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Resumen

| reposicionamiento de farmacos como la derivatizacion quimica, que se han aplicado en los estudios de

descubrimiento y disefio de farmacos contra el SARS-CoV-2, dependen del ciclo de vida del virus, las dianas
moleculares identificadas y un disefio basado en su estructura e interacciones moleculares. Se realiz6 una revision
extensa en las bases de datos publicas e institucionales RSCB-Protein Data Bank, ZINC, NCBI (PubMed, PMC),
PubChem, Science Direct ¢ instituciones como CDC, NIH y revistas cientificas especializadas sobre los avances
en la busqueda de nuevas moléculas contra el nuevo coronavirus basadas en estudios in silico, detectindose mas
de 40,000 publicaciones sobre SARS-CoV-2 y cerca de 200 relacionadas a dichos estudios, las consideradas mas
relevantes fueron analizadas e incluidas en este articulo. Su analisis evidencia el avance acelerado de las herra-
mientas computacionales y fortaleza del disefio de farmacos asistido por computadora (in silico approach) para
la generacion de nuevas moléculas con posibilidad de ser activas contra COVID-19 y presenta las principales
dianas moleculares sobre la que actuan estos agentes con potencial antiviral.

Palabras claves: Estudios in silico, SARS-CoV-2, Mpro, Productos Naturales

Abstract

he search of new applications for approved drugs by the regulatory authorities around the world, as well as

their chemical derivatization in the search for new and effective drugs against SARS-CoV-2 depends of the
viral life cycle, action of the drug and a receptor-based design. We performed a deep bibliographic research in
peer reviewed scientific journals, data bases RSCB-Protein Data Bank, ZINC, NCBI (PubMed, PMC), PubChem,
Science Direct and institutions (CDC, NIH) in the search of new molecules tested in silico against the novel
coronavirus. As a result, we found more than 40,000 research papers related to SARS-CoV-2 and nearby 200 look
on in silico studies, taking into consideration for this work all the more relevant for us, evidenced the accelerated
advance and strength of the drug design assisted by computer (in silico approach) to develop new molecules that
can be effective against COVID-19 and, at the same time, it exposes the main molecular targets.
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Introduccion

La pandemia generada por COVID-19 sigue afec-
tando al mundo mientras un tratamiento terapéutico
efectivo o vacuna logre reducir su impacto. El desa-
rrollo de farmacos es un proceso largo y complejo, que
lleva muchos afios de experimentacion y distintas fases
antes de ser sujeto a posibles ensayos clinicos. En la
ultima década, gracias al avance de las tecnologias que
impulsan la Quimica Computacional y Bioinformatica,
el desarrollo moderno de farmacos y su disefio asistido
por computadora (disefio in silico) se ha convertido
en una herramienta para alcanzar etapas clinicas en
menos tiempo (Bruno et al., 2019).

La mejor oportunidad de éxito para un fairma-
co en ensayos clinicos dependera de fases preclinicas
robustas, incluido el disefo in silico. Hasta el momen-
to, millones de moléculas han sido analizadas por
computadora y tres dianas farmacoldgicas han sido
exploradas contra el SARS-CoV-2. Moléculas de far-
macos aprobados contra enfermedades virales como
Ebola, VIH, MERS y SARS-CoV, antimicrobianos,
antimalaricos y antiparasitarios e incluso productos
naturales han sido estudiadas, promoviendo la sinte-
sis de las mas promisorias, alcanzando varias de ellas
resultados preliminares prometedores en estudios cli-
nicos (Farag et al., 2020). La Main Protease (MF*), la
ARN-dependiente ARN polimerasa (RdRp) y la pro-
teina S del SARS-CoV-2 son hasta el momento, los ob-
jetivos terapéuticos mas utilizados para orientar estos
esfuerzos (Cava et al., 2020, Chamdel et al., 2020; Li
& De Clerck, 2020; Oliveira et al., 2020; Wrapp et al.,
2020). Los datos obtenidos de estudios in silico aportan
evidencia preliminar a favor de favipiravir como el
mas prometedor (Sanders et al., 2020), sin descartar
moléculas de origen natural que, de llegar a ensayos
clinicos, sin duda, a nuestro criterio, seran validadas
para el tratamiento de esta y otras enfermedades que
azotan a la humanidad.

En este trabajo se realizo una extensa revision
de la literatura cientifica relacionada con la estructura
del SARS-CoV-2, su mecanismo de ingreso a la célula
humana, las estrategias terapéuticas actuales y estudios
in silico de moléculas presentes en productos natu-
rales y medicamentos aprobados para su utilizacion
por la Administraciéon de Drogas y Alimentos (FDA
por sus siglas en inglés) de Estados Unidos y otras
agencias reguladoras contra diferentes enfermedades,
para estudiarlos contra el virus en la iniciativa de la
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Organizacion Mundial de la Salud “Reutilizacion de
Medicamentos” (Repurposing Drugs).

