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I. INTRODUCCION

La pandemia global causada por el virus SARS-CoV-2 inicio en diciembre de 2019 y a la fecha a
causado un total de 6, 580, 107 defunciones incluidas en los 628, 184, 448 casos positivos para
COVID-19 (1). Estas cifras han posicionado a la enfermedad causada por el virus SARS-CoV-2
como una de las principales causas de muerte a nivel mundial en los Gltimos 3 afos (2).

Si bien la comunidad cientifica ha logrado aislar, secuenciar, identificar el virus, desarrollar
pruebas para su diagnoéstico e incluso desarrollar diferentes tipos de vacunas para su prevencion,
permanece la incognita sobre el tratamiento adecuado para la enfermedad COVID-19.

Como respuesta ante la emergencia sanitaria, varios paises han incluido una gran variedad de
farmacos en protocolos de tratamiento contra el SARS-CoV-2 con una autorizacion de uso de
emergencia. Estos farmacos han sido incluidos por su eficacia ante otras enfermedades, sin
embargo, al ser administrados desconociendo su interaccion o su mecanismo de accion especifico
contra el virus SARS-CoV-2, han causado efectos secundarios como alteraciones hepéticas,
gastrointestinales, cardiovasculares y reacciones cutaneas (3).

Actualmente se cuenta con evidencia de que el farmaco Remdesivir interviene en la replicacion y
transcripcion viral del virus SARS-CoV-2 (4), sin embargo, se desconocen aquellas propiedades
fisicoquimicas a nivel molecular que dan la eficacia a este farmaco ante el virus. Por lo anterior,
surge la necesidad de realizar caracterizaciones fisicoquimicas de las interacciones entre farmacos
efectivos, como el Remdesivir, contra el virus SARS-CoV-2.

A este respecto, se debe tomar en cuenta que el disefio y desarrollo de farmacos es un proceso
bastante complejo que requiere una gran inversion de recursos que al enfrentarse a una pandemia
donde las cifras de contagios y defunciones se encuentran en alza, estos recursos suelen ser
imposibles para dar una respuesta rapida ante la emergencia sanitaria.

De aqui deriva la importancia de la aplicaciéon de la tecnologia para la solucién de problemas
actuales. El desarrollo tecnoldgico ha permitido realizar simulaciones de procesos biolégicos,
calculos y evaluaciones de propiedades moleculares, comparacion de estructuras quimicas, estudio
de interacciones, etc. herramientas que forman parte de la quimica computacional, la cual ha
demostrado ser una técnica til para el estudio de propiedades fisicoquimicas, incluyendo el
estudio de las interacciones a nivel molecular entre virus y farmacos potenciales.

En la presente investigacion, se plantea el uso de la quimica computacional para la caracterizacion

del antiviral Remdesivir asi como para el andlisis de sus interacciones moleculares con el virus



SARS-CoV-2, con finalidad de identificar cuales son aquellas propiedades fisicoquimicas que
definen la eficacia antiviral del Remdesivir ante el virus SARS-CoV-2 y generar informacion de

relevancia para el estudio o desarrollo de farmacos analogos al Remdesivir.



Il. MARCO TEORICO Y ANTECEDENTES

En el presente apartado se exponen diferentes conceptos para lograr el entendimiento de la
estructura y funcionamiento del virus SARS-CoV-2 y la enfermedad COVID-19. De la misma
manera, se exponen los conceptos y diferentes niveles de teoria correspondientes a la quimica

computacional para comprender la metodologia llevada a cabo en este trabajo de investigacion.

I11.1.Marco Teorico

11.1.1. Virus
Los virus pueden ser definidos como pequefias particulas de informacién genética que utilizan
células de otro organismo para reproducirse. Puesto que los virus carecen de sistemas enzimaticos
necesarios para la sintesis de acidos nucleicos y de proteinas indispensables para su replicacion,
son conocidos como parésitos intracelulares obligados (5). Los virus se caracterizan por poseer un
tamafio aproximado de 20 a 250 nandémetros y por poseer, casi siempre, un solo tipo de acido
nucleico ya sea ADN o ARN (6).

Estructura viral. Al contar con un Unico &cido nucleico, ADN o ARN, los virus pueden ser de
cadena simple o de cadena doble y codifican el genoma viral. Rodeando al acido nucleico se
encuentra una envoltura proteica denominada capside, la cual proporciona proteccion para el acido
nucleico contra el medio externo, estimula la respuesta inmune del hospedador y permiten la union
a los receptores de membrana de la célula hospedadora (7). Algunos virus cuentan con una
envoltura fosfolipidica derivada de la membrana de las células del hospedador infectadas. En esta
envoltura pueden estar presentes proteinas codificadas por el virus, llamadas espiculas, las cuales

son glucoproteinas que participan en el reconocimiento de receptores y en la diferenciacion viral
(7).

