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Resumen

Titulo: Determinacion de metabolitos secundarios de plantas como posibles inhibidores para
la glucoproteina spike del SARS-CoV-2

Autor: Camilo A. Ruiz-Hernandez, Luis C. Vesga, Stelia C. Mendez-Sanchez

Palabras clave: glucoproteina spike, SARS-CoV-2, sesquipinsapol B.

El SARS-CoV-2 es un virus surgido a finales del afio 2019 el cual genera una enfermedad en
los humanos denominada COVID-19. Al dia de hoy, esta enfermedad ha causado mas de 360
millones de contagios alrededor del mundo y contintia siendo un problema de salud global a
medida que nuevas cepas del virus aparecen con el paso del tiempo. A pesar del
descubrimiento de las vacunas y algunos farmacos con respuesta frente al virus, ain no se ha
establecido ningin tratamiento terapéutico para el manejo de la enfermedad. En
consecuencia, se establecié este proyecto de investigacion con el que se busco la
identificacion de metabolitos secundarios como posibles inhibidores de la glucoproteina
spike del virus del SARS-CoV-2. Para alcanzar este objetivo, se realizd un estudio de
screening virtual a una base de datos de metabolitos para analizar sus interacciones
aminoacidicas, docking score y célculo de energia libre. Se seleccionaron los mejores
resultados en base a los criterios previamente mencionados para evaluar su estabilidad y su
perfil de interaccion con aminoacidos relevantes mediante el uso de dindmica molecular en
simulaciones de 200 nanosegundos. Los resultados obtenidos sugieren que el sesquipinsapol
B contiene el mejor perfil de interaccion aminoacidico en los sitios de union propuestos.
Ademas, interactto con los residuos aminoacidicos criticos como E484, N487, Y489 en el
sitio de unidn propuesto entre la glucoproteina spike con la enzima ACE2. Finalmente, su
analisis mediane dinamica molecular se puede concluir que el sesquipinsapol B se mantuvo
dentro del sitio de unidn generando cambios conformacionales en el ligando que contribuyen

a la inhibicién de la actividad del virus.
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Abstract

Title: Determination of secondary metabolites from plants as possible inhibitors for the spike
glycoprotein of the SARS-CoV-2.

Authors: Camilo A. Ruiz-Hernandez, Luis C. Vesga, Stelia C. Mendez-Sanchez.

Keywords: spike glycoprotein, SARS-CoV-2, sesquipinsapol B.

SARS-CoV-2 is a virus that appeared at the end of 2019 which generates a disease called
COVID-19 which only affects humans. Nowadays, COVID-19 has caused more than 360
million of cases around the world and continues to be a global health concern due to the
appearance of new mutations with the pass of the time. In consequence, our investigation
Project was established whose objective is to identify secondary metabolites as possible
inhibitors of the spike glycoprotein of the SARS-CoV-2 virus. To reach the goal, a screening
virtual process was made into a database full of metabolites to analyze their aminoacidic
interactions, docking score and its free energy calculation. The best results were selected to
evaluate their stability and their aminoacidic interaction profile using molecular dynamics in
200 nanoseconds simulations. The results obtained suggest the sesquipinsapol B contains the
best interaction profile within the proposed sites into the interface protein ligand site.
Besides, sesquipinsapol B interacts with critical amino acid residues such as E484, N487,
Y489 in charge of the binding process with the ACE2 enzyme. Finally, its analysis using
molecular dynamics concluded that sesquipinsapol B maintained itself inside the proposed
site of interaction causing conformational changes on the ligand that massively contributes

to the inhibition process of the virus activity.
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Introduccion

En diciembre de 2019 la ciudad de Wuhan, provincia de Hubei, China, se convirtié
en el centro de un brote de neumonia de causa desconocida levantando una intensa atencion
dentro de China y a nivel internacional (C. Wang et al., 2020). No obstante, por medio del
uso de secuencias en muestras de pacientes con neumonia fue identificado subsecuentemente
como el patdgeno causante y provisionalmente llamado 2019-nCoV que pasé a llamarse
SARS-CoV-2 (R. Lu etal., 2020).

Los coronavirus (CoVs) son genéticamente diversos con un ARN viral de sentido
positivo que circula en animales y humanos (Pruijssers et al., 2020). El genoma del SARS-
CoV-2 contiene 14 marcos de lectura abierta (ORF — del inglés, open reading frame), dos
tercios de los cuales codifican 16 proteinas no estructurales (nsp 1-16) que constituyen el
complejo replicasa. El tercio restante codifica nueve proteinas de accesorios (ORF) y cuatro
proteinas estructurales: la glucoproteina spike (S), envoltura (E), membrana (M) y
nucleocapside (N).

La glucoproteina spike es la encargada de mediar la entrada del SARS-CoV-2 a las
células hospederas, convirtiéndola en una proteina importante para el desarrollo del virus en
los humanos mediando su entrada al cuerpo (Harrison et al., 2020). Estudios corroboran que
la entrada a la célula hospedera del SARS-CoV-2 depende de la interaccion entre la
glucoproteina spike y la enzima convertidora de angiotensina ACE2 (Hoffmann, Kleine-
Weber, Schroeder, et al., 2020; Shang et al., 2020; Yan et al., 2020).

En este proyecto, se identificaron metabolitos secundarios de plantas como posibles
inhibidores de la glucoproteina spike, perteneciente al SARS-CoV-2. Se llevo a cabo un
proceso de screening virtual a partir de una base de metabolitos de la cual se seleccionaron
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compuestos con el mejor perfil de propiedades bioldgicas, interacciones y energia.
Posteriormente se analizaron estos compuestos mediante simulaciones de dinamica
molecular para evaluar su perfil de estabilidad molecular en la interfaz proteina ligando y sus

interacciones en ella.

1. Cuerpo del trabajo

1.1 Marco referencial

1.1.1 Acerca del SARS-CoV-2

El SARS-CoV-2 es un virus que fue diagnosticado por primera vez en diciembre del
2019 en un mercado de comida marina en el centro de Wuhan, China como un cuadro
sintomatico de neumonia, fiebre, tos seca, dolor en el pecho e infiltraciones en los pulmones
(Gralinski & Menachery, 2020). EI pico mas alto del brote de COVID-19 en China,
enfermedad provocada por el SARS-CoV-2, se alcanzo en el mes de febrero del afio 2020
con un numero de casos confirmados de 3,000 casos por dia (Hu etal., 2020). A partir de ese
punto, la propagacién del COVID-19 se increment6 exponencialmente a nivel internacional
debido a su alta eficiencia de transmisibilidad entre los seres humanos (Fisher & Heymann,
2020). Debido al gran volumen de vuelos internacionales como uno de los grandes vectores
para multiplicar el COVID-19, la Organizacion Mundial de la Salud (en inglés — WHO)
declar6 oficialmente el estado de pandemia en marzo del afio 2020 (World Health
Organization, 2020). Con el paso del tiempo, el virus del SARS-CoV-2 comenz6 a
evolucionar como consecuencia del desarrollo de nuevas variantes con caracteristicas

diferentes a las del virus original (Cascella et al., 2020).
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A partir de la importancia que tiene el conocimiento previo y la evolucion sobre el

virus del SARS-CoV-2, es relevante destacar cuél es su taxonomia.
1.1.2 Taxonomia del SARS-CoV-2

