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RESUMEN

En este estudio se ha evaluado por medio
de la metodologia de acoplamiento mole-
cular una serie de 5 ligandos borados, que
son variantes de la molécula FL-078.
Estas moléculas tienen actividad inhibito-
ria frente a la proteasa MP™ responsable
de la replicacién del SARS-CoV.

Haciendo uso del programa SYBYL7.0
se optimiz6 el homodimero de la M™ (c6-
digo 1Q2W), y a través del software
FlexX se hizo el acople molecular con el
fin de escoger el conférmero més estable
de los ligandos aril borados frente a la
macromolécula MP*, encontrandose que
la estructura FL-166 fue la de mejor con-
formacion.

Los 5 ligandos aril borados tienen la
propiedad de interaccionar con el grupo
hidroxilo (OH) presente en los residuos
tales como serinas, treoninas y tirosinas.
Los resultados acople molecular mues-
tran que el mejor acercamiento sobre la
cavidad se da sobre el conjunto de treoni-
nas 21, 24, 25y 26, y no como se afirma
en la literatura: que se da sobre el conjun-
to de serinas 139, 144 y 147.

Palabras clave: sindrome respiratorio
agudo severo, acoplamiento molecular,
FlexX, inhibicion.

ABSTRACT

In this study a set of 5 aryl boronic ligands
which are variations of the FL-078 mole-
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cule were assessed. These molecules
have inhibitory activity against of the M™™
protease involved in the SARS-CoV re-
plication.

A homodimer of the Mpro (ID 1Q2W)
was optimized using the SYBYL7.0 pac-
kage and through the FlexX software was
calculated the molecular docking with the
aim of choose the most stable ligand front
to MP® macromolecule. Was found
among the five boronic ligands that the
best pose corresponded to the FL-166
structure.

These molecules show interaction
with the hydroxil group beared by ami-
noacid residues such as serines, threoni-
nes and tyrosines. The docking calcula-
tion results presented here show that the
best approaching over the cavity occur on
the threonines set 21, 24, 25 and 26 ins-
tead of the set pointed out by other aut-
hors Serines 139, 144 and 147.

Key words: Severe acute respiratory
syndrome, docking molecular, FlexX ,
inhibition.

RESUMO

Neste estudo avaliou-se através da meto-
dologia do acoplamento molecular uma
serie de 5 ligandos contendo boro, que
sdo variantes da molécula FL-078, estas
moléculas tém atividade inibitéria a pro-
tease MP* responsavel da replicacdo do
SARS-CoV.

Usando o programa SYBYL7.0 se oti-
mizou o homodimero da MP* (cédigo
1Q2W), e através do software FlexX se
realizou o acoplamento molecular com a
finalidade de escolher o conformero mais
estavel dos ligandos aril borados frente a
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macromolécula MP™. Encontrando-se
que a estrutura FL-166 foi a de melhor
conformacio.

Os 5 ligandos aril borados tém a pro-
priedade de interagir com o grupo hidro-
xila (OH) presente nos residuos tais como
serinas, treoninas e tirosinas. Os resulta-
dos de acoplamento molecular mostraram
que a melhor aproximagao sobre a cavi-
dade ocorre sobre o conjunto de treoninas
21,24, 25y 26 enao como se afirma na li-
teratura que se da sobre o conjunto de se-
rinas 139, 144 y 147.

Palavras-chave: Sindrome respirat6-
ria aguda severa, acoplamento molecu-
lar, FlexX, inibicao.

INTRODUCCION

En los primeros afios del presente siglo,
la aparicion del virus del Sindrome Respi-
ratorio Agudo Severo (SARS) (1), y su
rapida expansion, puso a muchos cientifi-
cos y autoridades de salud a nivel mundial
apensar en como desarrollar potentes far-
macos que fuesen eficaces en la inhibi-
cion del virus y, por tanto, en su replica-
cion (2). En general esta clase de estudios
debe partir del conocimiento bioquimico,
morfoldgico y de los mecanismos del fun-
cionamiento del virus.