Contenido

Diseno de farmacos

El objetivo en el disefio de farmacos es encontrar
moléculas que puedan convertirse en medicamentos
contra las enfermedades que afectan a la humanidad.
Para ello y alcanzar el éxito en los ensayos clinicos
necesarios para comercializarlos, las compaiiias far-
macéuticas, desde hace mas de 15 afios, han desarro-
llado diferentes estrategias para el descubrimiento
de entidades farmacologicamente activas, siendo la
identificacion de objetivos terapéuticos, mejora de sus
procesos de disefio y validacion las mas importantes
(Weinmann & Metternich, 2005). En la actualidad,
los enfoques en el disefio de farmacos se apoyan en la
farmacogenética y epigenética, generacion de nuevas
herramientas computacionales, mejor conocimiento de
los objetivos moleculares del potencial farmaco y el
trabajo multidisciplinario, fundamentales en la optimi-
zacion de los procesos de ingenieria de medicamentos
y mayor probabilidad de éxito en los ensayos clinicos
correspondientes (Ganesan et al., 2019).

En los ultimos 30 afios, el disefio de nuevos far-
macos ha sido fortalecido por disciplinas como biologia
molecular, genética y farmacologia entre otras, cen-
trandose los avances en el entendimiento de mecanis-
mos de accion y modulacion de funciones del objetivo
terapéutico (Monaghan & Barrett, 2006). El tiempo
promedio para la aprobacion de un nuevo farmaco es
de 7.2 afios dependiendo del area terapéutica; desde
5.2 aflos para antivirales hasta 7.9 en antineoplasicos.
El tomar en cuenta los estudios in silico, in vitro e in
vivo previos, lo eleva hasta los 9 afios. Sin embargo, se
compensa con la cada vez mayor tasa de éxito (16%) y
la disminucion significativa del costo estimado en 1.24
mil millones de délares americanos. (Kaitin, 2010).

La prometedora y cada vez mas importante eta-
pa preclinica in silico es clave para el descubrimiento
temprano de farmacos, al hacer mucho mas eficiente la
obtencion de su estructura, su sintesis quimica y prin-
cipalmente, el estudio de su interaccion con el objetivo
terapéutico, permitiendo la optimizacion de moléculas
obtenidas de bancos de datos o bien, su disefio basado
en homologia estructural con medicamentos ya exis-
tentes (Bruno et al., 2019).
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Ciclo de vida del SARS-CoV Yy estrategias
terapéuticas

Desafortunadamente, a la fecha, ningin medica-
mento o vacuna ha sido aprobado para el tratamiento de
la enfermedad provocada por el SARS-CoV-2. Varias
opciones se han evaluado para prevenir, controlar y
curar el COVID-19, incluyendo terapia con plasma de
convalecientes, vacunas, anticuerpos monoclonales, te-
rapias basadas en oligonucledtidos, péptidos, interferon
y medicamentos (Li & De Clercq, 2020).

El ingreso del virus a la célula humana depende
de su enlace al receptor celular, ACE2 y su fusion di-
recta con la membrana celular (Boopathi et al., 2020;
Hoffmann et al., 2020; Lukassen et al., 2020).

Para ello, su proteina S es escindida en dos sub-
unidades S1 y S2 por la enzima TMPRSS2. SI se en-
laza con ACE2 como en el SARS-CoV (Li et al., 2005)
y S2 se funde con la membrana celular.

A su ingreso, el virus libera su ARN en el cito-
plasma, es traducido en el ribosoma para generar las
poliproteinas que luego participan en el proceso de
transcripcion y traduccion del virus para generar sus
proteinas estructurales y funcionales. Dichas proteinas
se ensamblan dentro del aparato de Golgi via su previa
traduccion en el reticulo endoplasmico (Sanders et al.,
2020).

Los principales objetivos terapéuticos son tres;
el complejo ACE2-TMPRSS2, la 3-chymotrypsin-
like-protease (3CL o MPR9) y la RdRp.

Al complejo ACE2-TMPRSS2 lo inhiben medi-
camentos como umifenovir (Arbidol®) y los mesilatos
de camostat y nafamostat, este tltimo ha mostrado pro-
mesa en ensayos clinicos Fase III en curso.

Favipiravir (comercializado por empresas japo-
nesas, chinas, rusas e indias) y remdesivir por Gilead
Sciences de Estados Unidos inhiben a RdRp, siendo a
la fecha los mas promisorios, de acuerdo con resultados
preliminares de ensayos clinicos Fase III (Sisay, 2020).

MPRO o 3CLFRO es inhibida por medicamentos
como lopinavir, ritonavir y darunavir, siendo los dos
primeros en combinacion los mas estudiados es ensa-
yos clinicos con resultados poco prometedores (Li et
al., 2020).

Actualmente, se estudian combinaciones de far-
macos con distintos mecanismos de accion antiviral
para buscar su efectividad. Mesilato de nafamostat/
favipifravir, ribavirina, lopinavir—ritonavir e interferon
beta 1b, remdesivir/baricitinib, remdesivir-dexameta-
sona, favipiravir-dexametasona, entre otros (Li & De
Clercq, 2020).
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Genoma del SARS-CoV-2 y estructura de
proteinas-objetivo

El genoma del SARS-CoV-2 consta de 29,811
nucleotidos, que se estima expresan entre 25 y 29 pro-
teinas (Kim et al., 2020), (GenBank: NC _045512.2)
entre ellas sus proteinas estructurales Nucleocapsida
(N), Membrana (M), Envoltura (E) y Spike (S).