El SARS-CoV-2 tiene un origen taxondmico en la familia de nidovirales que se divide
en dos familias, orthocoronavirinae (contiene cuatro genes: alphacoronavirus,
betacoronavirus, gammacoronavirus, deltacoronavirus) y letovirinae (contiene el gen
monotipico alphaletovirus). EI SARS-CoV-2 hace parte de uno de los cuatro genes no
monotipicos de la subfamilia orthocoronavirinae, el gen betacoronavirus el cual contiene el
grupo de los sarbecovirus (Mavrodiev et al., 2020). Los primeros coronavirus descubiertos
son HCoV-229E, HCoV-0OC43, HCoV-NL63, y HCoV-HKU los cuales se expresan como
un resfriado normal causando bronquitis y neumonia (Kanwar et al., 2017). No obstante, los
virus del SARS-CoV, MERS-CoV y el SARS-CoV-2 son los més recientes y considerados
pandémicos, los cuales pertenecen a una clase nueva de betacoronavirus conocidos como
sarbecovirus y merbecovirus, respectivamente (de Groot etal., 2013; Gorbalenya et al., 2004;
van Boheemen et al., 2012). Mediante los estudios y el nimero de pacientes cada virus
surgido se vuelve mucho mas infeccioso que su predecesor (de Wit et al., 2016). En
consecuencia, el cuerpo humano no estad diseflado para combatir una nueva cepa y es
susceptible a sufrir la sintomatologia que produce el SARS-CoV-2 (Kirtipal et al., 2020). En
relacion con el genoma del SARS-CoV-2 se tiene un porcentaje de semejanza del 96% con
respecto al SARS (RaTG13) mostrando que su origen mas probable proviene de los
murciélagos (Hilmi et al., 2020). Algunas caracteristicas de los virus pertenecientes a la
familia de los nidovirales son: la forma de un sobre cubierto de membrana con un genoma
RNA con direccion positiva y la transcripcion de diferentes peptidos con RNA subgenémico

simultdneamente en forma de nido el cudl es el origen del nombre de la familia viral (Zhou
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et al., 2021). Los coronaviridae reciben su nombre gracias a la forma que compone la
glucoproteina spike y la proteina de envoltura para formar una especie de corona en la
membrana periférica del virus, ademas de sus huéspedes para infeccion, los alphacoronavirus
y betacoronavirus infectan los mamiferos, mientras que los gammacoronavirus vy
deltacoronavirus infectan las aves (Helmy et al., 2020).

A continuacion, se exhiben las propiedades estructurales de la glucoproteina spike del
SARS-CoV-2.

1.1.3 Propiedades estructurales de la glucoproteina spike del SARS-CoV-2

La proteina estructural spike (S) es una proteina de fusion viral clase | cuya
caracteristica es la division del precursor a partir de la proteasa de la célula hospedera en dos
subunidades membranales para su posterior fusion (Bosch et al., 2003). Esta constituye una
glucoproteina homotrimérica transmembranal de 180 kDa que esta dividida en dos: la
subunidad S1 y la subunidad S2 (Figura 1) (Sternberg & Naujokat, 2020). La subunidad S1
esta constituida por 672 aminoacidos y organizada en cuatro dominios: un dominio N-
terminal (en inglés: NTD), un dominio receptor de enlace (en inglés: RBD) y dos

subdominios (SD1 y SD2) (Wrapp et al., 2020).
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Dominio n-terminal
I RBD

Divisién S1/S2
B Peptido de fusién
l HR:
M HR=2

Figura 1. Extension de la glucoproteina spike.

Los dominios n-terminal (color celeste) y los RBD (color rojo) pertenecen a la subseccién S1. La division S1/S2
(color amarillo) marca la divisién secuencial entre dos subsecciones: S1y S2. Las regiones de los péptidos de
fusion (color naranja) y las regiones HR1 — HR2 (color azul, verde) pertenecen a la subseccion S2.

La subunidad S2 estd constituida por 587 aminoacidos y organizada en cinco
dominios: un péptido de fusién hidrofébico (en inglés: FP), dos grupos de siete secuencias
de repeticion (en inglés: HR1 y HR2), un dominio transmembranal (en inglés: TM) y una
cola citoplasmatica (en inglés: CT) (Y. Huang et al., 2020).

El dominio N-terminal genera la produccion de una secuencia sefial para obtener
acceso al reticulo endoplasmatico de la célula hospedera a través de una glucosilacion
altamente fuerte por todo el dominio (Malik, 2020). Los dominios receptores de enlace son
areas repletas de aminoacidos que permiten la interaccion de agentes receptores como la
enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2) cuyo rol facilita la entrada viral hacia la célula
hospedera (Premkumar et al., 2020). Las interacciones entre enzimas con el dominio receptor
de enlace son producidas a través de divisiones generadas a través de las proteasas hospederas

tales como la TMPRSS2 (En inglés — transmembrane serine protease 2), la catepsina L o la
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furina en la division entre subunidades S1/S2 (Bestle et al., 2020; Hoffmann, Kleine-Weber,
& Pohlmann, 2020; Koch et al., 2021).

La glucoproteina spike estd sometida a grandes cambios conformacionales en la
estructura de la subunidad S1 alrededor de los RBD durante los procesos de fusion virales
(Figura 2). La funcion del cambio conformacional es la prevencion del desorden estructural
de la glucoproteina spike mediante rotaciones de las hélices conectadas a los dominios
receptores de enlace (Khare et al., 2021). Este movimiento genera conformaciones abiertas
(con los RBD ubicados en la parte superior del complejo) y conformaciones cerradas (con
los RBD ubicados en la parte inferior del complejo). Estas conformaciones “abiertas” son
vulnerables a la interaccidon con otros compuestos mientras conformaciones “cerradas”
obstruyen dicho contacto (Henderson et al., 2020). Al presentar la conformacién hacia
“arriba” el dominio receptor de enlace aborta cualquier contacto con el subdominio Il de la
glucoproteina spike (S2) separando el subdominio I de la glucoproteina spike (S1). Esto
facilita el proceso de entrada del virus a la célula hospedera (Duan et al., 2020). En la
conformacion “cerrada” se presenta un mecanismo de defensa a través de los glucanos
presentes en las posiciones N165, N234 y N343 proximos a los RBD como proteccion
afectando la transicion de conformacion “abierta” a “cerrada” y viceversa (Watanabe et al.,
2020); por lo tanto, es necesario que la RBD obtenga una conformacion “abierta” para la
interaccion entre la proteina y la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2) (Walls et

al., 2016).
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Conformacion

RBDs cerrada

Conformacion
abierta

RBDs

Figura 2. Conformaciones presentes en los RBD de la glucoproteina spike del SARS-CoV-2.

Cédigo PDB: 6LZG. Resolucion: 2.50 A. Color de la glucoproteina spike: verde palido. Dominios receptores
de enlace: zonas coloreadas de amarillo. Residuos N165, N242 y N343 pertenecientes a los glucanos
circundantes a las RBD: color rojo. (A) Conformacion abierta — las regiones RBD se encuentran en la parte
superior del complejo homotrimérico. (B) Conformacion cerrada — las regiones RBD se encuentran en la parte
inferior del complejo homotrimérico.

Los n-glucanos presentes en la glucoproteina spike son heterogéneos y son los
encargados de extender la flexibilidad conformacional y diversidad epitelial de la proteina
(Sun et al., 2021). En la subunidad S2 existe el péptido de fusion hidrofébico que permite el
incremento de la rigidez de las regiones glicosidicas presentes en la bicapa lipidica separando
los lipidos hacia afuera generando un desorden estructural (Koppisetti et al., 2021) lo que
traza el camino del virus hacia dentro de la célula hospedera (Gorgun et al., 2021). Las
regiones HR-1 y HR-2 son secuencias de aminoacidos repetidas que son vitales para adoptar
estados de conformacion intermedio en forma de cola una vez el proceso de fusion ha
acabado (Y. Xu et al., 2004). Estas regiones también pueden ser inhibidas para mediar el
proceso de fusién viral (Zheng et al., 2021). Por ultimo, la funcién de la cola citoplasmatica

de la subunidad S2 mejora la incorporacion del virus dentro de la célula hospedera a través
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de la expresion de vectores sensibles a la neutralizacion (Chen et al., 2021). Una vez el
péptido de fusion cae dentro de la membrana se genera la formacion de un empaquetamiento
antiparalelo de seis hélices que resulta en la fusidn y se inserta dentro del citoplasma (Malik,
2020).

