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entrado en evidente auge, posicionandose
vertiginosamente en la industria farmacéutica
a nivel internacional. En este articulo se

Durante casi un ano, la raza humana se ha visto
sacudida por la aparicion de un nuevo coronavirus
conocido como SARS-CoV-2, el cual se origind en
China y desde alli se ha dispersado por casi todas
las regiones alrededor del globo. La incidencia
y mortalidad de este peligroso virus, que se han
vuelto a incrementar recientemente en paises
como Colombia, ha puesto en alarma los diferentes
sistemas de salud puablica y ha generado enormes
dificultades y desafios a nivel econémico, social y
politico. Con el objetivo de encontrar rapidamente
alternativas de tratamiento, de forma paralelaalas
iniciativas de prevencion planteadas por la llegada
de una vacuna efectiva, la biologia computacional
y las tecnologias asistidas por computadora han

presentan los principales hallazgos de un
estudio dentro de esta categoria enfocado
en disenar vy descubrir nuevos agentes
con capacidad inhibitoria contra el nuevo
coronavirus, describiendo la  estrategia
metodologica utilizada vy planteando las
implicaciones, retos y perspectivas a futuro
asociadas a encontrar una molécula capaz de
exhibir un potencial terapéutico prometedor.

Palabras clave: Descubrimiento de Farmacos,
Quimioinformatica, Modelamiento Molecular,
Screening Virtual, Calculos de Energia Libre,
Diseno de Librerias Quimicas, SARS-CoV/-2.
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Abstract

Foralmost a year, humanity has been threatened by
the new coronavirus known as SARS-Col/-2, which
originated in China, and from there has spread to
almost all regions around the globe. The incidence
and mortality of this dangerous virus, which have
recently increased in countries like Colombig,
has overwhelmed public health systems and has
created enormous difficulties and challenges at
the economic, social, and political levels. With
the aim of quickly finding treatment alternatives,
running parallel to prevention initiatives spurred by
the arrival of an effective vaccine, computational
biology and computer-aided technologies have

Introduccion

Hoy atravesamos tiempos ciertamente dificiles e
impredecibles. La situacién causada por una Unica
entidad viral, el nuevo coronavirus denominado
SARS-CoV-2, ha desencadenado mas de 60 millones
de infecciones v ha cobrado ya la vida de casi 1 millén
y medio de personas a lo largo y ancho de nuestro
planeta (https:/covid19.who.int/). Este nuevo virus
(el séptimo de su tipo en afectar a los humanos)
surgid por primera vez en diciembre de 2019 entre un
grupo de personas en la ciudad de Wuhan, capital de
la provincia de Hubei en China vy, luego de su eventual
confirmacion [1], la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) anuncié en febrero de 2020 que la enfermedad
causada recibiria el nombre de COVID-19 (Coronavirus
Disease 2019). [2] Finalmente, dicha enfermedad fue
declarada como pandemia en el mes de marzo [3]. En
el contexto particular de Colombia, el COVID-19 esta
teniendo un impacto sumamente grave, ubicandolo
en décimo lugar entre los paises con mayor nivel de
contagios v letalidad, sumando a la fecha un total
de 1,27 millones de nuevo casos vy 35.860 muertes.

now been playing a booming role and have
rapidly positioned themselves as key players
in the pharmaceutical industry. This paper
presents the main findings of a study focused
on designing and discovering new agents with
inhibitory capacity against the new coronavirus,
describing the methodological strategy employed
and presenting the implications, challenges, and
future perspectives associated with finding a
molecule with promising therapeutic potential.

Key words: Drug Discovery, Cheminformatics,
Molecular Modeling, Virtual Screening, Free-
Energy Calculations, Chemical Library Design,
SARS-Col/-2.

Los departamentos con mayor cantidad de casos de
COVID-19 reportados por el Instituto Nacional de
Salud (INS) son Bogota D.C., Antioquia y Valle del Cauca
(https:/coronaviruscolombia.gov.co/).