La capside es la capa de proteccion del virus que
resguarda su material genético. En su interior se en-
cuentra la proteina N enlazada con la cadena de ARN
del virus, habilitandolo para ingresar a la célula huma-
nay realizar los procesos de transcripcion y replicacion
viral.

Su extremo N-terminal estd unido al ARN ge-
némico y subgendémico de los viriones MHV ¢ IBV,
lo que permite procesar su replicacion y transcripcion
(Maranon et al., 2020).

La proteina M juega un papel importante en la
fusion de la subunidad S2 de la proteina S con la mem-
brana celular, adicionalmente a su funcion estructural
dentro del virus de dar forma a su envoltura (Huang
et al., 2020).

La proteina E es una glicoproteina, la mas pe-
quena del virus, responsable de las propiedades con-
formacionales y de las interacciones proteina-proteina,
importantes para el ingreso del virus a la célula.

Las proteinas E y M del SARS-CoV-2, compar-
ten entre el 76 y 97% de identidad aminoacidica con
SARS-CoV Yy la proteina expresada por el gen del vi-
rus del pangolin y la obtenida del murciélago chino
(RaTG13) respectivamente (Bianchi et al., 2020).

Estructura de la proteina S

El SARS-CoV-2 utiliza la proteina altamente
glicosilada S para ingresar a la célula. Es una proteina
trimérica Fusion-Clase I, tipica de los coronavirus, que
existe en una conformacion de prefusion metastable,
que bajo rearreglos estructurales, es la responsable de
la fusion del virus con le membrana de la célula hu-
mana (Bosch et al., 2003).

Su ingreso depende de su enlace al receptor celu-
lar ACE2 y su fusion directa con la membrana celular
(Boopathi et al., 2020; Hoffmann et al., 2020; Lukassen
et al., 2020).

TMPRSS2 como en el SARS-CoV, es la respon-
sable de la escision de la proteina S en S1 y S2 (Glowac-
ka et al., 2011; Hoffmann et al., 2018; Matsuyama et
al., 2010; Rensi et al., 2020; Shulla et al., 2011). S1 se
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enlaza con ACE2 como en el SARS-CoV (Li et al.,
2003) y S2 se funde con la membrana celular.

El estado conformacional predominante del tri-
mero de la proteina S se subdivide en tres dominios
(Receptor Binding Domains -RBD-), los que rotan para
ubicarse en la posicion adecuada para el enlace con su
receptor (Wrapp et al., 2020).

Estructura de RdRp

La enzima RdRp o nspl2 (non structural protein
12), es la estructura esencial para el funcionamiento de
la maquinaria que regula los procesos de replicacion y
transcripcion del SARS-CoV-2.

RdRp sintetiza una cadena de ARN con orien-
tacion negativa (3°-5") que funciona como molde para
crear los ARN con orientacion positiva (5-3”) que pos-
teriormente se traducirdn en las proteinas estructurales
del virus (Liu et al., 2020). Adicionalmente, cataliza la
sintesis del ARN viral al formar un complejo con las
enzimas no estructurales nsp7 y nsp8 (Gao et al., 2020).

Estas enzimas son generadas en las primeras
etapas del ciclo viral, al ser traducido el ARN viral
dentro del ribosoma cuando es liberado al citoplasma.

Las regiones del genoma del SARS-CoV-2 ORF1
y ORFlab generan varias poliproteinas (nsp7, nsp8 y
nspl2 entre otras) claves en los procesos de replicacion
y transcripcion del virus (Holshue et al., 2020).

En la cadena N-terminal de la enzima, posee un
dominio B-hairpina, el que es el blanco de antivirales
como remdesivir y favipiravir.

Su estructura, elucidada por microscopia
crio-electronica consta de tres dominios fundamenta-
les; el right-hand o dominio de polimerasa (residuos
S367 a F920), el dominio N-terminal (residuos D60 a
R249) que adopta una conformacion denominada Ni-
dovirus RdRp-associated nucleotidyl transferase (Ni-
RAN) (residuos A4 a T28 y Y69 a R249) y el dominio
B-hairpina (residuos D29 a K50) (Gao et al., 2020).

Ambos dominios se conectan via una interfaz en-
tre los residuos A250 a R365 y con el dominio B-hair-
pina (residuos D29 a K50), quien se encuentra ubicado
entre los dos dominios mayores. La orientacion del
complejo nsp8-nspl2 es opuesta a nsp7-nsp8, similar
al del SARS-CoV, el que incluso posee una similitud
en un 82% del complejo nsp7-nsp8-nspl2 (Mirza &
Froeyen, 2020).

Los residuos N215 a D218 de nspl2 forman una
hoja plegada 3 que al hacer contacto con el residuo V96
a A100 estabilizan su conformacion, lo que resulta en
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la formacion de una estructura tipo “barril” compacto
de las cuatro cadenas polipeptidicas.

