollara en este trabajo de investigacion se
basara en siete etapas:

e Elaboracion de la biblioteca virtual de estructuras.

e Preparacion de ligandos en Google Colaboratory, proteina en Chimera 1.15 y
AutoDockTools y virtual screening en MANATI.

e Preparacion previa al virtual screening de la proteina y los ligandos en
Schrédinger.

e Virtual screening en Schrodinger.

o Metalado de los mejores ligandos obtenidos del virtual screening.

e Docking molecular de las moléculas metaladas.
55



e Dinamica molecular

3.1.1 Etapa 1: Elaboracién de la biblioteca virtual de estructuras

3.1.1.1 Generacion de la lista de fragmentos bioisostéricos para la

modificacion de la molécula N3

Figura 24. Inhibidor N3 de MP™,

En esta etapa se busca reemplazar con fragmentos bioisostéricos, puntos especificos
de la estructura N3 para su modificacion.
Para ello se busca en primer lugar generar una lista de posibles reemplazos, utilizando

la base de datos SwissBioisostere (http://www.swissbioisostere.ch/), la cual es un sitio web

que provee fragmentos moleculares bioisostéricos muy empleados en Quimica Medicinal, que
son utiles para la seleccion de compuestos en el disefio de farmacos. Esta base de datos nos
permite principalmente dos consultas (Wirth, Zoete, Michielin, & Sauer, 2013):

(1) Obtener una gama de posibles reemplazos para una estructura.

(2) Conocer detalles sobre un reemplazo estructural particular de interés.

Una vez obtenidos los posibles fragmentos, se procedera a descargarlos en formato

SMILES, y se les guardara en una hoja de editor de texto empleando el programa Notepad++.
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En la Figura 25 se presenta el primer fragmento que sera sustituido por una familia de

bioisdsteros utilizando la base de datos SwissBioisostere.

Figura 25. Primer fragmento seleccionado que sera reemplazado por la
lista de bioisOsteros generada en la base de datos SwissBioisostere.

3.1.1.2 Generacion de estructuras modificadas del N3 a partir de la lista de

bioisésteros obtenida.
Se utilizara el programa SmiLib v2.0, el cual es un software libre e independiente, por

lo tanto, no se requiere pagar una licencia por su uso.
SmiLib nos permitira enumerar nuestra biblioteca virtual mediante la notacién SMILES
la cual es flexible y manipulable. Este proceso de combinacion tardara apenas 1-3 segundos

debido a que SmiLib enumera bibliotecas combinatorias a velocidades de aproximadamente

9.00.00 moléculas por minuto en computadoras rapidas.
Este proceso consta de las siguientes etapas:

Graficar el inhibidor N3 empleando un programa para representacion su representacion

l.
gréfica. En este caso se emplearon los programas MarvinSketch y ChemDraw para las

representaciones y obtencion es del cédigo SMILE.
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Il. El programa SmiLib v2.0 cuenta con 3 entradas: Scaffolds, Linkers, y Building Blocks.
En la entrada Scaffolds se introducira el SMILES del N3 sin considerar el fragmento que
sera reemplazado (esto se consigue empleando el MarvinSketch o el ChemDraw). En la
entrada Linkers se seleccionara la casilla “use empty LinKer” para enlazar el N3 con los
fragmentos bioisostéricos. Finalmente, en la ultima entrada Building Blocks, se
introduciran todos los SMILES obtenidos de SwissBioisostere.

lll. Se seleccionaran las variables de control: enumerate complete library, show Library,
save as File.

IV. Se seleccionara la opcién para guardar el en formato SMILES, y finalmente la opcién
“‘enumerate” que hara que comience el proceso de generacion de SMILES. Este
procedimiento se debe realizar para cada una de las seis restantes modificaciones. Con
esto se conseguira una biblioteca virtual aun mas grande que posteriormente servira
para realizar un virtual screening (analisis computacional de nuestra biblioteca virtual,
con el objetivo de seleccionar un numero limitado de candidatos que posean un buen

acoplamiento molecular, y una adecuada actividad biolégica sobre el MP™),

3.1.2 Etapa 2: Preparacién de ligandos en Google Colaboratory, proteina en Chimera

1.15 y AutoDockTools y virtual screening en MANATI
3.1.2.1 Preparacion de los ligandos

Se realizara en el entorno de Google Colaboratory por ser una plataforma de acceso
gratuito y que en estos ultimos afios esta tomando gran importancia, ya que actualmente se
vienen implementando programas complejos a esta plataforma, como lo son la dinamica
molecular, programas de visualizacion de docking molecular, incluso se ha creado una version

del programa AlphaFold2 (Mirdita, Ovchinnikov, & Steinegger, 2021).
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Para ello se piensa emplear las maquinas virtuales gratis que proporciona este entorno, los
pasos a seguir que se emplearan seran los siguientes:
e Se activara el empleo de GPU por parte de este entorno

e Se instalaran librerias como pandas para la visualizacion y Open Babel para el cambio
de coordenadas de las moléculas creadas en mi biblioteca virtual

e Las moléculas se subiran a esta plataforma en formato .smi y se convertiran a formato
.sdf en coordenadas 3D y cualquier WARNING sera eliminado

e Posteriormente se convertiran a formato .mol2 y protonadas

e Seran optimizada empleando el campo de fuerza MMFF94 con 20000 pasos y se

convertiran a formato .xyz empleando un pH=7.4

e Estas moléculas en formato .xyz optimizadas seran separadas y convertidas en

formato .pdbaqt, listas para MANATI.

3.1.2.2 Preparacion de proteina

Como blanco se utilizara la proteasa MP™, esta sera descargada del PDB (protein data

bank: https://www.rcsb.org/ ). Esta estructura presenta el codigo PDB ID 6W63, una resolucion

de 2.10 A, Rfree de 0.221, Clashscore igual a 4, Ramachandran outliers de 0.3%, Sidechain
outliers de 3.8 % y RSRZ outliers de 0.3 % (Mesecar, 2020). Esta informacion se aprecia en

la Figura 26.

59


http://www.rcsb.org/

Metric Percentile Ranks Value

Rfree NN (j— 0.221
Clashscore N I 4
Ramachandran outliers NN M 0.3%
Sidechain outliers NN I 3.8%
RSRZ outliers NN 0.3%
Worse Better

0 Percentile relative to all X-ray structures

[ percentile relative to X-ray structures of similar resolution

Figura 26. Parametros de validacion de la proteina cristalizada. Fuente: Tomado de (Mesecar, 2020).

La Figura 26 presenta una rango de color que va del rojo al azul. Conforme estos
parametros se encuentren en el lado azul podemos identificar que se trata de un cristal bueno,
en caso contrario, si se encuentra mas orientado al lado rojo se afirmara que es un cristal no
tan bueno.

Esta proteina cristalizada (6W63) se ha seleccionado ya que no presenta ningun
inhibidor unido mediante un enlace covalente, situacion que dificultaria el trabajo. Ademas, por
los pardmetros antes mencionados y su resolucién de 2.10 A que se considera buena.

La preparacion de la proteina se realizara empleando los programas UCSF Quimera 1.15 y
AutoDockTools. Como primer paso, las moléculas de agua seran removidas del blanco, asi
como los ligandos presentes usando USCF Quimera 1.15, posteriormente se guardara en
formato .PDB que sera exportado a AutoDockTools, donde se adicionaran los hidrogenos
polares que nos permitiran determinar cargas, se retirara los hidrogenos no polares y
adicionaran las cargas de tipo Kollman segun el protocolo seguido en (El-hachem, Haibe-

kains, Khalil, Kobeissy, & Nemer, 2017)
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3.1.3 Etapa 3: Preparacion previa al virtual screening de la proteina y los ligandos en

Schrédinger
3.1.3.1 Preparacion de la proteina

Con el programa Schrodinger 2020-3 se importara la proteina (ID 6W63 .PDB) donde
se empleara el modulo de Schrédinger llamado “Protein Preparation Wizard”. Para acceder a
este modulo se seleccionaran los siguientes comandos seguidos uno a continuacion del otro:
Task—Browse —Protein Preparation and Refinement— Protein Preparation Wizard.
Posteriormente se procedera a realizar el preprocesado de la estructura del espacio de trabajo

asignando las condiciones apropiadas al blanco, las mismas que se aprecian en la Tabla 5:

Tabla s

Condiciones a emplearse en el preprocesamiento

Condiciones para el preprocesado del blanco

Asignar ordenes de enlace

Usar base de datos CCD

Adicionar hidrégenos

Crear orden de enlace a el metal cero

Convertir selenometioninas a metioninas

Completar las cadenas laterales faltantes con Prime

Completar los bucles que faltan con Prime

Generar diferentes estados para los heteroatomos a pH 4.7

Seguidamente procedera a correr el programa mediante la opcion Preprocess. Una vez
el procesado haya terminado, en el job monitor, aparecera que el proceso termino
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satisfactoriamente y se procedera a refinar, asignandole otras condiciones al blanco (proteina),

como el campo de fuerza y uso de PROPKA (vere Tabla 6):

Tabla 6

Condiciones a emplearse en el refinamiento

Condiciones para la refinacion del blanco

Use PROPKA ajustado a pH 7.4

Seleccionar el campo de fuerza OPLS3e

Finalmente se seleccionara “Optimizar’ y “Minimizar respectivamente”, de esta manera

el blanco estara completamente preparado conteniendo todos los atomos de hidrégenos

asignados apropiadamente, sin ninguna cadena perdida y sin bucles faltantes (missing loops).

Adicionalmente también se trabajara con la proteina ID 6LU7 .PDB (que es la proteina

de donde se encuentra el inhibidor N3 unido covalentemente a MP™), esto se hace porque

existe la posibilidad de que después del virtual screening en MANATI, haya moléculas que

presenten un comportamiento semejante a N3 y se enlacen covalente a MP™ en su sitio activo,

es por eso la necesidad de pensar en un docking no solo de caracter no covalente, sino que
también covalente.

En este ultimo caso se escindira el enlace covalente entre N3-MP© segun el
procedimiento general de un docking covalente mostrado en (Zhu et al, 2014), para
posteriormente realizar el docking, ademas se emplearan las condiciones ya reportadas en
trabajos actuales, como las coordenadas de la malla de acoplamiento (GRID), (X, Y, Z) = (-
10.4, 12.23, 68.7), adicionalmente se considerara un mecanismo de adicién de Michael (Teli,

Shah, & Chhabria, 2021).
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3.1.3.2 Preparacion de los ligandos

Para la preparacion de los ligandos se empleara el software Schrédinger 2020-3. Se
empleara el médulo de Maestro llamado “LigPrep”. El principal objetivo de LigPrep es tomar
estructuras 2D o 3D y producir las correspondientes estructuras 3D de baja energia para su
uso en estudios computacionales posteriores. Los archivos de entrada y salida para trabajarse
pueden estar en formato SD o Maestro. Para acceder a este mddulo, se seleccionaran los
siguientes comandos seguidos uno a continuacion del otro: Task—Browse —Ligand
Preparation and Library Desing— LigPrep.

Posteriormente, se procedera a seleccionar todos ligandos desde el Workspace
Navigator hacia el Workspace empleando el comando “Use structures from: Workspace
(included entries)”. Una vez realizado este paso se les dara a los ligandos todas las

condiciones apropiadas, de la Tabla 7:

Tabla7

Condiciones a emplearse en el médulo

Condiciones para el médulo LigPrep

Seleccionar el campo de fuerza OPLS3e

Generar posibles estados en el blanco a pH: 7.4

utilizando Epick

Desalar

No generar tautémeros

Formato de salida “Maestro”
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Seguidamente se procedera a correr el programa mediante la opcion Run. Esto hara
que todas las moléculas se encuentren en una adecuada energia para posterior paso que

seria el virtual screening.

3.1.4 Etapa 4: Virtual screening en Schrodinger

3.1.4.1 Creacién del grid (malla) para el posterior docking

Una vez terminado de preparar los ligandos y el blanco proteico se procedera a ejecutar
el virtual screening. Se utilizara el modulo Glide, el cual en primer lugar nos permitira construir
el grid (malla donde se van a posicionar las particulas/atomos). Para acceder a este mddulo
se seleccionaran los siguientes comandos seguidos uno a continuaciéon del otro:
Task—Browse —Glide— Receptor Grid Generation. Glide (Grid-based Llgand Docking with
Energetics) busca interacciones favorables entre una o mas moléculas de ligando tipicamente
pequefas y una molécula receptora tipicamente mas grande, un blanco proteina. La forma y
las propiedades del receptor se representan en una cuadricula por varios conjuntos diferentes
de campos que proporcionan una puntuacion de las poses del ligando. Mediante el empleo de
las opciones que te permite usar Glide se logra determinar la posicion y el tamafio del sitio
activo tal como estara representado por cuadriculas de receptores y configurar restricciones
de Glide. Se seleccionara en ajustes avanzados el campo de fuerza OPLS3e, ademas de des
seleccionar la opcion “Pick to identify the ligand”, esto se hace porque no seleccionaremos un
ligando que se encuentre en el Workspace junto al blanco para ayudarnos a ubicar la posicion
del sitio de union catalitico, porque nuestro blanco estd completamente limpio (sin ninguna
molécula de agua, sin ningun cofactor, grupos prostéticos o ligandos). Posteriormente Glide
nos ofrece la opcidn de insertar las coordenadas para crear la caja cerrada donde los ligandos

dockeados se encontraran confinados, sin embargo, este no es el caso. Se insertaran los
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residuos cercanos a el sitio de union catalitico, utilizando la opcion “centroide de residuos
seleccionados” donde se especificaran los residuos(aminoacidos) siguientes: His41, Cys145,
GIn189, Thr26, Asn142, Leu27, Met165, Arg188 y Glu166. Después de haber insertado los
aminoacidos anteriores, se definira la longitud del cubo interno y externo que maneja
Schrédinger 2020-3, siendo estas de 10 A y 30 A respectivamente. Finalmente se seleccionara

la opcion “run” que hara que se logre conseguir el grid. Esto hara que se genere un archivo

.Zip.

3.1.4.2 Ejecucion del virtual screening

En esta etapa se realizara el docking molecular, empleando el modulo Glide, al cual se
accedera utilizando las siguientes direcciones:Task—Browse —Glide— Ligand Docking. En
donde se importara el archivo generado en la etapa anterior en formato .zip

Seguidamente, se seleccionara la opcion de SP (standard precision). En opciones
avanzadas se seleccionara el campo de fuerza OPLSe3, ademas de ello se utilizara 1 pose
por ligando. Finalmente se seleccionara la opcion “run” para ejecutar el virtual screening y se

conseguira obtener la lista compleja de ligandos ordenados en funcion a su docking score.