La presencia de la envoltura fosfolipidica determina la sensibilidad de los virus, es decir, los virus
gue no cuentan con envoltura son resistentes al medio externo, a la desecacion y a los solventes
lipidicos como detergentes, cloroformo. La envoltura puede ademas resistir el pH estomacal y las
sales biliares. Sin embargo, los virus que cuentan con envoltura fosfolipidica son poco estables

ante la desecacion y a solventes de lipidos, por lo cual para su transmision se requiere de un



contacto directo de persona a persona. La presencia de la envoltura puede determinar algunos

criterios para su clasificacion (6), como se muestra en la Figura 1.

D Capside

a) b)

Espiculas
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Nucleo Ducles

Envoltura
fosfolipidica

Figura 1 Estructura viral con envoltura fosfolipidica (a) y sin envoltura fosfolipidica. Fuente: Carballal
G. Virologia Medica [Libro de texto] Ciudad Autonoma de Buenos Aires: Corpus Libros Médicos y
Cientificos, 2014. Editada por el autor.

Replicacion e infeccion viral. La replicacion viral es un conjunto de eventos que resultan en una
infeccion viral. Las infecciones virales pueden determinarse como productivas y no productivas.
Las infecciones productivas producen nuevas particulas virales infecciosas las cuales conducen a
la muerte celular. En otros casos, la célula sobrevive y continGa produciendo virus en niveles bajos.
En el caso de infecciones no productivas, la replicacion viral es bloqueada y la célula infectada

puede 0 no sobrevivir (6).

Los eventos que conducen a una infeccion viral productiva varian entre las distintas especies y
categorias de virus. Sin embargo, se consideran etapas en comun en el ciclo de replicacion de un

virus. A continuacion, se mencionan a la vez que estos pasos se esquematizan en la Figura 2.

1. Adsorcion. Las proteinas virales ubicadas en la capside o en la envoltura fosfolipidica
interaccionan con los receptores de la célula hospedadora. En esta etapa se determina el
tropismo viral, el cual se define como la capacidad de un virus para invadir y replicar en

un tipo celular particular (6).



2. Penetracion. La unidn al receptor puede incluir cambios conformacionales en las proteinas
virales que se encuentran en la capside o en la envoltura fosfolipidica, resultando en una
fusion de las membranas viricas y celular (8).

3. Eliminacién de la cépside. La capside se elimina y se degrada por enzimas virales o
enzimas del hospedador, liberando de esta manera el genoma viral (8).

4. Replicacion. Una vez que se elimina la capside, el genoma viral se transcribe o se traduce
resultando mas proteinas y genoma viral. Esta etapa de replicacion varia ampliamente entre
los virus con ADN de aquellos con ARN (9).

5. Ensamblaje o Maduracion. Las proteinas virales son empaquetadas junto con el genoma
viral para originar virones listos para dejar la célula infectada (8).

6. Liberacion de virones. En esta la célula infectada muere (lisis) o bien adopta la cubierta
célula hospedadora (gemacién). Una vez que el virdn deja la célula, algunas proteinas
permanecen en la membrana de la célula hospedadora las cuales servirdn como dianas para
anticuerpos circulantes. Las proteinas virales residuales pueden ser procesadas Yy

reconocidas por células T (9).
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Figura 2 Esquema representativo de la replicacion viral. Fuente: Landreau, F. Efecto de la infeccién con
cepas circulantes en Argentina de virus influenza A durante la prefiez sobre la poblacién de neuronas
dopaminérgicas en desarrollo [Tesis doctoral] Universidad de Buenos Aires, Facultad de Medicina:
2016. Editada por el autor.



11.1.2. Coronavirus

Los coronavirus corresponden a una familia que usualmente afecta a animales, y, ademas, tienen
la capacidad de transmitirse a humanos causando infecciones leves en el aparato respiratorio. Sin
embargo, las mutaciones en las proteinas ubicadas en la superficie del virus pueden causar
infecciones respiratorias graves como el Sindrome Respiratorio del Medio Oriente (MERS-CoV)
o0 el Sindrome Respiratorio Agudo Severo (SARS-CoV) (10).

El coronavirus SARS CoV-2 es un nuevo tipo de coronavirus designado como 2019-nCoV por la
Organizacién Mundial de la Salud, segun lo determinado por la secuenciacién del genoma viral de
ARN. Este nuevo coronavirus fue detectado por primera vez en diciembre del 2019 en Wuhan,
Chinay la mayoria de los infectados iniciales estuvieron expuestos a animales salvajes como aves,
serpientes, murciélagos y otros de granja. Los analisis realizados en la secuencia de los coronavirus
ya conocidos sugieren que 2019-nCoV es un virus recombinante procedente de un coronavirus de
murciélago y otro coronavirus totalmente desconocido. La recombinacion entre las dos especies
de virus se produjo a un nivel de la glicoproteina que reconoce los receptores de la superficie

celular hospedadora (10).

