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Resumen: La proteasa SARS-CoV PLpro esta asociada a diferentes funciones que ocasionan
el antagonismo de la respuesta inmune innata antiviral del huésped, como lo es la
deubiquitinacién y la desISGilacion de las proteinas de las células de este. Dada la funcion
gue desempenia, la atencidon en la PLpro como diana terapéutica para el disefio de farmacos
contra el SARS-CoV, MERS-CoV y actualmente el SARS-CoV-2, ha ido en aumento y se han
reportado compuestos candidatos para detener la actividad de esta enzima. Entre estos, se
reportd un conjunto de inhibidores no covalentes basados en naftaleno, que incluye
compuestos que muestran una alta capacidad inhibitoria contra la PLpro de SARS-CoV. La
comprension de las caracteristicas estructurales que facilitan la interaccion entre la PLpro de
coronavirus y sus ligandos es de gran utilidad para entender el funcionamiento de esta
enzima y su capacidad para ser intervenida con inhibidores mas efectivos. En este trabajo se
revelaron caracteristicas estructurales de los derivados del naftilo que explican su actividad
contra la enzima PLpro de SARS-CoV, a través de un estudio detallado de las interacciones
ligando-receptor. El protocolo empleado se inicié con el método docking molecular, el cual
permitié considerar las orientaciones de los ligandos en el sitio de unién de la proteasa.
Posterior a ello, se realizaron diversos analisis quimiométricos: se utilizo el servidor LigRMSD
para comparar las orientaciones de los inhibidores estudiados, se realizd6 un analisis de
huellas de interaccién para describir las interacciones recurrentes entre los residuos de la
proteina y los grupo del ligando en los complejos y finalmente se construyeron modelos
3D-QSAR para explicar la relacidon entre la estructura de los compuestos y su actividad
inhibitoria. Se describieron las interacciones entre diferentes porciones del ligando y varios
residuos claves (Aspl165, Tyr269, GIn270 y Tyr265), ademds de la ocupacion de estos
inhibidores en los subsitios S3 y S4 de la proteasa. Se encontrdé que la serie de compuestos
derivados del naftaleno adoptan orientaciones similares en el sitio de unién de PLpro, con
una alta semejanza con las orientaciones de los ligandos co-cristalizados. Sumado a esto, los
modelos 3D-QSAR construidos en base a diferentes estrategias de alineamiento, no
cumplieron en su totalidad con los requisitos estadisticos para ser considerados modelos con
alto poder predictivo. En base a estos resultados, se propone el uso de una nueva

metodologia para explicar la actividad bioldgica de la serie de inhibidores.



Abstract: The SARS-CoV protease PLpro is associated with different functions that cause
antagonism of the host innate antiviral immune response, such as deubiquitination and
delSGylation of host cell proteins. Given the role it plays, attention on PLpro as a therapeutic
target for the design of drugs against SARS-CoV, MERS-CoV and currently SARS-CoV-2, has
been increasing and candidate compounds have been reported to reduce the activity of this
enzyme. Studying the structural features that facilitate the interaction between coronavirus
PLpro and its ligands is of great utility in understanding the functioning of this enzyme and
its ability to be targeted with more effective inhibitors. In this work, structural features of
naphthyl derivatives against SARS-CoV PLpro enzyme were revealed through a detailed study
of ligand-receptor interactions. The protocol started with the molecular docking method,
which allowed to consider the ligand orientations at the protease binding site. Subsequently,
several chemometric analyses were performed: the LigRMSD server was used to compare
the orientations of the studied inhibitors, an interaction fingerprint analysis was performed
to describe the recurrent interactions between the protein residues and the ligand groups in
the complexes; finally, 3D-QSAR models were constructed to explain the relationship
between the structure of the compounds and their inhibitory activity. The interactions
between different portions of the ligand and key residues (Asp165, Tyr269, GIn270 and
Tyr265) were described, in addition to the occupancy of these inhibitors at the S3 and S4
sub-sites of the protease. It was found that the serie of naphthalene-derived compounds
adopted similar orientations at the PLpro binding site, with high similarity to the orientations
of co-crystallized ligands. In addition, the 3D-QSAR models constructed based on different
alignment strategies did not fully meet the statistical requirements to be considered models
with high predictive power. Based on these results, a new methodology is proposed to

explain the biological activity of the inhibitor series.
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1. INTRODUCCION

1.1. Sindrome respiratorio agudo grave causado por Coronavirus

Las pandemias son, en su mayoria, brotes de infecciones que se generalizan como resultado
de la propagacién de una infeccién entre humanos. El término "pandemia” no ha sido
definido a gran escala por muchos textos médicos, pero presenta algunas caracteristicas
claves, como la amplia extensidn geografica, el movimiento de la enfermedad, la novedad, la
gravedad, las altas tasas de ataque y explosividad, la minima inmunidad de la poblacion, la
infecciosidad y el contagio, las cuales se han asociado con impactos negativos en la salud, la
economia, la sociedad y la seguridad de las comunidades nacionales y mundiales (Qui et al.,
2017). Se han registrado muchos brotes de enfermedades y pandemias importantes en la
historia, como la gripe espafiola (Taubenberger & Morens, 2006), la gripe de Hong Kong
(Cockburn et al., 1969), el H7N9 (Watanabe et al., 2014), el ébola (Del Rio & Guarner, 2015)
y el SARS (Cherry & Krogstad, 2004), siendo este ultimo el centro de atencidon a nivel global
desde fines del afio 2019.

El sindrome respiratorio agudo severo (SARS) es la primera enfermedad infecciosa
emergente del siglo XXI que ha sido altamente transmisible y mortal, siendo informada por
primera vez en la provincia de Guangdong, China, en noviembre de 2002 (Loeb, 2006),
afectando a tres continentes e infectando a mas de 8.000 personas con una tasa de

mortalidad global del 9.2%, (CDC, 2003).

Estudios desarrollados en torno a la primera variante de la enfermedad determinaron que el
agente etioldgico del SARS corresponde al coronavirus (CoV) nombrado SARS-CoV, el cual se
aislé a partir de pacientes con sindrome respiratorio agudo. El SARS-CoV y las variantes
posteriores son considerados virus altamente patdégenos que presentan amenazas a gran
escala debido a dos factores: (1) no se cuenta con avances terapéuticos en el momento en
gue afectan a la poblacion (vacunas) y (2) el virus proviene de una familia caracterizada por
sus frecuentes mutaciones (lo cual afecta el desarrollo de farmacos especificos). De esta
forma, la uUnica opcion de detener la propagacion del virus es mediante medidas de

cuarentena rigurosas (Demmler & Ligon, 2003).
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Los coronavirus (CoV) se han convertido en los principales patdégenos de los brotes
emergentes de enfermedades respiratorias. Son miembros de la subfamilia Coronavirinae
(familia Coronaviridae), la cual consta de cuatro géneros: Alphacoronavirus, Betacoronavirus,
Gammacoronavirus y Deltacoronavirus, siendo los dos primeros capaces de causar
infecciones agudas y prolongadas del tracto respiratorio en mamiferos, particularmente en
humanos (Cui & Shi, 2019). Estos virus poseen estructuras esféricas, aproximadamente de
125 nm de didametro, rodeadas de cuspides que se proyectan desde la superficie, dando la
apariencia de una corona solar, lo que determina el nombre de “coronavirus”. En su interior
se encuentra el RNA monocatenario, de sentido positivo, que puede aislarse en diferentes
especies animales. Este logra atravesar las barreras de las especies y causar en los seres
humanos enfermedades que van desde un resfriado simple, hasta patologias mas graves

(Perlman & Netland, 2009).

1.2 Organizacion molecular de la poliproteina viral

Investigaciones realizadas hasta la fecha han revelado procedimientos importantes a
considerar para detener la replicacion viral de los coronavirus. Uno de los procesos
esenciales en el ciclo de vida del coronavirus es la escision de una poliproteina viral
multidominio en 16 componentes maduros denominados proteinas no estructurales (Nsps),
gue se ensamblan en complejos para ejecutar la sintesis de ARN viral (Baker, 2008). Incluidas
dentro de este complejo residen dos cisteinas proteasas, necesarias para formar el ensamble
replicasa de los virus, integrado por una proteasa similar a la papaina (PLpro) y una proteasa
similar a 3C (3CLpro) (Yang et al., 2006). PLpro es responsable de la escision de las tres
primeras posiciones de su poliproteina, mientras que 3CLpro escinde las 11 ubicaciones
restantes, liberando un total de 16 proteinas no estructurales (Nspl a Nsp16) (Figura 1.1)

(Lee et al., 2015).
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Figura 1.1: Escisiones proteoliticas por PLpro y 3CLpro. EIl ARN de SARS-CoV ingresa a la célula
huésped, utilizando los ribosomas de este para iniciar el proceso de traduccién, el cual resulta en 16
proteinas no estructurales tras la escision autoproteolitica por las enzimas PLpro y 3CLpro. Las
flechas coloreadas indican los sitios de escisidon de cada una de las proteasas. Los circulos rojo y azul,
corresponden a las posiciones de PLpro y 3CLpro, respectivamente. Las proteinas estructurales (S =
proteina Spike, E = proteina de envoltura, M = proteina de membrana y N = proteina de
nucleocapside) se traducen mediante un mecanismo de traduccidon de subgenoma (Mody et al.,
2021). Todas las proteinas maduras se ensamblan junto con el genoma ARN monocatenario de

sentido positivo para formar un nuevo virion.

Desde el afio 2003, la estructura y actividad de la proteasa 3CLpro se encuentra reportada y
el conocimiento sobre sus aspectos estructurales y mecénicos han proporcionado multiples
vias como puntos de partida para el disefio basado en la estructura de compuestos
antivirales dirigidos contra el sitio activo de esta proteasa (Ghosh et al., 2006). Otro de los
objetivos igual de viable para la intervencion terapéutica del SARS, basandose en los eventos
bioquimicos criticos para la replicacién viral, corresponde a PLpro. Esta proteina, ademas de
desemperiiar un papel esencial durante la replicacidon del virus, es una enzima clave en la
patogénesis de los coronavirus, asocidndose al procesamiento de la poliproteina replicasa

viral (Harcourt et al., 2004), deubiquitinacién (Barretto et al., 2005) y delSGilacién (Lindner
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et al, 2007) de las proteinas de la célula huésped. Estas actividades enzimaticas

desencadenan el antagonismo de la respuesta inmune innata antiviral del huésped.

1.3 Aspectos estructurales y actividad de la proteasa PLpro

Considerando la accién de la proteasa Plpro, los andlisis estructurales y de actividad
enzimatica han sido fundamentales para el disefio y sintesis de inhibidores contra esta
proteina. PLpro posee estructuras cristalograficas reportadas y su arquitectura consta de
cuatro dominios, donde tres de ellos dan lugar a una conformacién de mano derecha con
diferentes dominios de palma, compuesta de una hoja B de seis hebras (38-13); el pulgar
formado por cuatro hélices prominentes (a4-7) y los dedos, constituidos por una hoja B de
cuatro hebras, retorcidas y antiparalelas (34-7). El cuarto de estos dominios corresponde a
un dominio terminal independiente similar a los dominios de ubiquitina (Ratia et al, 2006)
(Figura 1.2). Actualmente, existe evidencia experimental de que SARS-CoV PLpro es capaz de
reconocer e hidrolizar sustratos que contengan la secuencia consenso LXGG, siendo éste un
motivo de escision reconocido y que coincide con el perfil de especificidad (LRGG) de las
enzimas desubiquinitantes (DUB) de HAUSP (Hu et al, 2002). Ademas de su actividad DUB,
PLpro también posee actividad desISGilante que se requiere para la replicacién viral y la

evasion de la respuesta inmune del huésped (Clemente et al., 2020).

Ubi-domain

Fingers
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Figura 1.2: Organizacion de dominios estructurales de SARS-CoV PLpro. La ubicacién del dominio
ubiquitina (Ubl) se representa mediante el cuadro rosado, mientras que el las regiones que
representan el pulgar y la palma se muestran por medio de los recuadros verde y amarillo,
respectivamente. Las hélices a aparecen en color naranja y las ldminas 3 en color azul, enumeradas y
representadas como cartoons. Finalmente, el &tomo de zinc presente en la estructura, se grafica de

color rojo en la zona superior izquierda de la figura.

En cuanto al sitio activo, PLpro presenta una triada catalitica compuesta por los aminodcidos
Cys112-His273-Asp287, situdndose el primer residuo (Cys112) en el extremo N-terminal del
dominio del pulgar, resultando el 4tomo de azufre de la cadena lateral en interaccion con el
atomo de nitrégeno de la histidina catalitica (His273). Por otra parte, uno de los atomos de
oxigeno de la cadena lateral del acido aspdrtico (Asp287) se encuentra situado a una
distancia de 2.7 A con respecto al nitrégeno de la histidina catalitica en el dominio de la
palma, formando un enlace de hidrégeno. Este arreglo estructural resulta en una triada
formada por estos residuos cataliticos en la interseccién de los dominios del pulgar y palma

(Barretto et al., 2005).