Una vez mencionadas las propiedades estructurales de la glucoproteina spike, en el
siguiente apartado se explica el mecanismo de infeccion del SARS-CoV-2 a través de la
glucoproteina spike.

1.1.4 Mecanismo de infeccion del SARS-CoV-2 mediado por glucoproteina spike

El punto de inicio en el mecanismo de virulencia del SARS-CoV-2 comienza a partir
de su glucoproteina spike (S). Esto es debido a su funcion como mediador de fusion de
membrana y forma parte de la entrada viral a la célula hospedera (Ou et al., 2020). La fusién
de membrana es un proceso energéticamente favorable a pesar de la presencia de barreras
cinéticas intermembranales generadas por el producto de las fuerzas repulsivas de hidratacién
(Cai et al., 2020). Dichas barreras se superan con la energia libre que resulta de su estado de
prefusion inestable y se va transformando hacia un estado de post-fusion estable. El estado
de prefusién presenta un reto para la produccion de antigenos para la glucoproteina que
pueden dirigir respuestas neutralizadoras debido a su alta inestabilidad (Kirchdoerfer et al.,
2018). La secuencia aminoacidica que define la glucoproteina spike presenta una
glucosilacion cuya atribucion defiende las regiones donde el receptor se enlaza mejorando el
sistema inmunoldgico y reconocimiento de la entrada viral presentes en la célula hospedera
(Saxena et al., 2020). De la misma manera la glucoproteina spike contiene las propiedades
de alta flexibilidad y altos niveles de dinamismo molecular debido a sus cambios
conformacionales (Henderson et al., 2020). La glucoproteina spike contiene un total de 1273

residuos aminoacidicos divididos en dos partes: S1 y S2, donde la S1 contiene una pequefia
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superficie de dominio receptor mientras que la S2 contiene una fusion membranal para
permitir el paso del virus a la célula hospedera (Zhang et al., 2021). Cuando S1y S2 entran
en contacto con la furina, catalizan una particion en la estructura de la glucoproteina spike
(Pawtowski, 2021). De esa manera la glucoproteina spike lleva a cabo el anclaje en la
periferia del virus para promover una fusion membranal entre la célula hospedera y el virus
por medio del contacto con la enzima ACE2 o enzima convertidora de angiotensina 2 (Walls
et al., 2020). Adicionalmente, el aumento en las interacciones aminoacidicas entre la enzima
ACE2 vy la glucoproteina spike se produce a causa de la distribucién de cargas en los
aminoacidos presentes en la RBD (Pawlowski, 2021). A causa de esto, la toxicidad y la
virulencia del SARS-CoV-2 se incrementa. Durante la interfaz de enlace se presentan entre
17 a 20 interacciones aminoacidicas a través de la enzima ACE2 y el dominio receptor de
enlace (Papageorgiou & Mohsin, 2020). La intervencion de cualquier agente en medio de la
RBD vy el receptor ACE2 indica la ruta para intervenir en los procesos de entrada y fusion
del SARS-CoV-2 a la célula hospedera (Wlodawer et al., 2020). Ademas de laenzima ACE2,
también esta demostrado que la proteina transmembranal de serina 2 (TMPRSS2) cumple un
papel fundamental en la aceleracién de la infeccion en las células debido al contacto con el
virus realizando una rapida insercidn del virus a la célula hospedera para comenzar el ciclo
de replicacién viral (Baby et al., 2021). Como resultado de los procesos mencionados, se

destacan tres regiones de contacto formadas por los siguientes aminoacidos (Figura 3):
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Figura 3. Regiones de contacto entre la interfaz de la glucoproteina Spike-ACE2.
La enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2) (color amarillo) y la glucoproteina spike del SARS-CoV-2
(color verde) interacttan entre si, donde se destacan las regiones de interés CR1, CR2, y CR3.

CR1 (en inglés — contact region 1) (F456, Y473, A475, E484, FA86, N487, Y489),
CR2 (en inglés — contact region 2) (K417, Y453, L455, Q493) y CR3 (en inglés — contact
region 3) (Y449, Q498, T500, Y505). La CR1 es la principal zona de interés debido a que
intervienen aminoacidos como F486 o Y489 que tienden a formar interacciones hidrofobicas
con el receptor ACE2 (Choudhary et al., 2020; Taka et al., 2021). Al igual que el aminoacido
E484 ya que es el principal aminoacido que participa en la neutralizacion y escape inmune
del virus aportando una significativa reduccion de afinidad de enlace entre la glucoproteina
y el receptor ACE2 (Harvey et al., 2021). Otra zona comprendida por la CR1 es el bucle
conformado por los aminoacidos del T470 al F490 debido a que esta activado durante la
conformacion “abierta” y oculta en la conformacion “cerrada” proporcionando una mayor

atraccioén hacia el receptor ACE2 (C. Xu et al., 2021).
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En adicion, la aparicion de las nuevas variantes del SARS-CoV-2 surgen a causa de
mutaciones en aminoacidos como K417, L452, T478, E484, Q493, G496, Q498 o N501. El
proceso de mutacion aumenta la infectividad dentro de la célula hospedera y disminuye la
respuesta efectiva de anticuerpos expresados en las zonas de mayor vulnerabilidad (Deng et
al., 2021; Hoffmann et al., 2021; Z. Liu et al., 2021; Mlcochova et al., 2021; Planas et al.,
2021; Thomson et al., 2021; Weisblum et al., 2020). Basandose en lo anterior, las zonas de
contacto involucran los aminoacidos envueltos en el proceso de mutacidn generando un doble
interés en la interaccidén aminoacidica entre el ligando y la glucoproteina spike. Este concepto
contribuye al descubrimiento de farmacos que interactien con las regiones de contacto
mencionadas para inhibir el ingreso de la particula viral a la célula hospedera. Uno de estos
ejemplos es la cloroquina ya que presenta interacciones de tipo m-m con aminoacidos como
L452, L455 y Y473 reportando potenciales de inhibicion contra el virus en lineas celulares
Vero E6 (G. Li & de Clercq, 2020; Prashantha et al., 2021; M. Wang et al., 2020).

Tal como la presencia de este farmaco inhibe la entrada del virus a la célula
hospedera, la presencia de metabolitos provenientes de plantas es una alternativa para el
tratamiento de COVID-19. A continuacion, se reportan los principales compuestos
inhibitorios de la infeccidn por el virus del SARS-CoV-2, reportados en la literatura.

1.1.5 Plantas medicinales como tratamiento del SARS-CoV-2
Como alternativa para el tratamiento de enfermedades, se ha impulsado el analisis de
componentes en plantas para desarrollar nuevos tratamientos que contrarresten diferentes
tipos de enfermedades producidas por diversos agentes, como los virus (Koparde et al.,
2019). A través de este impulso, la necesidad de esta alternativa terapéutica muestra

beneficios como la optimizacion del sistema inmunoldgico humano frente a una enfermedad,
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otorgar una mejor respuesta ante inflamaciones y proporcionar propiedades antioxidantes al
cuerpo (Ganjhu et al., 2015; Runfeng et al., 2020).