La coyuntura de salud piblica generada por el COVID-19
ha puesto en jaque a la industria farmacéutica mundial
[4] v, por ende, ha instado una profunda urgencia a
investigadores de todo el mundo por hallar no solo
una vacuna eficaz, sino también un inhibidor contra el
virus que logre contener su expansion [5]. Esto viene
empujando las fronteras de la informatica, la quimica
y la biologia, especialmente en el area denominada
Diseno de Farmacos Asistido por Computadora (DiFAC).
El aumento en el nimero de trabajos de investigacion
publicados en revistas indexadas de gran renombre que
hacen uso de uno o mas métodos de esta disciplina es
cada vez mas marcado [6]. Entre los métodos derivados
de estas tecnologias se destacan algunos como el
screening virtual (VS), la dinamica molecular (MD), el
disefo por fragmentos (FBDD) y el uso de productos
naturales. Este conjunto de técnicas ha demostrado
ser exitoso para acelerar la produccion de nuevas
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moléculas, reduciendo los costos relacionados con
sintesis/ensayos biolégicos v haciendo uso de librerias
quimicas diversas, novedosas y con un potencial de
patentabilidad competitivo que puedan ser llevadas mas
rapidamente a escalamiento industrial. Con el objetivo
de identificar un inhibidor efectivo contra el virus, a
pesar del corto tiempo transcurrido, se han realizado
importantes avances cientificos en investigacion
aprovechables por el DiFAC, entre los cuales sobresalen
dos: la obtencion experimental de la estructura de la
proteasa principal (Mpro), recientemente liberadas a las
bases de datos de acceso mundial, y los estudios que
vinculan al producto natural licorina con la inhibicién
del SARS-CoV-2. La Mpro es una enzima que juega
un papel esencial en la replicacion y transcripcion
viral de este virus [7] vy, por lo tanto, representa uno
de los blancos terapéuticos mas prometedores para el

Figura 1. Estructura terciaria
del protomero de la proteasa
principal 3CLP™ de SARS CoV
2 (PDB 6Y2E). Dominio | en
morado, dominio Il en rojo y
dominio Ill en verde.

Dominio 11 (198-303)

Estrategia metodologica

Generacion de librerias extendidas

Las estructuras quimicas similares a los farmacos ya
conocidos en el mercado (moléculas tipo-farmaco)
han sido ampliamente estudiadas y sobreexplotadas
durante las Gltimas décadas, generando una carrera
por la blsqueda de nuevos tipos de compuestos [8].
Buscando ampliar la exploracion del llamado “espacio

Dominio Il (100-192) _

disefo de inhibidores (Figura 1). Por su parte, la licorina
ha sido vinculada como un alcaloide activo contra
SARS-CoV-2 al bloguear directamente su replicacion,
pero no se ha establecido cual es el blanco biologico
primario sobre el cual interactda. Sin embargo, v
de forma muy interesante, han surgido reportes
recientes de otros inhibidores de tipo alcaloide (como
los lignoides savinina e hinoquinina) estructuralmente
muy similares a |a licorina que inhiben la Mpro de otros
virus muy relacionados como SARS-CoV-1 . En este
estudio, nuestra hipotesis central se basa en que la
licorina y compuestos de la misma clase podrian inhibir
directamente la Mpro de SARS-CoV-2, aplicando una
estrategia combinada in silico con distintas técnicas
que puedan aprovechar la informacion de estructural
de los ligandos a evaluar y el enzima blanco Mpro del
nuevo coronavirus.

Dominio 1 (10-99)

quimico’, la industria farmacéutica y la academia han
comenzado a orientar sus estudios hacia un grupo de
compuestos con estructuras bioactivas novedosas
de gran potencial y diversidad quimica: los productos
naturales. Estos tienden a poseer una selectividad
biolégica mayor a objetivos celulares [9] vy se pueden
encontrar en organismos tan diversos como plantas,
invertebrados marinos, bacterias, hongos vy otros
microorganismos [10]. Gracias a la contribucion de la
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Universidad ICESI, con sede en Cali, Colombia, la licorina
(asociadas a la inhibicion del SARS-CoV-2) y unas pocas
moléculas derivadas se usaron como punto de partida
paralageneraciondeunalibreriaextendidade moléculas
desde las cuales se pueda llegar a identificar uno o mas
inhibidores candidatos. Esto se realizd en dos fases
distintas. Inicialmente, se obtuvo la representacion de
las moléculas en formato digital y, a través del servidor
web ChemMine Tools (https:/chemminetools.ucr.edu/),
se llevd a cabo una blusqueda por similitud estructural
en la base de datos PubChem usando el coeficiente de

ar1HQ,
F 4

AP1

Jaccard-Tanimoto, el cual es cominmente empleado
para la comparacion y evaluacion de diversidad dentro
de un conjunto de compuestos. Dicho indice se califica
en una escala de 0-1, donde la unidad representa una
completa interseccion entre los pares de elementos
entre dos moléculas comparadas. Finalmente, esta
nueva libreria generada, dentro de un valor limite de
0.90, se us6 como estructura central o “core” para el
anclaje de diversos grupos R (Figura 2), obtenidos a
partir de un catalogo disponible en el programa Maestro
en la Suite Schrodinger v2020-1[11].