La principal proteinasa del coranovi-
rus del SARS es la 3CLP™ o MP* (3), que
desempefia un papel importante en la re-
plicacion del virus y esta formada por dos
subunidades que tienen un sitio activo en
el cual se encuentra la diada catalitica
formada por la histidina-41 y cisteina-145
(4-7). Debido a que la M es fundamen-
tal en la replicacion del virus, se conside-
ra como un blanco relevante para el dise-
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fio de drogas y de posibles inhibidores en
contra del virus del SARS.

El disefio de posibles inhibidores para
la MP* del SARS-CoV es posible hoy en
dia gracias al uso de herramientas bioin-
forméticas. Entre las herramientas bioin-
formaticas mas usadas para el disefio mo-
lecular estd la técnica del acoplamiento
molecular (8, 9). Esta técnica permite la
generacion de miultiples conférmeros
para cada ligando, que son probados con
diferentes ligandos sobre diferentes sitios
de una proteina dada (10). Dependiendo
del software utilizado, diferentes busque-
das conformacionales se pueden dar de-
pendiendo del método utilizado (11-17).
Independientemente del método aplicado,
el proceso de encontrar conformeros opti-
mos debe ser guiado por la funcién de
evaluacion, la cual se usa para evaluar las
diferentes interacciones fisicoquimicas
entre la molécula del ligando y la protei-
na. En este estudio se utiliz6 el programa
FlexX (8) para la evaluacion de cinco li-
gandos del tipo aril boricos que poseen
actividad inhibitoria; estas 5 estructuras
moleculares presentan actividad inhibito-
ria, la cual ha sido evaluada experimen-
talmente (18).

MATERIALES Y METODOS

La estructura tridimensional (3D) de la
molécula M™™ fue obtenida a través del
Protein Data Bank (PDB), bajo el cédigo
ID 1Q2W (19); esta molécula es un ho-
modimero. La modelizacion, visualiza-
cién y optimizacién de esta molécula se
realizaron con la ayuda del paquete de
programas computacionales Sybyl (20).
Los 4atomos de hidrégeno y pares solita-
rios fueron agregados a la estructura cris-
talina de rayos X usando el m6dulo Bio-

polimer de Sybyl. La orientacion inicial
de los hidrégenos fue la misma utilizada
en el diccionario de definiciones del pro-
grama (20). Hay que aclarar en este punto
que todos los calculos tedricos fueron he-
chos para un monémero, porque se infie-
re que el otro mondmero actiia de manera
similar por tener igual estructura y se-
cuencia peptidica. La optimizacion del
mondmero se realiz6 usando el campo de
fuerza MMFF94s (21), con un criterio de
convergencia para el gradiente de energia
de 0,05 kcal mol™ usando el método del
gradiente conjugado (22). La estructura
de los ligandos (Figura 1) fue optimizada
usando el programa Gaussian (23) a un
nivel de cilculo AM1 (24).

Acoplamiento molecular

Los calculos de acoplamiento molecular
de la MP™ con los compuestos boricos se
implementaron usando el médulo FlexX
(8), incluido en el paquete computacional
de SYBYL 7.0 (20). De este paquete
computacional se emple6 el moddulo
Cscore como funcién de evaluaciéon de
los resultados (25, 26) arrojando alrede-
dor de 100 conformaciones por ligando
en el sitio activo, las cuales fueron defini-
das como todos los residuos encontrados
dentro de un radio de 6,5 A de la Cys-145
e His-41 de la proteasa MP* del virus del
SARS. El programa FlexX automatica-
mente coloca los ligandos dentro del sitio
activo previamente definido, consideran-
do las restricciones tanto de tipo geomé-
trico como electrénico.

Consenso molecular

Se eligi6 la conformacién molecular mas
favorable de la serie de ligandos después
de hacerle su respectivo acoplamiento
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molecular; igualmente se realizO una
comparacion entre los diferentes pardme-
tros de valoracion, a través de un consen-
so que se desarrolla entre las funciones de
evaluacion. Las funciones de evaluacién
més frecuentemente utilizadas son:
Chemscore (27), D-score (28), PMF-sco-
re (29) and Gscore (13) y Total-Score de
FlexX (8). La funcién Cscore categoriza
las energias en orden de 0 a 5 las mejores
energias acomplejantes. Sin embargo,
cada funciéon de evaluacién selecciona
también su mejor conformacion y es por
tal motivo que estas se clasifican en el or-
den de mayor a menor energia como ni-
meros enteros de menor a mayor, respec-
tivamente, y asi, después de realizar la
media, el que tenga mimero entero de me-

nor valor serd el que tenga el valor ener-
gético mayor.