Frente al SARS-CoV-2, el tratamiento con componentes de plantas se ha investigado
extensivamente donde se han identificado 76 metabolitos provenientes de plantas desde el
inicio de la pandemia (Bhuiyan et al., 2020). A través de un estudio, se han investigado
aproximadamente 1200 metabolitos provenientes de plantas medicinales (Mahmud et al.,
2022). Ademas, los métodos de tratamiento actuales no poseen el 100% de la efectividad
esperada haciendo que las propiedades metabolicas de las plantas se presenten como una
alternativa méas enriquecedora contra el SARS-CoV-2 (Bhar et al., 2022). Como ejemplo, el
oxido de carlina, un constituyente biol6gico activo presente en la planta C. acaulis, inhibe la
entrada del SARS-CoV-2 a la célula por medio de interacciones aminoacidicas mediadas por
puentes de hidrogeno con K417, L452, Y453, L455 y Q493 en pruebas in silico e in vitro
(Wnorowska et al., 2022). La curcumina tiene un potencial de inhibicidon frente a la entrada
del SARS-CoV-2 a la célula hospedera a través de interacciones mediadas por puentes de
hidrogeno como Y489, Q493, Q498 y Y505, asi como en células Vero E6 (Marin-Palma et
al., 2021; Shanmugarajan et al., 2020). La catequina posee la capacidad de inhibir la entrada
del SARS-CoV-2 hacia la célula hospedera a través de interacciones hidrofébicas con
residuos aminoacidicos como K417, L452, Y453, L455 y Y505 en pruebas sobre lineas
celulares como HEK?293, A549, Calu-3 y HCT-8 (Jena et al., 2021; J. Liu et al., 2021).

Otros ejemplos estan relacionados con los extractos de Withania somnifera (Chikhale
etal., 2021), Nicothiana benthamiana (Mamedov et al., 2021), Glycyrrhiza glabra (Sinha et
al., 2021), Digitalis purpurea (Zigolo et al., 2021), Camellia sinensis, Syzygium aromaticum,

Equisetum arvense o Linaria vulgaris (Tallei et al., 2020) los cuales representan un potencial
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de inhibicion frente al SARS-CoV-2 a causa de interacciones aminoacidicas con los residuos
K417, Y453, Q493 y N501.
Sin embargo, para el analisis aminoacidico de la glucoproteina se necesitan unas
herramientas in silico las cuales estan expresadas en el siguiente apartado.
1.1.6 Uso de métodos computacionales como mecanismo para la identificacion de
potenciales inhibidores de la glucoproteina spike
Los modelos y técnicas computacionales son herramientas utilizadas para identificar
ligandos (por ejemplo, metabolitos) de acuerdo con sus propiedades biologicas y
estructurales en relacion con estructuras cristalinas de proteinas (Khater et al., 2016). Las
proteinas asociadas a un ligando ubicado en su sitio activo es el mejor punto de partida para
el desarrollo de modelos de virtual screening (Rollinger et al., 2008). Hoy dia los métodos in
silico son usados para la creacion de modelos multivariables y generar pruebas
experimentales de la mano de los métodos in vitro (EKins et al., 2007). De esta manera, se
han establecido nuevos estandares a partir de métodos in silico como el caso del Alzheimer,

la osteoartritis y el cancer de seno (Lee & Hu, 2019).

A continuacion, se describen los conceptos de docking molecular junto a las

propiedades del método.

1.1.6.1 Concepto de docking molecular y sus propiedades.

Las simulaciones de docking molecular generan una prediccion de la estructura del
complejo proteina — ligando mediante conformaciones activas del ligando en los sitios
activos de la proteina (Meng et al., 2011). Los principios fundamentales del docking
molecular complementan un nimero de conformaciones y poses de un ligando para su

interaccién dentro de las regiones de enlace proteicos (Salmaso & Moro, 2018). El docking
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molecular esta compuesto por un proceso de muestreo de conformaciones el cual busca
espacios descritos a través de la energia libre en las zonas circundantes de la proteina, o su
puntuacion de docking (en inglés — docking score) (Abagyan et al., 1994). El docking score
busca relacionar la energia libre de la conformacion de un ligando en contraste con la energia
superficial que emite la proteina (Aldeghi et al., 2015; Cournia et al., 2017; Heinzelmann &
Gilson, 2021).

La puntuacidén del docking score se clasifica en tres tipos: funciones de puntaje por
campos de fuerza, como AutoDock Vina, definidos por interacciones mediadas van der
Waals (Guedes et al., 2018; Huey et al., 2007) . Funciones de puntaje empiricas, como
GlideScore, definidas por la sumatoria entre la entropia, la hidrofobicidad, las interacciones
mediadas por puentes de hidrégeno, van der Waals y electrostaticas en términos de potencial

de enlace (Halgren et al., 2004; S. Y. Huang & Zou, 2010).

La funcion empirica de Glide se describe de la siguiente manera en la ecuacion 1:
AGping = Co + Clipo Zf () + Chbondz gAr)h(Aa) + Cretar Zf (rim) + Crotv Hrotn (1)

La sumatoria perteneciente al segundo término hace parte de los pares
ligando/receptor definidos como lipofilicos. El tercer término representa las interacciones
mediadas por puentes de hidrégeno. Las funciones f, g y h calculan una puntuacién completa
para distancias de enlace dentro de los limites nominales, asi como una puntuacion parcial
para distancias de enlace fuera de los limites (Eldridge et al., 1997; Friesner et al., 2004). De
esa forma, Glide muestra que es una herramienta fundamental para la prediccion de

puntuaciones de docking dentro de la interfaz proteina — ligando al tener en cuenta las

23



GLUCOPROTEINA SPIKE DEL SARS-COV-2

propiedades termodindmicas, las interacciones involucradas y las distancias de enlace

generadas.

En relacion con el docking molecular, a continuacion, se define el concepto y la

importancia de la dinamica molecular como método in silico.

1.1.6.2 Importancia de la dinamica molecular como método computacional y sus
propiedades.

Otra de las herramientas computacionales mas relevantes en el disefio e identificacion
de nuevos farmacos es la dinamica molecular. La dindAmica molecular es una técnica que
simula el movimiento de atomos en funcion del tiempo transcurrido de una biomolécula por

la integracion de las leyes de Newton (ecuacion 2) (Leach, 2001).

d?ry(t) _ Fi(t) (2)
dtz - m;

F; (t) pertenece a la fuerza ejercida de un atomo i a un tiempo t determinado, r;(t)
relacionada la posicion vectorial de un &tomo i a un tiempo ty m; hace alusion a la masa del
atomo. Luego, se involucra la aceleracion a partir de las fuerzas que actGan sobre un &tomo i
y se calculan estas fuerzas a partir del campo de fuerza ejercido sobre el &tomo (ecuacion 3).

d*ni(t) K@)  av(r(®) ©)
dt? B m; B _ml-dri(t)

a;(t) =

Donde dV(r(t)) representa la funcion de energia potencial ejercida por el campo de
fuerza sobre los atomos de la caja. Los campos de fuerza son los responsables de una buena
simulacion en la dinamica molecular cuyo ejemplo es el campo de fuerza OPLS (Jorgensen

& Tirado-Rives, 1988). La relevancia de los estudios de dindmica molecular reincide en la
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confirmacion de sitios alostéricos o activos dentro de una estructura proteica previamente

planteados por el docking molecular (Durrant & McCammon, 2011).

Con base en lo anterior, este trabajo de investigacion tuvo los siguientes objetivos:

25



GLUCOPROTEINA SPIKE DEL SARS-COV-2

2. Objetivos

2.1  Objetivo general

v Identificar metabolitos secundarios de plantas medicinales con potencial
capacidad de inhibicion de la actividad viral de la glucoproteina spike del SARS-CoV-2.

2.2  Obijetivos especificos

v Identificar metabolitos secundarios de plantas medicinales como posibles
inhibidores de la entrada del SARS-CoV-2 por medio de la glucoproteina spike a través de
screening virtual.

v Proponer un modo de union de los potenciales inhibidores frente al target
seleccionado basado en sus interacciones con residuos aminoacidicos relevantes, asi como
su posible afinidad al receptor de dominio.

v Evaluar la estabilidad dentro del sitio de union propuesto por el screening
virtual de los metabolitos seleccionados como potenciales inhibidores de la glucoproteina
spike a lo largo del tiempo mediante dindmica molecular.