Los residuos que conforman la triada catalitica no son los Unicos importantes en la
estructura de PLpro, pues su accion conjunta con el “bucle de bloqueo” (BL2) es clave al
momento de analizar el mecanismo de unién de potenciales inhibidores. El BL2, comprende
a los residuos 267 - 272 de la estructura y presenta una longitud similar a los bucles del
mismo tipo presentes en HAUSP, teniendo ambos dos glicinas en cada uno de los extremos
(G267 - G272). Estas glicinas son 2 de los 11 residuos que se conservan entre PLpro y HAUSP,
siendo significativos para impartir flexibilidad a la region del bucle. Finalmente, un
aminodcido catalogado como esencial para la funcién enzimatica de SARS-CoV Plpro,
corresponde a W107, el cual seria participe en la estabilizacion de intermediarios

tetraédricos cargados negativamente formados durante la catalisis (Ratia et al., 2006).

Si bien es esencial la presencia del residuo de triptéfano W107 para SARS-CoV PLpro, no lo
es para MERS-CoV PLpro. El andlisis de la conservacion de aminoacidos en los subsitios
enzimaticos del MERS-CoV PLpro revela la sustitucién de los residuos E168, Y265 y W107 en
SARS-CoV PLpro por los residuos R170, F271 y L108 en MERS-CoV PLpro (Baez-Santos et al.,

14



2014). Las diferencias que se presentan en los aminodcidos de los sitios enzimaticos de las
PLpro en distintos coronavirus explicarian la selectividad que tienen variados compuestos

disefiados para ser inhibidores de SARS-CoV PLpro frente a la proteasa de otros coronavirus.

1.4 Inhibidores de SARS-CoV PLpro derivados del naftaleno

La gran cantidad de funciones realizadas por PLpro en la patogénesis viral, apuntan a esta
proteasa como un objetivo atractivo para disefnar farmacos antivirales. Hasta la fecha se han
realizado investigaciones para identificar inhibidores potenciales de PLpro por medio de
estudios que incluyen el uso de técnicas computacionales (Baez-Santos et al., 2014; Ghosh
et al.,, 2009, 2010). El conocimiento de las relaciones existentes entre los genomas
SARS-CoV-2, MERS-CoV y SARS-CoV al codificar una unica PLpro, enfoca a esta enzima como
una diana tentativa para la creacion de inhibidores. La utilizacion de métodos
computacionales para investigar sobre un gran nimero de compuestos sintéticos, tal como
lo es el cribado de alto rendimiento (HTS), ha permitido a la comunidad cientifica realizar
correlaciones estructura-actividad de diversos candidatos para inhibir PLpro. Dada la
homologia que presenta la PLpro con las enzimas deubiquitinantes humanas y a que existe
sobre el 50% de DUB en humanos que también son cisteinas proteasas (Daviet & Colland,
2008), es de gran importancia que los compuestos que se desarrollen como inhibidores de

PLpro sean altamente selectivos.

Existen investigaciones asociadas al disefio de potenciales moléculas capaces de inhibir el
mecanismo de accidon de PLpro. Ratia y col. (2008) reportaron la evaluacién de 50.080
compuestos diversos, de los cuales solo el 0,04% (equivalente a 17 de estos), lograron tener
una capacidad inhibitoria >35% sobre PLpro, tras la realizacién de un cribado primario.
Ensayos posteriores permitieron descubrir el compuesto GRLO617, un derivado de naftaleno
gue resultd ser un inhibidor potente frente PLpro. A partir de este compuesto, los autores
desarrollaron una serie de nuevos inhibidores de PlLpro (ejemplo en la Figura 1.3)

(Baez-Santos et al., 2014; Ghosh et al., 2009, 2010).

Ratia y col. introdujeron estos compuestos con la finalidad de que actien como inhibidores

competitivos no covalentes/reversibles de PLpro, al unirse a los subsitios S3-S4 de la enzima,
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generando cambios conformacionales en el bucle articulado por dos residuos de glicina
(G267 y G272). Tales compuestos inducen la reorientacién de las cadenas laterales de Y269,
generando el cierre del bucle de modo que sostenga el inhibidor al cuerpo de la proteina,

logrando asi inhibir el sitio activo de PLpro.

T

Compound 7724772: IC5o = 20 pM GRL0617: IC5o = 0.6 pM

)
‘ O)]\ ‘ ° OJ\
N/\©/ - - i \N’/\©: >
N *,N\ H o

Compound 6577871: ICsy = 59 pM Inhibitor 15g (R)-Me: IC5y = 0.67 pM
Inhibitor 15h (S)-Me: ICsq = 0.56 yM

A

Figura 1.3: Ejemplos de derivados de naftaleno, inhibidores de la PLpro de SARS-CoV. (A) Compuesto
7724772 obtenido por HTS, a partir del cual se desarrollé el inhibidor GRL0617 (B). (C) Compuesto
6577871 obtenido por HTS, a partir del cual se desarrollaron los inhibidores 15g y 15h. El centro

quiral de los isémeros derivados del compuesto 6577871 se indica con un asterisco.

La informacién sobre los inhibidores eficaces de PlLpro de esta serie, permitié a los
investigadores desarrollar mejores candidatos. Los analisis de estructura-actividad aplicados
a los datos de HTS permitieron la exploraciéon de otros sustituyentes en determinadas
posiciones de la estructura 7724772 (ICs, = 20,1 £ 1,1 uM) (Figura 1.3A). A partir de estos
estudios se obtuvo el compuesto GRLO617, que aumenté considerablemente la potencia
inhibitoria frente a PLpro (ICs, = 0,6 + 0,1 uM) (Baez-Santos et al., 2014). Sumado a la sintesis
de GRL0O617, también surgié 6577871 mediante el uso de HTS, exhibiendo un valor de ICs,

elevado (59 pM). La optimizacidén de este compuesto derivé en el potente inhibidor 15g (ICs,
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= 0,32 uM), que en conjunto con su enantiomero 15h (ICs, = 0.56uM) fueron capaces de

inhibir la replicacidn viral de SARS-CoV.

Los compuestos GRL0617, 15g y 15h comparten una serie de caracteristicas quimicas y
estructurales. Presentan el grupo naftilo adyacente a un centro estereogénico que contiene
un grupo metilo y un donante de enlace de hidrégeno centrado en nitrégeno. Ademas,
comparten conectores de carboxamida de orientacién opuesta a los grupos bencenoides
(Figura 1.4). Relaciones de estructura-actividad han demostrado que la presencia de un
grupo metilo en la posicion mencionada anteriormente es un factor clave para la potencia

de esta serie de inhibidores (Ghosh et al., 2006).

GRLO617

Figura 1.4: Caracteristicas estructurales que comparten cada uno de los compuestos derivados del
naftaleno, utilizando como ejemplo el inhibidor GRL0O617. Grupo naftilo representado por recuadro
celeste. Grupo metilo en centro estereogénico y donante de enlace de hidrégeno, destacados en
cuadros rosado y verde, respectivamente. Finalmente, grupo carboxamida en coloracidon naranjo

adyacente al grupo bencenoide (rojo claro).

En el afio 2014, Baez-Santos y col. reportaron nuevos compuestos de esta serie obtenidos a
partir del inhibidor 15g, presentando variaciones estructurales importantes. Uno de estos
corresponde al inhibidor 3e (ICs, = 0,39 + 0,01 uM), el cual en lugar de un grupo dioxolano

enlazado al anillo aromatico, presenta un sustituyente acetamido en la posicién meta del
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benceno. Ademas, obtuvieron los derivados 3j y 3k que poseen un sustituyente fluoruro en
las posiciones meta y para del benceno, respectivamente; presentando el ultimo de estos
una mejora apreciable en la actividad (ICs, = 0,15 + 0,01 M) en comparacién con cualquiera

de las otras moléculas reportadas hasta el momento (Baez-Santos et al., 2014) (Figura 1.5).

YNH F
o

Figura 1.5: Inhibidores derivados del compuesto 15g. La estructura general del compuesto es similar
a la de todas las moléculas derivadas del naftilo, presentando variaciones en el sustituyente R para
cada uno de los casos. Como ejemplo se representan los compuestos 3e (R = 3-NHCOMe), 3j (R = 4-F)

y 3k (R =F) (parte derecha de la imagen).

Los derivados de naftaleno de esta segunda generaciéon no exhibieron citotoxicidad vy
mostraron alta selectividad frente a la diana terapéutica. Ademas, presentaron una
estabilidad metabdlica significativamente mejorada en comparacidon con las moléculas
sintéticas de las que provienen, como 15g, por lo que podrian ser utilizados como un punto
de partida importante para avanzar en el desarrollo de formacos capaces de combatir el

coronavirus.

Si bien la estructura general de la SARS-PLpro es similar a la de la MERS-PLpro, la
comparacién estructural minuciosa entre las dos enzimas PlLpro utilizando todas las
estructuras disponibles, reveld diferencias importantes para el desarrollo de inhibidores (Lee
et al., 2015). Basandose en ello y en los antecedentes asociados a los residuos con los cuales
interactian las moléculas derivadas de naftilo, estos serian efectivos para SARS-CoV-PLpro y

SARS-CoV-2-PLpro, no asi para MERS-CoV-PLpro. Esto se debe a que MERS-CoV-PLpro
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presenta una variacién en los residuos responsables de la unién del inhibidor en el bucle de
bloqueo BL2, reemplazando los aminoacidos Y269 y Q270 (en SARS-CoV-PLpro) por T274 y
A275 en MERS-CoV PLpro, lo que dificulta la formacidén de interacciones de unidn criticas

para tipos similares de inhibidores (Freitas et al., 2020).

Recientemente, a través de una caracterizacion bioquimica de las actividades
desubiquitinantes y desISGilantes en SARS-CoV-2, se reveld que PlLpro, para este nuevo
coronavirus, parece funcionar mas parecido a la MERS-CoV PLpro que a su contraparte en
SARS-CoV, pese a que difiere con la primera en 54 residuos. A pesar de esta diferencia, los
aminodcidos que recubren el sitio activo, asi como también los sitios S3 y S4 cercanos son
idénticos entre SARS-CoV y SARS-CoV-2, incluyéndose de esta forma los residuos en el bucle

BL2, imprescindibles para unir inhibidores basados en naftaleno.

Conociendo estos antecedentes y aun cuando el interés en las terapias contra los
coronavirus habia disminuido debido a la efectiva detencién del brote de SARS-CoV en el
ano 2003; hoy en dia existe una necesidad urgente de terapias contra SARS-CoV-2, basadas
en el desarrollo de farmacos antivirales capaces de inhibir e impedir la replicacidon de los
coronavirus en humanos. Como se ha presentado con anterioridad, centrar la atencién en la
diana proteica PLpro usando la informacién reunida en los inhibidores derivados de
naftaleno contra la variante presente en SARS-CoV, es relevante para investigar a futuro la
accion de esta clase de inhibidores contra el coronavirus SARS-CoV-2. Cabe destacar que la
serie de compuestos derivados de naftaleno seleccionados para el presente estudio, es la
mas numerosa que se ha reportado hasta la fecha contra la PLpro de coronavirus. Esta esta
conformada por una serie de compuestos con diversas caracteristicas quimicas que
determinan sus capacidades inhibitorias. Por lo tanto, es de gran relevancia para la presente
investigacién revelar como las variaciones de sustituyentes quimicos en estos compuestos
determinan las variaciones en las actividades frente a PLpro. Esto contribuiria a racionalizar
el proceso de optimizacion de moléculas con actividad inhibitoria contra PLpro y a entender
como establecer interacciones favorables en el sitio de unién de la proteina para esta clase

de compuestos.
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1.5 Alcance de esta tesis

Los coronavirus zoondticos son importantes patdgenos virales cuya especie mas reciente, el
SARS-CoV-2, ha sido causante de una emergencia a nivel mundial debido a su rapida
propagacién. La infeccion por este tipo de virus es responsable del Sindrome respiratorio
agudo severo (SARS), enfermedad que ha provocado un gran numero de muertes en
diferentes zonas del mundo. Como se menciond anteriormente, a través del presente
estudio se centrard la atencidn en la proteasa PLpro del virus SARS-CoV, la cual es participe
en la replicacion viral y tiene una funcién en la evasidn de la respuesta inmune innata del
huésped. Por esta razon, el diseno de inhibidores de SARS-CoV PLpro es un objetivo critico

para luchar contra las infecciones por coronavirus.

SARS-CoV PLpro comparte una similitud de secuencia del 82.80% con la cepa homdloga de
SARS-CoV-2 y un 100% de identidad en los residuos que forman el sitio de unién de
moléculas pequefias (Amin et al., 2021). La importante similitud entre SARS-CoV PlLpro y
SARS-CoV-2 PLpro inspira a la comunidad a investigar mas a fondo estas proteasas y asi
también, los inhibidores reportados hasta la fecha, con la esperanza de descubrir
compuestos capaces de actuar sobre las proteinas de SARS-CoV-2. Bajo este marco
investigativo, diferentes autores han utilizado como punto de partida a los inhibidores
derivados del naftaleno y la informacidén previa reportada, para abordar el escenario de

salud actual.