Clasificacion de coronavirus. Los coronavirus pertenecen a la familia de Coronaviridae y
actualmente se conocen cuatro géneros de coronavirus contenidos en la Figura 3: los
alfacoronavirs, betacoronavirus, deltacoronavirus y gammacoronavirus (11). La mayoria de las
infecciones causadas por coronavirus en humanos son leves, pero dos coronavirus, SARS-CoV y
MERS-CoV, condujeron a mas de 10,000 casos en las Ultimas dos décadas. Las tasas de
mortalidad fueron del 10% en el caso del SARS CoV y 37% en el caso de MERS CoV-2 (12). El
SARS CoV-2 se encuentra dentro de los betacoronavirus y ha dado origen a diferentes variantes
del virus debido a mutaciones estructurales. A la fecha, las variantes de mayor relevancia son la

Delta y la Omicron.



Clasificacion SARS CoV-2 ‘

Existen diferentes tipos de virus segiin su estructura:

Helicoidales Complejos

Dentro de estos se encuentra la familia:

Coronaviridae

La cual posee las siguientes subfamilias:

‘ Alfacoronavirus | Betacoronavirus ‘ ‘ Gammacoronavirus | Deltacoronavirus ‘
{aCoV) (BCoV) (yCoV) (8)
Donde existen los linajes:
La e e l» ]
‘ MERS-CoV ‘ ‘ SARS-CoV ‘ ‘ SARS-CoV-2 |

Figura 3 Clasificacion del virus SARS CoV-2 segun su estructura viral. Fuente: elaboracién del autor.



Estructura del SARS CoV-2. Los coronavirus son virus encapsulados en una bicapa lipidica con
un didametro de 60-160 nm de diametro, tienen un ARN no segmentado de polaridad positiva de
entre 27 y 30 kilo bases de longitud (13). Reciben el nombre de coronavirus pues presenta proteinas

de superficie en forma de punta o pico lo cual da una forma de corona.

El genoma del virus SARS CoV-2 codifica 5 proteinas estructurales: la glucoproteina S (spike o
espiga), la proteina E (envoltura), la proteina M (membrana), la proteina N (nucleocapside) y la

hemaglutina-esterasa (HE) (véase Figura 9).

Las glucoproteinas S son aquellas que emergen de la superficie y las que dan el aspecto de corona,
actuan como ligandos para la adsorcion del virus a los epitelios respiratorios, facilita la fusion de
la membrana viral con la membrana de la célula hospedadora permitiendo de esta forma la
liberacion del genoma viral hacia el interior celular. Esta glucoproteina también participa en la
induccion de la respuesta del sistema inmune pues es el blanco principal de los anticuerpos (14).

La proteina de membrana (M) brinda la estructura al virus, mientras que la proteina de envoltura
(E) participa en el ensamblaje y liberacion del virus en la célula hospedadora en donde se une a la

proteina N y brinda proteccion al RNA viral (14).

De estas proteinas, las mas relevantes son la glucoproteina S y la proteina N ya que esta proteina
ayuda al virus a desarrollar la capside, asi como a la estructura viral completa y la glucoproteina S

ayuda a unir el virus a las células del huésped (13).



Proteina M
membrana

Proteina N
nucleocapside

Figura 4 Estructura y componentes principales del virus SARS CoV-2. Fuente: Palma, M. How SARS CoV-2 interacts with the
surface proteins of the target cell [Pagina Web] Protein Data Bank www.rcsb.org

Patogénesis y replicacién del virus SARS CoV-2. Se conoce como patogénesis viral al proceso por
el cual los virus producen una enfermedad en el hospedador. Los factores que determinan la
transmision, diseminacidn, multiplicacion viral y el desarrollo de la enfermedad en el hospedador

implican una serie de interacciones entre el virus y el hospedador (15).

Para ingresar a la célula hospedadora el virus SARS CoV-2 reconoce a los receptores de la enzima
convertidora de angiotensina 2 (ACE2) mostrada en la Figura 4. Esta enzima es la entrada para
establecer la infeccion. EI ACE2 es también utilizado por el SARS CoV como receptor, sin

embargo, el SARS CoV-2 tiene una afinidad por el receptor de 10 a 20 veces mayor (14).