AP2’ Figura 3. Estructura 2D
OH de licorina y puntos de
anclaje (Anchor Points o
AP) seleccionados para la
enumeracion de grupos R.
AP2

2 \\\\‘c
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Docking molecular y calculos de afinidad

Una vez generada la libreria extendida de licoring,
se busco entender cual o cuales de estos derivados
podrian llegar a ser mas promisorios llevando a cabo
una simulacion que permitiese medir la mejor pose
y afinidad de estos compuestos en el sitio activo de
la enzima de estudio Mpro. Para ello, se realizd un
protocolo de acoplamiento o docking molecular de
dicha libreria usando el programa Glide en la plataforma
Schrédinger v2020-1 [11]. La geometria que adopta
un ligando cuando interactia con un receptor es
conocida como pose. En el docking molecular se usa
un algoritmo que genera varias poses las cuales son

posteriormente ubicadas en un ranking que se obtiene
usando una funcién de puntaje [12], [13]. Las poses con
mejores puntajes son consideradas como poses que se
aproximan o son iguales a la pose experimental.

Con el fin de incluir algunos residuos como flexibles en
el proceso, estudiar varias estructuras 3D de la Mpro
en complejo con inhibidores ya conocidos. En adicion,
se implementaron cuatro criterios distintos, basados
en el trabajo de Anderson vy colaboradores [14]: 1) su
presencia en un region de /loop o bucle, 2) contactos
de van der Waals (vdW) a ligando, 3) posibilidad de
movimiento en el sitio activo y 4) evidencia de otros
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rotameros conformacionales entre distintos cristales
reportados. Posteriormente, se procedié a un proceso
hibrido posdocking de refinamiento en la estimacion
de afinidad de cada compuesto empleando un método
hibrido denominado MM/GBSA (Mecanica molecular/
Area Superficial Generalizada de Born) [15]. Este tipo
de calculos son similares a los calculos MMPBSA con
la diferencia de que la energia polar de solvatacion es
calculada con otro tipo de acercamiento [16]. Después
de obtener las poses con mejor puntaje de MMGBSA se
hizo una inspeccion visual de las poses obtenidas.

Simulaciones de dinamica molecular y modelamiento
de farmacoforos

Para poder justificar el uso de simulaciones de dinamica
molecular para el diseno de farmaco6foros, es necesario
tenerindicios de la existencia de una alta flexibilidad del
sitio activo de la proteasa incluyendo no solo rotameros
de su cadena lateral (como en el docking), sino también
en su backbone o estructura central.

Con este fin, inicialmente se hicieron calculos de
volimenes y de areas de cavidades de varios cristales
de proteasas en estado libre (apo) y en complejo (holo)
utilizando el servidor web CASTp [17], [18], en donde
las cavidades de volumen mayor se consideraron
como el sitio activo [19]. Adicionalmente, se tomaron
20 inhibidores con actividad inhibitoria conocida y se
usaron en simulaciones de dinamica molecular (MD)
usando el programa Gromacs v.2020, la cual permitio
visualizar el movimiento de los atomos y moléculas de
nuestros sistemas proteina-ligando a través del tiempo
[20], [21]. Por medio de un estudio de clustering [22],
se obtuvieron las poses mas representativas de estos
compuestos en el sitio activo. Posteriormente, estas
poses se usaron para validar el modelo de farmaco6foros

usando el software comercial LigandScout v&.4
[23], [24].
Estos modelos son abstracciones geométricas

que representan el ensamble de caracteristicas
fisicoquimicas compartidas entre compuestos activos
de una proteina y que favorecen directamente su
interaccion con la misma [25]. Si bien pueden estar
basados en ligando o estructura de proteina, la

estrategia se implementd en este trabajo consiste en
usar la informacion de complejos proteina-ligando, la
cual es mucho mas robusta y completa [26].

Resultados preliminares

La construccion de las librerias extendidas de licorina
y los derivados permitio obtener un conglomerado de
un poco mas de 280 mil compuestos quimicos. En la
primera parte, orientada a la blsqueda por similitud,
se decidio realizar bdsquedas de similitud para un
barrido sobre el coeficiente de Jaccard-Tanimoto desde
0.99 hasta 0.90 con el fin de seleccionar librerias
suficientemente grandes sin distanciarse demasiado de
la moléculainicial. Al finalizar las blsquedas, se exportd
la lista de compuestos resultantes en formato SDF e,
intuitivamente, se evidencido una tendencia creciente
con la disminucion en el parametro de similitud
evaluado (Figura 2). Adicionalmente, dada la simplicidad
estructural de la licorina vy la licorina hidrocloruro,
se encuentra que estas aportan cerca del 50 % de la
totalidad de las librerfas conjuntas encontradas.