Pitsillou y col. investigaron las caracteristicas de unién de los compuestos GRL-0617 y 3k
contra la proteasa similar a la papaina (PLpro) de SARS-CoV-2 y evaluaron su efecto sobre la
actividad desubiquitinante de la PLpro. Sus hallazgos, indicaron ademds, otros candidatos
gue podrian actuar como inhibidores de la PLpro, que se consideran compuestos lideres
potenciales (Pitsillou et al., 2020). A mediados del afio 2020, Bosken sometié el compuesto
3k de la serie congenérica a simulacion molecular frente a SARS-CoV-2 PLpro. Este estudio
tuvo la finalidad de explorar la interfaz ligando-receptor y ofrecer estrategias para mejorar el

andamio de los compuestos derivados del naftaleno mediante la adicidén de sustituyentes y
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la participacién de residuos en un espacio infrautilizado del sitio de unién (Bosken et al.,

2020).

Gosh por otra parte, a inicios del afio 2021, utilizé un enfoque computacional 2D, basado en
fragmentos, para correlacionar estructuras moleculares y su actividad bioldgica, utilizando
29 inhibidores de la serie reportada por Ratia. De este estudio se desprende la importancia
del fragmento de benzamida para la formacion de enlaces con los residuos D165 y Q270. Asi
mismo, declaran al sustituyente naftaleno como responsable de las actividades inhibitorias

de SARS-CoV PLpro (Gosh et al., 2021).

Como se puede observar, el mundo cientifico ha utilizado enfoques multidisciplinares que
involucran metodologias de quimica computacional para contribuir a este tema de
investigacion. El efecto inhibitorio de los derivados del naftaleno ya ha sido estudiado a nivel
experimental y parte de estos compuestos han sido sometidos a analisis de relacién
estructura-actividad (SAR y QSAR). Sin embargo, es necesario caracterizar los complejos
formados por PLpro y estos inhibidores reversibles, con la finalidad de conocer en detalle el
modo de unién de los compuestos y comprender de qué manera contribuyen los diferentes

residuos de la proteasa en la formacién de interacciones que modulan la inhibicién de PLpro.

De esta forma, considerar las diferentes estructuras de la PLpro en conjunto con la serie de
compuestos derivados del naftaleno, permitira describir caracteristicas farmacofdricas y
guimicas esenciales para la formaciéon del complejo proteina-ligando. Para esto, se
obtendran las poses activas de la serie congenérica mas amplia de inhibidores de la PLpro de
SARS-CoV mediante docking y se realizara un protocolo que incluye una comparacion entre
las orientaciones de los ligandos utilizando el servidor LigRMSD (Veldzquez-Libera et al.,
2020), analisis de huellas dactilares de interaccidn (interaction fingerprint) y 3D-QSAR. En los
ultimos tiempos, el interés por los derivados de naftilo como inhibidores de PLpro ha
aumentado enormemente, por lo que esta informacién serd relevante para estudios

posteriores orientados al disefio racional de potentes inhibidores de PLpro.
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2. HIPOTESIS

Considerando las diferencias entre las estructuras de los compuestos derivados de
naftaleno, se plantea que es posible dilucidar a través de modelado computacional, el efecto
de los sustituyentes en las diferentes actividades de los compuestos actuando frente a la

proteasa PLpro de SARS-CoV.

3. OBJETIVOS

® Preparar las estructuras de los compuestos derivados del naftaleno y las estructuras
proteicas de SARS-CoV Plpro, considerando los estados de protonacién a pH

fisioldgico.

e Realizar estudios de docking molecular entre los compuestos derivados de naftaleno

y la proteina PLpro de SARS-CoV.

e Realizar el analisis de los resultados de docking en cuanto a la similitud entre las
poses y las interacciones recurrentes entre los ligandos y los residuos del sitio activo

de PLpro.

e Desarrollar modelos 3D-QSAR para explicar cdmo contribuyen los diferentes grupos

guimicos a las diferencias de actividad de los compuestos.
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4, MATERIALES Y METODOS

Para lograr cada uno de los objetivos propuestos, se siguid el esquema de trabajo expuesto
en la figura 4.1. En este estudio, se identificaron series congéneres para construir modelos
de correlacién que describan las actividades diferenciales de los compuestos derivados del
naftaleno frente a la proteasa SARS-CoV PLpro, utilizando herramientas de acoplamiento
molecular y QSAR. La mayoria de los programas que fueron empleados para el estudio se
ejecutaron en la interfaz Maestro de Schrédinger (Maestro, Schrodinger, LLC, Nueva York, NY,
EE. UU.). Las moléculas sintéticas se dibujaron por medio del editor de Maestro, mientras
que el proceso de preparacion de los ligandos se realizd a través de LigPrep (LigPrep,
Schrodinger, LLC, New York, NY, 2021). Para la preparacion de la proteina se utilizo el
componente Protein Preparation Wizard (Protein Preparation Wizard, Schrodinger LLC, New
York, NY, USA, 2016) que ofrece la misma suite. El docking molecular de los ligandos se
efectud con Glide ((Glide, Schrodinger, LLC, New York, NY, 2021)), con detalles explicados en
la seccion 4.2. Los analisis sobre la calidad de las poses obtenidas para cada compuesto
frente a la proteina se desarrollaron utilizando el servidor LigRMSD (Veldzquez-Libera et al.,
2020), mientras que la identificacién de interacciones recurrentes entre los residuos
presentes en el sitio de union de PLpro vy sus ligandos, se realizé por medio del panel de
interacciéon de huellas dactilares (IFP). Finalmente, Phase (Phase, Schrodinger LLC, Nueva

York, NY, EE. UU., 2016) fue usado para el tratamiento de los modelos 3D-QSAR.
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Preparacion de las estructuras de los compuestos
derivados del naftaleno y de la proteasa SARS-CoV PLpro

Docking molecular de los compuestos preparados
como ligandos de SARS-CoV PLpro

poses e interaction fingerprinting

B

“ i 5 Analisis post-docking: Similitud entre las

28 -

P Contruccion de modelos 3D-QSAR

Figura 4.1: Metodologia. Flujo de trabajo para la caracterizacion estructural de los compuestos
derivados del naftaleno interactuando con SARS-CoV PLpro.

4.1 Preparacion de compuestos derivados del naftaleno y estructura de la proteina.

Para realizar el estudio de interaccién proteina-ligando, se recopilaron 75 estructuras de los
compuestos derivados del naftaleno procedentes de las series reportadas por Ratia et al.
(Ratia et al., 2008; Gosh et al., 2009, 2010; Baez-Santos et al., 2014). Las estructuras de los
compuestos que se estudiaron se encuentran en las tablas 4.1-4.4, las cuales fueron
dibujadas utilizando el editor molecular de Maestro (Maestro, Schrodinger, LLC, Nueva York,

NY, EE. UU.). El pre-procesamiento de los compuestos se realizd utilizando la herramienta
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LigPrep (LigPrep, Schrodinger, LLC, New York, NY, 2021). De esta forma, se convirtieron todos
los compuestos dibujados en dos dimensiones a su forma tridimensional (3D), siendo estos
tratados posteriormente mediante una serie de pasos enfocados en la preparacién del
ligando. El estado de protonacién de cada uno de los inhibidores fue estimado utilizando
Epik (Epik, Schrodinger, LLC, New York, NY, 2021) bajo un valor de pH fisioldgico de 7. Para
todas las estructuras generadas, se consideraron aquellas que se encontraban
adecuadamente protonadas. Esto se definid teniendo en cuenta los diferentes complejos
proteina-ligando presentes en PDB. Como ultimo paso de preparacion, se inspeccionaron

visualmente las representaciones moleculares.

o) R
R, N
R3

Compuesto R, R, R, IC5, (UM)
7724772 (S) Me 2-naphthyl H >200
7724772 (R) Me 2-naphthyl H 8.7+ 0.7
A3 (R) cl 2-naphthyl H 14.5+0.9
A4 (R) Et 2-naphthyl H >200
A5 (R) Me 1-naphthyl H 23101
A6 (R) Me 1-naphthyl NHAc 26+0.1
A7 (R) Me 1-naphthyl NO, 73109
GRLO617 Me 1-naphthyl NH, 0.6+0.1

Tabla 4.1: Primer conjunto de compuestos derivados del naftaleno seleccionados para el presente
estudio.
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)\ §
P s

Rs
Compuesto R, R, R, R, IC;, (M)
65778771 1-naphthyl [ H H 4-OMe 59.2+7.8
B7a 1-naphthyl |[H H 2-OMe 116 + 30
B7b 1-naphthyl |[H H 3-OMe 30+3
B15a 1-naphthyl | Me(R) H 2-OMe 1.21+0.04
B15b 1-naphthyl | Me(R) H 3-OMe 0.34+0.01
B15¢c 1-naphthyl | Me(R) H 4-OMe 0.34 +0.01
B15d 2-naphthyl | Me(R) H 3-OMe 13.2+0.6
B15e 2-naphthyl | Me(R) H 2-OMe 34.8+4.0
B15f 2-naphthyl | Me(S) H 3-OMe 5.8+0.1
B15g 1-naphthyl | Me(R) H 3,4-(-0-CH,-0-) 0.32+0.01
B15h 1-naphthyl | Me(S) H 3,4-(-0-CH,-0-) 0.56 £ 0.03
B15i 1-naphthyl |[H H 3,4-(-0-CH,-0-) ~45
B15j 2-naphthyl |[H H 3,4-(-0-CH,-0-) ~100
B15k 1-naphthyl | Gem-dimethyl | H 3,4-(-0-CH,-0-) >200
Cla 1-naphthyl | Et(R, S) H 3,4-(-0-CH,-0-) 17.2 £ 0.03
Clb 1-naphthyl | CH,OH(R, S) H 3,4-(-0-CH,-0-) 32.0+45
Clc 1-naphthyl | CH,0OMe(R, S) H 3,4-(-0-CH,-0-) >100
Cid 1-naphthyl | CH,Ph(R, S) H 3,4-(-0-CH,-0-) >100
C2a 1-naphthyl | Me(R) H H 22+0.1
C2b 1-naphthyl | Me(R) Me(R) H 13.5+1.2
C2c 1-naphthyl | Me(R) Me(S)- H 12.7+0.3

26




c2d 1-naphthyl | Me(R) CH,OMe(R) H 18.0+1.9
C2e 1-naphthyl | Me(R) CH,OMe(S) H 1.9+0.1
C3a 1-naphthyl | Me(R) H 4-Et 0.47 + 0.01
C3b 1-naphthyl | Me(R) H 4-CO-NH-Me 0.60 + 0.02
C3c 1-naphthyl | Me(R) H 3-CO-NH-Me 0.63+0.01
C3d 1-naphthyl | Me(R) H 4-NH-CO-Me 5.7+0.5
C3e 1-naphthyl | Me(R) H 3-NH-CO-Me 0.39+0.01
C3f 1-naphthyl | Me(R) H 3-CH,-NH-CO-Me 204+1.2
C3g 1-naphthyl | Me(R) H 3-Cl 27.2+4.1
C3h 1-naphthyl | Me(R) H 4-Cl 0.58 + 0.02
C3i 1-naphthyl | Me(R) H 3,4-diF 29.2+2.1
C3j 1-naphthyl | Me(R) H 4-F 0.49+0.01
C3k 1-naphthyl | Me(R) H 3-F 0.15+0.01

Tabla 4.2: Segundo conjunto de compuestos derivados del naftaleno seleccionados para el presente

estudio.
O
R>
N/
H
\F
R4
Compuesto R, R, I1C, (UM)

C4da 8-quinolinyl(R, S) 3-F-Ph-CH, 7.0+0.7
C4db 5-quinolinyl(R, S) 3-F-Ph-CH, 45+0.2
C4c 5-isoquinolinyl(R, S) 3-F-Ph-CH2 6.8+0.3
C4ad 1-isoquinolinyl(R, S) 3-F-Ph-CH, 30.8+2.6
C5a 1-naphthyl(R) 3-pyridinyl-CH, 26.3+2.3
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C5b 1-naphthyl(R) 4-pyridinyl-CH, 18.3+0.9

C5¢ 1-naphthyl(R) 2-methoxy-4-pyridinyl-C | 0.35 £ 0.02
H,

Céa 1-naphthyl(R) 4-CI-Ph-CH,CH, 1.6+0.3

Céb 1-naphthyl(R) 3-F-Ph-CH,CH, 19+0.1

Tabla 4.3: Tercer conjunto de compuestos derivados del naftaleno seleccionados para el presente
estudio.