Los ACEZ2 son receptores de membrana que se encuentran en casi todos los tejidos como el tejido
cardiaco, pulmonar, biliar, hepético e intestinal lo cual puede dar explicacion a los sintomas
gastrointestinales y complicaciones cardiovasculares caracteristicas de la enfermedad COVID-19
(16). Ademas, la ACE2 Es responsable de la conversion de la angiotensina | en angiotensina Il, la

cual tiene un papel importante en la homeostasis y en la respuesta inflamatoria (14).


http://www.rcsb.org/

La glucoproteina S consta de dos subunidades de relevancia, la subunidad S1 y la subunidad S2.
La subunidad 1 es la que contiene el dominio de unidn al receptor (RBD por su nombre en inglés)
asi que se une al receptor ACE2, mientras que la subunidad S2 permite la entrada del virus a la

celula hospedadora por medio de endocitosis (16).

Una vez que el virus ingresa a la célula hospedadora, se inicia el proceso de replicacion viral; la
replicacion del virus SARS CoV-2 esta mediada por un complejo de multiples subunidades de
replicacion y transcripcion de proteinas virales no estructurales (nsps) (17). EI componente
principal de este complejo es la subunidad catalitica nsp12 de una ARN polimerasa dependiente
de ARN (RdRp por su nombre en inglés) (18). La nspl2 tiene poca actividad y sus funciones
requieren de otras proteinas virales no estructurales como la nsp7 y nsp8 para incrementar la union
de la plantilla RdRp.

Las estructuras nsp7, nsp8 y el complejo nsp12-nsp7-nsp8 proporcionan la arquitectura general
del complejo RdRp14 (19), el cual ha sido propuesto como diana para farmacos antivirales

analogos de nucleotidos como por ejemplo el remdesivir (20).
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Figura 5 Modelado multiescala del virus SARS CoV-2. A) Atomos presentes en la envoltura viral, incluyendo 24 picos proteicos
en color gris, los dominios de union al receptor (por sus siglas en ingles RBD) se encuentran resaltados en cyan y los glicanos
N- O- en color azul. B) Modelo completo de un pico proteico glicosilado incrustado en una bicapa celular. C) Escudo de
glicanos superponiendo multiples conformaciones para cada glicano recolectado en diferentes lapsos de tiempo a lo largo de la
dindmica molecular (resaltado en azul). En color rosa y rojo, dos N-glicanos responsables de la modulacion de la dindmica del
RBD, preparando asi al virus para la infeccion. D) Sistema de dos membranas paralelas. El pico proteico incrustado en una
membrana, se muestra en color gris mientras que el receptor ACE2 (principal encargado del acceso al interior celular
hospedadora) se muestra en color amarillo y esta incrustado en una bicapa lipidica. Fuente: Casalino, L., Dommer, A., Gaieb,
Z., Barros, E., Sztain, T., et al. Al-driven multiscale simulations illuminate mechanisms of SARS CoV-2 spike dynamics [Articulo]
International Journal of High Performance Computing Applications: 2021, Vol. 35(5) 432-551.

11.1.3. Aspectos clinicos

La enfermedad causada por el virus SARS CoV-2 se denomina COVID-19 y su perfil clinico es
variado, sin embargo, los sintomas mas frecuentes son: dolor de cabeza, laringologia, heumonia,
fiebre, tos seca, fatiga, dificultad respiratoria, nduseas y vomitos y diarrea. Los sintomas pueden
incluir linfocitopenia, trombocitopenia, leucopenia, aumento de la proteina C reactiva (PCR) y

aceleraciones respiratorias repentinas causadas por neumonia (20) (21).

El tiempo de incubacidn del virus SARS CoV-2 es de 2 a 5 dias en promedio, y tiene su pico
epidemioldgico de los 4 a 7 dias (20). La recuperacion de la mayoria de los sintomas se da después
de los 13 a 15 dias, pero se puede prolongar hasta los 17 o 20 dias en pacientes con sintomas
respiratorios (22). La letalidad de la enfermedad tiene una relacion directa con la edad y la
presencia de comorbilidades como hipertension, diabetes, enfermedades cardiacas y enfermedades

respiratorias (23).
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Diagndstico. Se sospecha la presencia del virus cuando hay presencia de al menos dos de cinco
sintomas comunes mencionados, sobre todo si la persona ha estado en contacto con algin
individuo con SARS CoV-2 confirmado. Segun la U.S. Food and Drug Administration (FDA),
existen dos tipos diferentes de pruebas confiables para diagnosticar el SARS CoV-2: las pruebas

de diagnostico y las pruebas de anticuerpos (24).

e Pruebas de diagndstico: tienen la capacidad de detectar una infeccion activa, y existen dos
ampliamente usadas. La prueba molecular PCR detectan el material genérico del virus. La
prueba de antigeno o rapida, detecta proteinas especificas del virus (24). Las muestras para
las pruebas de diagndstico son recolectadas a través de un hisopo en las narinas anteriores,
en el cornete medio, nasofaringeo (interior de la nariz hasta la parte posterior de la
garganta), orofaringeo (parte media de la garganta) o saliva.

e Las pruebas de anticuerpos: buscan anticuerpos producidos por el sistema inmune como
una respuesta ante el virus SARS CoV-2 (24). Los anticuerpos pueden tardar varios dias o
semanas en desarrollarse después de una infeccion y pueden permanecer en la sangre por
varias semanas 0 mas, por este motivo, las pruebas de anticuerpos no tienen la capacidad
de diagnosticar una enfermedad activa. Las muestras para las pruebas de anticuerpos son

recolectadas mediante la extraccion de sangre.