Después de elaborar el consenso, se
tomo el valor Chem_Score como referen-
cia para compararlo con los resultados
experimentales (21). Estos valores son
mostrados en la Tabla 1, en donde los va-
lores de la constante de inhibicién (Ki) y
el pardmetro « indican la competitividad
de los ligandos, es decir, que entre mas
bajo sea el valor de ¢Ki, la inhibicion sera
entonces no competitiva.

Datos moleculares

Se ha reportado en la literatura una serie
de compuestos borados (18), (Figura 1),
que experimentalmente presentan activi-

FL-106

Figura 1. Estructuras quimicas de los bifuncionales aril bérico, tomadas del trabajo de Bacha y cols., 2004

(18).
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dad antiviral frente a la proteasa M™™
mostrando selectividad hacia los residuos
de aminoécidos que poseen grupos OH,
tales como treoninas y serinas. Los com-
puestos aril béricos en general han sido
usados en diversas dreas de la quimica,
tales como quimica organometalica, sin-
tesis organica y quimica medicinal (30).
Por ejemplo los acidos fenil boricos (31,
32), como también algunos otros aril bo-
ricos (33) han demostrado tener actividad
inhibitoria débil para la serina proteasa.
La inhibicién mas potente de la serina
proteasa se ha observado para los acidos
boéricos incorporados dentro de un esque-
leto péptido mimético (34, 35). En la ac-
tualidad existen reportes de una gama de
inhibidores peptidilborano (36, 37).

El sitio activo de la estructura de la
MP™ esta constituido por histidina 41-cis-
teina 145 (14). Se eligi6 una distancia de
6,5 A alrededor de la cisteina 145; en este
radio existen unos conjuntos bien confor-
mados de treoninas [21, 24,25y 26] y se-
rinas [139, 144, 147], que forman una ca-
vidad que result6 ser del tamaiio
adecuado para retener a los compuestos
aril boricos.

RESULTADOS Y DISCUSION

A partir de los calculos de acoplamiento
molecular hechos sobre la cavidad de las
serinas [139, 144, 147] (Figura 2), se en-
contr6 que los resultados sobre esta cavidad
difieren de los reportados en la literatura
(18), en los que se afirma que la inhibicién
se desarrolla debido al hecho de que los
compuestos aril boricos (Figura 1) interac-
cionan con los hidroxilo (OH) de las seri-
nas, lo cual propicia un acercamiento hacia
la diada catalitica conformada por la histidi-
na y cisteina [His 41-Cys 145] (4-7). Sin

Sitio
activo

Treoninas

Figura 2. Cavidad de la proteasa homodimérica
dentro de un radio de 6,5 A, ubicando el sitio activo
y el conjunto de treoninas y el conjunto de serinas
encontradas en la parte posterior, para su respectivo
acoplamiento molecular frente al conjunto de 4cidos
béricos.

embargo, a través de este estudio se de-
muestra claramente que el acercamiento
realmente no es sobre la cavidad rica en se-
rinas, sino que se da sobre la cavidad que
posee el grupo hidroxilo (OH) en su estruc-
tura quimica, y que esta conformado por un
conjunto de treoninas 21, 24, 25 y 26, difi-
riendo en este caso con lo reportado por Ba-
cha y colaboradores (18) como se puede
observar en las Figuras 3 y 4.

El acoplamiento realizado sobre la
MP™ con los diferentes ligandos béricos
muestra que estos pueden ser posiciona-
dos adecuadamente en algtn sitio activo
de una proteina, pero la fortaleza de las
interacciones no son suficientemente
grandes dentro del complejo enzima-li-
gando como para mantenerlo unido de
forma estable, lo cual hace que este ligan-
do no pueda competir contra el sustrato
asociado a la proteina.
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Figura 3. Acoplamiento del inhibidor FL-078 con la cavidad formada por las treo-
ninas y en la parte posterior el conjunto de serinas.
Panel A Panel B
Panel C Panel D
Figura 4. Cavidad formada por el conjunto de treoninas y el sitio activo de la MP™, acoplado con los inhibido-
res aril boricos. Paneles A y B, acoplamiento de inhibidores FL-106 y FL-136 con la cavidad; panel C, el inhi-
bidor FL-101 se aleja del conjunto formado por las treoninas, acercandose al conjunto de serinas; panel D, in-
hibidor FL-166 se ubica en la parte posterior de la cavidad.
332
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Tabla 1. Resultado energético del acoplamiento molecular realizado por FlexX para el conjunto