Con el fin de cumplir los objetivos anteriormente mencionados, se realizé la siguiente

metodologia.
3. Metodologia

Se cred una base de datos de metabolitos secundarios de plantas a las cuales se les ha
reportado en la literatura con actividad antiviral. Luego, se realizé un analisis del
acoplamiento por medio de un screening virtual en diferentes precisiones (HTVS, SP, XP)
para determinar los mejores metabolitos secundarios a partir de sus interacciones

aminoacidicas con la glucoproteina spike. Por ultimo, se llevo a cabo una serie de
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simulaciones por medio de dindmica molecular para estudiar la estabilidad de la interface
proteina-ligando (RMSD) y sus respectivos contactos proteina-ligando a lo largo de cada una

de las réplicas (ver figura 4).

Base de datos de Metabolitos Calculo de
metabolitos provenientes de propiedades
secundarios plantas ADME

Andlisis por medio High-Throughtput
de screening Virtual Screening
virtual (HTVS)

Andlisis

Standard Extra precision Calculo de energfa
metoddlogico

precision (SP) (XP) (MM-GBSA dG)

Andlisis de la . Interacciones en
AES ¢ RMSD (Root Mean elores
dindmica la interfaz

Square Deviation) P
molecular proteina ligando

Figura 4. Disefio metodoldgico del proyecto de investigacion.
Fase I. Disefio de base de datos de metabolitos y calculo de propiedades ADME. Fase Il. Analisis por medio
del screening virtual y calculo de energia libre. Fase I1l. Analisis por medio de dindmica molecular.

3.1 Disefio de base de datos de metabolitos

En el primer paso se cre6 una base de datos que contiene 4233 metabolitos de plantas
reportados en la literatura con actividad antiviral. Teniendo en cuenta informacioén cémo, la

enfermedad que podria tratar, tipo de planta y procedencia del metabolito.

3.2  Calculo de propiedades ADME

Con el fin de conocer el perfil citotoxico de los compuestos en la base de datos, se
realizo el célculo de las propiedades de absorcion, distribucion, metabolismo, excrecion y
toxicidad (ADMET) para los metabolitos recolectados en la base de datos a través del modulo
QikProp en la interfaz de Schrodinger 2021-1 (loakimidis et al., 2008). QikProp identificd
compuestos quimicos cuyas propiedades no estan dentro del rango de accién de un farmaco

optimizando su clasificacion mediante andlisis y datos experimentales previamente
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reportados (Jorgensen et al., 2006). A través del modulo QikProp, se generd una clasificacion
de las propiedades ADMET para los compuestos presentes en la base de metabolitos. Los
criterios a destacar en esta fase comprenden la biodisponibilidad de un compuesto quimico
para desarrollar funciones farmacologicas, la absorcion en células gastrointestinales (células
Caco-2), el peso molecular, el nimero de protones aceptores y donadores y el valor del logP

que indica la posible permeabilidad del compuesto para penetrar tejidos.

3.3  Preparacion de la estructura cristalina de la glucoproteina spike

Luego de seleccionar los metabolitos que cumplen con el perfil adecuado con
respecto a la biodisponibilidad del compuesto y su absorcion en células gastrointestinales, y
demas propiedades ADME, se procedio a la preparacion de la proteina. Esta se realiz6 por
medio de la interfaz Protein Preparation Wizard Maestro, incluido en el paquete molecular
de Drug Design Schrodinger, version 2021-1. La estructura cristalina de la glucoproteina
spike se extrajo de la Protein Data Bank (PDB) (ID: 6LZG, resolucion: 2.50 A) (Q. Wang et
al., 2020). En su preparacion se determinaron los estados de protonacion a pH 7.2 con el uso
del campo de fuerza OPLS4 (C. Lu et al., 2021), se optimizaron los &tomos superpuestos, se
adicionaron los protones faltantes y se refind la estructura a través del Protein Preparation

Wizard (Madhavi Sastry et al., 2013).

3.4  Estudios de screening virtual

El proceso de screening virtual se realizé por medio de la interfaz Maestro, incluido
en el paquete molecular de Drug Design Schrodinger, version 2021-1. Las estructuras
quimicas de los metabolitos se obtuvieron a través de la base de datos de la PubChem con su
respectivo ID y fueron cargadas a la interfaz de Maestro 2021-1, Schrédinger, version 2021-

1y se prepararon a traves del modulo LigPrep (Madhavi Sastry et al., 2013) mediante el cual
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se obtuvo la conformacion de menor energia para cada metabolito, se establecio el pH (7.2)
de los estados de protonacion mediante el médulo PROPKA (Sgndergaard et al., 2011) a
través de un campo de fuerza denominado OPLS4 (Optimized Potentials for Liquid
Simulations) al sistema (C. Lu et al., 2021). Se establecieron los parametros del screening
virtual a partir de los parametros de la caja (X = —36,652,Y =29,8116,Z =
4,1656 ; longitud = 20 A). Los parametros fueron elegidos segtn la metodologia propuesta
por (Petit etal., 2021) a través del modulo Glide (Friesner et al., 2004; Spitzer & Jain, 2012).
El médulo Glide es proveniente de la interfaz de Maestro, Schrodinger version 2021-1 con
la herramienta del Receptor Grid Generation (Ban et al., 2018). Los ligandos fueron
sometidos a los estudios de docking molecular con el médulo Glide a través de tres tipos de
precisiones diferentes: HTVS (en inglés — High-Throughput Virtual Screening) donde se
generaron tres poses por ligando y se descarté el 50% de los compuestos de la base de
metabolitos; SP (en inglés — Standard Precision) donde se generaron tres poses por ligando
y se descarto el 30% de los compuestos seleccionados en el paso previo; y XP (en inglés —
Extra Precision) donde se generaron cinco poses por ligando y se seleccionaron veinte
metabolitos (Prajapat et al., 2020) a través de parametros como el docking score e inspeccién
visual de las interacciones con aminoacidos como Y453, F456, E484, F486, N487, Y489,
Q493, Q498 0 Y505.

3.5 Analisis de MM-GBSA

Una vez fueron seleccionados los veinte mejores compuestos de acuerdo a su docking
score y la inspeccion de las interacciones aminoacidicas, se llevo a cabo el analisis de energia
libre por MM-GBSA (The Molecular Mechanics, the Generalized Born model and Solvent

Accessibility). El analisis de energia libre se llevo a cabo con el modulo Prime de la interfaz

29



GLUCOPROTEINA SPIKE DEL SARS-COV-2

de Maestro, Schrodinger Drug Discover v. 2021-1 (Hayes & Archontis, 2012). Para la fase
de calculo se seleccionaron las cargas parciales para el ligando teniendo en cuenta el campo
de fuerza OPLS4 (C. Lu et al., 2021) y se seleccioné el modelo de solvatacién VSGB (J. Li
etal., 2011). Se tuvo en cuenta la flexibilidad a una distancia de 5 A de los ligandos hacia la
proteina. Luego, para el proceso de minimizacion se selecciono la minimizacion de todos los
atomos para cada ligando. Por ultimo, se insertd el nimero de trabajos (en inglés — jobs) que
se realizara en el analisis y con su resultado se calculd la energia libre de doce metabolitos

seleccionados a partir del screening virtual.

3.6  Simulaciones de dindmica molecular

A partir de los doce metabolitos seleccionados se seleccioné el ligando con el mejor
perfil de acuerdo a su docking score, su energia libre, sus caracteristicas bioldgicas y sus
interacciones aminoacidicas. Se llevo a cabo un estudio de dinamica molecular al ligando
seleccionado con el objetivo de evaluar la estabilidad de la union proteina — ligando y sus
contactos aminoacidicos. Para ello, se utilizé el médulo Desmond System Builder (Eid et al.,
2013) cuyo modelo de solvatacion empleado fue el TIP3P (Mark & Nilsson, 2001) donde se
realiz6 la neutralizacion del sistema afiadiendo iones sodio o cloro segun el sistema proteina

— ligando a evaluar por medio de un campo de fuerza OPLS4.