3.1.5 Etapa 5: Metalado de los mejores ligandos obtenidos del virtual screening

En esta parte se procedera a metalar con galio los cinco ligandos con mejor docking
score obtenidos en la etapa anterior. Para este propdsito se empleara el programa molSimplify
el cual nos proporciona alrededor de 160 ligandos que se encuentran incorporados en el
programa. Sin embargo, también se da la opcion de que nosotros suministremos nuestros
propios ligandos como SMILES, y esta opcion es la que se empleara para nuestro proposito.

Estos SMILES metalados se obtendran en la terminal del sistema operativo Ubuntu. Para este
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proposito, se digitaran una serie de lineas de comandos en dicha terminal. Una vez obtenidos
estos complejos metalados con galio ya se podran visualizar las estructuras en un visualizador
de graficos 3D, en este caso se empleara el software IQmol, desde donde se guardaran las
estructuras en formato .mol2, posteriormente se les aplicara la regla de Lipinski muy empleada
en Quimica Medicinal. Finalmente se utilizara el programa Open Babel, que permitira
transformar esos archivos en formato .mol2 a .sdf que seran leidos en el programa Schrédinger

2020-3 .

3.1.6 Etapa 6: Docking molecular de las moléculas metaladas

En esta etapa se realizara un ultimo docking molecular esta vez para las moléculas
metaladas con Ga. Antes de realizar el docking molecular, se evaluara el cumplimiento de la
regla de Lipinski para los ligandos metalados y posteriormente se debera importar los archivos
antes mencionados al programa Schrédinger 2020-3 donde realizara el docking molecular con
todas las consideraciones mencionadas anteriormente (preparacion de ligandos y blanco
proteico). Esto permitira que se realice un analisis de los mejores complejos de galio que se

acoplen al blanco proteico.

3.1.7 Etapa 7: Dinamica Molecular

Se efectuara la dinamica molecular de aquella molécula que tenga mejor afinidad de
inhibicidon respecto a la proteasa MP™, empleando el médulo Desmond de Schrédinger. La

Figura 27 y 28 muestran un resumen de forma general de la metodologia a emplearse.

66



Inhibidor N3

i. Generaracion de lista de fragmentos
bioisosteros para modificar la molécula N3
(Base de datos SwissBioisostere)

ii. Generacion de estructuras modificadas del
N3 con la lista de bioisosteros de i)
(Programa SmiL.ib-v.2)

Biblioteca virtual de
ligandos

i.Preparacion de ligandos en
Google Colaboratory
ii. Importar biblioteca virtual

de ligandos [

Proteina previamente preparada]
-

MP™ del SARS-CoV-2 (*)

4—[ Aplicacion de MANATI']

Ligandos con mejor
Docki

ng Score ]

4—(Aplicacic’>n Schrodinger 2020-3]

[Proteina MP™ del SARS-CoV-2 ]

ID 6LU7 (.PDB)

* Condiciones a emplear:

i. Escindir enlace covalente con N3

ii. Aplicacion del mddulo Protein Preparation Wizard

iii. Aplicacion del modulo LigPrep para el ligando escindido
iv. Formato de salida maestro

[ Interaccion de ligandos ]

con MP preparada

i.. Ejecutar Virtual screening para
docking no covalente y covalente
(Programa Schrddinger 2020-3)

Hits computacionales

[ con mejor D

ocking Score ]

i. Metalar ligandos con Ga(Programa molSimplify)
ii.Evaluar el cumplimiento de la regla de Lipinski
iii. Docking Molecular

[Anélisis de mejore

s complejos de Ga]

Figura 27. Diagrama de metodologia.

(*) Revisar procedimiento para la preparacion del blanco MP™
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MP™ del SARS-CoV-2 PDB
ID 6W63 (.PDB)

Aplicacion de UCSF
Quimera 1.15

*Condiciones a emplear:

i. Eliminar moléculas de agua

ii. Exportar en formato .pdbqt

iii. Importar al programa
AutoDockTools

MP™ purificada
Aplicacion de
< AutoDockTools

*Condiciones a emplear:

i. Adicién de hidrogenos polares
ii. Retirar hidrogenos no polares

iii. Adicionar cargas de Kollman

ix. Formato de salida .pdbqt

Proteina preparada
para virtual screenign

Figura 28. Preparacion de la proteina M P’ para la ejecucion del virtual screening.

3.2 Riesgos del proyecto de investigaciéon y plan de accion para mitigar sus efectos

El enfoque de este trabajo de investigacion es realizado in silico, por lo tanto, se
resaltan las propiedades que ofrece como lo son el ahorro de tiempo y dinero durante las fases
preclinicas y clinicas.

Sin embargo, el manipular gran cantidad de moléculas de una biblioteca virtual en
ocasiones resulta dificultoso, mas por la necesidad de tener herramientas computacionales
actualizadas, como el caso de una computadora muy potente. Por ello se requerira
necesariamente trabajar en el sistema operativo Linux, esto se requiere porque la velocidad
de ejecuciéon de los programas empleados es mas rapida a comparacion de trabajar en

Windows. Debido a ello se requerira realizar una particion del disco de la computadora a
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trabajar. Adicionalmente cabe mencionar que también es factible emplear softwares que
simulan el sistema operativo Linux, como por ejemplo el VirtualBox.

Para el filtrado de los compuestos generados virtualmente en caso no se cuente con
una computadora eficiente, se podra emplear Colaboratory, también llamado “Colab”, el cual
te permite el acceso a maquinas virtuales gratis, con una alta potencia para la ejecucion en el

empleo de bases de datos, utilizado para fines cientificos o de investigacion.

3.3  Materiales y procedimiento experimental

3.31 Equipo
3.2.1.1 Archivos en diferentes formatos

e Archivo de la proteina (ID 6W63) en formato .PDB

e Fragmentos bioisosteros en formato SMILES y .SDF

3.2.1.2 Hardware y Softwares

e Computadora con dual boot en el sistema operativo Windows 10 y Linux.

e Editor de textos y de codigo fuente Notepad++: https://notepad-plus-plus.org/

e USCF Chimera: http://www.cgl.ucsf.edu/chimera/

e |Qmol: http://igmol.org/

e Avogadro: https://avogadro.cc/

e Marvin JS: https://marvinjs-demo.chemaxon.com/latest/demo.html

e ChemDraw: https://perkinelmerinformatics.com/products/research/chemdraw/

e Schrddinger: https://www.schrodinger.com/
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e molSimplify: http://hjkgrp.mit.edu/

e SmiLiv v2.0: http://melolab.org/smilib/

3.3.2 Etapa 1: Elaboracion de la biblioteca virtual de estructuras

Se partié del inhibidor N3, al cual se le tomaron 7 zonas de la molécula para las
respectivas modificaciones estructurales, en las Figuras 29-35 se presentan los puntos
representativos, donde se ha encerrado con un circulo dichos fragmentos que se

intercambiaron por grupos bioisostéricos.

Figura 30. Segundo fragmento a intercambiar por grupos bioisostéricos.
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Figura 31. Tercer fragmento a intercambiar por grupos bioisostéricos.

H}
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Figura 32. Cuarto fragmento a intercambiar por grupos bioisostéricos
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Figura 33. Quinto fragmento a intercambiar por grupos bioisostéricos.
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Figura 34. Sexto fragmento a intercambiar por grupos bioisostéricos.

CHy

Figura 35. Séptimo fragmento a intercambiar por grupos bioisostéricos

Se mostrara el procedimiento que se desarrolld para la primera modificacion, para los

restantes, se procedi6é de manera analoga.
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Se comenz6 modificando el 5-metilisoxazol de la parte izquierda de la estructura
(primera modificacion).
Al dibujar este fragmento en la base de datos SwissBioisostere, se obtuvieron 427

entradas, como lo muestra la Figura 36.

Showing 1 1o 20 of 427 entries

Show! 20 ~ lenties First | (Previous | [@) (2] (3) (4) (S) (Nem
Replacement Activity Frequency Score # Better # Equal # Worse 4 logP L WPSA amw R group distance
R1 [
© . 53 081 25 19 E) 079 26.03 498 832
R1 [
N™ = 48 074 10 29 o 005 1314 399 629
|
. =
R1 =
l = I 40 079 9 24 7 04 -1314 -399 7.69
= [
T N
B 38 068 s 22 1 015 1314 399 1092
X N'/
=

Figura 36. Lista de fragmentos obtenida con el programa SwissBioisostere (427 entradas).

Los siguientes pasos fueron realizados:

1) Click derecho — Ver codigo fuente de pagina (Figura 37, muestra el cédigo fuente).

<head>

<meta http-equiv="Content-Type" content="text/html; charset=IS0-8859-1"/>
<neta http-equiv="CACHE-CONTROL" CONTENT="NO-CACHE"/>

<meta name="author® content="Matthias Wirth">

<title>SwissBioisostere - A database of molecular replacements</title>

<link rel="stylesheet"” href="css/fragStyle.css" type="text/css" />
<link rel="stylesheet" href="css/sib.css" type="text/css" />

<link rel="stylesheet" href="css/ExportFunc.css" type="text/css" />
<link rel="stylesheet" href="css/footer.css" type="text/css" />
<link rel="stylesheet" href="css/loadingData.css" type="text/css" />

<style type="text/css" title="currentStyle">
@import "DataTables-1.9.6/extras/TableTools/media/css/TableTools.css";
</style>
<style type="text/css" title="currentStyle">
@import “"DataTables-1.9.6/media/css/mod_page.css”;
@import “DataTables-1.9.0/media/css/mod_table.css”;

</style>
<!--[if lte IE 8]><script language="javascript" type=“text/javascript" src="flot/excanvas.min. js"></script><![endif]-->
<!-- <script type="text/javascript® src="DataTables-1.9.0/media/js/jquery.js"></script> -->

<script src="//ajax.googleapis.com/ajax/libs/jquery/1.10.2/jquery.min.js"></script>
<script>window. jQuery || document.write('<script src="js/libs/jquery-1.10.2.min.js"><\/script>')</script>

<script type="text/javascript” src="flot/jguery.flot.js"></script>

<script type="text/javascript” src="flot/jquery.flot.selection.js"></script>

<script type="text/javascript" src="DataTables-1.9.0/media/js/; T 15"></script>

<script type="text/javascript" src="DataTables-1.9.0/media/js/dataTables.fnGetFilteredData.js"></script>
<script type="text/javascript® src="js/email details.js"></script>

<script type="text/javascript® src="js/spin.min.js"></script>

<script type="text/javascript® src="marvindjs/js/webservices.js"></script>

Figura 37. Cédigo fuente de la pagina de la lista de fragmentos.

73



2) Se copio el contenido de toda la pagina (Ctrl + A) en un editor de texto, al cual se le
llamo: ejemplo.ixt.
3) Abrir el terminal y ubicar la carpeta donde esta ejemplo1.txt.

4) Digitar en el terminal: grep "javascript:lookupRepl" ejemplo1.txt. Esto es para buscar

los SMILES (debido a que los SMILES estan cercanos a esa palabra clave).

Figura 38. Visualizacion del archivo ejemplol.txt donde se resaltan las zonas que no son necesarias y

se eliminaran.

La Figura 38 muestra las zonas que se eliminaran, para la obtencién solo de la notacion
SMILES de las moléculas de interés.

De esta manera se obtuvo los SMILES. Sin embargo, todavia se tenia contenido que
no era de nuestro interés, el cual se observa en los rectangulos de color amarillo, por esta
razén procederemos a eliminarlo. Primero se elimind el contenido del rectangulo de la parte
izquierda y de manera analoga se hizo para eliminar las terminaciones ’);"> del lado derecho
(en la imagen se han encerrado con un rectangulo amarillo algunas representativas, sin

embargo, se deben eliminar todas).
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5) Todo ese contenido actualizado que aparece en el terminal se copié en un nuevo
archivo .txt lamado ejemplo1editado.txt.
6) Se abrid el archivo: ejemploleditado.ixt con el editor de texto Notepad++, y se digito

Ctrl + F (para buscar, y poder eliminar la parte que se necesitaba, Figura 39).

Archivo  Editar Buscar Vista Codificadén  Lenguaje Mwmwmwﬂmvﬂmvmf
o IHR o LB MDD C M| 2 2|32 S EDEA L

Binoeios 3| M newit i | clemion ot €| w2 €1 B demptoreatadoe B |
<a href="javascnpt:lookupRepl(Cclcc([*:1])[njol>>[*1]c1lcccecl),”>
<a href="javascript-lookupRepl(Cclcc([*:1])[njol>>[* 1]clccec[n]1),">
<a href="javascript-lookupRepl(Cclcc([*: 1]){njo1>>[* 1]c1c[n]ccel):™>
1]
1

<a href="javascript-lookupRepl(Cclcc([*:1])[njo1>>[*:1]c1cc[n]ccl);">

<a href="javascript-lookupRepl(Cc1cc([* 1])[njo1>>[* 1]ci{njcc(s]1):">

<a href="javascript lookupRepl(Cc Lcc([* 1])injo1>>Cc[njc(* 1i)c[s]1)."> fouscar A
<a href="javascript:lookupRepl(Cclce([*: 1])[njo1>>Fclcceccl{*1]),"> Buscar IW | Buscar en archivos | Find in Projects | Marcar |

<a href="javascript-lookupRepl(Cclcc([*: 1])[njo1>>[* l]clc[nlcc[n]l') >

<a href="javascript:lookupRepl(Cclcc([*:1])[njo1>>C[*1])."> Buscar: - Encontrar

<a href="javascript lookupRepi(Cc 1cc(* 1])injo1>>Ce lec(* 1oln]1);" I | oo | I
<a href="javascript:lookupRepi(Cclcc([*:1])[nJo1>>[*:1]C1CCCCC1);"> Contar

<a href="javascrpt lookupRepi(Cclec(* 1])injo1>>Clelcce (" cel) >

<a href="javascript:lookupRepl(Cclcc([*:1])[nJo1>>[*:1]c1ccc[s]1)."> I~ Enla seleccin Buscar solo en el
<a href="javascript:lookupRepl(Cclcc([*:1])[njol>>[*:1jc1cc[n]c[n]1);"> archivo actual

<a href="javascript-lookupRepl(Cclcc([* 1))injo1>>[*1]Cclccceel)™> I e s
<a href="javascript:lookupRepl(Cclcc([*: 1])[njol>>Fclce([*: 1])ccclF)™>

<a href="javascript:lookupRepi(Cc1cc([*:1])[njol>>CC([* 1])clccecel).™> ™ Solo patabeas completas e
<a href="javascript:lookupRepl(Cclcc([*:1])[njo1>>CCC[*1])."> ™ Coincidir MAYUSCULAS/mindsculas i

<a href="javascript:lookupRepl(Cclcc([*:1])[njo1>>COCC[* 1])."> I¥ Buscar en todo el documento