R, Rs f
R, N =)
| |
R4 \

Compuesto R, R, R, R, R, 1Cs, (1LM)
D5a 2-naphthyl Me H H 3-Me 14.8+5.0
D5b 2-naphthyl Me H H 4-Me 29.1+3.8
D5c 2-naphthyl Me H H 2-OMe 90 + 26
D5d 2-naphthyl Me H H 3-OMe 13.5+6.8
D5e 2-naphthyl Me H H 4-OMe 149 + 43
D5f 2-naphthyl Me H H 2,6-diMe 12.1+0.7
D9 2-naphthyl | Me H H 4-NH, 46.1£13.0
D21 1-naphthyl Me H Me 2-Me 22.6+6.9
D23 1-naphthyl Me H H 4-NH, 24.8+1.0
D29 1-naphthyl Me Me H 2-Me and 11.1+£1.3

5-NH,
D33 1-naphthyl | Me H H 2-Me and 5-CN | 5.2+0.5
D40 1-naphthyl | Me H H 2-CH,0OMeand |2.7+0.1
5-NH,
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D32 1-naphthyl Me H H 2-Me and 5-I 1.4+0.3

D47 1-naphthyl Me H H 2-Me and 48+0.4
5-CH,NHBoc

D49 1-naphthyl Me H H 2-Me and 1.3+0.1
5-CH,NHMe

D02 1-naphthyl Me H H 2-Me and 0.46 £0.03
5-CH,NH,

Tabla 4.4: Cuarto conjunto de compuestos derivados del naftaleno seleccionados para el presente
estudio.

Ademads de la preparacidon de los ligandos, el procesamiento de la proteina es un paso
importante para asegurar que las estructuras tridimensionales estén correctamente
optimizadas. En la base de datos Protein Data Bank (PDB), existen estructuras
tridimensionales (3D) de SARS-CoV PLpro formando complejos con inhibidores no covalentes
derivados del naftaleno, localizados en los subsitios S3-S4 de la proteasa. En base a estas
estructuras, se seleccionaron aquellas con identificadores 3MJ5, 3E9S, 40VZ y 40WoO0,
considerando la diversidad de conformaciones presentes en el sitio de unién de PLpro. La
optimizacion de las estructuras proteicas se realizd a través del médulo Protein Preparation
Wizard de Maestro (Protein Preparation Wizard, Schrodinger LLC, New York, NY, USA, 2016),
incluyendo una serie de pasos para la optimizacién. El primer paso, corresponde a un
preprocesamiento de la macromolécula en estudio, en donde para cada uno de los casos se
emplearon los pardmetros por defecto otorgados por la herramienta. De esta forma se
asignaron atomos faltantes y se corrigieron las orientaciones de los aminoacidos que
componen la proteina. Dado que las estructuras extraidas desde PDB carecen de atomos de
hidrégeno, se realizd la adicion de estos, con la finalidad de tener todos los atomos
representados y posicionados explicitamente. Sumado a lo anterior, se asignaron érdenes de
enlace utilizando la base de datos de compuestos quimicos (CCD), asi como también se llevo
a cabo el refinamiento de cadenas laterales y bucles faltantes utilizando Prime (Prime,
Schrodinger, LLC, New York, NY, 2021). Teniendo en cuenta la variedad de compuestos
presentes en la serie congenérica, se decidié remover todas las moléculas de agua presentes
en los cristales. Una vez que el preprocesamiento finalizd, se eliminaron los grupos con la
etiqueta ‘HET’ correspondientes a iones de Cl, Na, Zn, moléculas de disolvente y grupos que

no forman parte de la proteina. Posteriormente, las estructuras proteicas se sometieron a
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una etapa de refinamiento, donde se realizd6 una optimizacion de la red de enlaces de
hidrégeno mediante la reorientacién de los grupos hidroxilo y tiol, las moléculas de agua, los
grupos amida de la asparagina (Asn), la glutamina (GIn), y el anillo de imidazol de la histidina
(His). Ademas, se efectud una prediccidn de los estados de protonacidn de grupos ionizables
de acido aspartico (Asp), acido glutamico (Glu) e histidina (His), en conjunto con sus estados
tautoméricos. Para finalizar, se minimizaron las estructuras utilizando el campo de fuerza

OPLS3.

Una vez finalizado el protocolo de preparacion de proteinas para cada uno de los cristales y
dada la diversidad conformacional del sitio de unién de los derivados del naftaleno, se
realizé un analisis de las estructuras con la finalidad de conocer con mas detalle el sitio
preferencial de unién de este tipo de compuestos. De esta forma, se obtuvo informacién
relevante, para asi emplear un analisis mas exhaustivo en torno a un menor numero de
estructuras. La proteina correspondiente a 3E9S, presenta un estado monomérico, mientras
que las entradas con los cédigos PDB 3MJ5, 40VZ y 40WO0 corresponden a dimeros con
ligandos de la serie congenérica co-cristalizados. Primeramente, las estructuras se alinearon
en relacién a la cadena A del mondmero utilizando el plugin “Protein Structure Alignment”
de Maestro (Maestro, Schrodinger, LLC, New York, NY, 2021.), resultando valores de RMSD de
0.844 A, 1.008 Ay 1.045 A para 3MI5, 40VZ y 40WO0, respectivamente. Una vez alineadas las
estructuras, se llevé a cabo una comparacién por medio del RMSD (A) de los residuos del
sitio de unidon de los cristales mencionados, considerando los aminoacidos que se
encuentran a una distancia corte de 5 A desde los atomos del ligando. Los resultados
obtenidos a partir del script “rmsd_per_residue” de Schrodinger (Kevin et al., 2006) se

exponen en la tabla 4.5.

Residuo 3MIJ5 40vzZ 40W0
Tyrl13 0.22 0.29 0.34
Lys158 1.23 1.27 1.27
Leul63 1.41 1.36 1.44
Vall66 0.27 0.22 0.23
Aspl165 0.45 0.41 0.29
Argl67 1.20 1.33 1.16
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Glul68 1.38 1.68 1.77
Met209 1.52 1.28 0.86
Ala247 0.58 0.81 0.73
Pro248 0.99 1.30 1.27
Pro249 1.13 1.12 1.15
Tyr265 0.60 0.33 0.40
Gly267 0.52 0.80 0.83
Asn268 1.68 1.69 1.62
Tyr269 1.04 1.19 1.04
GIn270 5.53 5.06 5.15
Cys271 241 - 2.48
Gly272 0.92 0.82 0.79
Tyr274 0.26 0.39 0.38
Thr302 1.97 1.97 1.94

Tabla 4.5: Valores de RMSD (A) de los residuos que se encuentran a un radio de 5A de los 4tomos del
ligando. El cristal 3E9S se utilizd como referencia. Residuos causantes de interacciones con los
ligandos co-cristalizados se destacan en negrita. El residuo Cys271 corresponde a CSO271

(S-hidroxicisteina) en el cristal 40VZ, razén por la cual no se obtuvo el valor comparativo.

De un total de 20 residuos comprometidos en el sitio de unién de la proteina SARS-CoV
PLpro, el 90% presenta valores de RMSD inferiores a 2.0 A. Entre estos, se encuentran los
residuos Aspl65, Tyr265 y Tyr269, esenciales para la formacién del complejo
proteina-ligando. Sin embargo, el residuo GIn270, de igual importancia, existe en
conformaciones distintas al cristal de referencia 3E9S, presentando un RMSD > 5.0 A en

3MJ5, 40VZ y 40WO.

Sumado a esto, los datos presentes en la tabla 4.5 para las estructuras diméricas revelan una
similitud entre los residuos del sitio de unidn de estas. Los valores para la Glutamina en la
posicion 270 son de 5.53 A (3MJ5), 5.06 A (40VZ) y 5.15 A (40WO) con respecto a su
posicién en la referencia. Este mismo residuo se compard entre las estructuras diméricas,
utilizando como referencia el cristal 3MJ5, obteniéndose valores de RMSD de 1.58 A (40Vz)
y 1.53 A (40WO0). De esta forma se pudo observar que existe una diferencia no importante
en la posicién de GIn270. Asimismo, se verificé visualmente que el resto de los residuos
involucrados en el sitio de unidn presentan una misma orientacion entre las estructuras en

un mismo estado. Esta informacion se utilizé como material para el desarrollo de los andlisis

31



posteriores, los cuales se emplearon en torno a la estructura cristalografica monomérica
3E9S y al dimero 40WO0, con una menor resolucién (2.10 A) que 3MJ5 (2.63 A) y 40VZ (2.50

o

A).

4.2 Docking Molecular

Los estudios de acoplamiento molecular se realizaron utilizando Glide de la suite de
Schrodinger (Glide, Schrodinger, LLC, New York, NY, 2021), permitiendo crear un modelo de
interaccion proteina-ligando para la serie de inhibidores de naftaleno. Glide disefia una serie
de filtros jerdrquicos para buscar las posibles poses y orientaciones del ligando dentro del
sitio de unidn del receptor, utilizando una grilla definida previamente. Los filtros implican un
enfoque de busqueda sistematica que muestrea el espacio posicional, conformacional y de
orientacion del ligando antes de evaluar las interacciones de energia entre el ligando vy la

proteina (Friesner et al., 2004).

Glide ofrece tres filtros jerdrquicos: cribado virtual de alto rendimiento (HTVS), precision
estandar (SP) y precision extra (XP). Para este caso en particular, los compuestos se
sometieron a los mddulos SP y XP. Glide SP, es una funcién mas indulgente y permite la
identificacion de ligandos que tienen una tendencia razonable a unirse. Por otra parte, el
madulo de precisién extra (XP), es una funcién mds estricta, la cual penaliza a las poses que
violan los principios de la fisicoquimica (Friesner et al., 2004). La utilizacién de estos dos
modulos de manera conjunta ayudd a acceder a una mayor cantidad de soluciones con
buena calidad. Glide SP permitié evaluar la capacidad del protocolo para encontrar poses
gue posean interacciones con los residuos presentes en las estructuras cristalograficas
reportadas; mientras que la funcion menos indulgente, XP, se utilizd para obtener las poses

finales de docking, con las cuales se dio inicio al analisis.

La mejor pose de cada ligando fue escogida por medio de dos criterios. El primero de estos
corresponde a la puntuacidon otorgada por Glide; mientras mayor sea la puntuacion del
maddulo, mejor sera la afinidad calculada del hit en la unidn a la proteina objetivo. Sumado a
lo anterior, se consideraron aquellas poses que tuvieron interacciones con residuos claves
reportados en los cristales de PLpro. Mediante un andlisis previo sobre las estructuras de

SARS-CoV PLpro en complejo con moléculas derivadas del naftaleno (PDB ID: 3MJ5, 3ESS,
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40VZ y 40W0), se determinaron los residuos D165, Y265, Y269 y Q270 como importantes
para la formacién de enlaces de hidrégeno, pi-pi stacking, puente salido y pi-cation (Figura
4.2). Tres de estos residuos (Y269, Y265 y D165) forman interacciones que estan presentes
en las entradas PDB 3MJ5, 40VZ y 40WO (figura 4.2B). Las diferencias estructurales del
compuesto presente en 3E9S conllevan a una nueva interaccién de tipo enlace de hidrégeno

con el residuo GIn270 (figura 4.2A).

Figura 4.2: Residuos participantes en la interaccion de los compuestos derivados del naftaleno en los
cristales 3E9S, 40WO0, 40VZ, 3MJ5. (A) Interacciones en el cristal 3E9S. (B) Interacciones presentes en
los cristales 3MJ5, 40VZ y 40WO0. Las interacciones se indican mediante lineas discontinuas y
diferentes coloraciones. Enlaces del tipo pi-pi stacking se colorean negro, mientras que interacciones
de tipo enlace de hidrégeno, pi-cation y puente salino se rotulan de rojo, naranja y magenta,

respectivamente.

Recientemente, Pitsillou y col (2020) realizaron estudios basados en compuestos derivados
del naftaleno, logrando destacar por medio de docking molecular una alta afinidad del
compuesto GRLO617 por la proteina SARS-CoV Plpro. A través de este estudio se
identificaron residuos claves en la formacion del complejo receptor-ligando (Pitsillou et al,
2020). Basandose en los protocolos de este trabajo, el conjunto de ligandos utilizado se

acoplé a la proteina mediante una grilla de 20 A x 20 A x 20 A centrada en los subsitios S3 y
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S4 de PLpro. Se utilizaron pardmetros de docking predeterminados, escalando los radios de
Van der Waals en un factor de 0,80 y considerando como atomos no polares a aquellos con
carga atomica parcial <= 0,15. Se especific6 ademas un docking con ligando flexible y se
aplicaron limitaciones de posicidon asociadas al grupo naftaleno de los compuestos. La
minimizacién del ligando en el sitio del receptor se realizé utilizando la funcién de energia de
mecanica molecular estandar, que incorpora el campo de fuerza OPLS junto con un
dieléctrico dependiente de la distancia (Friesner et al., 2004). Posteriormente, los ligandos
con menor energia se refinaron mediante un muestreo de Monte Carlo, lo que es crucial
para obtener una pose de docking precisa. La seleccion de la mejor pose se determind por
medio de la puntuacion Emodel. Por otra parte, se utilizd GlideScore para clasificar los

compuestos en base a su unidn al receptor.