Esto sugiere que la simplicidad estructural de la
anhidrolicorina podria estar asociada con una elevada
cantidad de moléculas a su respectiva libreria. No
obstante, se observé que es aquella con menor
cantidad de moléculas similares. Impedimentos
ciclicos, enlaces my la ausencia de cadenas laterales
en el scaffold principal resultan en una evidente
restriccion a la diversidad dentro del espacio quimico.

La presencia de cadenas laterales complejas vy
extensas (1,2-benzoillicorina) generan asimismo
un efecto equivalente. Por otro lado, se estudio
el efecto de la enumeracion de grupos R en estos
derivados iniciales. El analisis de estos compuestos
en términos de caracteristicas fisicoquimicas criticas
en el contexto de los farmacos indica que su gran
mayoria se mantienen bastante por debajo, como en
peso molecular, lipofilicidad v cantidad de aceptores
o donadores de puentes de hidrogeno. Lo anterior,
sumado a la distribucion esencialmente gaussiana que
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describen, sugiere un gran potencial de contribucion a
la diversidad y novedad al espacio quimico disponible,
derivado en buena parte de la libreria de grupos R
Dicho potencial

implementada. permite expandir

1000

800

600

400

# of compounds found

200

el campo de estudio alrededor de la licorina vy
se exploran nuevos aportes que posiblemente
contribuyan a la mejoria en la accion inhibitoria
del blanco farmacologico de interés.

Figura 3. Protocolo de
ampliacion en la libreria de
licorina. La grafica ilustra

el nimero de compuestos
identificados en PubChem en
funcion del valor limite
(cut-off) de similitud usado en
el indice de Jaccard-Tanimoto.

1,2-benzoyllycorine
anhydrolycorine
6-oxolycorine

1,2-diacetyl-6-oxolycorine

1.00 0.98 0.96 0.94

Similarity Cut-off (Tanimoto)

Después del modelamiento molecular de la proteina
Mpro (Figura 3A-B) y la obtencién de los residuos a
ser cansiderados como flexibles se procedi6 a realizar
el docking molecular de los compuestos con actividad
inhibitoria contra la proteasa de SARS CoV vy la proteasa
de SARS CoV 2. En este docking molecular se limito el
numero de poses generadas por ligando a 20 poses.
Luego de obtener el ranking de las mejores poses
usando la funcion de puntaje XP de Glide se opt6 por
hacer re-scoring de las poses con calculos MMGBSA.
Para ello, se seleccionaron las poses iniciales de
los inhibidores en el sitio activo de la proteasa
(experimentales o predichas) y con estas poses se

0.92 0.90 0.88

1,2-diacetyllycorine

Lycorine hydrochloride

Ftitewt

Lycorine

llevaron a cabo simulaciones de dinamica molecular
de la proteasa MP© en forma apo vy 56 simulaciones
de dinamica molecular de la proteasa en complejo con
varios inhibidores. Todas las simulaciones de dinamica
molecular presentadas en este estudio poseen un
tiempo de simulacion de 0.5 ps, v se analizaron por
medio de distintas herramientas como el analisis de
componentes principales (PCA) y los calculos de energia
libre MMPBSA. Los resultados provenientes de los
calculos de energia libore MMPBSA se utilizaron para
encontrar 29 inhibidores con valores de energia libre
de union proteina ligando menores a 100 kJ/mol. En
algunos cristales en el subsitio S2 se podia evidenciar el
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surgimiento de un bolsillo que no era observado en los
demas cristales. La apertura y cierre es este bolsillo de
S2 es mediada por Met 49 (Figura 4C). El movimiento de
Met 49 se da gracias al cambio en el angulo del diedro
formado por los carbonos beta y gamma de la cadena

Figura 4. (A) Sitio activo

y subsitios del sitio activo de la proteasa 3CLP™® de SARS CoV/-2.

(B) Ubicacion de la diada catalitica en el sitio activo de 3CLP° de SARS
CoV-2 (PDB 6YB7)

(C) Movimiento de Met 49 entre los cristales con el bolsillo accesorio
cerrado (verde) y bolsillo accesorio abierto (morado).

lateral de la metionina. Este cambio en la cadena lateral
de la metionina Gnicamente es observado cuando un
grupo hidrofébico de un ligando se ubica en el subsitio
S2. Por lo tanto, en los cristales apo este movimiento
de la metionina de S2 no se observa.