<a href="javascript:lookupRepl(Cclcc([*:1])[njo1>>Fclcce([* 1])ccl') >

<a href="javascript:lookupRepl(Cclcc([*:1])[njo1>>COC[*:1]);"> [Mododebisqueds ¥ Transparenda —
<a href="javascript.lookupRepl(Cclcc([*:1])[nJo1>>[*:1]c1cccol),"™> & Normal
<a href="javascript-lookupRepl(Cclcc([* 1])njo1>>Ceclccecel[* 1]);">

<a href="javascript lookupRepi(Cc1cc(* 1])[njol>>[*1]c1c[s]cc1). "> € Bxendido (\n. v, \. 0. \x..) C Sempre

<a href="javascnpt:lookupRepl(Cclcc([*:1])[nJo1>>Cclc([*:1])o[n]c1C);"> C Bgresionreguiar ™, se ajusta a linea | ——t— |
<a href="javascript lookupRepl(Cccc([* 1])[nJo1>>{* 1]clcco[n]1)."> — = = B
<a href="javascript:lookupRepl(Cclcc([*:1])[njo1>>[*1]C1CC1),"> [
<a href="javascript:lookupRepl(Cclcc([*:1])[nJo1>>Cclcc([*:1])[n)(C)[n]1);"> 4

<a href="javascript:lookupRepi(Cclcc([*:1])[njol>>Ccl{njc(* )o{n]1).">

<a href="javascript:lookupRepl(Cclcc([*:1])[njo1>>Cclccee([*:1])[n]1).">

<a href="javascript-lookupRepl(Cclcc([*: 1])[njo1>>[* 1]clc(s]c[n]1).">

<a href="javascript:lookupRepl(Cclcc([*:1])[nJo1>>[*:1]]CN1CCCC1);">

<a href="javascript-lookupRepl(Cclcc([* 1])[njo1>>Celcfs]e(* ])n]1);">

<a href="javascript:lookupRepl(Cclcc([*:1]){njo1>>Cclc[n]c([*:1])ol).">

<a href="javascript-lookupRepl(Cc1cc(* 1])[njol>>Cclccenjcl(*:1]);">

<a href="javascript:lookupRepl(Cclcc([*:1])njo1>>CC(C)C)cLec(* l])[n]ol'} >
<a href="javascript:lookupRepl(Cclcc([*:1])[njol>>Fclce([* 1])cccl),

Figura 39. Archivo ejemploleditado.txt y busqueda de las partes a eliminar.

Seleccionar la opcion: Reemplazar y digitar:
Buscar: <a href="javascript:lookupRepl('Cc1cc([*:1])[nJo1>>
Reemplazar: (lo dejaremos como espacio vacio, es decir para eliminar la linea anterior)
Luego seleccionar la opcion: Reemplazar todo. Para eliminar el contenido innecesario
mencionado anteriormente (las terminaciones ’);”> encerradas en rectangulos amarillo del lado
derecho) se procedera de manera analoga:
Buscar: ');">
Reemplazar: (vacio)
También

Buscar: *:1
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Reemplazar: A
De esta manera obtendremos todos nuestros SMILES
7) Se empled el programa SmiLib v2.0 para realizar la combinatoria entre los fragmentos
obtenidos de la base de datos y el inhibidor N3 (para la insercion de cada fragmento

en lugar del 5-metilisoxazol, como lo muestra la Figura 40).

SmiLib v2.0 - Create your own combinatorial library! - x
Scaffolds Linkers Building Blocks
Please enter scaffold molecules in SMILES Please enter linker molecules in SMILES Please enter building block molecules in
format. format. SMILES format.
[C@H](CINC([R1])=0)C(C)C)C(=0)N[C [A][R] | [A]Jclcccecl =
[Alclccccn]l
[AJclc[n]cccl
[A]Jclcc[n]jccl
[Alcl[n]cc(s]1 |
i Ccl[n]c([A))c[s]1 =]
<] | I D Ol I»] |
[v] use empty Linker
[ load [load [ load
Reaction Scheme
(3) enumerate complete library
) use reaction scheme
Control File Format
[¥] show Library | enumeratej Format: %) SMILES Code Save as: l/myzteryzléscntono/mo?!iflcacbnl,m»
[v] save as File = ) SD File —
browse

Figura 40. Insercién de SMILES en el programa SmiLib v2.0 para realizar las modificaciones del

fragmento 5-metilisoxazol.

File Options Examples Help

Statistics Library

CC(C)C[C@H](NC(=0)[C@@H](NC(=0)[C@H](CINC%10=0)C(C)C)C (==
CC(C)C[C@H](NC(=0)[C@@H](NC(=0)[C@H](CINC%10=0)C(C)C)C(
CC(C)C[C@H](NC(=0)[C@@H](NC(=0)[C@H](C)NC%10=0)C(C)C)C(
CC(C)C[C@H](NC(=0) [C@@H](NC(=0)[C@H](CINC%10=0)C(C)C)C(
CC(C)C[C@H](NC(=0)[C@@H](NC(=0)[C@H](CINC%10=0)C(C)C)C(
CC(C)C[C@H](NC(=0) [C@@H](NC(=0)[C@H](CINC%10=0)C(C)C)C(
CC(C)C[C@H](NC(=0)[C@@H](NC(=0)[C@H](CINC%10=0)C(C)C)C(
CC(C)C[C@H](NC(=0)[C@@H](NC(=0)[C@H](CINC%10=0)C(C)C)C(
CC(C)C[C@H](NC(=0) [C@@H](NC(=0)[C@H](CINC%10=0)C(C)C)C(
CC(C)C[C@H](NC(=0)[C@@H](NC(=0)[C@H](C)NC%10=0)C(C)C)C(
CC(C)C[C@H](NC(=0)[C@@H](NC(=0)[C@H](CINC%10=0)C(C)C)C(
CC(C)C[C@H](NC(=0)[C@@H](NC(=0)[C@H](CINC%10=0)C(C)C)C(
CC(C)C[C@H](NC(=0) [C@@H](NC(=0) [C@H](CINC%10=0)C(C)C)C(
CC(C)C[C@H](NC(=0) [C@@H](NC(=0)[C@H](CINC%10=0)C(C)C)C(
CC(C)C[C@H](NC(=0)[C@@H](NC(=0)[C@H](CINC%10=0)C(C)C)C(
CC(C)C[C@H](NC(=0)[C@@H](NC(=0)[C@H](CINC%10=0)C(C)C)C(
CC(C)C[C@H](NC(=0)[C@@H](NC(=0)[C@H](CINC%10=0)C(C)C)C(
CC(C)C[C@H](NC(=0) [C@@H](NC(=0)[C@H](CINC%10=0)C(C)C)C(
CC(C)C[C@H](NC(=0)[C@@H](NC(=0)[C@H](CINC%10=0)C(C)C)C(
CC(C)C[C@H](NC(=0)[C@@H](NC(=0)[C@H](CINC%10=0)C(C)C)C(
CC(C)C[C@H]I(NC(=0) [C@@H](NC(=0) [C@H](CINC%10=0)C(C)C)C(
CC(C)C[C@H](NC(=0)[C@@H](NC(=0)[C@H](CINC%10=0)C(C)C)C(

= = =i (=

Number of Scaffolds: 1

Number of Linkers: 1

Tt bt et et e et et et ek et
I SO

HEOONOUBWNH

o

Number of Building Blocks: 427

Number of Compounds: 427

A o e
N et vl el o
NHFOOLONOUVBLW

Time for enumeration: 0.101 sec

A b b b b b b b e e
-
-
N

Figura 41. Listado de las 427 moléculas en representacion SMIELS, obtenidas de la primera

modificacion del N3.

76



Estas 427 entradas listadas en la Figura 41 se guardaron en formato .txt y .sdf. Para
posteriormente hacer un virtual screening. Ademas de ello también se guardaron como formato
.smi (para esto solo basta con modificar la terminacién .txt — por .smi ) antes de realizar el
virtual screening en MANATI). En este caso todas las moléculas se encuentran en una

disposicion 2D vy el siguiente paso consistié en transformarlas a coordenadas 3D.

3.3.3 Etapa 2: Preparacién de ligandos en Google Colaboratory, proteina en Chimera

y virtual screening en MANATI

a. Preparacién de ligandos en Google Colaboratory

1) Para la modificacion de las moléculas obtenidas (biblioteca virtual) se empled el
entorno de Google Colaboratory (ubicado en el drive personal, Figura 42), el cual te
proporciona el empleo de GPU gratuito. De las 7 modificaciones que se han de realizar,
se explicara el procedimiento trabajado con la primera modificacion (que representa la
primera parte de mi biblioteca virtual y contiene 427 moléculas), Esta primera

modificacion es un archivo con el nombre: kevin1.smi.

&

Nueva carpeta

Subir archivos

Subir carpeta

B &

m

Documentos de Google

-]

Hojas de calculo de Google

Presentaciones de Google v

Formularios de Google

Mas >
Dibujos de Google

Google My Maps

Google Sites

oEHEB

Google Apps Script
€0 Google Colaboratory
Google Jamboard

Video Plaver for Gooale Drive

Figura 42. Ejecucion de Google Colaboratory desde un drive personal.
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Para abrir un archivo de Google Colaboratory basta con ir a un drive personal y
realizar: click derecho > Mas = Google Colaboratory.
2) Se sincronizé Google Colaboratory con el drive personal para poder importar el archivo
kevin1.smi.
3) Lo siguiente que se realiz6 fue seleccionar la opcion trabajar con GPU, esto con la
finalidad de trabajar con una GPU gratuita de Google Colaboratory, las caracteristicas

de la GPU utilizada se presentan en la Figura 43.

Found GPU at: /device:GPU:@
Mon Oct 18 ©6:53:27 2021

B +
NVIDIA-SMI 470.74 Driver Version: 460.32.03 CUDA Version: 11.2

| s B e B +

| GPU Name Persistence-M| Bus-Id Disp.A | Volatile Uncorr. ECC

| Fan Temp Perf Pur:Usage/Cap]| Memory-Usage | GPU-Util Compute M.

| | | MIG M. |
o — — — . —— M——

| 9 Tesla Kse Off | 60000000:00:064.0 Off | 0 |

| n/A 38C Pe SoW / 1494 | 121MiB / 11441MiB | 0% Default |

- | | N/A |

R e e e Fmmmm o Fomm e +

e +

| Processes:

| GPU GI CI PID Type Process name GPU Memory |

| iD ID Usage

Figura 43. Caracteristicas de la GPU brindada por Google Colaboratory.

Ademas de ello se digito la siguiente linea de comando para instalar el programa Open
Babel (como se mencion6 anteriormente Google Colaboratory permite la instalacion de
diferentes programas) el cual nos servira para cambiar las coordenadas de 2D a 3D de toda
mi biblioteca virtual: lapt-get -qq install -y openbabel.

Para la generacién de coordenadas 3D y generacion del archivo kevin1_sdf.sdf se
digité lobabel -i smi kevin1.smi -o sdf --gen3D > kevin1_sdf.sdf, donde se obtuvieron 427
moléculas convertidas, sin embargo, estas no estan separadas, pues solo se obtiene un nuevo
archivo con nombre: kevin1_sdf.sdf. Y de este se conseguirdn 427 archivos en otro formato

.mol2.
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4) Al obtener estas 427 moléculas convertidas, hay que tener presente que algunas veces
se obtendran WARNINGS, los cuales indicaran que en algunas ocasiones ciertos
enlaces no han adquirido la orientacion adecuada, sin embargo, hay que tener presente
gue estos son advertencias y en ningin momento son indicio de que el procedimiento
esté incorrecto. Se eliminaron todos los WARNINGS en el archivo kevin1_sdf.sdf.

5) El siguiente comando se empled para la protonacion de todas las moléculas y para la
separacion en 427 archivos en formato .mol2: lobabel -i sdf edit.sdf -0 mol2-
O prueba_mol.mol2 -h -m

6) El siguiente paso consistio en realizar una optimizacion a todas las 427 moléculas, esto
se realizd para que tengan una correcta orientacion en el espacio: !obabel *.mol2 -
O opt.xyz --minimize --sd --steps 20000 --ff MMFF94 -p 7.4 --log -m

7) Finalmente se convirtieron todas las 247 moléculas en formato .xyz a formato .pdbqt
(comando: lobabel -i xyz *.xyz -0 pdbqt -O lig_.pdbqt -m)las cuales estara listas para

correr el virtual screening en el MANATI.

En la Figura 44 se presenta una visualizacion de algunas moléculas en formato .pdbqt

obtenidas finalmente. Este procedimiento se debera realizar para las 6 modificaciones

restantes.
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lig_optprueba_mol427.pdbqt 5ago 2021 yo

lig_optprueba_mol426.pdbqt 5ago 2021 yo

lig_optprueba_mol425.pdbqt 5ago 2021 yo

lig_optprueba_mol424.pdbqt 5ago 2021 yo

lig_optprueba_mol423.pdbqt 5ago 2021 yo

lig_optprueba_mol422.pdbqt 5ago 2021 yo

lig_optprueba_mol421.pdbqt 5ago 2021 yo

lig_optprueba_mol420.pdbqt 5ago 2021 yo

lig_optprueba_mol419.pdbqt 5ago 2021 yo

Figura 44. Listado de las 427 moléculas en formato .pdbqt y en coordenadas 3D listar para el virtual

screening.

b. Preparacion proteina en Chimera y AutoDockTools

En este caso se elimind los residuos de aguas presentes en la estructura proteica
6W63, la cual es la proteasa principal MP® unida a un potente inhibidor no covalente X77. Para
este caso también se elimino este ligando El proceso seguido de acuerdo a los procedimientos
realizados en (Pettersen et al., 2004). De donde se exportd esta proteina en formato .pdb hacia
AutoDockTools, donde se adicionaron hidrégenos polares, retiraron los hidrégenos no polares
ademas de adicionar las cargar de Kollman (cargas que estan predefinidas en una base de
datos por aminoacidos dependiendo del estado de protonacion del aminoacido). De este
programa se exporto la proteina preparada en formato .pdbgt para emplearse en MANATI. Las
Figuras 45 y 46 presentan a la proteina antes y después de ser preparada correctamente para

el virtual screening en MANATI.
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Figura 46. Proteina MP™ sin moléculas de agua y ligando.

c. Virtual Screening en MANATI

Los ligandos fueron exportados hacia MANATI en formato .pdbgt junto con la proteina
preparada previamente. Se ejecuto el virtual screening empleando AutoDock Vina donde las
coordenadas del grid fueron de x = -22.194, y = 18.172, z = -24.459, ademas el tamano fue de
40Ax40Ax40A.