El dominio B-hairpina se encuentra entre los do-
minios NiRAN y polimerasa, lo que es clave para la
estabilizacion de la estructura de la enzima (Mirza &
Froeyen, 2020).

Al inhibirse a B-hairpina, se desestabiliza la es-
tructura de nspl2 y por ende del complejo nsp7-nsp8-
nspl2, dejando de funcionar correctamente en los pro-
cesos de transcripcion y replicacion viral. Derivado a
que tanto remdesivir como favipiravir se unen al do-
minio de B-hairpina, se tiene esperanza de su actividad
terapéutica contra el COVID-19 (Chen et al., 2020).

Estudios sobre mutaciones del SARS-CoV-2 y
su efecto sobre la estructura de RdRp indican que ha
sufrido pequefios cambios, especialmente en su su-
perficie, llamando la atencion uno en su dominio de
interfase, clave en las interacciones proteina-proteina.
(Pachetti et al., 2020).

Estructura de “3C-like protease” (M*R° o
3CLFRO)

MPRO o 3CLPRO es una enzima clave para la sub-
sistencia y reproduccion del SARS-CoV-2 al jugar un
rol vital en sus procesos de replicacion y transcripcion.

La enzima de 33.8 kDa (306 aminoacidos), es
responsable de generar los polipéptidos funcionales
del virus via un extenso proceso proteolitico, que se
inicia cuando es escindida por las poliproteinas la 'y
lab (pplay pplb).

MPR al inicio del ciclo vital del virus dentro del
citoplasma celular, genera 12 proteinas no estructurales
(nsp4-nspl6), incluyendo a ARN-dependiente ARN
polimerasa (RdRp, nspl2) y helicasa (nspl3), enzima
que convierte al ARN viral de su sentido negativo (3'-
5") a positivo (5'-3") para facilitar su proceso de trans-
cripcion-replicacion (Rut et al., 2020).

La escision catalitica se realiza entre glutamina
de posicion Pl y serina, alanina o glicina en posicion
P1’, actuando en 11 sitios conservados de la polipro-
teina viral (Jin et al., 2020).

Su sitio activo lo compone la pareja cisteina-his-
tidina, en donde el azufre de la cisteina actiia como
nucleoéfilo y el anillo imidazélico de histidina como
donador de electrones. También juega un papel impor-
tante leu-gln, que puede intercambiar a gln por ser, ala
o gli en el sitio activo funcional de la enzima (Zhang
et al., 2020).

Ciencia, Tecnologia y Salud, 7(3) 2020, 347-362
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La estructura cristalina de M™° del SARS-CoV-2
es muy parecida a la del SARS-CoV (96%), sin embar-
g0, es 1,900% mas sensible en su actividad derivado de
los pequeiios cambios estructurales a lo largo de toda
la enzima y principalmente en interacciones de largo
alcance. Estas se localizan alrededor de Cis-145 en el
sitio catalitico y es el principal objetivo del disefio de
inhibidores contra la enzima.

MPRO ha sido cristalizada de forma aislada y en
complejo con inhibidores, estando disponibles sus
estructuras en el sitio RCSB Protein Databank, su
secuencia aminoacidica en NCBI (Chain A, SARS-
CoV-2 main protease) y con identificacion PODTDI1 en
la base de datos Protein Data Bank (Ullrich & Nitsche,
2020).

Los dominios I y II (residuos 10-99 y 100-182),
son seis hojas P antiparalelas que contienen el sitio
activo de la enzima y el objetivo de las estrategias te-
rapéuticas para inhibirla (Bzowka et al., 2020; Estrada,
2020).

El dominio IIT (residuos 198-303) es un cluster
globular de cinco hélices a que juegan un papel im-
portante en regular la dimerizacion de MP?°. Lo hace
via la interaccion dipolar entre glu-290 y arg-4 de los
protémeros de los dominios I y II respectivamente.
El dimero que forma M™®° se mantiene unido por una
interfase de 1394 A, ubicada principalmente en el do-
minio I de la enzima (Zhang et al., 2020).

La importancia funcional de esta enzima dentro
del ciclo de vida del virus y la ausencia de estructu-
ras homdlogas en humanos, hacen a M™ un objetivo
terapéutico atractivo para el disefio de medicamentos
antivirales contra SARS-CoV-2 (Liu et al., 2020).

Estudios in silico en busqueda de nuevas
moléculas contra SARS-CoV-2

El descubrimiento de nuevas moléculas y la bus-
queda de nuevas propiedades farmacologicas de mo-
léculas ya existentes, son los principales objetivos de
la farmacologia moderna.

La secuenciacion del genoma humano y su pu-
blicacion en 2003, abri6 oportunidad a la bioinforma-
tica de convertirse en una herramienta esencial en el
analisis de la expresion y funcion génica (Leelananda
& Linder, 2016).

Avances en quimioinformatica han permitido
la creacion de nuevos métodos computacionales para
predecir actividad farmacologica y bibliotecas de com-
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puestos disenados in silico (Terstappen & Reggiani,
2001).