4.3 Analisis post-docking

4.3.1 LigRMSD

Al efectuar el docking de compuestos congenéricos, se esperaria obtener poses similares de
estos, y a la vez similares a las de un compuesto analogo co-cristalizado en las estructuras de
PLpro seleccionadas para el desarrollo de este estudio. La busqueda de similitudes entre las
poses de docking y las poses de los compuestos en los cristales fueron Utiles para demostrar
la calidad de los resultados obtenidos, y se realizd utilizando el servidor LigRMSD
(Veldzquez-Libera et al., 2020). LigRMSD permite seleccionar los atomos comunes entre las
estructuras que se comparan, estableciendo grafos coincidentes entre ellas, y calcula Ia
desviacidon cuadratica media (RMSD) entre los atomos equivalentes con respecto a una
referencia. Bajo el mismo contexto, la coincidencia se define utilizando los valores “%Ref” y
“%Mol”. “%Ref” senala el porcentaje de grafos comunes entre un compuesto acoplado y una
referencia seleccionada, en relacion al nimero total de atomos de la referencia
seleccionada. Por otra parte, “%Mol” es el porcentaje de grafos comunes entre el
compuesto acoplado vy la referencia seleccionada, en relacién con el nimero total de &tomos
del compuesto acoplado. Estos valores entregados por el servidor LigRMSD representan la
similitud maxima entre los compuestos que se comparan, de manera que altos valores de

%Ref y %Mol se asocia con una gran semejanza entre los compuestos estudiados.
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En base a esto, primeramente, se realizd una comparacién entre las poses de los inhibidores
de SARS-CoV PLpro derivados del naftaleno con identificadores 3MJ5, 3E9S, 40VZ y 40WO,
con la finalidad de conocer el comportamiento y semejanza de los ligandos cristalizados.
Posteriormente, se compararon las poses obtenidas utilizando multiples referencias. Para
compuestos acoplados al cristal monomérico 3E9S, se utilizd la pose del ligando
co-cristalizado y la proveniente del inhibidor 6577871, mientras que para la estructura
dimérica de SARS-CoV PLpro, se utilizé la pose del compuesto acoplado en el cristal 4OWO0 y

la del ligando 7724772.

4.3.2 Anadlisis de interaccion molecular

Para hacer una descripcion detallada a nivel global de los contactos e interacciones quimicas
entre el receptor (SARS-CoV PLpro) y los ligandos acoplados, se realizé un analisis de
interacciéon molecular (interaction fingerprints, IFP) para las poses obtenidas a través de
docking. Para construir los IFP se utilizd el panel de Interaction Fingerprints de Maestro
(Maestro, Schrodinger LLC, New York, NY, USA, 2016). Este método describe la presencia o
ausencia de interacciones quimicas entre los ligandos y los residuos del sitio de unién del
receptor mediante el uso de bits, para una posterior construccion de una matriz de
interaccidon. Cada bit describe si tiene lugar un tipo de interaccién especifico entre el ligando
y un residuo de la proteina, teniendo en cuenta interacciones hidréfobas (H), polares (P) y
Aromaticas (Ar). Es posible detectar también si un residuo proporciona aceptor(es) (A) o
donador(es) (D) de enlace de hidrégeno e interacciones electrostaticas con grupos cargados
(Ch). Para este estudio, se contabilizd como interaccién, cuando un residuo de la proteina en
estudio se encuentre dentro de una distancia de corte maxima de 4.0 A entre dtomos

pesados, con respecto a los dtomos del ligando (Velazquez-Libera et al., 2019).

4.4 3D-QSAR

La relacién cuantitativa estructura-actividad (QSAR) es un enfoque basado en ligandos que
implica la cuantificacion de la correlaciéon entre los rasgos estructurales de una serie de

compuestos y la respuesta bioldgica/toxicoldgica subyacente (Wang et al.,, 2020).
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Esencialmente, el método QSAR se basa en la hipdtesis de que propiedades estructurales o
fisicoquimicas similares producen actividades similares. Los enfoques QSAR han
evolucionado desde el QSAR clasico (1D y 2D) hasta el QSAR multidimensional (3D-6D),
prefiriéndose la metodologia 3D-QSAR sobre los otros paradigmas. El objetivo principal de
este, es establecer la relacion entre la actividad bioldgica y las propiedades espaciales de los
compuestos quimicos (estéricas, electrostaticas y lipofilicas). El enfoque 3D-QSAR se aplica
principalmente a series de compuestos para descubrir caracteristicas moleculares
farmacéforas de los mismos, llevando a cabo el andlisis y la optimizacién de aquellos

compuestos que pueden aumentar su actividad biolégica (Verma et al., 2010).

Basado en lo mencionado anteriormente, se realizaron estudios de relacion cuantitativa
estructura-actividad (QSAR) con la finalidad de correlacionar caracteristicas estructurales de
los compuestos estudiados en su conformacion activa con sus actividades inhibitorias
experimentales. Las estructuras del conjunto de datos obtenidas del acoplamiento
molecular fueron alineadas considerando su orientacion en el sitio activo de la proteina. Se
utilizé el médulo “Field-Based QSAR” de Phase (Phase, Schrodinger LLC, Nueva York, NY, EE.
UU., 2016) para generar modelos 3D-QSAR, empleando el modelo de regresion de factores
por minimos cuadrados (PLS) para establecer la correlacién. Para originar el modelo QSAR,
los datos se dividieron en un conjunto de entrenamiento (training) y uno de validacion
externa (test) con una divisién de un 80 y 20% de los datos, respectivamente. El modelo se
realizd usando solamente el conjunto de entrenamiento. Se especificd un espaciado de
malla de la grilla por defecto, correspondiente a 1A. El programa Phase proporciona un
conjunto estandar de seis descriptores de campo asociados a las estructuras de los
compuestos en estudio: aceptores de enlaces de hidrégeno (A), donantes de enlaces de
hidrégeno (D), grupos hidréfobos (H), grupos ionizables negativamente (N), ionizables
positivamente (P) y anillos aromaticos (R), pudiendo estas caracteristicas ser observadas por
medio de diferentes colores. (Dixon et al.,, 2006). Durante el procedimiento PLS, se
eliminaron las variables con una desviacidn estandar de menos de 0.01. Por otra parte, las
variables cuyos coeficientes de regresion eran sensibles a pequefios cambios en la
composicion del conjunto de entrenamiento se eliminaron del modelo QSAR, utilizando un

|t-value| <2.00. EI nimero de componentes principales maximo a analizar en el PLS se
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establecié en 6 y se exploraron distintas combinaciones de descriptores de campo para

seleccionar la combinacidon que mejor describe los datos bajo estudio.

Los modelos desarrollados en el conjunto de entrenamiento se validaron con un protocolo
de validacidn cruzada leave-one-out mediante el calculo del valor Q? (referencia). Una vez
seleccionado el mejor modelo (el de mejor Q?), se hizo una prediccidn de los compuestos
colocados en el conjunto de validacidn y se verifico el valor de R? del test (R%.). Un buen
modelo QSAR debe cumplir con dos condiciones de validaciéon interna y externa: un valor de

Q’>0.5y R’ >0.6.
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5. RESULTADOS

5.1 Poses de acoplamiento molecular

Se tiene conocimiento que los ligandos derivados del naftaleno comparten una serie de
caracteristicas estructurales, como la presencia de un grupo aromatico adyacente a la
carboxamida y el grupo naftilo caracteristico de este tipo de compuestos, enlazado a un
centro estereogénico de la molécula (Ghosh et al., 2006). Los enlaces intermoleculares
formados entre estos compuestos y los residuos de la proteina varian segun la estructura
cristalina. Para los cristales utilizados en este estudio, los ligandos de esta serie forman
interacciones no covalentes entre sus anillos aromaticos y la cadena lateral del residuo
Tyr269. Ademas, la presencia de un anillo de piperidina en los compuestos derivados de
6577871 (Figura 1.3C) favorece la formacion de interacciones electrostaticas entre el atomo
de nitrégeno cargado en el ligando y residuos como Tyr265, Tyr269 y Asp165. El residuo de
GIn270 forma un enlace de hidrégeno con el grupo carbonilo del ligando cocristalizado en el
mondmero 3E9S. Esta interaccidn no tiene lugar entre los compuestos estudiados y los
dimeros 3MJ5, 40VZ, 40WO0. Sumado a esto, existen residuos hidréfobos, tales como
Pro249, Tyr274, Pro248, Leul63 y Met209 cercanos a los grupos hidréfobos de los ligandos.
En base a esto, se esperaria que los compuestos en estudio tuvieran orientaciones parecidas
a las observadas en PDB vy establecieran interacciones quimicas semejantes a las

mencionadas.

Para estudiar la base molecular de las interacciones entre la serie congenérica de
compuestos derivados del naftaleno y la proteasa PLpro de SARS-CoV y analizar la afinidad
de esta union, se acoplaron 75 ligandos a los residuos que componen los subsitios S3 y S4 de
la proteina, utilizando la herramienta Glide de la suite de Schrédinger (Glide, Schrodinger,
LLC, New York, NY, 2021). Los métodos de precisidon estandar (SP) y extraprecision (XP) se
emplearon con los mismos parametros para los dos cristales utilizados con identificadores
3E9S y 40WO. Glide SP permitid evaluar la capacidad del protocolo para encontrar poses que

establezcan interacciones con los residuos presentes en las estructuras cristalograficas
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reportadas, tales como: Aspl165, GIn270, Tyr269, Tyr265. En adicidon a esto, se utilizé la

funcién Glide XP, la cual es menos indulgente, para obtener las poses finales de docking.

A partir de los resultados del acoplamiento se logra apreciar que todos los ligandos de la
serie adoptan el mismo modo de unidn, orientando los restos de naftilmetilamina en los
subsitios S3 y S4 de la enzima, compuestos por los residuos de L163, Y265 y D165, P249,
T302, respectivamente (Figura 5.1). Ratia y col. revelaron la preferencia de estos inhibidores
competitivos por el bolsillo adyacente al sitio catalitico de la proteasa a través de
cristalografia de rayos X del complejo PLpro:GRLO617. Estos subsitios son criticos para el
reconocimiento del residuo de leucina en el motivo LXGG, el cual se encaja en el bolsillo
hidréfobo formado por Pro249, Tyr265 y Thr302. Por esta razén, los ligandos unidos a S3 y
S4, se catalogan como buenos candidatos para inhibidores de la enzima (Ratia et al., 2006;

Osipiuk, 2021).

Figura 5.1: Estructuras acopladas dentro del sitio de uniéon de SARS-CoV Plpro. Los ligandos
acoplados se representan por medio de barras verdes. Los residuos del subsitio S3 de la proteasa, se
representan por medio de esferas blancas. Los residuos que componen el subsitio S4 de PLpro, se

encuentran representados por esferas violetas.
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De manera general, se aprecia que los compuestos originados desde 7724772 en el
mondmero 3E9S, presentan un enlace de hidrégeno entre el carbonilo adyacente al anillo
aromatico del inhibidor y el residuo GIn270 (Figura 5.2A). Se reporta en la literatura que este
enlace, asi como otro adicional formado con el residuo Asp165, son de gran importancia
para la estabilizacion de ligandos cortos en el sitio de unidn descrito anteriormente (Ratia et
al., 2008). Con relacién al mismo cristal, la interaccidon establecida con GIn270 se encontrd
considerablemente en menor proporcion para los ligandos que presentan restos de
piperidina. Los aminoacidos con cadenas laterales aromaticas, tales como Tyr269 y Tyr265 se
encontraron involucrados en la formacién de interacciones pi-pi stacking con los grupos
aromaticos del ligando; ademas, se observaron interacciones cation-pi con el nitrégeno
cargado del anillo de piperidina presente en derivados de 6577871. Esta porcidn protonada
del ligando formd una interaccidn de puente salino con el carboxilato anidnico del residuo
de Aspl165, el cual a su vez, se encuentra a una distancia de enlace de hidrégeno con
respecto a la misma regién del ligando. Para compuestos derivados de 7724772, Aspl165
formdé un enlace de hidrégeno con el NH de la carboxamida de los inhibidores. Por otra
parte, la presencia del aminoacido con carga positiva Lys158 en el sitio de unidon de la serie
congenérica, contribuyd a la formacién de interacciones del tipo cation-pi con el grupo

aromatico y sus sustituyentes en compuestos provenientes de 6577871 (Figura 5.2B).