El tiempo estimado de trabaja para este virtual screening era para 5 meses en caso se
emplease una laptop de escritorio, sin embargo, con la ayuda del MANATI, el procesamiento
del virtual screening tardé 6 dias en completarse. En las Figuras 47 y 48 se presentan la
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interfaz del MANATI que se muestra al acceder por medio del programa PuTTY, ademas de

una visualizacién del desarrollo del virtual screening.

# login as: ktaype
#* ktaype@manati.iiap.gob.pe's password:
Last login: Tue Oct 26 21:31:04 2021 from 201.240.213.238

Bienvenido al Centro de Alto Rendimiento
Computacional de la Amazonia Peruana
d ok ok ke

SUPERCOMPUTADORA MANATI - IIAP

* k

www.iiap.org.pe/manati

Leer manual de acceso para ejecutar sus
programas/algoritmos en la cola de tareas
% %k ke

[ktaype@manati ~]$ 1s
Figura 47. Interfase del supercomputador MANATI.

Ejecutando...li -
FEEHHHEEHHEE A HE S A A A EE AR H AR A S AR R E R R R R

# If you used AutoDock Vina in your work, please cite:

#
# #
# O. Trott, A. J. Olson, #
# AutoDock Vina: improving the speed and accuracy of docking #
# with a new scoring function, efficient optimization and i
# multithreading, Journal of Computational Chemistry 31 (2010) #
# 455-461 #
# #
# DOI 10.1002/jcc.21334 #
# #
# #
# #

Please see http://vina.scripps.edu for more information.
FHEBH AR EHA SRS A A R R R R R R

WARNING: The search space volume > 27000 Angstrom”3 (See FAQ)

Reading input ... done.
Setting up the scoring function ... done.
Analyzing the binding site ... done.

Using random seed: -1585195936
Performing search
0% 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100%

***********************I

Figura 48. Virtual screening en MANATI.

3.3.4 Etapa 3: Preparacion previa al virtual screening de la proteina y los ligandos en

Schrédinger

El procedimiento general de preparacion de la proteina se hace mediante el modulo de
maestro llamado “Protein Preparation Wizard” donde se le dan las condiciones apropiadas a

la proteina, se asignan ordenes de enlace a los atomos del complejo proteina-ligando

82



empleando la base CCD (Chemical Component Dictionary) la cual contiene una lista de todos

los residuos y todas las pequefias moléculas que se encuentran en las entradas PDB,

entonces empleando esta base se logra asigna los 6rdenes de enlace; también se adicionan

hidrégenos, se crean enlaces disulfuros, se convierten selenometioninas a metioninas, etc.

Otra parte importante también es su refinamiento, ya que anteriormente en el “preprocessing”

se adiciona hidrégenos a la molécula, pero no la geometria correcta, de esta manera se

optimizaran los enlaces hidrégenos para que se encuentren de una manera apropiada. Todas

las consideraciones se resumen en la Figura 49 y 50.

Protein Preparation Wizard

Job prefix: prepwizard Host: |localhost (4) ~
Display hydrogens: - _'None ' _Polar only ‘e All ligand, polar receptor

Import and Process | Review and Modify = Refine
Import structure into Workspace

PDB:
Include: | Diffraction data Biological unit

Import structure file: | Browse...
Preprocess the Workspace structure

Align to:
v Assign bond orders v/ Use CCD database
v Add hydrogens Remove original hydrogens
v Create zero-order bonds to metals
V| Create disulfide bonds
v Convert selenomethionines to methionines
v Fill in missing side chains using Prime
VFill in missing loops using Prime
v Cap termini
v/ Delete waters beyond |0.00 |%| A from het groups
v Generate het states using Epik: pH: 7.0 | +/- 4.0

Preprocess

View Problems... | Protein Reports...  Ramachandran Plot...

Figura 49. Parametros considerandos en Protein

Preparation Wizard.

Protein Preparation Wizard - 0O

Job prefix: prepwizard Host: | localhost (4) ~
Display hydrogens: _/None ' 'Polar only ‘@ All ligand, polar receptor _All
Import and Process = Review and Modify | Refine

H-bond assignment

v Sample water orientations
Use crystal symmetry
Minimize hydrogens of altered species
® Use PROPKA pH: 7.4 Label pKas
Use simplified rules pH:
Optimize
Interactive Optimizer...
Remove waters
Remove waters | with less than |3 ~ | H-bonds to non-waters

Restrained minimization

Converge heavy atoms to RMSD: (0.30 A
Hydrogens only

Force field: | OPLS3e ~ || Customize... Use customized version
Minimize

View Problems... | Protein Reports... Ramachandran Plot...

Figura 50. Parametros considerandos en el Refine.

En el caso de los ligandos el médulo a emplearse es “LigPrep” se trabajé con el campo

de fuerza OLPS3e a un pH de 7.4 usando Epik se desalinizé y generé un tautdmeros por

ligando (tener presente que este procedimiento se realiza para la molécula N3, y no para las



moléculas bioisostéricas que ya se habian preparado en el entorno de Google Colaboratory ni
para los complejos que posteriormente se crearon y mantuvieron su geometria proporcionada
por molSimplify). La lista de parametros se muestra en la Figura 51.

LigPrep - 0 &

Use structures from: | Project Table (1 selected entry) ~

Filter criteria file: Create... Browse...
Force field: | OPLS3e v | Customize... Use customized version
lonization:

Do not change
Neutralize
® Generate possible states at target pH: 7.0 | +/- 4.0

) . Add metal binding states
Using: ' _'lonizer (e Epik "
Include original state

v Desalt v Generate tautomers
Stereoisomers

Computation:
® Retain specified chiralities (vary other chiral centers)
Determine chiralities from 3D structure
Generate all combinations

Generate at most: 1 per ligand

Output format: ‘® Maestro | 'SDF

|ob name: |ligprep 2 v Ty Run

Figura 51. Parametros en el modulo LigPrep.

3.3.5 Etapa 4: Virtual screening en Schrédinger

El protocolo del docking covalente que se sigui6é de acuerdo a (Zhu et al., 2014), donde
se empled el modulo CovDock de Schrédinger especificando la Cys145 como el reactivo
receptor en la proteina MP®, ademas de considerar el tipo de reaccién de Michael y el grupo
cetona aq,B insaturado en su representacion SMARTS ([C,c]=[C,c]-[C,c,S,s]=[O]). Las
dimensiones de la malla de acoplamiento (GRID) fueron (X, Y, Z) = (-10.4, 12.23, 68.7) (Teli

etal., 2021).
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Use ligands from: | Project Table (1 selected entry) ~

Receptor | Reaction Type = Core | Constraints | Torsional Constraints

Reactive Residue: A:145
Enclosing Box

Box center:
The docked ligand is confined to the enclosing box.
Centroid of Workspace ligand:
Centroid of selected residues:
© Supplied X,Y,Z coordinates:
X:|-10.4 Y: 12.23 Z:|68.7
Box size:

®:Dock ligands with length <= |20.0 |A

Job name: |covalent docking 1

Host=localhost:1, Incorporate=Do not incorporate

Docking

Pick

R~ o Run

?

Use ligands from: | Project Table (1 selected entry) ~

Receptor Reaction Type Core Constraints Torsional Constraints Docking

Reaction Type: | Michael Addition -
5 # Reaction # Sites
SMARTS Position Sitee per ligand
Default| [C,cl=[C,cl. 1 1 1.0
Edit... Delete Import... Export...
Job name: |covalent docking 1 % Run
Host=localhost:1, Incorporate=Do not incorporate (2

Figura 52. Condiciones ingresadas al médulo CovDock para el virtual screening de tipo covalente.

Para la ejecucion del virtual screening del docking no covalente con las moléculas

seleccionadas previamente, se considero las posiciones que tenian previamente después del

virtual screening en MANATI, de lo contrario se generarian muchos tautomeros, lo cual

escaparia de los objetivos de este trabajo. Se empled el médulo Glide, que nos ofrece esta

posibilidad, adicionalmente se realizd el virtual screening empleando la opcién XP (extra

precision) siguiendo el protocolo general de (Friesner et al., 2006). Las dimensiones de la malla

de acoplamiento (GRID) fueron (X, Y, Z) = (-10.4, 12.23, 68.7) (Teli et al., 2021).

3.3.6 Etapa 5: Metalado de los mejores ligandos obtenidos del virtual screening

En este punto se decidi6 trabajar con el ligando que mejor puntuaciéon previamente se

habia obtenido (-11.592 kcal mol!, Moléculal) a la cual se lo acomplejaria con Ga por

diferentes puntos de coordinacion con la finalidad de conseguir una geometria octaédrica; el

procedimiento general fue el siguiente:
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En principio se dibujo a la estructura y teniendo presente que los cationes de Ga (lll)
se comportan como acidos duros y presentan fuerte afinidad por ligandos duros o intermedios,
principalmente por donadores de oxigeno o nitrdgeno, se seleccionan 6 puntos de
coordinacioén posibles sefialados con diferentes colores para la Molécula 1, como se observa

en la Figura 53.

Figura 53. Representacion de la Molécula 1 y seleccion de 6 puntos de

coordinacion para la generacién del primer complejo.

Para ello fue necesario el emplear la representacion SMILES de esta molécula:
[C@@H](NC(=0)[C@@H](NC(=0)[C@H](C)NC(=0)c1cc2ncenc2ec1)C(C)C)(C(=0)N[C@H](/C=C\C(
=0)OCc1cceec1)C[C@H]1C(=0)NCC1)CC(C)C

Esto es porque al programa que se empledé para generar los complejos de Ga
(molSimplify) se le debe suministrar la molécula en esta notacion, indicandole los puntos de
coordinacién que se enlazaran al metal en cuestién. Cuando se le suministra una cadena
SMILES, molSimplify buscard automaticamente una conformacion adecuada para la
coordinacion con el complejo objetivo. EI comando ingresado fue:
molsimplify -1lig
"[CREH] (NC (=0) [CREH] (NC (=0) [CQH] (C)NC (=0) clcc2nccnc2ccl) C(C)C) (C(=0)N[C@

H] (/C=C\C (=0)0Cclcccccl)C[C@H]1IC(=0O)NCCl)CC(C)C" =-ligocc 1 =-smicat
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5,10,16,31,39,52 -core gallium -geometry oct -coord 6 -oxstate III -spin
0 -skipANN True

Donde se indico el estado de oxidacion, ademas del numero de oxidacion, los puntos
de coordinacion por donde se deberia coordinar al centro metalico (“5,10,16,31,39,52")
ubicados en la representacion SMILES iniciando el conteo desde la izquierda y la geometria
que se deseaba obtener. Este procedimiento se realizd para para 35 posiciones de
coordinacion, con la consecuente de 35 complejos de coordinacién metalados con Ga. El
software molSimplify busca una conformacion adecuada para la coordinacién que se ha
especificado empleando una base de datos amplia que posee y de la cual ha aprendido, no es
un programa de quimica cuantica. Adicionalmente para corroborar la estabilidad de los
complejos generados se calcularon energias entre el HOMO-LUMO (HOMO-LUMO gap), esto
se realizd6 empleando el software XTB, el cual es un software con el cual se puede desarrollar
optimizaciones geométricas, calculos de frecuencias e interacciones no covalentes; este
programa esta parametrizado para 86 elementos de la tabla periédica.(Bannwarth, Ehlert, &
Grimme, 2019)

Para el calculo de los HOMO-LUMO gap se trabajé en el entorno de Google
Colaboratory e inicialmente se realizO una optimizacion de los complejos, para realizar
seguidamente un calculo de los orbitales moleculares mediante las siguientes lineas de
codigo:

# Ejecutamos XTB

# uhf es el nlmero de electrones desapareados

!'./xtb complejo35.xyz —-opt ——-chrg 3 ——-uhf 0 --gbsa water >
complejo35.out

#Ahora para obtener los orbitales moleculares y HOMO-LUMO gap
!'./xtb xtbopt.xyz —-molden > xtb-molden.out
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Esto generoé un archivo llamado xtb-moldel.out en el cual se encontraba la informacion

relacionada a los orbitales moleculares de los 35 complejos generados.

3.3.7 Etapa 6: Docking molecular de las moléculas metaladas

Para ejecutar el virtual screening de los complejos en el software Schrédinger, se
empled el médulo Ligand Docking con un docking XP (extra precisién), adicionalmente se

solicité informacion de los aminoacidos del entorno del complejo.

Ligand Docking - 0 &

Receptor grid: | From file ~ |V Display receptor v Show grid boxes
File name: STRO/complejos.prj/intentocomplejoooogrid 1/intentocomplejoooogrid 1.zip| Browse...

Ligands | Settings = Core Constraints = Torsional Constraints = Output

Precision: | XP (extra precision) -
v Write XP descriptor information
Ligand sampling: | Flexible -
v Sample nitrogen inversions
V' Sample ring conformations
Sample macrocycles using Prime. Non-macrocycle ligands will be skipped.
Include input ring conformation
Bias sampling of torsions for:
All predefined functional groups
® Amides only: | Penalize nonplanar conformation ~
None

v Add Epik state penalties to docking score
V' Reward intramolecular hydrogen bonds
Enhance planarity of conjugated pi groups

Advanced Settings...

Figura 54. Parametros considerados en el docking de los complejos

vista 1.
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Ligand Docking - o @

Receptor grid: | From file v |V Display receptor v Show grid boxes
File name: STRO/complejos.prj/intentocomplejoooogrid 1/intentocomplejoooogrid 1.zip| Browse...

Ligands Settings Core Constraints Torsional Constraints Output

File type:

® Pose viewer file (includes receptor)
format
Limit the number of poses to report:
Write out at most: | 1 < | poses per ligand

V! Perform post-docking minimization

Number of poses per ligand to include: | 10 -

Threshold for rejecting minimized pose: |0.50 5| kcal/mol
Apply strain correction terms
v Write per-residue interaction scores
® For residues within |12.0 || A of grid center
Pick residues to include
v/ Compute RMSD to input ligand geometries
Advanced Settings...

Figura 55. Parametros considerados en el docking de los complejos vista 2.

Tener presente que, en este punto, se vio en la necesidad de realizar una sonda
inorganica, intercambiando el atomo de Ga (lll) por el de Fe (lll) debido a que no se encontraba
parametrizado este atomo en el software de trabajo, adicionalmente también se agregaron
estructuras en las cuales se retir6 el atomo de hidrégeno que interferia en los enlaces
coordinados Ga-OH, y Ga-NH. Esta justificacion se detalla mas a profundidad en la parte de
resultados y discusiones, sin embargo, bajo esas consideraciones el procedimiento del virtual
screening de los complejos no varia (los parametros considerados siguen siendo los que se

muestran en las Figuras 54 y 55).