La bioinformatica también ha contribuido a in-
terpretar el genoma del SARS-CoV-2 y esclarecer su
origen, al asociarlo estrechamente con el SARS-CoV
obtenido de especies de murciélago, coadyuvando a la
comprension de su biologia y develando futuros posi-
bles tratamientos orientados hacia objetivos molecu-
lares como la enzima convertidora de angiogtensina 2
(ACE2) y la trans membrana proteasa serina 2 (TM-
PRSS2), utilizadas por el virus para ingresar a la célula
humana (Choudhury & Mukherjee, 2020).

El enfoque in silico ha sido ampliamente adopta-
do en el descubrimiento de nuevos farmacos y utilizado
en combinacion con métodos quimio- y bioinformati-
cos para el estudio de oportunidades terapéuticas de
moléculas derivadas de productos naturales (Chamdel
et al., 2020; Lagunin et al., 2014).

La industria farmacéutica participa en el desarro-
llo de nuevas herramientas computacionales, incluyen-
do estudios de toxicidad, permitiendo modelar datos
farmacocinéticos y la disminucion en la utilizacion de
animales de laboratorio (Kapetanovic, 2008).

La pandemia de COVID-19, gener6 un acelerado
avance en la busqueda de entidades farmacologicas que
solas o combinadas, puedan ser una opcion de trata-
miento farmacolégico.

El primer enfoque busca el analisis de molé-
culas ya disponibles en el mercado utilizadas contra
otras afecciones, que puedan tener actividad contra el
SARS-CoV-2 (Shah et al., 2020) y el segundo generar
via métodos de quimica computacional, compuestos
derivados de moléculas existentes para desarrollar po-
sibles nuevos farmacos.

Métodos in silico basados en homologia, logra-
ron elucidar el proteoma completo del virus, lo que
permitié conocer su estructura y focalizar objetivos
terapéuticos (Srinivasan et al., 2020).

Estudios bioinformaticos y filogenéticos han per-
mitido comparar 15 genomas completos de SARS-CoV
y SARS-CoV-2, encontrandose una similitud del 79.7%
entre ambos genomas y de forma mas conservada las
proteinas E y N en un 96 y 89.6% respectivamente, lo
que permite orientar objetivos farmacologicos basados
en evidencia de su efectividad frente al SARS-CoV
(Zhou et al., 2020).

Los métodos in silico permiten un analisis am-
plio de moléculas en tiempo reducido, lograndose, por
ejemplo, analizar 4,384 moléculas frente a MRO del
SARS-CoV-2, utilizando dindmica molecular y cal-
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culando su energia libre de union a la proteina, iden-
tificindose moléculas como ergotamina y daunorubi-
cina, para experimentacion in vitro y ensayos clinicos
(Jiménez-Alberto et al., 2020).

Ya en 2013 se reportan estudios in silico buscan-
do inhibidores de TMPRSS2, proponiéndose varios de-
rivados de amidino-bencilamida y de 4-sulfonil-3-ami-
nofenilalanilamida con constantes de inhibicion (Ki)
de hasta 8 nM (Meyer et al., 2013).

Recientemente Rahman y colaboradores (2020),
estudiaron in silico la inhibicion de metabolitos se-
cundarios de plantas medicinales contra la enzima,
resaltando compuestos como el lignano schisphe-
nin A y el diterpeno de origen marino excavatolide
M, mostrando valores de Docking Score de hasta
-14.69.

Sobre M™R°, fueron analizadas moléculas apro-
badas por FDA de Estados Unidos, donde ribavirina,
telbivudina y las vitaminas B12 y nicotinamida fueron
estudiadas por haber sido utilizadas contra SARS-CoV.
El analisis se baso en la comparacion bioinformatica
del receptor de la MPR° de SARS-CoV y SARS-Cov-2
fundamentada en la homologia de los receptores, con-
cluyendo en la posibilidad del uso de estos farmacos
contra el virus (Kandeel & Al-Nazawi, 2020).

Otro enfoque muy utilizado en técnicas in
silico, es obtener moléculas de bancos de datos y gene-
rar posibles candidatos, los cuales pueden también ser
optimizados para generar nuevas moléculas con menor
toxicidad y mayor eficacia terapéutica.

Muchas de estas moléculas pueden tener origen
en productos naturales como liquenes, de los cuales
un cribado virtual, basado en su afinidad al receptor
proteasa principal y calculos farmacocinéticos, identi-
fico a calicina y acido rizocarpico con potenciales pro-
piedades farmacolégicas contra SARS-CoV-2 (Joshi,
Sharma et al., 2020).

Otras moléculas de origen natural como la glici-
rricina, triptantrina y berberina, han mostrado también
cierta evidencia de actividad in silico contra el virus
(Narkhede et al., 2020).

También en la linea de productos naturales, la
amentoflavona, un flavonoide presente en Ginkgo bi-
loba L. ha despertado interés clinico derivado de una
comparacion in silico con farmacos como el antiviral
ritonavir con resultados prometedores (Mishra et al.,
2020). La hesperidina, otro flavonoide, también ha
mostrado mayor efectividad que el antiviral nelfinavir
frente MR in silico (Adam et al., 2020).