Epidemiologia. A la fecha de septiembre 2022, se registr6 un aproximado de 607 M casos
confirmados positivos a nivel mundial, incluyendo 6.5 M de defunciones (1). Los casos registrados
son aquellos confirmados por organizaciones internacionales de salud, sin embargo, se estima que

la cifra de casos confirmados y defunciones sea mayor.

De los casos confirmados a nivel mundial, los paises que cuentan con mayores cifras de casos
confirmados son Estados Unidos, India, Brasil, Francia y Alemania. Estos paises se muestran en
la Figura 5 como parte del grupo de los 10 paises que han registrado mayores cifras para COVID-
19. En el caso de México, se han registrado un aproximado de 7 M casos confirmados, con 329,
652 defunciones (1).
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Figura 6 Paises con mayor cifra de casos COVID-19 registrados al 2022. Datos obtenidos de Johns Hopkins University y Our
World in Data. Fuente: elaboracion del autor.

Tratamiento. Los antivirales son farmacos utilizados para el tratamiento de infecciones causadas
por virus, y son administrados para aliviar la sintomatologia que estos producen, acelerar el
proceso de recuperacion y prevenir complicaciones derivadas de la infeccion. Como se menciond
anteriormente, los virus no pueden realizar su replicacion por si solos por lo que utilizan a la célula
hospedadora para realizar “copias” de si mismos. Los antivirales interrumpen este proceso de
replicacion evitando que el virus ingrese a la célula sana, se multiplique o bien, se liberen los

virones para infectar a otras células.

El primer farmaco antiviral en ser autorizado para su uso de emergencia en pacientes COVID-19,
fue el remdesivir en enero de 2020. El remdesivir ha sido reconocido como un farmaco prometedor
para el tratamiento de infecciones causadas por virus de amplio espectro como el ébola, SARS y
MERS. Se ha demostrado a través de estudios cientificos, que el farmaco remdesivir presenta
actividad antiviral in vitro e in vivo contra SARS CoV-1, SARS CoV-2 y MERS-CoV. Este
farmaco actda como un analogo de trifosfato de adenosina (ATP) y compite con el ATP natural
para incorporarse en las cadenas de ARN del SARS CoV-2 y asi, terminar la cadena durante la
replicacion del ARN viral (4).
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Figura 7 Ruta metabdlica del antiviral remdesivir acorde a (25). Fuente: Hu, W., et al. Pharmacokinetics and tissue distribution
of remdesivir and its metabolites nucleotide monophosphate, nucleotide triphosphate, and nucleoside in mice [Articulo] Acta
Pharmacologica Sinica: 42, 1195-1200, 2021.

Posterior a la autorizacion del remdesivir, se aprobaron los antivirales paxlovid y moulnupiravir
en diciembre de 2021. Los antivirales remdesivir y paxlovid fueron aprobados para su uso de
emergencia en aquellos pacientes que se encontraran hospitalizados o bien, que no estuvieran
hospitalizados pero que su sintomatologia fuera de leve a moderada con un alto riesgo de una
progresion grave, incluyendo hospitalizacion o la muerte. En el caso del moulnupiravir, fue
aprobado su uso de emergencia con los mismos criterios siempre y cuando las opciones de
tratamiento para COVID-19 alternativas aprobadas por la FDA, no fueran accesibles o apropiadas
clinicamente (26). Tanto el paxlovid como el moulnupiravir actian como inhibidores de enzimas

interfiriendo en los procesos de transcripcién y replicacion viral (27).

11.1.4. Disefio y Desarrollo de Farmacos

Etapas en el disefio y desarrollo de farmacos. El proceso para el disefio y desarrollo de farmacos
debe comenzar con una investigacion sobre las causas de la enfermedad, ya que en la mayoria de
las ocasiones puede conducir a la identificacion de una o varias dianas moleculares asociadas con
esta enfermedad. Los pasos siguientes involucran la identificacién de compuestos activos con la
diana molecular y la optimizacion de su actividad bioldgica. Estos ensayos suelen realizarse in

vitro con blancos moleculares aislados de las células. Los compuestos activos se someten a varias
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evaluaciones experimentales que implican ensayos en lineas celulares, animales y, por dltimo,
pruebas clinicas en humanos. Aquellos compuestos que logran aprobar satisfactoriamente todas
las etapas son aprobados para su uso clinico por algin agente regulatorio como la Comision
Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) en México o U.S Food and Drug
Administration (FDA) en Estados Unidos (28).