3.3.8 Etapa 7: Dinamica molecular

Para esta etapa se empled el modulo Desmond de Schrddinger, el cual es el encargado
del programa Schrédinger en efectuar las simulaciones de dinamica molecular. De manera

general se siguieron los siguientes pasos:
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3.4

Preparacion de la molécula: Lo cual incluye preparar correctamente a |la
macromolécula junto con su inhibidor acoplado, revisando que todos sus enlaces y
cadenas estén correctamente posicionados, esto con el fin de evitar algun error en la
simulacion.

Pre-Procesamiento: Esto incluye seleccionar el campo de fuerza para trabajar (se
emple6 OPLS), construccion del sistema, es decir su correcta solvatacion,
considerando las moléculas de agua que este debe incluir, con una concentracion
idnica (sales de cloruro de sodio se emplearon) y un tamafio adecuado de la caja de
simulacién, respetando las condiciones limites del sistema. También se debera
minimizar al sistema, con la finalidad de que este adopte una mejor disposicién en el
volumen seleccionado, evitando alguna superposicion o choque entre las moléculas
que pueda ocasionar grandes fuerzas interatdmicas a fin de tener una buena
configuracion de inicio del sistema a simular.

Ejecucion de la dindmica molecular: Esto incluye considerar equilibracion del sistema,
deseando que llegue a 25 °C, y empezando a 0°C, es necesario equilibrar el sistema y
llegue a la temperatura objetivo y llegado ahi no cambie, es decir esté equilibrado mi
sistema. En este punto se logra empezar a simular bajo las condiciones establecidas a
el sistema (N,P,T).

Post-Procesamiento: Incluye a la determinacion de las propiedades de interés de la

trayectoria de simulacion.

Manejo de residuos y normas de seguridad

El presente trabajo de investigacion se realiza de forma in silico, por tanto, no se

emplean reactivos que puedan ser contaminantes, o perjudiciales al medio ambiente, sin
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embargo, se mencionan algunas normas importantes a tener en cuenta cuando se expone de

manera constante a la laptop o computadora.

a. Reducir posturas forzadas y desviacion articular

e Manipular la altura de la silla de manera que los brazos se flexiones un angulo de 90°
y no se levanten los hombros.

e Mantener la espalda recostada sobre la silla, de forma que las piernas formen un
angulo de 90°.

e Colocar la laptop de trabajo de manera que haya espacio para apoyar la mano en forma
neutra y evitar tensiones musculares.

e Sentarse frente a la pantalla del portatil, de manera que permita ubicarnos en un angulo
visual que no incomode la flexién del cuello.

e Se recomienda realizar descansos frecuentes, por ejemplo, pausas cortas que se

acompafien de pequefos estiramientos para relajar el cuerpo.

b. Control de la fatiga visual

e Es recomendable colocar la pantalla de la portatil a una distancia mayor a 40 cm con
respecto a los ojos.

e Se recomienda realizar pausas breves de 20 segundos cada 20 minutos, para
descansar los ojos.

c. Evitar la exposicion a movimientos repetitivos

e Disminuir la cantidad de veces que se manipula el teclado, aprovechando los sistemas

de autocompletado cuando sea posible.

e Emplear accesos directos los cuales van a ser de gran ayuda para no sobrecargar la

tension en nuestras manos.
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CAPITULO IV: RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1  Virtual Screening en MANATI

La ejecucion del virtual screening en el supercomputador MANATI demoré 6 dias, lo
cual aceler6 mucho el proceso de calculo, ya que al trabajase con una laptop promedio se
estima que el proceso pudo demorarse entre 4-5 meses.

En este proceso también se realizé en acoplamiento con el inhibidor N3, el cual dio un
docking score de -6.9 kcal mol-'.

Bajo esta consideracion de decidid6 a partir de este primer filtro trabajar con los
compuestos con un docking score mayor o igual a -9.0 kcal mol!, de donde se seleccionaron
41 moléculas que eran las uUnicas que cumplian con esta condicion, las cuales fueron
enumeradas en el orden (Molécula 1, Molécula 2, etc.).

Sin embargo, al inspeccionar una por una, se encontrd que 5 moléculas estaban
defectuosas, poseian algunos enlaces cruzados (molécula 5, molécula 7, molécula 16,
molécula 21 y la molécula 32).

Por esta razon se tuvo que repetir todo el procedimiento para estas moléculas, desde
su preparacion en Google Colaboratory hasta ejecucion en el MANATI. Al analizar los docking
score de estas se encontrd que no superaban el filtro de -9.0 kcal mol', de esta manera fueron
descartadas.

Adicionalmente se encontré que en la “molécula 31” habia una incoherencia en cuanto
al orden de enlace, se hall6 un nitrdgeno con 4 enlaces, y por esta razén también fue
descartada. Al final de este primer proceso de seleccion, se obtuvo un total de 35 moléculas,
las cuales se presentan en la Tabla 8, donde no se presentan las moléculas descartadas

mencionadas anteriormente.
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Tabla 8

Moléculas con docking score mayor o igual a -9.0 kcal mol-1 obtenidas del virtual screening en MANATI

Nombre Representacion 2D Docking
Score
(Kcal
mol’
Molécula
y
-9.0
Molécula
2
-9.1
Molécula
3
9.0
Molécula
4 9.0
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Molécula

40 -9.2
Molécula
41 9.0

4.2 Virtual screening covalente y no covalente en Schrédinger

En este punto, resulta muy importante recordar que la molécula N3 es un inhibidor de
MPr de tipo covalente, por ello es importante realizar un docking con MP™ (ID: 6LU7), que es
justamente la proteina de donde provino N3 el cual se encuentra unido covalentemente a MP™
a través del enlace con el azufre de la Cys145. Por ello la necesidad de ver que posibles
farmacos superan en docking score justamente al acoplamiento N3-MP™ (ID: 6LU7). Para ello
en primer lugar se discrimind a qué moléculas se les aplicaria un docking covalente y a cuales
otras un docking tradicional, es decir no covalente.

Debido a esto se analiz6 en primer lugar qué interacciones originan que N3 se comporte
de manera covalente frente a MP™, y como se presenta en la Figura 56, se destaca en un évalo
el grupo cetona a, B insaturado, el cual es el grupo por donde se produce la interaccion
directamente con MP™. Ademas de ello se especificd que este grupo actuaba como un aceptor
de Michael, pues para que el azufre de la Cys145 se enlace al grupo cetona a, B insaturado

se produce la reaccioén de Michael especificada en la Figura 57.
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Figura 56. Caracteristica estructural del inhibidor covalente N3. Adaptado de

(Telietal., 2021).
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Figura 57. Reaccion quimica de Michael. Adaptado de: (Zhu et al., 2014)

Cabe destacar la importancia de conocer de qué manera se enlaza el inhibidor N3 a

MP porque este parametro se ingresé en el software Schrdédinger para que reconozca de qué

manera se realizara el virtual screening de tipo covalente. En la Figura 58 se muestra el
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diagrama de interaccion del inhibidor N3 con MP™, donde la linea color violeta resaltada

representa el enlace covalente.

Figura 58. Diagrama de interaccion entre N3 y MP®, Adaptado de (Teli etal., 2021).

De esta manera se seleccionaron las moléculas que presentaban el grupo cetona a, B
insaturado para realizarles un virtual screening de docking covalente. Y las moléculas
restantes fueron seleccionadas para ejecutar un virtual screening de docking no covalente.

Toda esta seleccion de moléculas se presenta en la Tabla 9.

Tabla 9

Clasificacién de moléculas para realizar virtual screening covalente y no covalente

Moléculas seleccionadas para virtual screening Moléculas seleccionadas para virtual screening no
covalente covalente

Moléculal Molécula2 Molécula3 Molécula4 Molécula27 Molécula30 Molécula35 Molécula36
Molécula6  Molécula9 Molécula10 Molécula37 Molécula38 Molécula40
Molécula11 Molécula12 Molécula13

Molécula14 Molécula15 Molécula17

Molécula18 Molécula19 Molécula20

Molécula2 Molécula23 Molécula25

Molécula26 Molécula28 Molécula33

Molécula39 Molécula41
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a. Virtual screening de docking covalente

Las 2 moléculas con mejor docking score fueron la Moléculal y la Molécula 17 que
alcanzaron valores de -11.592 y -9.543 kcal mol-' respectivamente, las cuales se encuentran
entre las 14 moléculas obtenidas con enlace covalente que superaron la puntuacion de N3 con
MPr que presento un valor de -7.038 kcal mol'. En la Figura 59 y 60 se presenta a la Molécula
1 interactuando con MP™ en su representacion de superficie molecular, ademas se obtuvo un
diagrama de interacciones 2D, de donde se puede apreciar que los enlaces puente de
hidrégeno, representados con flechas violetas, se producen cuando los oxigenos de los grupos
carboxilicos interactian con los aminoacidos GLY143 y GLU166, otra interaccion puente de
hidrégeno se presentd entre el GLN189 y el hidrogeno del grupo amino. También se observa
la interaccion covalente del grupo cetona a, B insaturado con el azufre perteneciente a la

CYS5145, el cual presenta un comportamiento hidrofébico.

Figura 59. Interaccion de la Moléculal con MP™ (superficie molecular) y ampliacion del sitio de

interaccion.
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Figura 60. Diagrama 2D de las principales interacciones de la Moléculal con MP™.

Las zonas presentadas en coloracidon naranja representan un comportamiento basico
(cargadas negativamente) tal es el caso del aminoacido GLU166. Las zonas con coloracion
celeste representan un comportamiento polar como los aminoacidos GLN163, HIS164 los
cuales presentan interacciones intermoleculares dipolo-dipolo con el grupo lactama
perteneciente al inhibidor N3. Adicionalmente mencionar que la coloracion verde hace

referencia un comportamiento de los aminoacidos hidrofobico.
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Las Figura 61 y 62 representan la interaccion de la Molécula 17 con MP™, donde como
se aprecia en la Figura 61, hay una menor area de contacto a comparacién al primer caso, el
pocket o bolsillo donde encaja la Molécula es menor a comparacion del caso anterior, esto

justifica el menor docking score obtenido, sin embargo, se destaca que aun sigue teniendo una

Figura 61. Interaccion de la Molécula 17 con MP (superficie molecular) y ampliacion del sitio de interaccion.

buena puntuacion a comparacion de la interaccion N3-Mp©

Se presenta el diagrama de interaccion 2D donde efectivamente se justifica y evidencia
con mejor claridad lo comentado anteriormente. Hay evidencia de interacciones puente de
hidrogeno entre el oxigeno del grupo lactama y los aminoacidos SER144, GLY143. El
hidrogeno del grupo amino también presentd el mismo tipo de interaccion (puente de
hidrégeno) con HIS164, del mismo modo el nitrégeno del grupo amino en la parte superior
interaccion6 con la GLN189 y finalmente la GLU166 con el oxigeno del grupo carbonilo
presentaron la misma interaccion. También hay observa la interaccion covalente del grupo
cetona a, B insaturado con el azufre perteneciente a la , el cual presenta un

comportamiento hidrofébico. También se aprecia las interacciones hidrofoébicas entre el grupo
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lactama con los aminoacidos y . Lo resaltante de este punto es que solo un
area es la que ha ocasionado que se presente una buena puntuacion, la parte de la molécula
que tiene un comportamiento hidrofobico con algunas zonas polares y practicamente ningun

aminoacido acido.

THR

w Charged (negative) Polar Distance — Salt bridge

w Charged (positive) &' Unspecified residue -» H-bond Solvent exposure
Glycine Water — Metal coordination
Hydrophobic Hydration site e—e Pi-Pi stacking

o Metal X Hydration site (displaced) —e Pi-cation

Figura 62. Diagrama 2D de las principales interacciones de la Molécula 17 con MP™.

Las restantes interacciones con enlace covalente de las moléculas que superaron la
puntuaciéon de N3-MP™ se presentan en el ANEXO 3.

En la Figura 63 se presenta el enlace covalente entre el grupo cetona a, B insaturado
con el azufre que se escindid para proceder a separar a la molécula N3 de MP™, el software
Schrédinger dispone de una herramienta para construir enlaces, asi como para romperlos,
ademas de adicionar estados de oxidacion en caso que se desee trabajar con ligandos

metalicos, entre otras ventajas.
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Figura 63. Enlace a escindir para separar N3 de MP™ para posterior docking covalente.

b. Virtual screening de docking no covalente

Se presentan 2 moléculas (Molécula27 y Molécula30) con docking score de -10.260, -
7.329 kcal mol, las cuales superaban a el valor obtenido del docking de N3-MP™ (-7.038 kcal
mol"). Las Figura 64 y 65 representan la interaccion de la Molécula 27 con MP©, donde como
se aprecia no existe un enlace directo entre el azufre y la Molécula 27, esto es porque esta no
presenta el grupo cetona a, B insaturado. Ademas, se observan las interacciones puentes de
hidrégenos formados entre la GLY143 y un oxigeno perteneciente a un carbonilo, también
entre la GLU166-oxigeno del grupo carbonilo y GLU166-hidrogeno del grupo amino. Otro
enlace puente hidrogeno se presentd entre la GLN189-hidrogeno del grupo amino y finalmente
entre la THR190-hidrégeno de un grupo amino.

Notar que la presencia del anillo en la parte izquierda da presencia de un caracter
negativo, por la presencia de la resonancia en dicho anillo, con los aminoacidos y

, ocurren interacciones hidrofébicas, también se presentan interacciones hidrofobicas

entre el aminoacido y el grupo lactama. Otro punto que podemos notar es que los

108



aminoacidos estan alrededor de la molécula y estan bastante préximos a esta, para un radio

de 4 A de distancia, que es el que corresponde el diagrama de interacciones presentado.

£y
\m
5
W Charged (negative) P Polar 0 e Distance — Salt bridge
& Charged (positive) & Unspecified residue -» H-bond Solvent exposure
Glycine Water — Metal coordination

_ Hydrophobic Hydration site e Pi-Pi stacking
W Metal X Hydration site (displaced) —e Pi-cation

Figura 65. Diagrama 2D de las principales interacciones de la Molécula 27 con MP™.
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Para el caso de la Molécula 30 (docking score -7.329 kcal mol-') también se presenta
la interaccion con MP™ de caracter no covalente, donde las interacciones puente de hidrogeno
se dan entre la -grupo lactama, hay 3 interacciones GLU166-hidrégeno con un grupo
amino producidas en la parte central de la molécula. Otra interaccidon puente de hidrogeno se
present6 entre GLU166-oxigeno del grupo carbonilo. También se observo la presencia de las
interacciones de tipo n-n entre el isoxazol y el aminoacido HIE41 (que representa una histidina
protonada). El diagrama mas detallado de todas las interacciones y comportamiento de
aminoacidos en el entorno cercano de la Molécula 30 se presenta en las Figuras 66 y 67.
Adicionalmente el diagrama de interacciones de las restantes moléculas con interaccién no
covalente se presenta en el ANEXO 3. Por otro lado, la Tabla 10 resume los docking score de

las moléculas posterior al virtual screening, junto con los aminoacidos de sus entornos

cercanos.