Capsaicina y piperina han mostrado plegamiento
de 3CLproteasa in silico (Gonzalez-Paz et al., 2020)
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Sin duda los productos naturales son una linea im-
portante de investigacion en busqueda de moléculas con
actividad contra COVID-19 (Khaerunnisa et al., 2020).

Algunos componentes de la miel también han
sido estudiados, el acido 3-fenil-lactico mostrd fuerte
interaccion contra MR y actividad inhibitoria contra
el virus (Hashem, 2020).

Por otro lado, derivado de la alta biodiversidad,
algunas regiones del mundo como China, India e inclu-
so Guatemala, cuentan con productos naturales inicos
de interés cientifico. Carnosol y rosmanol, presentes
en especies nativas de la region mediterranea o bien
Psidium guajava L. de origen americano, han demos-
trado en Indonesia que son moléculas de alto peso
molecular con algunas propiedades farmacocinéticas
de interés en posibles tratamientos contra COVID-19
(Erlina et al., 2020; Umesh et al., 2020).

El polifenol oolonghomobisflavan-A presente en
el té¢ de Camellia sinensis (L.) Kuntze posee actividad
inhibitoria sobre M del SARS-CoV-2, los resultados
sobre su energia de enlace, lo posicionan para avan-
zar hacia estudios in vitro e in vivo (Bhardwaj, 2020;
Ghosh et al., 2020).

En total, catorce flavonoides han sido identifica-
dos en multiples estudios in silico e incluso in vitro, a la
espera de proceder a ensayos clinicos (Peterson, 2020).

A pesar de las bondades del disefo in silico de
farmacos, el éxito y reduccion de tiempo en el desarro-
1lo de nuevos farmacos debe estar acompafiado de un
profundo conocimiento del organismo a combatir, su
ciclo de vida y objetivo terapéutico y una combinacion
de diferentes ensayos.

Un ejemplo es el estudio realizado con 10,000
moléculas obtenidas de bancos de datos e incluso far-
macos aprobados por FDA para otras enfermedades,
que arrojo resultados optimistas al mostrar actividad
antiviral en el complejo N3 de M™®°, clave en la re-
plicacion del virus. Los ensayos, ademas de in silico,
fueron realizados por RT-PCR en lineas celulares y
cristalografia por rayos X para determinar la estruc-
tura del sitio de union entre la molécula y el receptor,
ademas de su actividad (Jin et al., 2020).

Antivirales como nelfinavir, un antirretroviral
aprobado para utilizarse contra el VIH, ha mostrado re-
sultados positivos como inhibidor de M™*° del SARS-
CoV-2 (Kumar et al., 2020).

La flavina adenina dinucleoétido (FAD), farmaco
utilizado en deficiencia de coenzima A, ha mostrado
resultados prometedores en su comparacion con el an-
tiviral indinavir (Hall & Ji, 2020).
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Los métodos in silico, también se utilizan para
dilucidar mecanismos de accion clave para el posterior
desarrollo de farmacos.

Un ejemplo es la interaccion entre la proteina
S del SARS-CoV-2 y los receptores nicotinicos, que,
via simulaciones in silico, explican su patogenicidad e
infectividad (Oliveira et al., 2020).

Si bien la reproducibilidad en las investigaciones
es fundamental, modificaciones en la metodologia pue-
den arrojar distintos resultados, tal es el caso de 7,922
compuestos que fueron analizados frente a MP*° del vi-
rus, destacandose seis moléculas: lasinavir, brecanavir,
telinavir, rotigaptido, pimelautida y 1,3-bis-(2-etoxicar-
bonilcromon-5-iloxi)-2-(lisiloxi)propano.

Las diferencias en la metodologia utilizada, ra-
dican en la seleccion de ligandos, preparacion de re-
ceptores para su analisis y criterios para determinar la
fortaleza de la interaccion (Durdagi, 2020).

Una revision de literatura sobre cefuroxima, una
cefalosporina de segunda generacion, recopild eviden-
cia sobre su efectividad contra SARS-CoV-2 en tres
receptores proteicos, MP*°, ARN-dependiente ARN
polimerasa y el complejo proteina S-ACE2, generando
interés en investigar in vitro e incluso clinicamente
sobre esta cefalosporina (Durojaiye et al., 2020).

Hasta ahora los métodos basados en el acopla-
miento y medicion de su energia de enlace, han pre-
sentado resultados interesantes, sin embargo, con la
metodologia Deep docking es posible evaluar miles
de compuestos de forma agil.

La plataforma permite modelar la relacion cuan-
titativa estructura-actividad farmacologica (QSAR por
sus siglas en inglés), la que unida a bibliotecas de ban-
cos de datos como ZINCI15, puede analizar de forma
rapida mas de un milléon de moléculas (Gentile et al.,
2020).

Deep docking junto con ZINCIS5 se utilizaron
para evaluar 1.3 millones de moléculas contra MPR°
de SARS-CoV-2, obteniéndose 1,000 moléculas como
potenciales inhibidores (Ton et al., 2020).