Se trabajo con una caja cubica con una distancia de 1 A desde un 4tomo hasta una de
las aristas para trabajar en la totalidad de la interface proteina-ligando. El proceso de
equilibrio se llevo a cabo con el ensamblaje NPT (ensamblaje isotérmico-isobarico) (Uline
& Corti, 2005) y con la implementacion del termostato Berendsen (Lin et al., 2017). Para el
proceso de minimizacion, se utilizaron condiciones de temperatura a 310 °K y de presion a

1.01325 bar teniendo en cuenta los algoritmos para el termostato de cadena Nose-Hoover
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(Evans & Holian, 1998) y para el barometro Martyna-Tobias-Klein (Rogge et al., 2015),
respectivamente con un total de 800 frames. Todas las pruebas se simularon en un total de
200ns con un intervalo de simulacion de 250 ps que se simul6 por triplicado con trayectorias
aleatorias de interaccion de las moléculas dentro de la caja seleccionada. Las interacciones
proteina-ligando y la estabilidad de la interface proteina-ligando fueron analizados mediante
la herramienta Simulations Interaction Diagram (SID) para obtener los datos crudos de los

contactos proteina-ligando, el RMSD de la proteina y del ligando.

3.7  Disefio de figuras

Las figuras fueron disefiadas con el uso del GraphPad Prism v. 8.0.1 a partir de los
datos obtenidos por la herramienta Simulations Interaction Diagram (SID) de la interfaz

Maestro Schrédinger Drug Discovery v. 2021-1.

A continuacion, se analizaran los resultados obtenidos durante el proyecto de

investigacion.
4. Resultados y discusion

4.1  Analisis biologico y de interaccion de los metabolitos seleccionados
a partir del screening virtual

Como se observa en el Anexo 1, 4233 metabolitos de plantas medicinales se
emplearon para la creacion de la base de datos empleada en este proyecto de grado. A partir
de la base de datos, se inicié con el proceso de screening virtual a través de la precision
HTVS. En este paso, 2117 metabolitos, correspondiente al 50% de la base de datos, fueron
seleccionados para la siguiente fase, los cuales obtuvieron resultados favorables con relacion
a su docking score e interacciones aminoacidicas. Luego, estos 2117 metabolitos continuaron

su analisis por medio de un docking en precision SP (en inglés — standard precision) donde
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635 metabolitos obtuvieron un perfil mas favorable a partir de sus interacciones
aminoacidicas. Por ultimo, estos 635 metabolitos obtenidos se analizaron a través de la
precision XP (en inglés — extra precision) donde doce metabolitos obtuvieron su mejor perfil
de interaccion en la interfaz proteina ligando, junto con su docking score (tabla 1). A partir
de los doce metabolitos, se calculé la energia libore MM-GBSA proveniente de las

interacciones aminoacidicas presentes en la interfaz glucoproteina spike — ligando.

De acuerdo con los perfiles bioldgicos presentados en la tabla 1, el shatavarin 1 y la
protogracilina no cumplen con las reglas de Lipinski. Los pardmetros de Lipinski que se
violan en el caso del shatavarin | son los &tomos donadores de H+ (14), los &tomos aceptores
de H+ (37,2) y su peso molecular (1067,227 g/mol). Mientras que, los pardmetros de Lipinski
que se violan en el caso de la protogracilina son los atomos donadores de H+ (14), los atomos
aceptores de H+ (37,2) y su peso molecular (1065,211 g/mol). En relacién a esto, los valores
permitidos por las reglas de Lipinski no deben contener mas de cinco donadores y diez
aceptores de puentes de hidrégeno, junto a un peso molecular no superior a 500 uma (Benet
etal., 2016). Dado que estos compuestos presentan violaciones a estas reglas de Lipinski, se
descartaron como posibles compuestos a analizar con mayor profundidad. Por su parte, el
sesquipinsapol B presenta el mejor porcentaje oral (69,924 %), una de las mejores
absorciones en las células Caco-2 (83,219) a pesar de tener un gran peso molecular (540,609
g/mol). De la misma manera, la D-galactosa, la tagatofuranosa y el leucopelargonidin poseen
los porcentajes mas altos de absorcion oral (48,719%, 51,816%, y 62,553%,
respectivamente) y en células Caco-2 (83,532 nm/sec, 89,220 nm/sec, 76,723 nm/sec).

Teniendo en cuenta estas propiedades, se examinO el perfil de interaccion de la
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tagatofuranosa, el leucopelargonidin, la D-galactosa y el sesquipinsapol B en la interfaz con

la glucoproteina spike.

Tabla 1. Perfil biolégico y de interaccion de los metabolitos seleccionados a través del
screening virtual.

Peso .. Regla . }
-2
Nombre  Logp (00 OO0 AL maecuar 2020 Pokia Ereni
(g/mol) ”  cinco
Shatavarin -3,148 0,087 14 37,2 1067,227 0 3 -9,811 -68,48
|
Protogracil  -2,864 0,435 14 37,2 1065,211 0 3 -9,871 -58,59
ina
Leucociani  -0,327 27,002 6 7,15 306,271 37,691 1 -9,163 -45,11
dol
L- 0,469 53,201 5 5,45 290,272 60,584 0 -7,456 -53,57
epicatequi
na
Ehretiosid -1,263 31,291 5 115 311,291 46,318 0 -7,269 -50,64
eB
R- 0,470 53,974 5 5,45 290,272 60,702 0 -7,108 -52,05
epicatequi
na
Bergenina -1,560 37,568 5 12,05 328,275 45,998 0 -6,835 -34,01
Tagatofura  -1,715 89,220 5 83 180,157 51,816 0 -6,768 -48,15
nosa
Leucopelar 0,320 76,723 5 6,4 290,272 62,553 0 -6,705 -54,53
gonidin
Robinetina  -0,177 15,811 5 6,25 302,240 47,366 0 -6,669 -48,31
D- -2,156 83,532 5 10,2 180,157 48,719 0 -6,650 -42,30
Galactosa
Sesquipins 3,684 83,219 5 9,6 540,609 69,924 1 -6,639 -65,61
apol B

De igual forma, en la tabla 1 se observan los resultados del docking score y la energia
liore MM-GBSA de cada uno de los compuestos seleccionados como mejores posibles
inhibidores de la glucoproteina spike. La tagatofuranosa (docking score: -6,768; energia
libre: -48,15 kcal/mol) (Tabla 1) contiene interacciones relevantes con los residuos R403,
Y453, Q496 y Y505 mediados por puentes de hidrdgeno (figura 5A). Los resultados de
docking sugieren que el metabolito se encuentra ubicado entre las zonas de contacto CR2 y
CR3 (en inglés — contact region) conformadas por Y453, Q496 y Y505, respectivamente.
Por su parte, el leucopelargonidin (docking score: -6,705; energia libre: -54,53 kcal/mol)

(Tabla 1) presenta interacciones mediadas por puentes de hidrdgeno en residuos importantes
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como Q493, G496 y N501. Adicionalmente, el leucopelargonidin genera interacciones n-
cation involucrando el residuo R403 (figura 5B). Los resultados de docking sugieren que el
leucopelargonidin se encuentra ubicado en la zona de contacto CR2 (en inglés — contact
region 2) conformada por los residuos Y453 - Q493. La D-galactosa (docking score: -6,650;
energia libre: -42,30 kcal/mol) (Tabla 1) comprende interacciones relevantes mediadas por
puentes de hidrégeno con los residuos Y453, G496 o Y505 (Figura 5C). Los resultados de
docking sugieren que la D-galactosa se encuentra ubicado entre la zona de contacto CR1 y
CR3 conformada por los residuos Y453 - Y505. El sesquipinsapol B (docking score -6,639;
energia libre: -65,61 kcal/mol) (Tabla 1) comprende interacciones relevantes con puentes de
hidrogeno con los residuos E484, Q493, G496, N501. Adicionalmente, se comprenden las
interacciones m-n con el residuo Y505, y n-catién con el residuo R403 (Figura 5D). Los
resultados de docking sugieren que el sesquipinsapol B se encuentra ubicado en las tres zonas

de contacto (CR1, CR2, CR3) por los residuos E484- Q493, N501 - Y505.