Figura 66. Interaccién de la Molécula 30 con MP™ (superficie molecular) y ampliacion del sitio de

interaccion.
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Figura 67. Diagrama 2D de las principales interacciones de la Molécula 30 con MP™,

Tabla 10

Docking score e interacciones de las moléculas después del virtual screening covalente y no covalente

Nombre de Interacciones de las moléculas docking score superior al inhibidor ~ Docking Score
moléculas N3 (kcal mol )
Moléculal GIn189, Glu166, Cys145, Gly143 -11,592
Molécula27 GIn189, Gly143, Glu166, Thr190 -10.260
Moléculal7 GIn189, Glu166, His164, Cys145, Ser144, Gly143 -9.543
Molécula18 Phe140, Cys145 -9.487
Molécula4 Cys145, Phe140, GIn189, Glu166 -9.478
Molécula10 Cys145, His164, GIn189, Glu166 -8.992
Molécula9 Cys145, Glu166 -8.652
Molécula19 Gly143, Ser144, Cys145, Glu166 -8.179
Molécula15 Asn142, Phe140, Gly143, Cys145, Glu166 -8.165
Molécula2 Cys145, Gly143, Phe140 -7.874
Molécula22 Glu166, Gly143, Cys145 -7.738
Molécula14 GIn189, His164, Hie141, Cys145, Gly143, Phe140 -7.708
Molécula13 Cys145, Glu166, GIn189 -7.660
Molécula23 Gly143, Cys145, Glu166 -7.598
Molécula30 Pro168, Glu166, Hie41 -7.329
Molécula20 Glu166, Gly143, Cys145, Hie41 -7.192
Inhibidor N3 Thr190, Glu166, His164, Gly143, Cys145, His163, GIn189 -7.038
Molécula40 Cys145, Gly143, Thr190, Glu166, Hie172 -7.034
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4.3 Metalado de el mejor ligando obtenido del virtual screening

La Tabla 11 resume los complejos elaborados en el programa molSimplify, junto con
sus energias Homo-Lumo, sus representaciones tridimensionales y sus puntos de

coordinacioén, considerando la estructura SMILES.

Tabla 11

Lista de complejos obtenidos con el programa molSimplify

Nombre Homo-Lumo Gap Puntos a Representacién 3D molécula
(eV) coordinar
Complejo1 0.195610228742 51016 31 39
52

Complejo2 0.045312119003 510163139
51

Complejo3 0.046933902441 38 143139
51
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Complejo4

Complejo5

Complejo6

Complejo7

0.081122875405

0.077758464810

0.151523091230

0.120709513691

316203139
51
NH
0,
N
NH,
_— o \\_’/
/ 0
O—,
O/G‘\o NH
N
316233139
51
51016 3138
51

51016 3138
52
NH
NH \

113



Complejo8 0.138225979492 58 1016 38
> — NH &
N

Complejo9 0.022025796577 510203139
51
NH NH
HA o 0
4
0 NH

Complejo10  0.050878842308 510233139
51
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Complejo11

Complejo12

Complejo13

0.027807130864

0.349292476777

0.055086018866

=

51620 31 39 .
51 NY
\ ]
o \

510233239
51

NH \ l 0
N-oG/

51620 32 39
51
/0
NH N
%\é°i\ /_/o
; \Nﬁ/i

NH \

115



Complejo14  0.024554159070 510203239
51

Complejo15  0.117497827378 510203239
52

Complejo16  0.012949888905 310203239
52
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Complejo17

Complejo18

Complejo19

Complejo20

0.137471594472

0.072923863202

0.094007276392

0.054011647062

310203239
51

38 203139
51

38 233139
51

38 163139
51
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Complejo21  0.098946754292 38 203139
52

Complejo22  0.136166234439 38 233139
51

Complejo23  0.041382621996 38 163139
52

Complejo24  0.038657115954 310143138

51 e
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Complejo25  0.008630089967 58 143238
52

Complejo26  0.043538028272 310143239
51

Complejo27  0.048187759435 38 141638
52
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Complejo28

Complejo29

Complejo30

Complejo31

0.032536289418 38 101638
51

0.057822068920 38 141638
51

0.051090895614 38 163138
51

0.043448126862 38 101638
52
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Complejo32

Complejo33

Complejo34

Complejo35

0.035589890903 38 101639

51
0.228449704485 5162031 39 /°

52 NH'

NH,

0.155571505971 5162032 39

52
0.117996170388 516233238 o

NH
51 4
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4.4 Docking molecular de moléculas metaladas

En este punto se presentoé una dificultad al tratar de realizar el docking de los complejos,
al ser ingresadas al software con la geometria presentada anteriormente, el software
Schrédinger reconocia a las moléculas, pero al ejecutar el programa no devolvia los valores
de energia de acoplamiento, en este punto se intentaron diferentes soluciones como el ampliar
el grid box porque una posibilidad era que estos complejos creados no lograsen encajar por
su gran tamano, otro punto que se modifico a fin de que se pudiera ejecutar correctamente fue
que, observando algunos complejos generados se percatd que algunos de ellos tenian
hidrogenos orientados en la misma direccion que el enlace coordinado nitrégeno-metal central,
por lo cual se tom¢ la decision de retirarlos para poder conseguir complejos mejor coordinados,
mas estables y con un mejor acoplamiento con la proteina, y es que dependiendo del pH del
cuerpo humano estos complejos podrian estar desprotonados justamente. Por ello se
consideraron ambas posibilidades y se crearon complejos adicionales, para adicionarlos a los

inicialmente creados, tal como lo resume la Tabla 12.

Tabla 12.

Lista de complejos con H interferentes y nuevos complejos adicionados retirando estos H

Complejos que presentaban H interferentes en la mima Complejos adicionados generados retirando los H

orientacién que el enlace coordinado N-ién metalico interferentes.
Complejo1 Complejo3 Complejo4 Complejo5 Complejo1* Complejo3* Complejo4* Complejo5*
Complejo7 Complejo8 Complejo12 Complejo13 Complejo7* Complejo8* Complejo12* Complejo13*

Complejo14 Complejo15 Complejo16 Complejo17 Complejo14* Complejo15* Complejo16*
Complejo18 Complejo19 Compejo20 Complejo21 Complejo17* Complejo18* Complejo19*
Complejo22 Complejo23 Complejo24 Complejo25 Compejo20* Complejo21* Complejo22*
Complejo26 Complejo27 Complejo28 Complejo29 Complejo23* Complejo24* Complejo25*

Complejo26* Complejo27* Complejo28*
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Complejo30 Complejo31 Complejo32 Complejo33 Complejo29* Complejo30* Complejo31*
Complejo34 Complejo35 Complejo32* Complejo33* Complejo34*

Complejo35*

La Figura 68 (Complejo35) representa los antes mencionado, donde como se aprecia
el hidrégeno enlazado al nitrégeno podria ser un interferente para la correcta coordinacién al

metal central.

Figura 68. Complejo35-interferencia por parte de un H enlazado a un N justamente en la

direccion de la coordinaciéon con el centro metalico.

Sin embargo, aun asi, el software no reconocio al galio y esto es porque posiblemente
no es encuentre correctamente parametrizado al menos en la version con la cual se encuentra
trabajando. Por lo cual en este punto se trabajé con una sonda inorganica (intercambiando el
atomo de Ga por el de Fe) para poder conocer toda la naturaleza del entorno de coordinacion
de los complejos de Ga y ver las posibles interacciones de la proteina con el complejo, esta
sonda inorganica consiste en intercambiar un id6n por otro con la finalidad de obtener

informacion respeto a propiedades 6ptimas, magnética, etc. Esto se justifica porque tanto el
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Ga (lll) como el Fe (lll) presentan un comportamiento quimico similar en términos de carga
eléctrica, diametro de iones, numero de coordinacién, afinidad electronica, tendencia a formar
enlaces idnicos, potencial de ionizacidon y configuracion electrénica. Algunos de estos

parametros se resumen en la Tabla 13.

Tabla 13.

Comparaciones entre el Fe (lll) y Ga (lll) para justificar la sonda inorganica

Lista de parametros Fe (1) Ga (ll1)

Radio i6nico de Ga (111} y Fe (Ill) 065 alto  spin 0.62
(A)N.C=6 0.55 bajo spin

Afinidad de lonizacién 30.65 eV 30.71 eV

Acidez seguin Pearson Acido duro Acido duro

Preferencia a bases de Lewis Oxigeno, Nitrégeno Oxigeno, Nitrégeno

Fuente: Adaptado de (Chitambar, 2016; Huayhuaz et al., 2017; Kandanapitiye et al., 2016; Kircheva & Dudev, 2021;

Li, Liu, Huang, & Yang, 2022)

El hecho de considerar los 2 casos (moléculas protonadas con el H interferente en el
enlace N-i6on metalico y aquellas en las que se le retird) se vio reflejado en una ligera mejora
de los docking score, la lista completa de complejos con sus docking score se ve en la Tabla

14.
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Tabla 14.

Lista de complejos después del Docking con sus respectivos Docking Score y SMILES

Nombre

SMILES

Docking Score
(Kcal mol")

Complejo30*

Complejo28*

Complejo7*

Complejo1*

Complejo8*

Complejo28

Complejo2

[Fe+3].CC(C)CIC@HI(IN-]C(=O)I[C@@HI(IN-
]C(=0)[C@H](C)NC(=0)c1cce2neenc2e1)C(C
)C)C(=0)N[C@@H](C[C@@H]1CCNC1=0)/C
=C\C(=0)OCc1ccecet
[Fe+3].CC(C)CIC@@HI(IN-]C(=O)[C@HI(IN-
]C(=0)[C@H](C)NC(=0)c1cce2ncenc2e1)C(C)
C)C(=0)N[C@H](C[C@H]1CCNC1=0)/C=C\C
(=0)OCc1ccecct
[Fe+3].CC(C)CIC@@H](NC(=O)[C@H](NC(=0)
[C@@H](C)NC(=0)c1cce2ncenc2c1)C(C)C)C(=0)
N[C@H](C[C@@H]1CCIN-
]C1=0)/C=C\C(=0)OCc1ccccet
[Fe+3].CC(C)CIC@@H](NC(=O)[C@H](NC(=0)[C

@@H](C)NC(=0)c1cce2neenc2c1)C(C)C)C(=0)N

[C@H](C[C@@H]1CC[N-]C1=0)/C=C\C(=0)OCc1cccec

[Fe+3].CC(C)CIC@@H](NC(=O)[C@H](IN-
1C(=0)[C@@H](C)NC(=0)c1cce2neenc2e1)C(C)
C)C(=0)N[C@@H](CIC@@H]1CCNC1=0)/C=C/
C(=0)OCc1cccect
[Fe+3].CC(C)CIC@@H]I(NC(=O)[C@H](N
C(=0)[C@H](C)NC(=0)cTcce2neenc2e1)C
(C)C)C(=0)N[C@H](C[C@H]1CCNC1=0)
/C=C\C(=0)OCc1cceecT
[Fe+3].CC(C)CIC@@H](NC(=0)[C@H](NC

(=0)[C@@H](C)NC(=0O)c1ccc2neenc2c1)C
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Complejo24*

Complejo23

Complejo7

Complejo5*

Complejo31*

Complejo8

Complejo6

(C)C)C(=0)N[C@H](C[C@@H]1CCNC1=0)
/C=C\C(=0)OCc1cccect
[Fe+3].CC(C)CIC@HI(IN-]IC(=0)[C@H](NC(=0)
[C@H](C)IN-
]C(=0)c1cee2neenc2e1)C(C)C)C(=0)N[C@@H]
(CIC@@H]1CCNC1=0)/C=C\C(=0)OCc1ccccel
[Fe+3].CC(C)CIC@@H](NC(=0)[C@@HI(NC(=0)
[C@@H](C)NC(=0)c1cee2neenc2c1)C(C)C)C(=0)
N[C@@H](CIC@@H]1CCNC1=0)/C=C\C(=0)OC
clceecet
[Fe+3].CC(C)CIC@@H](NC(=0)[C@H](NC(=0)[C
@@H](C)NC(=0)c1cce2neenc2¢1)C(C)C)C(=0)N
[C@H](CIC@@H]1CCNC1=0)/C=C\C(=0)OCc
ceecel

[Fe+3].CC(C)CI[C@H](IN-
IC(=0)[C@@HI(NC(=0)[C@@H](C)NC(=O)cicc
c2ncenc2¢1)C(C)C)C(=0)N[C@@H](CIC@@H]1
CCNC1=0)/C=C\C(=0)OCccceeet
[Fe+3].CC(C)CIC@@HI(IN-]C(=O)[C@HI(IN-
]C(=0)[C@@H](C)NC(=0)c1cce2neenc2e1)C(C)
C)C(=0)NC(C[C@H]1CCIN-
]C1=0)/C=C\C(=0)OCccceect
[Fe+3].CC(C)CIC@@H](NC(=O)[C@H](NC(=0)
[C@@H](C)NC(=0)c1cce2neenc2¢1)C(C)C)C
(=0)N[C@@H](CI[C@@H]1CCNC1=0)/C=C/C
(=0)OCcceceet
[Fe+3].CC(C)CI[C@H](NC(=0)[C@H](NC(=0)[C

@@H](C)NC(=0)c1ccc2neenc2¢1)C(C)C)C(=0)
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-4.877

-4.797

-4.731

-4.602

-4.446

-4.427

-4.410



N[C@@H](CIC@H]1CCNC1=0)/C=C\C(=0)OC
clcceect

Complejo23* [Fe+3].CC(C)CIC@@H](IN-IC(=0)[C@@H](IN- -4.308
]C(=0)[C@@H](C)NC(=0)c1cce2ncenc2c1)C(C)
C)C(=ON[C@@H](C[C@@H]1CCIN-
]C1=0)/C=C\C(=0)OCc1cccect

Complejot [Fe+3].CC(C)CIC@@H](NC(=0)[C@H](NC(=0) -4.270
[C@@H](C)NC(=0)cTcce2neenc2¢1)C(C)C)C
(=0)N[C@H](C[C@@H]1CCNC1=0)/C=C\C(=0)

OCc1cccccl

En este punto se procedié a evaluar la Regla de Lipinski muy empleada en la Quimica

Medicinal en el desarrollo de farmacos. Se optd por un servidor web abierto “TargetNet

(http://targetnet.scbdd.com/home/index/ ) y gratis el cual se usa para multiples fines como

predecir la unién de moléculas a blancos proteicos, asi como predecir la actividad de una
molécula en diferentes proteinas humanas.