de treoninas y los compuestos boricos

Complejo (Lig.-Prot.) Chem_Score (Kcal/mol) a* Ki* (uM)
FL-166 017 -22,22 0,04 1,8
FL-136_005 -20,54 6 2,5
FL-078 003 -17,33 4,5 3,3
FL-106_002 -17,05 6 5,6
FL-101 013 -16,59 16 4,2

* Datos tomados por Bacha y cols. (18).

En la Tabla 1 se muestran los valores
energéticos del acople molecular realiza-
do sobre la estructura de la MP* con los li-
gandos boricos; estos valores indican que
apesar de la posicion en la que estd ubica-
do el ligando bérico dentro de la estructu-
ra acomplejante FL-101 013, con un or-
den de energia de -16,59 Kcal/mol, a
partir de este valor energético puede asu-
mirse que el complejo presentara interac-
ciones débiles si se compara con los otros
casos, y por tanto el complejo enzima-in-
hibidor (FL-101_013) seré el mas inesta-
ble, como también se puede inferir de su
constante de inhibicién 16,0 uM, el para-
metro o = 4,2 eleva el valor de la cons-
tante aaKi = 67,2 uM, (4), lo cual corro-
bora que a pesar de que su estructura,
como se muestra en la Figura 5 (panel B),
se encuentra cercano a la diada histidina
41y cisteina 145, la fortaleza de las inte-
racciones no es suficientemente grande
como para mantenerlo unido en forma
estable.

Analogamente se tienen las estructuras
FL-136 y FL-106; estas moléculas tienen
una constante de inhibicién de 6,0 uM,
que experimentalmente las clasifica como
mejores que la estructura FL-101. Al ana-
lizar esto desde el punto de vista de la su-

perficie molecular formada entre el ligan-
do con el conjunto de treoninas, se tiene
que la FL-106, con una energia de -17,05
Kcal/mol, hace que las interacciones

Centro activo T141-C145

Treoninas

Panel B

Figura 5. Acoplamiento de inhibidores FL-078 (panel
A) y FL-101 (panel B) frente al homodimero MP™ (ID
1Q2W).
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energéticas sean por -0,46 Kcal/mol méis
estables que la FL-101, aunque tanto la
FL-106 como la FL-136 se ubican dentro
de la misma zona lejana de la histidina 41
y cisteina 145 debido a las constantes in-
hibitorias y los valores de las interaccio-
nes que presentan -17,05 y -20,54
Kcal/mol, respectivamente. Como se ob-
serva en la Tabla 1, estos ligandos tienen
el mismo valor de la constante de inhibi-
cién (18), se diferencian en los valores
que se encuentran en el producto de esta
constante y el pardmetro de inhibicién
aKi, los cuales son, respectivamente,
15,00 uM y 33,60 uM parala FL-136y la
FL-106.

La constante de inhibicion del comple-
jo formado entre la proteasa y el ligando
FL-078, 4,5 uM, esta dentro de los valo-
res hallados anteriores (de 6 uM) ya que
energéticamente posee interacciones que
caen dentro del rango anterior (-17,05 y
-20,54 Kcal/mol) y su valor energético
(-17,33 Kcal/mol), y posible que este li-
gando no siga la tendencia experimental
debido quizas a que no se tuvo en cuenta
el efecto que puede generar el solvente en
la estructura proteinica, el efecto salino o
de iones y el pH, entre otros; pero es bas-
tante claro que al observar las estructuras
de la Figura 6, correspondientes a la de
las FL-078, FL-106 y FL-136, respecti-
vamente, se puede apreciar que las tres
estructuras estan en la misma zona, y es-
tructuralmente es muy probable que esto
se refleje en sus actividades cercanas, ya
que, como se ha planteado, puede tratarse
de un sitio con posible actividad.