Los inhibidores de VIH-proteasa, ritonavir y lo-
pinavir han sido estudiados contra el COVID-19 con
resultados desalentadores, incluso en estudios in sili-
co, compuestos como la viomicina formo6 mas puentes
de hidrogeno y mostré mayor afinidad a la MPR° viral
(Kumar et al., 2020; Mahanta et al., 2020).

Farmacos utilizados en primera linea contra
enfermedades como la influenza pandémica A y B,
también han sido ensayados in silico, algunos con re-
sultados negativos, tal es el caso del oseltamivir, inefi-
caz clinicamente contra COVID-19 (Tan & Jin, 2020).
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Estudios in silico también buscan oportunida-
des para anticuerpos monoclonales humanizados como
CR3022, que puede mejorar su interaccion con MPRO
con la sustitucion de tres de sus aminoacidos en su
estructura. Esto, derivado de la recién descubierta in-
teraccion entre sus dominios de enlace con el dominio
receptor del SARS-CoV-2 y ACE2 (Corréa et al., 2020).

Esta interaccion ha sido elucidada gracias al estu-
dio de la relacion entre proteinas y genes que propone
la existencia de 222 posibles, lo que abre un escenario
para profundizar en mecanismos y farmacos potencial-
mente activos (Cava et al., 2020).

TMPRSS2 ha sido recientemente objeto de estu-
dios para su inhibicion, incluso in silico, con medica-
mentos como los mesilatos de nafamostat y camostat
en busqueda de posibles farmacos contra el COVID-19
(Hoffmann et al., 2020). Ambos poseen evidencia in
vitro de inhibir a TMPRSS2 y estan siendo estudia-
dos en ensayos clinicos para ser utilizados contra el
SARS-CoV-2.

En algunos paises, nafamostat se utiliza como
antiviral profilactico y en cuadros de coagulopatia
(Shrimp et al., 2020).

Algunos farmacos han ganado popularidad en
los tltimos meses como medicamentos que previenen
o combaten al COVID-19, tal es el caso de ivermectina
(mezcla 80/20 de sus formas bla como blb), presenta in
silico afinidad a la enzima 3CI"*° y su dominio HR2, lo
que promete una opcion sinérgica con otros farmacos
contra el SARS-CoV-2 (Paz et al., 2020).

Sin embargo, recientemente estudios in vitro de-
mostraron que la dosis requerida para atacar al virus
es entre 50 a 100 veces mayor de la utilizada como
antiparasitario humano y veterinario (Chaccour et al.,
2020), por lo que no se recomienda su utilizacion.

La hidroxicloroquina (HQC), también ha causado
polémica en su utilizacion debido a la falta de consenso
sobre su efectividad derivada de resultados de estudios
clinicos, sin embargo, desde la perspectiva in silico,
HQC puede formar un enlace covalente con MP?° de
SARS-Cov-2, lo que implica que, al modificarse su
estructura para hacer este enlace mas fuerte, puede
disminuir su virulencia.

Mepacrina en el mismo estudio, mostrd una ma-
yor fortaleza de dicho enlace covalente (Jokhakar et
al., 2020; Srivastava et al., 2020).

Paritaprevir, un farmaco utilizado para el trata-
miento de hepatitis C se muestra prometedor (-10.73
kcal/mol de energia de enlace con ACE2) en estudios
in silico contra el COVID-19 (Kadioglu et al., 2020;
Shah et al., 2020).
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Estudios in silico con 318 moléculas de origen
fitoquimico, muestra a quercetina-3-vicianosida como
la molécula de mayor afinidad al receptor (-8.3 kcal/
mol para MP*° y -11.0 kcal/mol para ACE2) en este
estudio (Joshi, Joshi et al., 2020).

La estructura cristalina de MP*° de SARS-Cov-2
fue elucidada y con ello, fue posible observar la inte-
raccion con el antiviral nelfinavir, proponiéndose las
modificaciones estructurales en la molécula para incre-
mentar su potencia y efectividad, asi como aumentar
la comprension sobre su mecanismo de accion (Huynh
et al., 2020).

En un escenario sobre el disefio de nuevos farma-
cos, los antivirales glecaprevir y maraviroc, utilizados
contra HIV, son candidatos a ser derivatizados en un
potencial nuevo agente activo como inhibidores de
MPRO del SARS-Cov-2 (Shamsi et al., 2020).

Rubitecan y loprazolam han sido ensayados in
silico como inhibidores de TMPRSS2, sin embargo,
el compuesto ZINC000015988935 (-12.39 kcal/mol)
en energia de inhibicion para MR y -4.64 kcal/mol
en su enlace con TMPRSS2 por mecanica molecular
y superficie de Poisson-Boltzmann ha mostrado ser un
mejor candidato (Elmezayen et al., 2020).

Un nuevo candidato denominado GC376, con
nombre comercial ANIV-19%, presenta mejor interac-
cion con MPRO del SARS-CoV-2 (energia libre de enlace
de -51.59 kcal/mol) y cuenta con datos de ensayos in
vivo (Hung et al., 2020).