Este servidor también ofrece la opcidén de subir hasta un maximo de 5000 moléculas a
la vez para el analisis lo que facilito el procedimiento al subir solo un archivo con las moléculas
de interés dentro de este en formato SMILES (.smi) (Yao et al.,, 2016). El resumen de los
parametros obtenidos al evaluar la Regla de Lipinski en los complejos se presenta en la Tabla

15.
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Tabla 15.

Resumen de parametros obtenidos al evaluar la Regla de Lipinski para los complejos

Molécula Peso HDB HBA logP Regla de
Molecular  (donador-H)  (Aceptor-H) Lipinski

Complejo31* 780.67024 2 15 5.1925 25.00 %
Complejo23* 780.67024 2 16 5.1925 25.00 %
Complejo28* 781.67818 3 17 5.4067 25.00 %
Complejo30* 781.67818 3 17 5.4067 25.00 %
Complejo24* 781.67818 3 17 5.4067 25.00 %
Complejo8* 782.68612 4 18 5.0135 25.00 %
Complejo5* 782.68612 4 18 5.0135 25.00 %
Complejo1* 782.68612 4 18 4.4061 50.00 %
Complejo7* 782.68612 4 18 4.4061 50.00 %
Complejo23 783.69406 5 19 4.6203 25.00 %
Complejo8 783.69406 5 19 4.6203 25.00 %
Complejo1 783.69406 5 19 4.6203 25.00 %
Complejo2 783.69406 5 19 4.6203 25.00 %
Complejo7 783.69406 5 19 4.6203 25.00 %
Complejo28 783.69406 5 19 4.6203 25.00 %
Complejo6 783.69406 5 19 4.6203 25.00 %

Si bien no se aprecia algun complejo que satisfaga completamente la Regla de Lipinski,
este era un resultado que se esperaba, principalmente por el tamafio grande de las moléculas
con los que se ha estado trabajando, sin embargo, aun asi, es un indicador muy importante a
considerar. Lo que se puede apreciar de los calculos realizados es que hay coherencia
respecto a los 2 complejos que en su mayoria cumplen la Regla de Lipinski (Complejo1* y
Complejo7*) ya que estos se encuentran entre los primeros complejos que han obtenido mejor

puntuacion en cuanto a docking score.
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En este punto se presenta algunos complejos (los que han obtenido mejor docking score), lo
resaltante a mencionar es que en general se han disminuido en general las interacciones con
el entorno proteico, lo cual se ha reflejado en la disminucion de las interacciones con los
aminoacidos cercanos asi como las interacciones puente hidrogeno, si bien no se precian la
formacion de interaccione puente hidrogeno, la mayor estabilidad por parte de los complejos
al poseer enlaces coordinados mas fuertes con los nitrogenos y oxigenos y el hierro como ion
central proporciona mejores docking score en comparacion de aquellos complejos que
presentaban hidrégenos interferentes orientados justamente en la posiciéon de coordinacion.
En las siguientes imagenes (Figuras 69-72) se pueden apreciar con mas detalle todas las
interacciones presentadas junto con sus respectivas leyendas y simbolos correspondientes.
Adicionalmente el diagrama de interacciones de las restantes moléculas (considerando las 10

moléculas con mejores puntuaciones) se presenta en el ANEXO 3, seccion B.
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& Charged (negative) . Polar -~ Distance — Salt bridge

& Charged (positive) @ Unspecified residue ~» H-bond Solvent exposure
Glycine Water — Metal coordination
Hydrophobic Hydration site o Pi-Pi stacking

W Metal X Hydration site (displaced) —e Pi-cation

Figura 69. Diagrama 2D de las principales interacciones del Complejo30* con MP™.

W Charged (negative) Polar - Distance — Salt bridge

W Charged (positive) @ Unspecified residue ~» H-bond Solvent exposure
Glycine Water — Metal coordination
Hydrophobic Hydration site o Pi-Pi stacking

W Metal X Hydration site (displaced) —e Pi-cation

Figura 70. Diagrama 2D de las principales interacciones del Complejo28* con MP™.

130



PHE
140

LEU
141

THR

190
ALA
191
GLN
192
»
N\)
& Charged (negative) _ Polar - Distance — Salt bridge
& Charged (positive) @ Unspecified residue ~» H-bond Solvent exposure
Glycine Water — Metal coordination
Hydrophobic Hydration site oo Pi-Pi stacking
o Metal X Hydration site (displaced) —e Pi-cation

Figura 71. Diagrama 2D de las principales interacciones del Complejo7* con MP™.

HIE
41
N
N=—
& Charged (negative) Polar -~ Distance — Salt bridge
& Charged (positive) @ Unspecified residue ~» H-bond Solvent exposure
Glycine Water — Metal coordination
_ Hydrophobic Hydration site e Pi-Pi stacking
W Metal X Hydration site (displaced) —e Pi-cation

Figura 72. Diagrama 2D de las principales interacciones del Complejo 1* con MP™.
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Ademas de los diagramas de interacciones de los complejos, se obtuvo otros

parametros importantes de los complejos, en total se obtuvieron 237 descriptores moleculares

para cada complejo (61 en total, algunos son mostrados en la Figura 73) que se ejecutd en

Schrédinger.

import pandas as pd
import matplotlib.pyplot as plt
df = pd.read_excel("./tabla2propiedadescomplejos.xlsx")

df

Title

0 com30prima
1 com28prima
2 com7prima
3 comilprima
4

com8prima

56 com16
57 com31
58 com29

59 com16prima

60 com29prima

docking
score
-5.846
-5.729
-5.639
-5.558
-5.262

1.298
1.553
2.508
3.057

5.064

61 rows x 237 columns

glide
ligand
efficiency

-0.108
-0.106
-0.104
-0.103
-0.097

0.024
0.029
0.046
0.057

0.094

glide
ligand

glide
ligand

efficiency efficiency

sa
-0.409
-0.401
-0.395
-0.389
-0.368

0.091
0.109
0.176
0.214

0.354

In
-1.172
-1.148
-1.130
-1.114

-1.055

0.260
0.311
0.503
0.613

1.015

XP
GScore

-5.846
-5.729
-5.639
-5.558
-5.262

1.298
1.553
2.508
3.057

5.064

glide
gscore
-5.846
-5.729
-5.639
-5.558
-5.262

1.298
1.553
2.508
3.057

5.064

glide
evdw
-50.352
-45.688
-45.460
-47.658
-45.068

-31.737
-46.452
-21.826
-24.637

-20.943

glide
ecoul
-0.960
-4.532
-7.533
-2.483
-5.691

-8.597
-8.632
-6.863
-8.410

-6.017

glide

energy "’

-51.312
-50.220
-52.993
-50.141
-50.759

-40.334
-55.084
-28.688
-33.047

-26.960

res:A26
vdw

-0.902
-0.033
-0.035
-0.025
-0.447

-0.058
-0.998
-2.844
-1.869

-1.476

Figura 73. Visualizacion de descriptores moleculares de los complejos.

res:A26 res:A26 res:A26 res:A26

coul

-0.383
-0.156
-0.324
-0.224
-0.433

-0.358
-0.577
-1.129
-0.417

-0.167

hbond

o 0 O O o

dist

3.290
8.407
8.710
8.650
4.115

7.258
3.141
2.808
2.223

2.483

Eint

-1.286
-0.189
-0.359
-0.249
-0.879

-0.416
-1.575
-3.973
-2.286

-1.643

Se exportaron todos los descriptores moleculares del programa Schrodinger para

posteriormente tratarlos en el entorno de Google Colaboratory, donde se importaron diferentes

librerias de Python , tales como Pandas (https://pandas.pydata.org/docs/), Matplotlib

(https://matplotlib.org/stable/index.html ) y Seaborn (https://seaborn.pydata.org/ ).

Se proporciona el link directo a los datos obtenidos posterior al docking molecular de

los complejos, ademas del archivo .ipynb que se puede visualizar en Google Colaboratory
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donde se explica detalladamente el codigo empleado en la presente trabajo de tesis

profesional:

https://drive.google.com/drive/folders/1sGpTZJOFCFL3VuVDBTUfEq8BQB1Af6pA?usp=shari

ng
Del mismo modo se proporciona el codigo QR para la adquisicion de los datos en caso

se desee manipular o reproducir los resultados de este proyecto (Figura 74).

Figura 74. Coédigo QR para la adquisicién de datos.

154

05 4

res:A145 coul
docking score

0.0 4

-6 -4 -2 0 2 4
docking score

Figura 75. Scatterplot del Cys145coul relacionada con el docking score.
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Figura 76. Scatterplot del Cys145dist relacionada

con el docking score.
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Figura 78. Scatterplot del Cys145hbond

relacionada con el docking score.
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Figura 77.Scatterplot del Cys145Eint relacionada con
el docking score.
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res:A41 coul
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Figura 80. Scatterplot del His41coul
relacionada con el docking score.
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Figura 82. Scatterplot del His41Eint

relacionada con el docking score.
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Figura 81. Scatterplot del His41dist
relacionada con el docking score.
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Figura 83. Scatterplot del His41hbond

relacionada con el docking score.
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res:A41 vdw
iR
docking score
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Figura 84. Scatterplot del His41coul

relacionada con el docking score.

Otros descriptores importantes obtenidos fueron los referidos a los aminoacidos del
entorno catalitico y sus alrededores, para una distancia de 10-12 A. Se obtuvieron energias
de tipo electrostaticas “coul”, de distancias “dist”, de interaccion “Eint’, de Van der Walls “vdw”
y de tipo puente hidrogeno “hbond”. Se podria realizar un analisis de todos los aminoacidos
obtenidos pero la visualizacion de la distribucién de puntos obtenidos se centro en la diada
catalitica His41 y Cys145 como se muestra a continuacion en las Figuras 75-84. Todas las
gréficas presentadas anteriormente representan un scatterplot de los valores de afinidad de
los aminoacidos Cys145 y His41 que presentaron los complejos al evaluarse el docking
molecular. Como se observa la Figura 75, el comportamiento de los valores tiene a ser
negativos en su mayoria, como maximo se acercan al valor de -6 kcal mol-! (siendo el maximo
valor negativo de -0.51 kcal mol'). Solo 6 complejos obtuvieron afinidades para sus
aminoacidos de Cys145 con valores positivos. Se presenta en imagen una recta con ecuacion
de recta (y= 0.07x + 0.32, R? = 0.15) la cual solo se presenta de manera demostrativa para

resaltar la importancia de la manipulacion grandes cantidades de informacion obtenida ya sea
136



de manera experimental o tedrica. Si se obtuviese una mayor cantidad de datos se podria
tratar de correlacionar mediante un modelo matematico 2 variables (tomados de los
descriptores moleculares obtenidos y mencionados anteriormente) y hacer predicciones. Sin
embargo, la cantidad de valores en este caso no es suficiente para tratar de hacer predicciones
ademas de que el valor de R? es demasiado bajo para afirmar que existe una correlacion lineal.
Como se observa en los restantes scatterplots no existe ningun indicio que indique que haya
algun tipo de relacion.

En la gran parte de los casos se aprecia que las energias obtenidas de tipo
electrostaticas “coul”, de distancias “dist”, de interaccion “Eint” y de Van der Walls “vdw”
aportan a la estabilidad del complejo en el sitio catalitico, sin embargo las interacciones de
tipo puente hidrégeno “hbond” no tienen gran importancia en la estabilidad de los complejos,
pues presentan una tendencia lineal justamente ubicada en el punto 0, lo que indica que no
existe presencia de este tipo de interaccion en los complejos. En este punto se pueden realizar
comparaciones entre estos 2 residuos de aminoacidos y ver qué interaccion prevalecio en
general en ambos casos.

Por ejemplo, al comparar las interacciones de tipo “coul” entre los 2 aminoacidos
notamos que se presenta una mayor distribucién o tendencia de puntos agrupadas hacia la
zona inferior del aminoacido His41 a comparacion del aminoacido Cys145, y esto podemos
notar viendo la escala en la zona izquierda de los graficos, ya que el residuo His41 tiene rango
de interaccion “coul” entre (-0.5; 1.5 kcal mol') y la Cys145 abarca desde (-2; 6 kcal mol™).
Especificamente hay 2 complejos con una mejor interaccién “coul” que son el Complejo25* (-
1.198 kcal mol") y el Complejo26* (-2.039 kcal mol') de esta manera podemos responder
comparativamente a las tendencias de afinidades que presentan estos aminoacidos ademas

de a simple vista dar razones del porqué no se han obtenido grandes puntuaciones de
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acoplamiento, y esto es justamente porque las interacciones de tipo puente de hidrogeno no
han aportado ese plus para hacer que se consiga una mejor interaccion.

Para continuar analizando las interacciones de los complejos obtenidos, resulta
importante comprender qué tan bien estas moléculas se complementan al receptor proteico,
asi como a regiones adyacentes que podrian promover la unidon. Se empleo otra herramienta
proporcionada por el software Schrédinger llamada “SiteMap”, una de las funcionalidades que
proporciona es, que cuando no se conoce la ubicacidon de un sitio para las interacciones
proteina-ligando o proteina-proteina, esta herramienta puede ayudar a sugerir sitios de union
probables donde una proteina se una a ligandos estrechamente. SiteMap genera informacion
acerca del caracter de los sitios vinculantes empleando funciones de busqueda y analisis y le
brinda informacion al software para que estos sitios se logren visualizar. En este caso se
empleara para conocer mejor el entorno de los 6 mejores complejos obtenidos.

SiteMap proporcioné 5 sitios como puntos probables para las interacciones proteina-
ligandos; para cada caso se obtuvo un “SiteScore” (una puntuacion para conocer qué sitio
presenta mayor probabilidad de interaccion), “Size” (que representa el tamafio del sitio en A),
“Dscore” (drugscore, que indica posibilidad del sitio para ser inhibida por un posible farmaco)
y “Volume” (que representa el volumen del sitio en A3), todos los parametros obtenidos por

SiteMap se resumen en la Tabla 16.

Tabla 16.

Parametros obtenidos al evaluar SiteMap

Sitios SiteScore Size (A) Dscore Volume (A3)
Sitemap_1 1.037340 111 1.092158 271.999000
Sitemap_2 0.674508 32 0.473410 111.818000
Sitemap_3 0.633078 37 0.574807 116.963000
Sitemap_4 0.617417 27 0.580414 71.687000
Sitemap_5 0.495157 22 0.446635 49.049000
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En la Figura 85 se presenta la superficie molecular de la proteina donde se presentan

los 5 sitios que SiteMap ha reconocido con diferentes colores (amarillo, rojo y azul).

Figura 85. Sitios reconocidos por SiteMap en la superficie molecular de la proteina MP™.