Por ultimo, se tiene la estructura del li-
gando FL-166 (Figura 6, panel C); se
acompleja con la MP™ con una energia de
-22,22 Kcal/mol y con un valor de 0,04
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uM en su constante de inhibicion. Estos
datos muestran que esta es la mejor es-
tructura, estando este resultado con lo

Treoninas

Panel C

Figura 6. Acoplamiento de inhibidores FL-106 (panel
A), FL-136 (panel B) y FL-166 (panel C) frente al ho-
modimero MP™ (ID 1Q2W).
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planteado por Bacha (18), debido al inter-
cambio de grupos ester por grupos ami-
das, lo cual proporciona interacciones
mucho mas fuertes desde el punto de vista
energético, a diferencia de todas las de-
mas. No obstante, la ubicacion molecular
de este ligando esta hacia el centro de la
diada catalitica (14), pero puede decirse
que es estabilizado debido a la interaccion
que ocurre con el residuo Thr 25, y muy
especialmente con el residuo Asn 119, los
cuales se ubican dentro de la zona que se
ha mencionado repetidamente para las es-
tructuras anteriores como un posible sitio
donde los 4cidos boricos presentan activi-
dad; sin embargo, el valor para el paré-
metro de inhibicién es «Ki 0,078 y la cla-
sifica como una estructura que por su
ubicacion en el centro activo histidina 41
cisteina 145 (14) puede interferir compe-
titivamente con el sustrato y con la diada
catalitica.

La tendencia energética calculada por el
acoplamiento molecular de la MP y los
complejos es FL-166 017 > FL-136 005
> FL-078 003 > FL-106 002 >
FL-101 013; al compararla con el compor-
tamiento dado por el producto del parametro
alfa y 1a constante de inhibicion (Tabla 1) in-
dican que el parametro alfa es el que tiene el
mayor peso sobre la tendencia para el meca-
nismo de inhibicién no competitiva, como se
observa en la ecuacion 1 y la Figura 7:

E+Sc“2ES > E+P

+ + [1]
I I
L 1K | 1aKi

ElL ES1

|

1

Enzima

Figura 7. Mecanismo de inhibicién no competitiva.

CONCLUSIONES

A partir de lo expuesto anteriormente se
puede concluir que los compuestos bifun-
cionales, tales como los aril boricos y sus
diversas variaciones, tienen gran selecti-
vidad por el grupo hidroxilo (OH) que se
encuentra en el residuo de la treonina,
que es un aminoacido pequefio, polar y
que presenta en su estructura molecular
un alcohol primario en su cadena lateral,
que puede actuar como nucleéfilo durante
las reacciones de catélisis enzimatica. El
compuesto aril bérico codificado como
FL-166 presenta una alta inhibicién enzi-
matica, lo cual se evidencio a través de su
energia de interaccion proteina-Ligando
-22,22 Kcal/mol y por su constante de in-
hibicién 0,04 uM determinada experi-
mentalmente. Este compuesto podria ser
también blanco de futuras variaciones es-
tructurales.

La estructura del ligando FL-166
acomplejada con la MP™ es la mejor es-
tructura frente a los cinco compuestos re-
portados por Bacha, debido al intercam-
bio de grupos ester por grupos amidas, lo
cual proporciona interacciones mucho
més fuertes desde el punto de vista ener-
gético, a diferencia de todas las demas.
No obstante, la ubicacion molecular de
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este ligando esté dirigida hacia el centro
de la diada catalitica, pero puede decirse
que es estabilizado debido a la interaccion
que ocurre con el residuo Thr 25, y muy
especialmente con el residuo Asn 119, los
cuales se ubican dentro de la zona que se
ha mencionado repetidamente para las es-
tructuras anteriores como un posible sitio
donde los 4cidos boricos presentan activi-
dad, sin embargo, este valor para el para-
metro de inhibicién aKi 0,078 obtenido
experimentalmente, la clasifica como una
estructura que por su ubicacion en el cen-
tro activo histidina 41, cisteina 145, pue-
de interferir competitivamente con el
sustrato y con la diada catalitica.

El comportamiento dado por el pro-
ducto de aKi indica que  es la que marca
la tendencia para el mecanismo de inhibi-
cioén no competitiva al compararlo con los
resultados energéticos dados a través de
los célculos de acople molecular.
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