En el desarrollo de farmacos, la mayoria de los compuestos que muestra alguna actividad in vitro
con dianas moleculares fallan en las pruebas siguientes debido a sus propiedades farmacocinéticas
y/o a la toxicidad. Es decir, ademéas de que un compuesto es activo con los blancos moleculares
deseados, también afecta otros procesos fisioldgicos y no pueden ser utilizados de forma segura.

Se estima que de cada 9,000 moléculas activas solo una tiene uso clinico (28).

El desarrollo de un farmaco tarda aproximadamente entre 10 y 15 afios y se invierte un promedio
aproximado de 800 millones de ddlares, teniendo el mayor costo y tiempo las pruebas clinicas en
humanos. El tiempo y costo tan elevados se relaciona a la gran cantidad de moléculas que fallan

una o varias etapas del desarrollo de farmacos (28).

Disefio de farmacos asistido por computadora. Como se menciond anteriormente, el desarrollo de
farmacos puede resultar un proceso complejo donde se requiere una fuerte inversion de recursos,
afio con afio se invierten cantidades fuertes para la evaluacion e identificacion de farmacos
potenciales, sin embargo, con el desarrollo tecnol6gico es posible realizar simulaciones de los
procesos bioldgicos, el calculo y evaluacion de sus propiedades y la comparacién de estructuras
quimicas, estas herramientas forman parte de la quimica computacional y han sido aplicadas de

manera exitosa al descubrimiento y desarrollo de farmacos.

El disefio de farmacos asistido por computadora esta integrado por diversas areas de investigacion
que incluyen la quimio informatica, bioinformatica, modelado molecular, quimica teérica y la
visualizacidon de datos. Ayuda a comprender las relaciones entre la estructura y la actividad
biolégica o farmacoldgica de compuestos. Ademas, se espera que, gracias al uso de métodos
computacionales, los procesos en el desarrollo de farmacos sean mas acelerados y acertados pues

permiten la generacion de grandes cantidades de informacion (29) .
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11.1.5. Quimica Computacional

La quimica computacional comprende la aplicacion de la computacion en las areas de quimica,
biologia y fisica para el estudio de &tomos, moléculas y macromoléculas a través de modelados y
representaciones en tres dimensiones. Con la quimica computacional es posible el estudio y
analisis de propiedades fisicoquimicas que usualmente en laboratorios experimentales es
imposible, inapropiado o impréactico debido a las condiciones de los experimentos (temperatura,
radioactividad, condiciones de vacio, etc.) o bien por la alta inversion de recursos necesaria para

dichos experimentos (30) (31).

El objetivo principal de la quimica computacional es predecir las propiedades moleculares de
sistemas quimicos con el uso de fisicoquimica, fisica molecular y fisica cuantica (32). La quimica
computacional abarca un amplio rango de métodos matematicos que pueden dividirse en dos

categorias (33):

e Mecanica molecular: aplica leyes de la fisica clasica al nicleo molecular sin considerar a
los electrones de manera explicita.

e Mecanica cuéntica: se basa en la ecuacion de Schrodinger para describir una molécula con
un tratamiento directo de la estructura electronica y que a su vez se subdivide en métodos
semiempiricos, métodos de ab initio y en la teoria de funcionales de la densidad (DFT),

segun el tratamiento utilizado.

Mecanica molecular. Los métodos de mecanica molecular estiman el cambio de energia potencial
de un sistema molecular como consecuencia de pequefias variaciones en las distancias y angulos
de enlace y sobre todo, de los cambios conformacionales y la formacion o ruptura de las
interacciones intermoleculares (34). No toman en cuenta la disposicion electrénica en las
interacciones con otras moléculas. Cada molécula se trata como una esfera y la distancia entre ellas
se representa como un resorte. Si se conoce la longitud de cada resorte, los angulos que se forman
entre los resortes y las esferas y la fuerza necesaria para estirar y doblar estos resortes, es posible

calcular la energia de todo el sistema. Cuando a estos términos se les expresa de una forma
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matematica se crean distintos “forcé fields” (32), el cual es un campo vectorial que indica las
fuerzas ejercidas por un cuerpo hacia otro, de igual manera, puede representar un conjunto de

pardmetros utilizados para realizar simulaciones de mecénica molecular.

El acoplamiento molecular (molecular docking) es una técnica de mecanica molecular utilizada
para predecir energias y los enlaces entre ligandos y proteinas creando un modelo de unién (35).
Permite, ademas, identificar el sitio idoneo de union molecular, debido a esto, se ha incorporado

el acoplamiento molecular en la industria farmacoldgica.