Sumado a esto, se observd que el bolsillo revestido por los residuos Pro248, Pro249,
Met209, Thr302, Tyr269 y Tyr265 estuvo en proximidad al grupo naftilo, lo cual contribuye a
la formacion de interacciones hidréfobas. Asi mismo, el residuo Leu163 también contribuye
a este tipo de interacciones, dada su cercania con el grupo benceno préximo al resto de
carboxamida en ligandos mas grandes. Tanto para compuestos en los cuales se presenta el
anillo de piperidina, como para aquellos que carecen de este, el naftaleno se colocé de

forma estable entre los residuos de Pro248 y Pro249 (Figura 5.2A-D).
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Figura 5.2: Serie de compuestos derivados del naftaleno en el sitio de union de SARS-CoV PLpro. (A)

Compuestos de la serie derivados del ligando 7724772, acopladas al cristal monomérico 3E9S. (B)

Compuestos de la serie derivados del ligando 6577871, acoplados al cristal 3E9S. (C) Compuestos de

la serie derivados del compuesto 7724772, en el sitio de unién del cristal 4O0WO0 (dimero). (D)

Compuestos derivados de 6577871, acoplados en el sitio de union de 40WO. Los ligandos se

representan por medio de barras de color verde, en tanto que los residuos involucrados en el sitio de

unién se colorearon de azul-verdoso. Las interacciones de tipo pi-pi stacking y los enlaces de

hidrogeno se representan con lineas negras y rojas segmentadas, respectivamente. Por otra parte,

las lineas discontinuas de color rosado hacen referencia a puentes salinos, mientras que las de color

naranja denotan interacciones pi-cation.
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Las diferencias existentes para estructuras diméricas con respecto al mondmero, recae en la
ausencia considerable del residuo GIn270 como causante de la formacidn de enlaces de
hidrégeno, siendo reemplazo por Tyr269, el cual establece este tipo de interaccién con el
grupo NH de la carboxamida (Figura 5.2D). Este cambio ocurre ya que el bucle articulado BL2
existe en diferentes conformaciones para cada uno de los estados proteicos estudiados,
debido a un mecanismo de unién de ajuste inducido de este tipo de compuestos (Ratia et
al., 2008). Para el estado dimérico de la proteina PLpro, el grupo donante del residuo GIn270
se aleja de los inhibidores impidiendo la formacion de enlaces (ver material
complementario, Figura S1) y permitiendo a su vez la participacién de la cadena principal de

Tyr269.

La flexibilidad del bucle, no es lo Unico asociado a la pérdida de interacciones. Ligandos
derivados de 6577871 presentan diferentes conformaciones, puntualmente en la porcion
protonada de estos. Esta region es causante de varias interacciones, involucrando a los
residuos Asp165, Tyr269 y Tyr265. El primero de estos, ademas de formar una interaccién
del tipo puente salino, es participe en la formacién de un enlace de hidrégeno, el cual se
mantiene solo si el protén de la piperidina se encuentra en orientacién al Aspartato. En
ligandos como B7b (entre muchos otros), el hidréogeno de la regién cargada de la piperidina
se voltea (Figura S2), quedando expuesto a residuos como Tyr265 e incluso, en algunos
casos, orientado hacia las Pro248-249, lo cual impide la formacion del enlace mencionado.
Sin embargo, las orientaciones de las poses de acoplamiento obtenidas en el bolsillo de
unién de PLpro son similares a las de los compuestos co-cristalizados en los registros PDB

3E9S (Ratia et al., 2008) y 40WO (Baez-Santos et al., 2014).

Las puntuaciones de docking obtenidas para cada uno de los compuestos frente a los
estados proteicos utilizados se tabulan en la tabla complementaria S1. En este estudio, se
encontré una baja correlacion entre las energias de puntuacién de Glide XP y los valores del
registro experimental (plCs,) para las poses acopladas al cristal monomérico (R? = 0.0048) y
para la estructura dimérica (R? = 0.1428). La obtencién de bajos coeficientes de correlacién
ha sido un tema de discusién recurrente en diferentes articulos, en los que se reporta en

concreto que la puntuacién de acoplamiento molecular y las afinidades de unidn
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determinadas experimentalmente, en general no se correlacionan de buena manera (Mikra

et al., 2017).

Los resultados del acoplamiento molecular nos permiten conocer si los ligandos se unen
correctamente en el sitio de unién, proporcionando un calculo de la afinidad de unidn
(Chen, 2015). En cuanto a los modelos obtenidos para el monémero de PLpro, sugieren que
los compuestos mas pequefios (derivados de 7724772) son capaces de unirse de mejor
manera que los compuestos que presentan el grupo de piperidina en su estructura. La
puntuacion Glidescore para este tipo de compuestos (derivados de 7724772) es mas
favorable, presentando valores de -7.849, -7.825 y -7.514 kcal/mol en ligandos como D47,
D02 y D49, respectivamente. En contraste a lo mencionado, los compuestos derivados de
65778771 como B15f, B7a y C3J poseen puntuaciones menos favorables: -5.594, -5.576 y

-5.552 Kcal/mol, respectivamente.

El comportamiento de las puntuaciones obtenidas en el cristal dimérico es totalmente
opuesto a los casos anteriores, ya que esta vez presentan una mejor puntuacion aquellos
ligandos que tienen restos de piperidina en su estructura. Derivados del naftaleno como
C4d(S) (-11.456 Kcal/mol), C3e (-10.964 Kcal/mol) y C2b (-10.470 kcal/mol) tienen una mayor
afinidad de unién. Si bien para este estado, D47, D02 y D49 no presentan bajas puntuaciones
(-8.301, -8.364 y -8.295), se aprecia que los compuestos con un anillo de piperidina tienden

a unirse mejor al dimero de SARS-CoV PLpro.

La pose de acoplamiento mds favorable para la uniéon con PLpro en estado monomeérico,
D47, mantiene las interacciones descritas previamente de manera general y reportadas en la
literatura para compuestos derivados de 7724772 (Gosh et al., 2010). La estructura del
naftaleno y el benceno presentes en el ligando, asi como también la disposicién del anillo
del residuo de Tyr269 en el bucle BL2, permiten la formacidn de interacciones pi-pi stacking
entre ambas partes. A su vez, GIn270 y Aspl65 establecen enlaces de hidrégeno con la
carboxamida del ligando, puntualmente con los grupos carbonilo y amino, respectivamente,
lo cual conduciria al cierre del bucle. Ademas, el sustituyente presente en la posicién 5 del
anillo aromatico (tert-butoxicarbonil metilamino) contribuye a la formacién de enlaces de

hidrégeno con los residuos Glul68 y Tyr269 (Figura 5.3A). En cuanto a la pose de mejor
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puntuaciéon para la estructura dimérica, C4d(S), esta mantiene las interacciones pi-pi
stacking con el residuo Tyr269, pese a la sustitucién del anillo de naftilo por una
isoquinolina. El nitrégeno cargado de la piperidina, es causante de un gran numero de
interacciones, como: enlace de hidrégeno, puente salino con el residuo Aspl65 y una
interaccidn pi-catién con el residuo Tyr265. Como se menciond con anterioridad, para este

estado del receptor, el grupo amino del ligando establece un enlace de hidrégeno con la

cadena lateral de la Tyr269 (Figura 5.3B).

Figura 5.3: Mejores poses obtenidas para la estructura monomeérica y dimérica de SARS-CoV PLpro.

(A) Compuesto D47 acoplado dentro del sitio de unidn de SARS-CoV PlLpro (gscore = -7.849
Kcal/mol). (B) Compuesto C4d en su configuracién S, acoplado en el sitio de unién de la proteasa
(gscore = -11.456 Kcal/mol). Ligandos se representan por medio de barras verdes. Los residuos

involucrados en el sitio de unién se colorearon de azul-verdoso. Las interacciones de tipo pi-pi
stacking y enlaces de tipo hidrogeno se sefialan por lineas negras y rojas segmentadas,
respectivamente. Por otra parte, las lineas discontinuas de color rosado hacen referencia a enlaces

puente salino, mientras que las de color naranja denotan interacciones pi-cation.

5.2 Comparacion entre las poses

A partir de los resultados del acoplamiento molecular entre los compuestos de la serie
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congenérica y SARS-CoV Plpro, se realizaron cdlculos de RMSD para comparar las
orientaciones de los ligandos. Para esto, se utilizd el servidor LigRMSD (Veldzquez-Libera et
al., 2020), el cual nos permitio llevar a cabo comparaciones entre las poses obtenidas para
los 75 compuestos, con respecto a los inhibidores cocristalizados en 3E9S y 40WO0 y con
respecto a los ligandos 7724772 y 6577871, identificando los grafos comunes entre las
moléculas y calculando la desviacion cuadratica media (RMSD) al comparar estos. Con el
objetivo de validar el protocolo empleado, primeramente, se obtuvieron los valores de
LigRMSD para los compuestos derivados del naftaleno co-cristalizados con los
identificadores 3E9S, 3MJ5, 40VZ y 40WO0, utilizando el inhibidor de la estructura 40W0
como referencia (Figura 5.4). Los resultados se presentan en la Tabla 5.1, donde es posible
apreciar que los compuestos con valores elevados de porcentaje de referencia (%Ref) y
valores elevados respecto a la molécula blanco (%Mol) son mas parecidos entre ellos. La
diferencia para el ligando presente en 3E9S (valores bajos de %Mol y %Ref) se debe a la
ausencia del anillo de piperidina adyacente al centro estereogénico, resultando ser un

compuesto mas corto que los derivados de 6577871.

Figura 5.4: Alineamiento estructural de compuestos derivados del naftaleno con identificadores 3E95

(Verde), 3MJ5 (Cian), 40VZ (Magenta), 40WO0 (Amarilla).

Molécula RMSD %Ref %Mol
40VZ 0.34 96.55 96.55
3MJ5 0.51 96.55 90.32

45



3E9S 1.01 41.38 52.17

Tabla 5.1: Resultado del servidor LigRMSD para compuestos co-cristalizados. Se informan valores de
RMSD, %Ref y %Mol para los compuestos cristalizados en 40VZ, 3MJ5, 3E9S, utilizando como

referencia la estructura 40W0.

Con respecto al RMSD, es aceptado en la literatura que valores menores a 2A reflejan una
relacion espacial importante entre las estructuras que se comparan (Ramirez et al., 2018).
Por esta razoén, a partir de la informacién tabulada, bajos valores de RMSD con valores altos
de %Ref y %Mol, revelan una misma orientacién de una serie congenérica de inhibidores.
Los resultados obtenidos para los 75 inhibidores estudiados, considerando las estructuras
3E9S (estado monomérico) y 40WO0 (SARS-CoV PLpro dimérico), se presentan en la Tabla
complementaria S1. Las comparaciones en donde se utilizd el inhibidor co-cristalizado en
3E9S como referencia (compuesto GRL0O617), fueron mas utiles para caracterizar las
orientaciones de los ligandos carentes del anillo de piperidina. El conjunto de compuestos
derivados de la estructura 7724772 (compuestos con prefijo Ay D, mas 7724772 y GRL0617;
Tablas 4.1 y 4.4), exhibié valores de %Ref superiores al 90%, al igual que el %Mol en la
mayoria de los casos (exceptuando los compuestos A6, D47 y D49). Estos valores muestran
qgue la composicién estructural de estos compuestos es muy similar, lo cual es ideal para
hacer la comparacién entre las poses. En cuanto a los valores de RMSD para este
subconjunto de ligandos, se estuvieron en su mayoria valores en el rango de 0.25 a 1.5 A,
siendo solo 5 compuestos aquellos que presentaron valores de RMSD por encima de 2 A.
Esto se debid a que el grupo naftaleno de estas estructuras se situé de manera opuesta al
mismo grupo en la referencia. Pese a esto, el conjunto completo de ligandos de este tipo, se

orientd de manera similar al compuesto co-cristalizado GRL0O617.

Por otra parte, considerando como referencia el ligando C3k co-cristalizado en la estructura
dimérica 40W0, se tiene que de manera general los valores de RMSD, %Ref y %Mol fueron
favorables para ligandos que presentan el sustituyente piperidina en su composicién (51
compuestos con prefijos By C; Tablas 4.2 y 4.3 respectivamente). Los valores de RMSD < 2 A
se exhibieron en 35 estructuras, mientras que las 16 restantes presentaron valores

superiores al umbral (RMSD entre 2 y 3A para 12 compuestos y RMSD > 3A para 4 de ellos).
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En la mayoria de los casos, estos valores elevados en la desviacidon cuadratica media se
deben a flexibilidad de los ligandos en el sitio de unién de la proteasa, en donde el grupo
aromatico de los compuestos se orienta de manera opuesta a la referencia. Ejemplo de esto
es el compuesto B15j. El grupo benceno de esta estructura, a diferencia del inhibidor de
referencia C3k, se posicion6 en direccion al residuo Lys158 en lugar de la GIn270, induciendo
en algunos casos la formacion de interacciones pi-catiéon descritas en la seccién 5.1. En
adicion a los valores de RMSD, la mayoria de los ligandos de este tipo poseen porcentajes
superiores al 93% y 84%, con respecto a la referencia (%Ref) y a la molécula blanco (%Mol),
respectivamente. En la Tabla complementaria S1, se encontraron ademas estructuras que
exhiben un %Mol de 75.68%, debido principalmente a la diferencia de sustituyentes de la
referencia con respecto a estos compuestos (C1d(R) y C1d(S)). Por otro lado, las
comparaciones sobre las estructuras C6a y C6b reflejan valores de %Ref de 75.86% y %Mol
de 73.33%, como consecuencia de la diferencia de tamafio de la cadena principal.
Considerando los antecedentes descritos anteriormente, se puede afirmar que los
inhibidores con restos de piperidina en su estructura se orientan de manera similar al
ligando C3k co-cristalizado, que es la referencia mas cercana para calcular un valor de RMSD

para este tipo de compuestos.