S494L

Tagatofuranosa

G496 o ¥
Vi

F490

g - J
D-Galactosa R403

Sesquipinsapol B
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Figura 5. Representacién grafica de las poses del docking molecular de los metabolitos
seleccionados.

Los residuos de la glucoproteina spike estan coloreados de acuerdo con el tipo de atomo. (Color de la
glucoproteina spike: verde palido. Oxigeno: rojo. Nitrdgeno: azul). Los ligandos estan nombrados de A — D.
(Tagatofuranosa (A - color siena). Leucopelargonidin (B - color verde amarillento). D-Galactosa (C — color
cian oscuro). Sesquipinsapol B (D — color morado oscuro). Lineas punteadas representan las interacciones en
la interfaz proteina ligando: interacciones por puentes de hidrogeno (color amarillo); interacciones z-z (color
azul); interacciones z-cation (color verde).

Teniendo en cuenta la informacion anteriormente detallada, pardmetros como las
propiedades ADME, docking score, energia de afinidad, e interacciones con residuos
importantes en la actividad de la proteina spike, se decidié continuar con el analisis de la
estabilidad del sesquipinsapol B en el sitio de union predicho por el docking a través de
pruebas de dinamica molecular. A pesar de que no tiene el mejor docking score, su energia
de afinidad es la segunda mejor dentro de los metabolitos evaluados. Ademas, su perfil
bioldgico retne caracteristicas importantes como un gran porcentaje de absorcion oral y en
células Caco-2. Por ultimo, el sesquipinsapol B es el Unico ligando involucrado en las tres
zonas de contacto de la glucoproteina spike. De la misma manera, interacciones mediadas
por puentes de hidrogeno con residuos como E484, F490, Q493, G496, N501, los cuales son

relevantes en la formacion de complejos en contacto con la enzima ACE2.

4.2  Analisis de estabilidad molecular de la interfaz proteina ligado a
partir de dinamica molecular

A partir de la seleccion del sesquipinsapol B como posible mejor inhibidor de la
proteina spike segun resultados predichos por los ensayos de docking, surgi6 la necesidad de
evaluar la estabilidad dentro de la interfaz proteina ligando. Por lo tanto, el sesquipinsapol B
fue sometido a un triplicado de simulaciones por medio de dindAmica molecular. Dentro de
los pardmetros estudiados en la dinamica molecular, se estudié el RMSD. EI RMSD (en
inglés — root mean square deviation) es la medida cuantitativa mas utilizada para la
comparacion entre dos coordenadas atémicas (Kufareva & Abagyan, 2012). Las dos
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coordenadas atomicas pueden ser interpretadas como dos hélices o dos estructuras proteicas
de acuerdo a su tamafio estructural. La estabilidad de una proteina se fundamenta en las
desviaciones presentes durante el curso de la simulacion (Aier et al., 2016). Es decir, entre
menos desviaciones existan, mayor estable es la proteina. Si el valor del RMSD es mucho

mayor a 2.9 A, la resolucion y la estabilidad del complejo empiezan a decrecer (Carugo,

2003). En el estudio, el RMSD de la glucoproteina spike oscila entre 1 — 3 A respondiendo a
que la estabilidad de la estructura cristalina se mantiene a lo largo del tiempo (ver figura
6A). A comparacion de la apoproteina, donde después de los 30 nano segundos se equilibra

el sistema hasta el final del tiempo de simulacion.

La oscilacion de estos valores representa que los atomos de la proteina estan en
movimiento constante hasta alcanzar un equilibrio junto al ligando en el promedio de las
réplicas (Verli, 2014). Para examinar el RMSD del sesquipinsapol B a lo largo del tiempo de
simulacion (ver figura 6B), se evalud su concepto como el cambio estructural del ligando a

partir de su estructura inicial (Verli, 2014).
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Figura 6. Representacion del RMSD para la glucoproteina spike y el sesquipinsapol B

(A) Simulacién del RMSD para la estructura cristalina de la glucoproteina spike de 0 a 200ns. (B) Simulacion
del RMSD para el sesquipinsapol B de 0 a 200ns. Las lineas representadas por R1, R2 y R3 representan cada
una de las réplicas realizadas en el proyecto de investigacion.

En la R1 (replica 1), el ligando presenta la mayor estabilidad entre las réplicas
propuestas en el estudio a partir del punto de partida cuyo valor oscila entre 0-20 A. En la

R2, el ligando presenta una fluctuaciéon entre 50ns a 100ns sin alejarse del sitio de unién
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propuesto a causa de un cambio conformacional (ver figura 7A) y se mantiene en la misma

posicion después de los 100ns (ver figura 7B).

Figura 7. Representacién de los cambios conformacionales en el ligando durante la réplica 2.
Color de la glucoproteina spike: verde palido. Color del sesquipinsapol B: morado oscuro. Oxigeno: rojo. (A)

Representacidn de los cambios conformacionales del ligando a los 45ns de simulacién. (B) Representacion de
los cambios conformacionales del ligando a los 80ns de simulacién.

Por Gltimo, la R3 presenta fluctuaciones a los 30ns, 50ns y 120ns. Las fluctuaciones
en 30ns sugieren un cambio en la ubicacion del ligando sin salir de su sitio de interaccion
(ver figura8A). Al llegar a los 50ns, el sesquipinsapol B continta moviéndose a lo largo del
sitio de union sugerido y su tendencia permanece hasta los 100ns (ver figura 8B). Una vez
la simulacidn supera los 100ns, el sesquipinsapol B permanece dentro del sitio de unién (ver
figura 8C) y se convierte en la conformacion mas estable. Dicha conformacion coincide con

las dos replicas anteriores R1 y R2.
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A § B C

Figura 8. Representacion grafica de los cambios conformacionales durante la réplica 3.
Color de la glucoproteina spike: verde palido. Color del sesquipinsapol B: morado oscuro. Oxigeno: rojo. (A)

Representacidn de los cambios conformacionales del ligando a los 30ns de simulacién. (B) Representacion de
los cambios conformacionales del ligando a los 50ns de simulacion. (C) Representacion de los cambios
conformacionales del ligando a los 120ns de simulacion.

De acuerdo con las figuras 7 y 8, los cambios presentes en el RMSD del ligando se
pueden deber a los cambios conformacionales por parte del sesquipinsapol B en las regiones
de contacto sugeridas (CR1, CR2, CR3). Cabe destacar que dichos cambios presentes en el
RMSD del ligando no sugieren que el sesquipinsapol B se aleje de su interfaz conformada

por la glucoproteina spike.

4.3 Analisis de interaccion aminoacidica a partir de dinamica
molecular

La estabilidad del sesquipinsapol B a lo largo de la simulacién de la dinamica
molecular en el sitio de union propuesto depende de las interacciones aminoacidicas en el
sitio de union propuesto a la enzima ACE2. Debido a esto es necesario analizar qué tipo de
interaccion se presenta y su frecuencia de interaccion en la interfaz proteina ligando. Durante
la simulacidn se puede observar gque el sesquipinsapol B forma puentes de hidrégeno con los
aminoacidos residuos N487, Y489 (ambos en la zona de contacto CR1) y A522 con
frecuencias de del 22%, 19%, y 25%, respectivamente (figura 9A). La interaccion con

aminoacidos relevantes como el aminoacido N487, podria relacionarse con la disminucion
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de interaccion entre la glucoproteina spike y la ACE2 (Laurini et al., 2021; Nelson-Sathi et
al., 2022). De igual forma, el amino&cido Y489 participa en la conformacion de la RBD al
permitir que el glucano circundante (N343) desplace la region de dominio de enlace (RBD)
de una conformacion “cerrada” a “abierta” (Sztain et al., 2021). Las interacciones sobre el
residuo Y489 podria generar una disminucién de afinidad con respecto a la enzima ACE2
considerandose un posible sitio de evasion inmune del virus (Sharma et al., 2022). En adicién
al Y489, la participacion del aminoacido A522 tiene lugar en las regiones subyacentes del
subdominio S1 modificando la conformacion estructural de “cerrado” a “abierto”. El cambio
de conformacion genera una estabilidad energética y vulnera las regiones RBD para la accion
de otros ligandos (Peters et al., 2020). Dicha vulnerabilidad permite que el sesquipinsapol B
interactle con las zonas de contacto (en inglés — contact region) para inhibir su unién con la

enzima ACE?2.