SiteMap trabaja con 3 regiones (region hidrofébica: color amarillo; regidon donante del
enlace H del ligando: color azul; region aceptora del enlace H del ligando: color rojo). El sitio
“Sitemap_1” presenté un mayor volumen a comparacion de los restos, y es justamente donde
se encuentra la diada catalitica de MP™, ademas de ser el sitio donde se acoplaron todos los
complejos. Se empleé SiteMap con la finalidad de visualizar los mapas de sitio que nos
muestran explicitamente la forma y extension de las regiones filicas y fobicas. Este analisis se
realizo solo para los complejos que presentaron mejor acoplamiento con MP© (Complejo30%,

Complejo28*, Complejo7*, Complejo1*, Complejo8*, Complejo28).
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Figura 86. Complejo30* acoplado en el pocket Sitemap_1.

Como se aprecia en la Figura 86, los mapas color azul son los que destacan mas en
dicho pocket, lo que evidencia la importancia de dichas regiones en el acoplamiento ademas
de decirnos que en esas zonas se debieron priorizar las interacciones puente de hidrégeno
por parte del complejo hacia la proteina. Cabe también destacar que si bien el sitio “Sitemap_1"
presenta un mayor volumen, ademas de una mayor puntuacion “SiteScore”, esto no indica que
el 100% de las veces el acoplamiento se llevara por este lugar, porque como se ha presentado
existen regiones adicionales que también influirdn en la mejor interaccion complejo-proteina
pues al ser un sistema dindmico por mas pequefio que sea el cambio que pueda ocurrir en los
sitios, por ejemplo estos complejos podrian inducir un plegamiento de la proteina o una
desnaturalizacion estructural en dichos sitios, lo que repercutira en el comportamiento de sus
adyacentes, podria ocasionar que se favorezca la actividad inhibitoria o por el contrario sea un
efecto perjudicial.

El resto de las representaciones con los complejos: Complejo28*, Complejo7*,

Complejo1*, Complejo8* y Complejo28 se presentan en el ANEXO 3, seccion C.
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4.5 Dinamica Molecular

El parametro mas conocido al analizar la dinamica molecular de inhibidores frente a un
blanco resulta ser la desviacion cuadratica media (RMSD), empleada para medir el cambio
promedio de un conjunto de atomos para un frame (marco) especifico de la trayectoria,
respecto a un frame de referencia, este calculo se realiza empleando todos los frames de la

trayectoria de la dinamica molecular, y para un frame en especifico se calcula como:

N
RMSD, = \| 1 S (7/(8)) — r(tr)

=1

N= Numero de atomos

t..~ Tiempo de referencia/usualmente el primer frame (t=0)
r’= Posicidon de los atomos seleccionados en el frame x,
después de superponerse con el frame de referencia

Figura 87. Concepto de RMSD en dindmica molecular.

Las simulaciones se llevaron a cabo para los Complejo1* y Complejo7*, empleando el
Ga como centro metalico, donde para el caso del Complejo7*, este no resultd estable en el
tiempo, ya que en los 100 nm de simulacion, dejaba el sitio catalitico, por ello se presenta en
esta seccion el analisis del Complejo1* que resultd estable en el tiempo. La Figura 87 muestra
el RMSD de la proteina en unidades de angstrom (A), para un tiempo de simulacién de 100
nanosegundos, que resulta ser suficientes para ver la estabilidad del complejo ligando-receptor
que proviene del docking, solo se busco informacién sobre la estabilidad, sin embargo, si se
desease obtener informacién de cambios estructurales en la proteina seguramente se

necesiten simulaciones mucho mas largas (en el rango de 1000 ns a mas), en este caso en
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particular no se dese6 dicho analisis. EIl RMSD en la parte izquierda (lineas de azul) es el de

la proteina respecto al ligando, cdmo se mueve uno respecto al otro.
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Figura 88. RMSD del ligando y proteina.

Lo ideal que se esperaria obtener son valores de RMSD bajos, que se asocian con la
estabilidad, se observa en la grafica que el movimiento de manera general se mantiene
estable, si bien se aprecia un salto en la grafica del RMSD la proteina (color azul) en el tiempo
20 ns (200 frames) aproximadamente, este movimiento es realmente pequefo, porque su
escala esta en angstroms, ademas de que un valor menor a 1 nm de RMSD todavia se asocia
un movimiento pequefio, sin embargo esto no quiere decir que este sea un valor de referencia
o estandar, sin embargo, suponiendo se observasen picos que llegasen a 2 nm o
sobrepasasen este valor, entonces seguramente se deberia de revisar la dinamica molecular
nuevamente, cosa que no es el caso. Este pico puede asociarse con un giro del complejo

dentro del sitio de union o un pequefo salto para reacomodarse, ademas se observa que
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pasado el frame 200, se reduce el pico, es decir, el complejo es muy poco probable que haya
salido a otras zonas de la proteina, porque cuando se salen los ligandos, se aprecian picos
muy exagerados, mas altos de los observados ahora, tener presente que el comportamiento
de los ligandos es muy variable, en unas ocasiones puede permanecer en el sitio de unioén, y
en otras sale y se reubica en un sitio que estabiliza al ligando, cosa que sucede con muchas
enzimas. También se aprecia que posteriormente se mantiene una estabilidad en los valores
de RMSD, lo que indica que la simulacion ha convergido y se ha equilibrado el sistema. Para
el caso de las lineas de RMSD de rojo, estas indican qué tan estable es e ligando respecto a
la proteina y el sitio de union, En el grafico anterior, se muestra el RMSD de un ligando cuando
el complejo proteina-ligando se alinea primero con la proteina de la referencia (frame 1, t = 0)
y luego se mide el RMSD de los atomos pesados del ligando. Al observar que los valores
observados de RMSD del ligando, no superan ligeramente a los de la proteina, entonces se
puede afirmar que el ligando aun se conserva en su sitio de unién, lo que desde luego se

corresponde con la visualizacion de la simulacion en el tiempo.
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Conclusiones

Se elabord6 una base de datos (biblioteca virtual de estructuras) a partir de
modificaciones estructurales del inhibidor N3 de la proteasa MP© empleando
fragmentos bioisostéricos de la base de datos SwissBioisostere (ligandos) de donde
resulté un total de 11493 moléculas.

Se ejecuto el virtual screening (cribado virtual) del blanco MP™ con la biblioteca virtual
de ligandos creada empleando el supercomputador MANATI, obteniendo 41 moléculas
con mejor docking score superiores a -6.9 kcal mol', de donde 6 moléculas al
examinarlas no presentaron una estructura quimica adecuada. A pesar de volver a
prepararlas nuevamente, una continu6 presentando una estructura quimica
inadecuada y las 5 restantes no alcanzaron la puntuacion necesaria a superar.

Se realiz6 el docking covalente y no covalente para las moléculas con mejor puntuacion
obtenidas del virtual screening en MANATI, donde el criterio de distincion se hizo en
base a la presencia del grupo cetona a, B insaturado para las moléculas que se
enlazaron covalentemente a N3. De donde se obtuvo 17 moléculas con mejor docking
score en comparacion de la puntuacion del acoplamiento con N3 (-7.038 kcal mol).
Se generaron en total 35 complejos de Ga a partir del ligando que mejor puntuacion
obtuvo (-11.592 kcal mol-!, Molécula1) al cual se le coordiné con el Ga por diferentes
puntos de coordinacion con la finalidad de conseguir una geometria octaédrica.
Ademas de calcularse con el software XTB las energias entre el HOMO-LUMO (HOMO-
LUMO gap) a fin de comprobarse la estabilidad de los complejos generados.

Para realizar el docking molecular de los complejos obtenidos se presentaron

problemas con el Ga (ll) por no encontrarse parametrizado en Schrédinger por lo que
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se realizé una sonda inorganica con el Fe (lll) para simular el entorno de los complejos
de Ga (llI)

Los resultados indicaron una clara disminucién en la afinidad de interaccion de los
complejos a comparacion de los ligandos solos, esto se evidencié tanto mediante la
evaluacion de la regla de Lipinski, los diagramas de interacciones y los diagramas de
Scatterplot elaborados en Google Colaboratory para la diada catalitica Cys-His.
Finalmente se emple6é la herramienta de Schrddinger “SiteMap” para continuar
analizando y comprender qué tan bien estas moléculas se complementan al receptor
proteico, asi como a regiones adyacentes que podrian promover la union.

Las simulaciones de dinamica molecular se realizaron para el Complejo7* vy
Complejo1*, descartando el primero por no ser estable en el tiempo de simulacion (100
ns), donde el Complejo1* resultd ser mas estable y considerandose como posible

candidato optimo a inhibir la proteasa MP™.

145



Recomendaciones

Con el creciente surgimiento en la investigacion de farmacos covalentes, resulta
importante la comprension computacional del acoplamiento covalente (covalent
docking), por ello es recomendable no solo enfocarse en el docking tradicional que
considera las interacciones intermoleculares de manera no covalente, de esta manera
se conseguira abordar farmacos mas especificos y con mayor capacidad de inhibicion,
justamente por poseer ojivas covalentes (warheads).

Las interacciones presentadas en los estudios de docking para una proteina-ligando,
nos dan una idea o bosquejo con qué trabajar y no debe verse como un estudio
definitivo. Estos deben serian ser complementados con otros estudios como la
dindmica molecular, para garantizar una unién estable, pero adicionalmente hay
trabajos que utilizan posterior a los estudios antes mencionados, estudios volumétricos,
estudios de deshidratacion que proporcionan informacién sobre si se altera o no la
actividad biolégica de la proteina, que al final es lo que buscan los estudios de docking
molecular.

Normalmente el realizar un estudio empleando docking covalente resulta en muchos
casos dificil de trabajar con un software gratuito. En el caso del software Schrédinger,
este trabaja con un sistema de identificacidn de reacciones para identificar cual se
produce para que el ligando se enlace con la proteina. En este caso resulta muy
importante conocer cual es el tipo de reaccion, por ello se recomienda consultar
diferentes fuentes antes de ejecutar el acoplamiento ligando-blanco.

Al metalar los ligandos con galio, o en general con algun metal de interés, el software
molSimplify te proporciona la estructura que considera mas estable, basandose en una

base de estructuras que tiene en su base de datos, y no mediante la optimizacion de
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un campo de fuerza. Se recomienda trabajar con estas estructuras pues el optimizarlas
empleando algoritmos de quimica cuantica tardarian un tiempo considerable.

En este trabajo se ha empleado una sonda inorganica reemplazando el atomo de Ga
por Fe porque principalmente se ha trabajado con el software Schrddinger, sin
embargo, otra opcion pudo ser emplear otro software como AutoDock, la dificultad
radica en la parametrizacion del atomo y los enlaces. Eso ya corresponderia a otro

trabajo comparando los resultados de los diferentes softwares.
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ANEXO 1

CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Actividades

Revision de base de datos

Con base en la literatura encontrada se planteara
una problematica actual y se propondra un tema

de estudio

Instalacion de programas computacionales

Capacitacién del empleo de los programas

Planteamiento de la metodologia del proyecto

Estado del arte y marco tedrico

Plan de Riesgos, presupuesto, diagrama de Gantt,

manejo de residuos y normas de seguridad.

Generacion de biblioteca virtual de ligandos

Preparacién de ligandos en Google Colaboratory

y preparacion de Mpro en Chimera 1.15 y AutoDock

Ejecucidn del virtual screening en MANATI y

obtencidn de ligandos con mejor docking score

Ejecucidn virtual screening covalente y no
covalente

en Schrédinger

Metalado de ligandos con Ga

Evaluar regla de Lipinski y ejecucién de docking

molecular

Andlisis de complejos de Ga y discusiones

Redaccién y presentacion del informe final




ANEXO 2

PRESUPUESTO

Bien o
equip
ASUS ROG STRIX G512LI-BI7N10 15.6' 10.159.0
Laptop 2021-1 o
INTEL CORE 17 512GB 8GB windows 10 0
durad
ero
Paquete de Software Schrodinger incluye:
Equip 23.835.0
Paquete de Software SCHRODINGER 2021-1 e  ConfGen Flotating License
o 0
e  Epik Floating License




e  Glide Floating License

durad

° LigPrep Floating License ero
. MacroModel Floating License
e  PIPER Floating License
. Prime Floating License
e  XP Visualizer Floating License
. Maestro Access License
. KNIME Access License
e  OPLS3 Force Field Access
License
Ryzen 9 5950X Equip
Nucleos/hilos: 16/32(nucleos:16, o
Unidad de procesamiento grafico 2021-1 3.850.21
subprocesos: 32) durad
Frec. Base/turbo: 3.4/4.9 GHz ero




Curso de Introduccidn a la Dinamica
Curso en linea de Dindmica Molecular - - 182.00 182.00
Molecular

Lima-Santiago de Chile
Pasaje aéreo 2022-1 1 2000.00
Chile-Lima

Investigador 1. Ana Cecilia Valderrama Jefe de proyecto, a cargo de la parte

Negron cientifica y técnica del proyecto.

Co-asesor, a cargo de la ensefianza en la
Investigador 2. Jesus Antonio Alvarado manipulacion de softwares para el disefio
Huayhuaz de farmacos, docking moleculary

dindmica molecular.




Tesista 1. Kevin Ender Taype Huanca

Docking de metalofarmacos, disefio de
derivados, docking de los derivados,

ejecucion de la dindmica molecular

5000.00

* especificar el gasto




ANEXO 3

INTERACCIONES LIGANDO-RECEPTOR

A.3 Interacciones de los complejos ligando-receptor (docking covalente y no
covalente) con mejor docking score

En esta seccion se presentan las interacciones de las diferentes moléculas que
obtuvieron una puntuacion superior al acoplamiento N3-MP© (-7.038 kcal mol'), con la
excepcion de la Molécula40 que no se descartd pues su docking score fue de -7.034 kcal mol-
1 que tiene un valor muy cercano y comparable a N3-MP™, Las primeras 14 figuras representan
los diagramas de acoplamientos covalentes con N3, mientras que las ultimas 3, muestran los

diagramas de los acoplamientos con las moléculas de forma no covalente.
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B.3 Interacciones de los complejos de Fe (lll)-receptor Mpro

En esta seccion se presentan las interacciones de los 10 complejos que obtuvieron
mejores docking score al realizar el docking (Los 4 complejos iniciales ya se han mostrado
previamente). Las siguientes figuras representan los diagramas de acoplamientos de tales

complejos frente a MP™,
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C.3 Interacciones de SiteMap con los complejos

En esta seccion se presentan a los 10 complejos que obtuvieron mejores docking score
en presencia de los mapas de sitio que se obtuvieron empleando SiteMap (El Complejo30* ya
se ha presentado previamente). Las siguientes figuras representan dichos complejos en

presencia de MP™,

Complejo7* acoplado en el pocket Sitemap_1.
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Complejo28 acoplado en el pocket Sitemap_1.
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