El acoplamiento molecular tiene dos componentes principales, el acoplamiento que consiste en la
busqueda de la conformacion y orientacién molecular, y el “scoring” el cual mide las

interacciones entre dos estructuras (36).

Se han implementado diversos programas para llevar a cabo acoplamiento molecular. Cada uno
de ellos utiliza diversas representaciones tanto para el ligando como para el receptor, como también

varia el algoritmo en gque basan su analisis. Algunos ejemplos de estos softwares son (37):

e AutoDock Vina Suite
e rDock
e HADDOCK

Los softwares actuales para acoplamiento molecular son capaces de predecir los modos de unién,
sin embargo, posee como limitacion el calculo de la energia de unidén de manera mas precisa debido
al gran numero de aproximaciones que se tienen en cuenta durante la ejecucion del acoplamiento

molecular, el tratamiento de la proteina o el ligando y la flexibilidad de la macromolécula (35).

Mecanica cuantica. Los métodos de la mecénica cuantica describen las moléculas en términos de
interacciones entre los nlcleos y los electrones. En este método los ndcleos y los electrones se
distinguen unos de otros, es decir, no se consideran como una sola nube llamada “forceé field” como
en la mecanica molecular y el objetivo de este método es describir sus orbitales y energias de

manera analoga a la ecuacion de Schrodinger (33). Dentro de los métodos de calculo de mecénica
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cuantica se encuentran los métodos semiempiricos, ab initio y DFT. Estos métodos, junto con los

de mecéanica molecular, son los mas utilizados en la quimica computacional.

Métodos ab initio: estos métodos realizan una aproximacion a la ecuacién de Schrodinger
para obtener la energia y funcion de onda electrénica del sistema de interés y solo utilizan
informacidn de constantes fisicas fundamentales (34). La funcién de onda es una funcion
matematica con la que se calcula la distribucion electrénica en una molécula. Este tipo de
método es utilizado para conocer medibles como geometrias moleculares, frecuencias de
vibracion, potencial de ionizacion y afinidad electrénica.

Métodos semi-empiricos: estos métodos se basan en una parte tedrica y otra parte
experimental. Considera que el comportamiento quimico depende exclusivamente de la
capa de valencia. El fundamento de este método es llamado “Hamiltoniano” el cual es una
descripcion de la energia en un grupo de particulas (34). Este método es mas rapido a
comparacion con los célculos Ab initio ya que toman en cuenta medibles provenientes de
experimentos contenidos en librerias para después parametrizarlos en la ecuacion inicial,
sin embargo, esta ventaja se ve limitada al nimero de medibles experimentales.

Método de la Teoria del Funcional de la Densidad (DFT): este método se basa en la funcion
de onda y en los teoremas de Hohenber — Khon, los cuales establecen que las propiedades
de un &tomo, molécula o sistema pueden determinarse a partir de la funcion de la densidad
electronica, es decir, la probabilidad de encontrar un electron en una region especifica del

espacio. Este método es muy eficiente y mas rapido que los métodos ab initio (34).

11.2. Antecedentes

El farmaco Remdesivir fue identificado por primera vez como un farmaco para el tratamiento de

pacientes con ébola durante el brote de Africa Occidental en el 2013. El primer reporte del uso del

remdesivir en pacientes con COVID-19 se origin6 en Estados Unidos y se opto por utilizar este

antiviral por la similitud entre el virus del ébola y el virus del COVID-19. El paciente era un

hombre de 35 afios con antecedentes de hipergliceridemia y presentando un cuadro de neumonia

severa. El paciente permanecid estable durante los primeros 6 dias de su ingreso, la enfermedad

progreso con fiebre persistente y la necesidad de administrar oxigeno. Remdesivir se administrd
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al séptimo dia de la admisién, observando una mejoria clinica significativa en las siguientes 24
horas (21). Otro caso fue un hombre de 40 afios, previamente sano, hospitalizado e intubado tres
dias después del inicio de sintomas COVID-19. Se solicité el uso de remdesivir en combinacion
con hidroxicloroquina y setenta horas después de iniciar el tratamiento, el paciente fue extubado
con éxito. Posterior a los resultados de estos casos, se han realizado estudios sobre el uso de
remdesivir en pacientes COVID-19 (22).

El 2 de diciembre de 2020 se presentd una pre-publicacion de resultados del estudio llamado
Solidarity Therapeutics Trial, un estudio coordinado con la Organizacion Mundial de la Salud, en
donde participaron 450 hospitales de 30 paises. Un total de 11, 330 adultos hospitalizados por
COVID-19 fueron escogidos aleatoriamente para recibir tratamiento, de los cuales 2, 750 pacientes
fueron asignados para recibir remdesivir. Los resultados arrojaron que este farmaco tuvo poco o

ningun efecto en los pacientes hospitalizados con COVID-19 (38).