Al igual en las interacciones de tipo puente de hidrégeno, el sesquipinsapol presenta
interacciones hidrofobicas con los residuos L455, F456, F486 y Y489 presentes dentro de la
zona de contacto CR1 (ver figura 9B). El porcentaje de interaccion para estos aminoacidos
es del 13%, 12%, 13% y 14% respectivamente, donde la interaccion del sesquipinsapol B
con la dupla L455 — F456 disminuye el fortalecimiento de los sitios de conectividad
alostéricos a lo largo de otros aminoacidos para mediar la interaccion, comunicacién y
transmision a partir de la enzima ACE2 con los RBD, asi como la contribucién en la
estimulacién del enlace viral entre ambos (Greaney et al., 2021; Kathiravan et al., 2021). Es
decir que la interaccion del sesquipinsapol B sobre la dupla L455 — F456 podria desactivar

la interaccion de los aminoacidos circundantes a las zonas de contacto con respecto a la
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enzima ACE2. Asi, el sesquipinsapol B podria bloquear la interaccion entre la glucoproteina

spike y la enzima ACE2.

Por otro lado, las interacciones mediadas por puentes de agua son redes de moléculas
de agua que forma puentes de hidrégeno con dos atomos diferentes de una proteina (Law &
Daggett, 2010). Las moléculas de agua se conectan a través de una serie de puentes de
hidrogeno. Estas interacciones proveen estabilidad y elasticidad para mejorar la expresién de
las funciones de la proteina (Petukhov et al., 1999; Sabarinathan et al., 2011). De acuerdo
con la figura 6C, el sesquipinsapol presenta este tipo de interacciones con los residuos E484,
Y489, y F490, los cuales tienen un porcentaje de interaccion del 15%, 5%, y 9%,
respectivamente (ver figura 9C). La presencia de interacciones aminoacidicas sobre el
aminoacido E484 es vital ya que es el encargado del proceso de reconocimiento e
identificacion en el enlace con la ACE2 (Verkhivker et al., 2021). La presencia del
sesquipinsapol B como posible inhibidor del SARS-CoV-2 permite al aminoacido E484
reconocer que se esta enlazando con otro agente diferente a la enzima ACE2. Por lo tanto,
dicho reconocimiento activa los agentes neutralizadores por medio de las interacciones con
el sesquipinsapol B y generar un posible efecto inhibitorio. Asi mismo, cualquier mutacién
0 variante realizada sobre este aminoacido puede reducir 10 veces el potencial de
neutralizacion proveniente de anticuerpos produciendo un escape inmune sobre la

glucoproteina spike (Bhattacharya et al., 2022; Jangra et al., 2021).

Por Gltimo, se encuentran las interacciones n-nt cuya responsabilidad es el aumento
de la afinidad de interaccién en relacion con el inhibidor o ligando (Ferreira De Freitas &
Schapira, 2017). De acuerdo con la figura 9D, el sesquipinsapol B presenta este tipo de

interaccién con los residuos F456 y Y489 presentan este tipo de interaccién. Sus porcentajes
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de interaccion con la glucoproteina spike son del 10% y 11%, respectivamente. El residuo
F456 podria desactivar la interaccion de los aminoacidos circundantes a las zonas de contacto
con respecto a la enzima ACE2. Las interacciones sobre el residuo Y489 podria generar una
disminucion de afinidad con respecto a la enzima ACE2 considerandose un posible sitio de

gvasion inmune del virus.

Finalmente, los resultados obtenidos por medio del sesquipinsapol B coinciden con
los resultados reportados por (Padhi et al., 2021) donde reporta el potencial inhibitorio del
arbidol como farmaco de referencia. El arbidol interactda en las tres regiones de contacto
conteniendo interacciones mediadas por puentes de hidrégeno con residuos como L455,
F456, N487, Y489 o F490 (Padhi et al., 2021). De acuerdo a los resultados de dindmica
molecular, el complejo proteina-arbidol es mucho méas favorable con respecto a la proteina
ligando original (Borisevich et al., 2022). Ademas, se ha reportado actividad in vitro en
células HEK293T donde el arbidol inhibe la actividad del SARS-CoV-2 con un potencial de
inhibicion de 4.11 uM con un tiempo de 24 horas de tratamiento con DMSO (Shuster et al.,

2021).
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Figura 9. Porcentaje de interaccion frecuencia del sesquipinsapol con residuos relevantes de la
glucoproteina spike a lo largo de la simulacién de 200ns.
(A) Interacciones mediadas por puentes de hidrogeno. (B) Interacciones hidrofébicas. (C) Interacciones

mediades por puentes de agua. (D) Interacciones tipo m — m. Faltan tildes en la gréafica en hidrogeno e
hidrofébicas

En resumen, nuestros resultados sugieren que el sesquipinsapol B podria ser un buen
inhibidor de la infeccion viral ya que interactia con aminoacidos criticos en el proceso de
infeccion del virus tales como L455, F456, E484, Y489, A522, los cuales pueden generar
sitios de evasion inmune del SARS-CoV-2. Ademés de fortalecer los canales de
comunicacion aminoacidicos mediante sitios de union alostéricos como aminoacidos como
L455, F456, y E484, vitales para el reconocimiento e identificacion de la unién hacia la

ACE2. Los resultados de dindmica molecular sugieren que el sesquipinsapol B se mantiene
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a lo largo de los 200ns en el sitio de union predicho, pese a las fluctuaciones del ligando en

el sitio de unidn, interactuando con los residuos anteriormente mencionados.

44



GLUCOPROTEINA SPIKE DEL SARS-COV-2

5. Conclusiones

v Durante el proceso de screening virtual, se identificaron al sesquipinsapol B, la D-
galactosa, el leucopelargonidin y la tagatofuranosa como posibles inhibidores de la
entrada del SARS-CoV-2 por medio de la glucoproteina spike, debido a las
interacciones mediadas por puentes de hidrégeno con residuos aminoacidicos como
E484, Q493, G496, N501 e interacciones de tipo - con residuos como R403 o
Y505.

v' Se destaca al sesquipinsapol B como el mejor posible inhibidor frente a la
glucoproteina spike del SARS-CoV-2 debido a que sus interacciones mediadas por
puentes de hidrégeno con aminoacidos como E484, Q493, G496, N501 y Y505 cuya
funcion es la comunicacion entre los aminoacidos y el reconocimiento del enlace con
la enzima ACE2. Estas interacciones permitieron el calculo de energia libre méas alto
evaluado de -65,61 kcal/mol.

v El sesquipinsapol B permanece estable en el sitio de union con la glucoproteina spike
propuesto por los ensayos de docking en un tiempo de simulacién de 200ns. La
glucoproteina spike se mantuvo estable dentro del rango de 1-3 A con el paso del
tiempo pese a que el sesquipinsapol B presentd fluctuaciones dentro del sitio de unién

propuesto.
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6. Recomendaciones

Se recomienda realizar ensayos in vitro de la actividad del sesquipinsapol B sobre la
glucoproteina spike para corroborar la inhibicién de la infeccion causada por el SARS-CoV-
2. De igual forma, se recomienda realizar simulaciones mayores a los 200ns con el fin de
confirmar la estabilidad del ligando dentro del sitio de unidn y posibles cambios

conformacionales en la proteina.
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