Figura 5.5: Similitud estructural de las poses de docking respecto a las referencias 3E9S y 40WO0. (A)
Inhibidores derivados de 7724772 acoplados al cristal monomérico de SARS-CoV PLpro, utilizando el
compuesto GRLO617 co-cristalizado en 3E9S como referencia. (B) Inhibidores derivados de 6577871

acoplados al cristal dimérico de la proteasa, utilizando el ligando co-cristalizado 40WO0 (C3k) como
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referencia. Para cada uno de los casos, las referencias se representan como estructuras de color

naranjo, mientras que las poses obtenidas por medio del acoplamiento, se muestran en verde.

En sintesis, conociendo los valores de %Ref, %Mol y RMSD de los compuestos, asi como
también la causa de sus variaciones, se desprende que los inhibidores co-cristalizados en
3E9S y 40WO0 fueron mads apropiados para caracterizar las orientaciones de los compuestos
derivados de 7724772 y 6577871, respectivamente (Figura 5.5). El andlisis en detalle permite
mostrar que se obtuvieron orientaciones similares para todos los compuestos, con algunos
grupos colocados en zonas flexibles del sitio de unién ocasionalmente orientados de manera

diferente con respecto a su referencia.

5.3 Interacciones con residuos en el sitio de uniéon de SARS-CoV PLpro

Ademas de analizar las poses obtenidas a partir del protocolo de acoplamiento, mediante el
uso del servidor LigRMSD, se realizé una anotacién de las interacciones recurrentes que se
observaron entre los ligandos acoplados y el sitio de uniéon de PLpro. Las interacciones
quimicas entre la serie de los compuestos derivados del naftaleno en el sitio de unién de
SARS-CoV PLpro, se describen en detalle mediante el uso de “Huellas de interaccién
molecular” (IFP) (Deng et al., 2004). La utilizacién de esta herramienta permite un analisis

detallado del sitio de unién de PLpro que interacciona con la serie congenérica.

Los IFP calculados se informan en la Figura 5.6. Por medio del andlisis de huellas de
interaccion molecular aplicado a los 75 complejos entre SARS-CoV Plpro y las poses
obtenidas por el acoplamiento de los derivados del naftaleno, se revelé que 20 residuos de
la proteasa en estado monomérico, tenian contactos con los inhibidores (Figura 5.6A). Por
otra parte los IFP asociados al dimero 40WO indicaron la presencia de 21 residuos
participantes en los contactos proteina-ligando (Figura 5.6C). Entre estos residuos, se
encuentran aquellos responsables del ajuste de los inhibidores al sitio de unién S3 y S4 de la

proteasa, como lo son Asp165, Tyr269 y GIn270 (Baez-Santos et al., 2015).
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Figura 5.6: Interacciones presentes en los compuestos acoplados a los diferentes cristales de
SARS-CoV PLpro. (A-B) Interacciones asociadas al cristal monomérico de PLpro. (C-D) Interacciones
correspondientes al estado dimérico de la proteasa. Cada una de las interacciones en la grafica se
presentan como porcentaje de ocurrencia de contactos [C], interacciones con la columna vertebral
del residuo [B] e interacciones con la cadena lateral del residuo [S], porcentaje de ocurrencia de
interacciones quimicas: enlaces de hidrégeno (HBs) donde el residuo es aceptor [A], HBs donde el
residuo es donador [D], polar [P], hidrofébico [H], Aromatico [Ar] y electrostatico con grupos

cargados [Ch].

De manera general, el sitio de unién a ligandos de SARS-CoV PLpro posee regiones polares y
apolares. Para ambos estados de la proteina las contribuciones hidrofébicas ocurren en el
100% de las estructuras acopladas, asi como también los contactos que involucran residuos
aromaticos. En los complejos de inhibidores derivados del naftaleno con la estructura
cristalizada 3E9S, la orientacién de los restos de naftaleno contra los residuos apolares
Pro248 y Pro249, propiciaron la ocurrencia de contactos hidréfobos en la interfaz
proteina-ligando. Alrededor del 63% de los ligandos establecieron interacciones de este tipo
con el residuo de Prolina 248. Por otra parte, Pro249 presenta un porcentaje de casos del
100%, para el mismo tipo de interaccion. Las cadenas laterales de los residuos de Tyr265,

Tyr269 y Tyr274 también contribuyeron a los contactos hidrofobos en la interfaz
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proteina-ligando. Estos tres residuos, no solo fueron causantes de altos porcentajes en el

factor de hidrofobicidad, sino que también fueron participes en interacciones aromaticas en

el 100% de las estructuras totales. Puntualmente, la cercania del residuo Tyr269 con la

porcion de naftaleno de los inhibidores, permitié la formacién de interacciones del tipo pi-pi

stacking en el 100% de las estructuras, explicando de esta forma el porcentaje de

contribucidon para este residuo. La interaccién anterior resulta fundamental, pues es

causante de la conformacién cerrada adoptada por el bucle de bloqueo BL2 en presencia de

este tipo de compuestos (Baez-Santos et al., 2014). Con mayor detalle, en adicion a esta

informacidn y en relacién con el acoplamiento del estado monomérico de SARS-CoV con los

75 inhibidores recopilados, se observé lo siguiente (Figura 5.6B):

El residuo Tyr269, al igual que Tyr274, ademas de formar interacciones hidréfobas y
aromaticas en el 100% de las estructuras acopladas, actué como aceptor y donador
de HB respectivamente, en menos del 5% de los casos.

La proximidad de la Thr302 en relacién a los atomos de los compuestos acoplados
ocurrié en mas del 80% de las estructuras totales.

El residuo Lys158 tuvo interacciones polares en mas del 40% de las estructuras
acopladas, ademas de contribuir en interacciones electrostaticas y ser donador de HB
en el 40% y menos del 5% respectivamente.

El residuo Met209 contribuyd en interacciones polares en menos del 40% de los
compuestos analizados, mientras que el residuo de Leul63 lo hizo en el 60%
aproximadamente, ademas de actuar como aceptor de HB en el 2% de los casos.

El residuo Glu168 tuvo interacciones polares y electrostaticas en mas del 70% de las
estructuras y fue aceptor de HB solo en un 2%.

El residuo GIn270 tuvo interacciones polares en el 100% de los casos, ademads de una
contribucidn de sobre el 35% como donador de HB.

El residuo Argl67 aportd en interacciones electrostaticas y polares en un porcentaje
superior al 20%.

El residuo Aspl165, ademads de contribuir en un 100% en interacciones polares y

electrostaticas, fue aceptor de HB en mas del 60% de las estructuras acopladas.

Sumados a estos, los IFP identificaron contribuciones asociadas a interacciones quimicas

menores al 10%, en los siguientes residuos:

50



El residuo Ala247 actué como aceptor de HB en menos del 5% de las estructuras
acopladas, especificamente en el compuesto C1b(R), en donde el grupo carbonilo del
backbone del residuo mencionado, establecié un enlace de hidrégeno con el grupo
hidroxilo unido al metilo en el centro quiral del ligando.

Al igual que en el caso anterior, el residuo Asp303 tuvo interacciones electrostaticas y
polares en menos del 5% de los casos. Puntualmente, este porcentaje del total
corresponde al compuesto C1c(S).

Por ultimo, el residuo Glu162 contribuyd en interacciones polares y electrostaticas en
aproximadamente el 10% de las estructuras. Compuestos como C3d, C3c, C3b y

Cla(R) forman parte de este conjunto.

Los andlisis de IFP para las estructuras acopladas al estado dimérico de SARS-CoV (Figura

5.6D), revelaron lo siguiente:

Como se menciond anteriormente, los residuos de Tyr265, Tyr269 y Tyr274
contribuyeron a interacciones aromaticas e hidréfobas en el 100% de los casos.
Ademas, Tyr269 participd como aceptor de HB en mas del 20% de las estructuras
acopladas.

El residuo Thr302 tuvo interacciones polares en mads del 70% de las estructuras
totales, ademads de contribuir en menos de un 5% como aceptor de enlace de
hidrégeno.

Los residuos Met209, Pro248 y Pro249 tuvieron interacciones polares en el 100%,
93% y 86% de las estructuras acopladas, respectivamente.

El residuo Lys158 contribuyd en mas del 20% en interacciones electrostaticas y
polares.

El residuo Leul63 contribuyd en mas de un 80% en interacciones polares y actud
como donador de HB en un 5% de los casos.

Los residuos GIn270 y Glu168 establecieron alrededor de un 30% de interacciones
polares. En adicidon a esto, el glutamato contribuyd en interacciones electrostaticas y
como aceptor de HB en un 30% y 3% de los casos, respectivamente.

El residuo Glu162 tuvo interacciones en alrededor del 10% de las estructuras totales.
El residuo Aspl65 contribuyd en interacciones polares y electrostéticas en un 100%

de las estructuras acopladas. Ademds, actud como aceptor de HB en
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aproximadamente el 90% de los casos y como donador de HB en menos del 5% de las

estructuras totales.

Al igual que en el estado monomérico, para la estructura dimérica también existieron

residuos con contribuciones menores al 10%:

e El residuo Thrl69 presentd interacciones polares en menos del 5% de las estructuras
analizadas, especificamente en el compuesto B15j.

e FEl residuo Asp303 tuvo interacciones polares y electrostaticas en menos del 5% de
los casos. Ejemplos de esto, son los compuestos C1d(R) y C1d(S).

e El residuo Asnl1l0 presenté interacciones con algunas estructuras acopladas.
Contribuy6 como donante de HB en menos del 3% de los casos.

e La Argl67 contribuyd en interacciones polares y electrostaticas en alrededor del 5%

de las estructuras totales.

La descripcidon en detalle derivada de las huellas de interaccion molecular (IFP) sobre las
estructuras acopladas demuestra la presencia de residuos identificados previamente en los
complejos cristalizados como causantes de interacciones fundamentales entre PLpro y los
compuestos derivados del naftaleno. En este sentido, la descripcidén detallada de las poses
de los compuestos derivados de naftaleno podria considerarse para el disefio de nuevos

candidatos con alta capacidad inhibitoria frente a la proteasa.

5.4 Modelos de correlacién 3D para describir actividades diferenciales

Para finalizar, se construyeron modelos de relacion cuantitativa estructura-actividad (QSAR)
para identificar las caracteristicas estructurales de los compuestos derivados del naftaleno
gue afectan su actividad inhibitoria contra SARS-CoV PLpro. El paso mds importante para la
construccion de modelos 3D-QSAR corresponde a la alineacion de las moléculas (Guasch et
al., 2012). Para este proceso, se utilizaron diferentes estrategias (Figura 5.7): (1)
alineamiento de moléculas considerando la cadena mds larga en un mismo plano, (2)
alineamiento de moléculas considerando las cadenas mas largas con los atomos pesados en
zig-zag y los sustituyentes en conformacion anti, y (3) estrategias basadas en la alineacién

obtenida a través del acoplamiento molecular (Muioz-Gutiérrez, et al., 2017), considerando
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de manera efectiva la disposicion del ligando en el sitio de unién de SARS-CoV PLpro. Los

resultados para cada uno de los casos se exponen a continuacion.

Poses obtenidas en acoplamiento a 3E95 Poses obtenidas en acoplamiento a 40W0

Figura 5.7: Alineamientos de los compuestos derivados del naftaleno mediante diferentes
estrategias. (A) Estrategia basada en la disposicion de la cadena mas larga en un mismo plano. (B)
Alineamiento considerando las cadenas mas largas con los atomos pesados en zig-zag y los
sustituyentes en anti. (C) Estrategia basada en la alineacién de acoplamiento: Poses obtenidas para el

estado monomérico 3E9S y el estado dimérico 40WO.

Para las primeras dos estrategias establecidas (1 y 2), los 75 compuestos derivados del
naftaleno se alinearon manualmente utilizando el programa Maestro, de la suite de
Schrodinger (Maestro, Schrodinger, LLC, Nueva York, NY, EE. UU.). Los modelos generados
empleando el médulo Field-Based QSAR, se construyeron considerando cinco descriptores
de campo Gaussianos: estérico (S), electrostatico (E), hidréfobo (H), donante de enlace de

hidrégeno (D), aceptor de enlace de hidrégeno (A) y anillos aromaticos (R). Ademas, se
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utilizaron hasta seis factores PLS, teniendo en cuenta las variables descritas en la seccion 4.4.
El modelo generado para la primera estrategia, presentd valores de R*=0.526, Q’=0.107,
R%.=0.463, desviaciéon estandar (SD) de 0.6 aproximadamente (SD = 0.5923) y una
estabilidad de 0.74. Para la segunda estrategia, el modelo presentd valores de Q?=0.149 y
R%.=0.528, mientras que la uUltima estrategia exhibié valores de Q*= —0.054 y R%.=0.600,
correspondiente a las poses acopladas al monémero 3E9S y un Q*y R, de —0.060 y 0.6057,
respectivamente, para la estructura dimérica 40WO. Los detalles de los modelos se exponen

a continuacion en la Tabla 5.2.