Finalmente, se usaron las trayectorias de dinamica
molecular de estos 20 inhibidores para extraer
estructuras representativas por medio de métodos
de clustering. Luego, estas estructuras se emplearon
para generar 20 modelos de farmaco6foros basados
en proteina ligando. Estos modelos se superpusieron
para poder identificar en qué lugares del sitio activo
se encuentran presentes los farmacoforos v como
resultado se obtuvo la imagen reportada en la Figura
5. En esta imagen se observa que un gran ndmero de
modelos de farmac6foros poseen donadores de puente
de hidrogeno en el subsitio S1. Adicionalmente, el

modelo correspondiente a la trayectoria del inhibidor
7C8T posee un aceptor de puente de hidrogeno en
S1. En el caso del subsitio S1' se encontraron dos
farmacéforos ubicados en la cercania de Cys 145 vy
His 41. Los farmaco6foros cercanos a Cys 145 tienen
la caracteristica de aceptores de puente de hidrogeno
y los farmaco6foros proximos a His 41 contienen la
caracteristica de grupo hidrofébico. Con respecto a los
subsitios S2 vy S4 estos incluyen grupos hidrofobicos,
aceptores y donadores de puente de hidrogeno.
Finalmente, en S3 se ubican varios farmacoforos con la
caracteristica de donador de puente de hidrogeno.
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Figura 5. Modelamiento de farmacéforos para inhibidores de Mpro.
(A) Modelos de farmacoforos superpuestos de los 20 complejos con
menor valor de energia libre.

(B) Pictogramas de los farmac6foros mds comunes.

Electréfilo Hidrofdbico n-stacking
Hueco de //Ji'ﬂ'l ' Volumende  Aceptorde puente Donadorde puente
oxianion exclusion de hidrégeno de hidrégeno

s1”
n o

Araizdelosresultados obtenidos tras la superposicion
de los 20 modelos de farmacéforos (Figura 5), se opto
por generar dos modelos de farmacoforos que a su
vez contienen las caracteristicas mas repetidas en la
superpaosicion: un aceptor y un donador de puente de
hidrégeno en S1, un grupo hidrofébico en S1' cercano
a His 41, un grupo hidrofébico en S2, un donador v un
aceptor de puente de hidrogeno en S3, un donador
de puente de hidrogeno y un grupo hidrofébico en S4
y, finalmente, un donador de puente de hidrogeno
ubicado entre S1, 51, S2, S3 y S4. El hecho de que
uno de estos dos modelos contenga la caracteristica
de grupo electrofilico es una caracteristica novedosa
en el modelamiento por farmacéforos para la proteina
de estudio. Por otra parte, la diferencia principal entre
los dos modelos de farmacéforos generados es la
zona correspondiente al hueco de oxianién, en la cual
ocurre el ataque nucleofilico del residuo Cys 145 al
sustrato. No obstante, gracias a que los modelos de
farmacoforos carecen de flexibilidad puede ocurrir
que algunos compuestos activos sean considerados
como inactivos. Para solucionar esta carencia en
un futuro se pueden crear volimenes de exclusion

flexibles que son generados a partir de trayectorias
de dinamica molecular; de esta forma, los modelos
de farmacoforos tendrian en cuenta la flexibilidad del
sitio activo v mejoraria la capacidad del método para
reconocer moléculas activas.

Conclusiones

Los resultados obtenidos a través de este estudio estan
trazando un camino importante y esperanzador hacia
la generacion de una nueva molécula con capacidad
inhibitoria sobre el nuevo coronavirus SARS-CoV-2.
Si bien el analisis de librerias derivadas de la licorina
permitira establecer las mejores rutas de optimizar
su armazon estructural o scaffold central, también
representa una forma de complementar nuevos
modelos computacionales relacionados con la proteina
blanco para obtener inhibidores diversos, sintetizables,
desarrollables y potentes. Por otra parte, consideramos
que los datos computacionales obtenidos pueden
incorporarse en una eventual estrategia basada en
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fragmentos derivados de productos naturales (NPDFs),
partiendo de estructuras distintas a la licorina: no
solo los candidatos resultantes podrian usarse en el
diseno racional de nuevos agentes antivirales, sino que
también la estrategia metodologica podria ser aplicada
otros blancos proteicos de interés terapéutico.

Finalmente, respecto a nuestra perspectiva a futuro,
creemos que el paso siguiente involucrara, sin duda,
el desarrollo de estudios de tipo experimental que
complementen lo obtenido tras las simulaciones,
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