Yoshino y colaboradores (2020) del Instituto de
Tecnologia de Tokio, en sus estudios de simulaciones
de dinamica molecular con MR, identificaron a los
aminoacidos His41, Glyl43 y Glul66 como los residuos
que interaccionan con los grupos funcionales comunes
en péptidos, convirtiéndolos en un objetivo terapéutico
contra el SARS-CoV-2.

Los farmacos antivirales mas prometedores a la
fecha por su avance en ensayos clinicos, son los inhi-
bidores de la RdRp favipiravir (T-705) y remdesivir
(GS-44152).

Ambos continuan siendo estudiados en ensayos
clinicos de Fase III, mostrando favipiravir mayor efec-
tividad y menos efectos secundarios, que lo convierten
en el medicamento contra el COVID-19 mas promi-
sorio a la fecha (Naik et al., 2020; Wang et al., 2020).

El éxito terapéutico de un firmaco o combinacion
de farmacos que puedan ser utilizados en COVID-19,
también depende de la anticipacion a mutaciones que
el virus pueda tener.

Por ello, es importante conocer el genoma y la
secuencia completa del virus para determinar si el mis-
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mo ha mutado y cuéles son las estructuras virales que
han sido modificadas, poniendo atencion a proteina S,
MPROy RdRp.

M¢étodos bioinformaticos actuales son capaces de
comparar mas de 4,000 genomas entre si y relacionar
sus variantes con mayor virulencia.

Recientemente se reporta que SARS-CoV-2 ha
mutado desde marzo de 2020 de la cepa D614 a la G614
(Korber et al., 2020).

La mutacion esta en el cambio de acido asparti-
co por glicina en la posicion 614 del dominio A de la
proteina S del virus, lo que facilita la escision de dicha
proteina en las dos subunidades S1 y S2.

Glicina no tiene la capacidad de establecer puen-
tes de hidrogeno con la treonina de la posicion 859 del
dominio B. El acido aspartico original lo hacia fuer-
temente. Al “perder” estos puentes de hidrogeno al
incorporarse glicina, las dos subunidades de la proteina
S se pueden “separar” mas facilmente haciendo mas
efectivo el proceso de ingreso del virus a la célula.

G614 tiene mayor capacidad para ingresar a la
célula humana que D614 aunque su capacidad de trans-
cripeion, replicacion y reproduccion sigue siendo la
misma.

Por ello en los paises de América Latina, Esta-
dos Unidos de América y Europa Occidental en don-
de predomina la cepa G614, la tasa de mortalidad es
mayor que en asiaticos con D614, ya que mientras mas
cantidad de virus hay dentro de la célula, los sinto-
mas pueden aparecer mas rapidamente y la eficacia de
los tratamientos actuales, incluyendo terapia antiviral
disminuye, requiriéndose una dosis mayor (Eaaswar-
khanth et al., 2020).

La Tabla 1, muestra la estructura de las moléculas
que mayor Energia de Enlace mostraron en estudios de
inhibicion in silico contra MO,

Es evidente, entonces, la necesidad de profundi-
zar en el estudio a nivel molecular de las estructuras del
virus y sus mecanismos de ingreso a la célula humana,
transcripeion, replicacion y traduccion, para encontrar
moléculas con efectividad terapéutica, en donde los
estudios in silico, sin duda, juegan y jugaran un papel
muy importante.

Conclusiones

Las técnicas de disefio in silico (in silico
approach) de farmacos han sido utilizadas exitosamen-
te en la busqueda de nuevos medicamentos, generando
una contribucion importante en el desarrollo de nuevos
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Tabla 1

Estructura y valores de Energia de Enlace de Inhibidores in silico de M"*°

Molécula AG (kcal/mol)

Calicina -8.4
Acido Rizocarpico -9.11
Glicirricina -8.1
Triptantrina -8.2
O

Berberina -8.1
Amentoflavona -9.13
Excavatolide M -14.38
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Tabla 1 (Continuacion)

Molécula AG (kcal/mol)
AN OH
(o]
Rosmanol N, ¥ l -7.99
o” ||
OH
5
Carnosol P O™ | -8.2
HO I Y
OM

Nota. AG representa la Energia Libre de Gibbs de la interaccion entre la molécula y M™° (Docking Score). Valor
negativo mas alto indica mayor fortaleza de enlace y por ende, mayor afinidad por el sitio activo de la enzima.

farmacos, al escalar moléculas a estudios in vitro y cli-
nicos. Decenas de miles de compuestos; medicamentos
actualmente en uso, derivados de productos naturales
y moléculas modeladas, han sido estudiadas in sili-
co en busqueda de actividad contra el SARS-CoV-2,
contribuyendo adicionalmente al entendimiento de sus
mecanismos de accion. Se evidenci6 a lo largo de esta
revision la fortaleza de estas técnicas y su contribu-
cion en la busqueda de moléculas capaces de inhibir
a MPRO, TRMPSS2 y proteina S como los principales
objetivos terapéuticos en la busqueda de una cura para
COVID-19.
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