Factor PLS SD R? Q? Estabilidad R% et
Estrategia 1 5 0.5923 | 0.5263 0.1071 0.74 0.4632
Estrategia 2 6 0.5776 | 0.5777 0.1492 0.71 0.5284
Estrategia 3 (3E9S) 5 0.4571 | 0.7218 | -0.0538 0.48 0.6002
Estrategia 3 (40W0) 6 0.5046 | 0.6709 -0.0597 0.34 0.6057

Tabla 5.2: Informacion estadistica de los modelos 3D-QSAR para las estrategias 1, 2 y 3. SD
corresponde a la desviacién estandar de la actividad del conjunto de entrenamiento. R y Q* son

coeficientes de correlacién del set de entrenamiento y set de prueba respectivamente.

Considerando los valores estadisticos presentados en la Tabla 5.2 se desprende que ninguno
de los modelos construidos a partir de las diferentes estrategias, cumplié en su totalidad con
las condiciones establecidas para ser seleccionado como éptimo (Q* > 05 y R%. >0.5).
Comunmente, los bajos valores de Q? estdn asociados a una menor capacidad predictiva de
los modelos QSAR (Bohm et al., 1999). Sin embargo, autores como Golbraikh y Tropsha
(2002) y Doweyko (2004) sostienen que un valor alto de Q* no implica automéaticamente una
alta capacidad de prediccion del modelo, si no que puede evidenciar la redundancia en el
conjunto de entrenamiento. En relacidén a esto, un valor bajo de Q? refleja simplemente la
importancia de cada miembro del conjunto de entrenamiento para el modelo (Doweyko,
2004; Golbraikh et al.,, 2002). No obstante, si bien la estadistica no es suficiente para

clasificar un modelo como predictivo, marca una condicién necesaria. El valor de Q? es la
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Unica forma de conocer si el modelo estd sobreajustado, por lo tanto, el incumplimiento de

esta condicién proporcionaria modelos predictivos inadecuados.

Con el esfuerzo por dilucidar el comportamiento de Q? en los QSAR obtenidos, se generaron
modelos utilizando distintas combinaciones de campo. De esta forma, se pudo apreciar
como la inclusién de estos, incidia en esta variable estadistica. Los modelos construidos con
cada uno de los campos gaussianos estudiados, de manera independiente entregaron
valores de validacién cruzada (Q?) menores a 0.18. Las diferentes combinaciones de
descriptores estérico, electrostatico, hidrofobico, de donador y aceptor de enlaces de
hidrégeno no generaron grandes variaciones en el valor de Q. La incorporacidn sistematica
de los campos electrostatico, hidrofébico y aceptor de enlace de hidrégeno provocd un
aumento en el valor de la validacién cruzada, resultando de 0.2526 con tres componentes. El
aumento de este valor, fue el mayor obtenido para las combinaciones empleadas, sin
embargo no favorecid significativamente al modelo en términos estadisticos y en

consecuencia, no permitié la construccién de un modelo predictivo fiable.

Bajo el mismo paradigma, se realizé una identificacion de los compuestos que mas afectan al
valor de Q°. La presencia de valores atipicos en el conjunto de datos puede deformar las
predicciones y afectar la precisién del modelo (Kim, 2021). Se consideraron las variaciones
entre los valores experimentales de plC, y los valores predichos para la construccién de
graficas que permitieran revelar compuestos “problematicos” en términos predictivos. Los

resultados se exponen en la Figura 5.8.
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Figura 5.8: Errores en la prediccién de la actividad de los compuestos derivados del naftaleno. El

error absoluto para cada uno de los inhibidores se presenta por medio de barras en la grafica. Barras
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rojas sefialan compuestos con un mayor error en la prediccion de actividad. A) Presencia de

compuestos con errores superiores a 1. B) Presencia de compuestos con errores superiores a 0.6.

En relacion a la grafica anterior (Figura 5.8A), los inhibidores 15, 16, 19 y 38,
correspondientes a B15g, B15h, B15k y C3k, respectivamente, obtuvieron variaciones
significativas en las actividades predichas con respecto a lo experimental. En base a esto, se
construyeron nuevos modelos, excluyendo los compuestos mencionados y se evalud la
variacion de la validacidn cruzada del conjunto de entrenamiento en ausencia de cada uno
de ellos. La tabla 5.3 muestra los resultados obtenidos por la exclusién de cada uno de los

compuestos de manera individual, asi como también a través de diferentes combinaciones.

Compuesto Factor PLS Q?
B15g 3 0.1964
B15h 3 0.2300
B15k 3 0.2723
C3k 3 0.2216
B15g - B15h 2 0.2709
B15g - B15h - B15k 3 0.2819
B15g - B15h - B15k - C3k 3 0.2843

Tabla 5.3: Variacién del parametro estadistico Q% en ausencia de diferentes compuestos.

En la Tabla 5.3 se observa el aumento de los valores asociados a la validacién cruzada,
conforme aumenta el nimero de compuestos excluidos del conjunto de entrenamiento.
Como se puede observar, existen pequefias mejoras en el valor de Q2 sin embargo no son
suficientes para permitir la construccion de modelos predictivos. Por otra parte, considerar
ademas la exclusion de aquellos compuestos con variaciones entre la actividad experimental
y la actividad predicha superiores a 0.6 (Figura 5.8B), permitié finalmente la obtencién de un
modelo con un valor aceptable de Q*=0.5470. Los compuestos excluidos fueron 65778871,
A4, B15a, B15b, B15c, B15g, B15h, B15k, C3g, C3i, C3k, C6a y GRLO617. De estos 13

inhibidores, solo 2 forman parte del subconjunto de ligandos cortos derivados de 7724772
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(A4 y GRLO617), mientras que los 11 restantes presentan andamios mas largos, con restos de
piperidina en su estructura (derivados de 6577871). Considerando estos compuestos
designados como “outliers” y su papel en el ajuste del modelo, se plantearon las siguientes
inferencias:
® La razon por la que compuestos como A4 y B15K presentan grandes errores en su
prediccién, estaria asociada a las escasas muestras cercanas a sus niveles de
actividad en el conjunto de entrenamiento. Estos inhibidores presentan valores de
ICs, = >200 uM, por lo que la presencia de pocos compuestos con valores similares,
tendria como consecuencia un bajo aprendizaje por parte del modelo.
e En contraste al punto anterior, los compuestos 65778871, B15a, B15b, B15c, B15g,
B15h, C3g, C3i, C3k, Cba y GRL0O617 estan distribuidos en todo el rango de
actividades. Sin embargo, el problema asociado a las actividades no es el Unico

motivo por el cual se pueden producir valores atipicos.

Zhao vy col. plantean que la calidad de los datos puede ser diferente segun la naturaleza de
los protocolos experimentales, por lo que la precision de los modelos QSAR se ve afectada
en gran medida por una posible imprecision de los datos bioldgicos (Zhao et al., 2017); en
base a esto, se sugiere que los datos sean medidos mediante un Unico protocolo e
idealmente en el mismo laboratorio. Por otra parte, se ha propuesto que los valores atipicos
podrian estar asociados a un sitio de unién flexible. Como se demostré en la seccién 5.1, los
compuestos derivados del naftaleno son moléculas andlogas, que se unen al mismo sitio de
union en una forma esencialmente idéntica. Sin embargo, las proteinas son estructuras
dinamicas y experimentan cambios conformacionales al unirse al ligando. Esta flexibilidad
podria ser un punto fundamental para comprender los modelos QSAR, puntualmente los
outliers que se presentan en este escrito. Las actividades biolégicas observadas en los
compuestos, se deben a las interacciones proteina-ligando. Los descriptores para los grupos
funcionales de inhibidores estructuralmente andlogos, pero con modos de unién inusuales,
no se calculan para reflejar las mismas interacciones proteina-ligando si el sitio de unién se
vuelve diferente para cada uno de ellos (Kim, 2007). Estudiar el mecanismo de unidn de
estos compuestos en un sitio de union flexible, podria entregar respuestas asociadas a la

exclusidon de estos inhibidores y la repercusién en el ajuste del modelo QSAR, asi como
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también permitirnos aclarar por qué los modelos 3D-QSAR generados no son capaces de

describir la relacidn estructura-actividad.

En sintesis y en relacién a lo discutido a lo largo de esta seccidn, se destaca la expulsién de
13 compuestos denominados outliers, para lograr un aumento en el parametro estadistico
Q?=0.547. Pese a esto, los modelos con un gran nimero de valores atipicos en el conjunto de
datos, no son considerados buenos modelos (Verma et al., 2005). La utilizacion de los 75
compuestos de la serie congenérica para describir la relacidon estructura-actividad no
entregd resultados satisfactorios, ya que no se cumple con todos los requisitos estadisticos
necesarios para correlacionar las estructuras de los compuestos con su actividad biolégica.
No obstante, se continuard con los esfuerzos por dilucidar el rol de los sustituyentes en la

actividad bioldgica de esta serie de ligandos.
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6. CONCLUSIONES Y PROPUESTAS FUTURAS

6.1 Conclusiones

De manera general, se realizd un estudio de 75 inhibidores derivados del naftaleno de la
serie reportada por Ratia y col. Este trabajo nos permitié conocer con mayor detalle las
caracteristicas esenciales de esta clase de inhibidores y el comportamiento que estos
presentan en el sitio de unién de los diferentes estados de SARS-CoV Plpro. Las
interacciones moleculares, asi como también la orientacidon de los compuestos de esta serie
congenérica se demostraron mediante un protocolo de docking molecular, andlisis de
huellas de interaccion molecular y uso del servidor LigRMSD. Estas herramientas nos
entregaron una descripcion exhaustiva de la interfaz proteina-ligando, asi como también de
los inhibidores como tal. Sumado a esto, se generd un modelo QSAR predictivo con la
finalidad de conocer las caracteristicas que explican la actividad diferencial de los derivados
del naftaleno. Al considerar cada uno de los métodos implementados en este trabajo, se

puede concluir que:

e Existe homogeneidad en la orientacidon de los compuestos que forman parte de la
serie congenérica. Esto se comprobé por medio de los resultados del acoplamiento
molecular, ademas del uso del servidor LigRMSD.

e A través de la estrategia de docking puntualmente, se desprende que el grupo naftilo
se dispone en regiones adyacentes a los residuos de Pro248, Pro249 y Tyr269,
estableciendo interacciones pi-pi stacking importantes para el ajuste de los
inhibidores.

® Lla regidén de la benzamida neutra de los derivados cortos, asi como también la
piperidina protonada de los de los compuestos originados de 6577871, establece
principalmente enlaces de hidrégeno con el residuo Asp165.

® las poses obtenidas por el acoplamiento fueron utilizadas para el anadlisis de las
huellas de interaccién molecular (interaction fingerprinting), en donde se demostré
gue las interacciones criticas para los estados monoméricos y diméricos de SARS-CoV
PLpro involucran a los residuos Aspl165, Tyr269, Tyr265, Tyr274, Thr302, Pro248,
Pro249 y Leul63.
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e Los modelos 3D QSAR construidos y presentados en este escrito no poseen variables
estadisticas satisfactorias para ser considerados modelos predictivos. La exclusion de
compuestos desde el conjunto de entrenamiento, con mayores variaciones en la
prediccién de su actividad bioldgica con respecto a la experimental, permitié

identificar posibles outliers de los modelos.

De manera general, proporcionar informacion adicional a los antecedentes estructurales
disponibles en literatura utilizando una diversidad de herramientas computacionales, nos
permite contribuir positivamente en el campo investigativo orientado a la SARS-CoV PLpro.
Como se menciona en este escrito, la similitud estructural de la PLpro de SARS-CoV con la de
SARS-CoV2 enfatiza aun mas la importancia de extraer interacciones cruciales y la inspeccién

exhaustiva del sitio de unién de la proteasa.

6.2 Proyecciones futuras

Existen diferentes direcciones que se podrian tomar desde los resultados de esta tesis. A
partir de esta investigacién y con el objetivo de revelar el impacto de los sustituyentes en la
actividad de los compuestos de esta serie congenérica, se propone emplear un método de
cross-docking. Dado que los datos cristalograficos representan la adaptacién de una proteina
a un ligando en particular, esta metodologia nos permitird aumentar la diversidad de
conformaciones disponibles de la estructura proteica en estudio, ademds de ofrecernos
informacidn relevante de cédmo la serie de inhibidores derivados del naftaleno se ajustan en
forma y tamafio a estas estructuras de PLpro. En base a esto, se podria correlacionar los
valores de plCs, con las energias libres de unidn estimadas para cada una de las poses
seleccionadas. Contar con diversidad conformacional para el acoplamiento molecular puede
ser clave para describir eventos vinculantes con mayor precision y en consecuencia explicar

por qué algunos inhibidores son mds potentes que otros.
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