A pesar de los resultados de Solidarity Therapeutics Trial publicados a través de la OMS, en tiempo
mas recientes se han realizado estudios donde corroboran una actividad in vitro e in vivo del
remdesivir ante el SARS CoV-2. Uno de los estudios realizados para analizar la actividad y la
eficacia del remdesivir ante el SARS CoV-2, es el titulado “Remdesivir in Coronavirus Disease
(COVID-19) treatment: a review of evidence”, elaborado por Hui Xian Jaime Lin, Sanda Cho,
Veeraraghavan Meyyur Aravamudan, Hnin Yu Sanda, Raj Palraj, James S. Molton y Indumathi
Venkatachalam en el afio 2021. En mencionado estudio, se administro el antiviral remdesivir en
pacientes hospitalizados por COVID-19, demostrando en sus resultados que el farmaco acorta el
tiempo de recuperacion de los pacientes y disminuye la presencia de complicaciones asociadas a
COVID-19 (39).

Como se ha mencionado anteriormente, el disefio y desarrollo de fArmacos es un proceso complejo
en el cual se requiere una gran inversion de recursos. Por este motivo, la quimica computacional
ha sido una herramienta Util en el estudio de farmacos y sus interacciones con el virus a tratar. A
la fecha se han realizado algunos estudios de simulaciones utilizando mecanica y dinamica
molecular para el analisis de diferentes complejos farmaco-virus. En el 2017 y 2018 se publicaron
dos articulos titulados “Descubrimiento y desarrollo de firmacos: un enfoque computacional” y

“Disefio de farmacos asistido por computadora: cuando la informatica, quimica y el arte se
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encuentran”. En ambos articulos se realiza un analisis y una discusion sobre los principales
métodos y técnicas computacionales auxiliares en el proceso de disefio y modelado molecular.
Estos estudios brindan informacion sobre la diversidad de métodos computacionales y como estos
optimizan el tiempo y los recursos en el estudio, disefio y desarrollo de farmacos (29) (28).

Aplicar la quimica computacional para el estudio de farmacos candidatos para el tratamiento de
pacientes COVID-19 ha sido una aportacion significativa en la busqueda de farmacos eficaces para
el SARS CoV-2. Rohan Narkhede, Rameshwar Cheke, Jaya Ambhore, Sachin Shinde en su
investigacion titulada como “The molecular docking study of potential drug candidates showing
anti-COVID-19 activity by exploring therapeutic targets of SARS CoV-2”, estudiaron las
interacciones moleculares entre farmacos candidatos para el tratamiento de la enfermedad COVID-
19 utilizando un analisis de acoplamiento molecular entre farmacos oseltamivir, ritonavir,
remdesivir, ribavirina y favipiravir con el virus SARS CoV-2. Las técnicas de estudio y analisis
utilizadas en esta investigacion, brinda informacion especifica sobre la energia de enlace en
acoplamientos moleculares, permitiendo determinar la afinidad de los farmacos con el virus SARS
CoV-2 (40).

Asi mismo, en junio de 2020 la revista Science publico un articulo titulado “Structural basis for
inhibition of the RNA-dependent RNA-polymerase from SARS CoV-2 by remdesivir” en donde
no solo establecen una metodologia clara y reproducible sobre el estudio del remdesivir y el SARS
CoV-2 utilizando guimica computacional, sino que también proporciona informacién de interés
sobre las propiedades fisicoquimicas del complejo farmaco-virus comparables con resultados
experimentales obtenidos en laboratorio (41).

Entonces, existen antecedentes de los farmacos que a la fecha han demostrado ser eficaces ante el
SARS CoV-2, entre ellos el remdesivir y de igual manera existen antecedentes de que la quimica
computacional es una herramienta Util en el estudio de los complejos farmaco-virus, pues estos

permiten realizar estudios detallados con una inversién significativamente menor de recursos.
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I11.DELIMITACION DEL OBJETO DE ESTUDIO

11.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y PREGUNTA DE
INVESTIGACION

La pandemia global causada por el virus SARS-CoV-2 inicio en diciembre 2019 y a la fecha ha
causado un total de 6, 510, 063 defunciones incluidas en los 607, 318, 650 casos positivos para
COVID-19 (1). Estas cifras han posicionado la enfermedad causada por el virus SARS-CoV-2

como una de las principales causas de muerte a nivel mundial en los tltimos 3 afios (2).

Como respuesta ante la emergencia sanitaria, varios paises han incluido una gran variedad de
farmacos en sus protocolos de tratamiento contra el SARS-CoV-2 desconociendo su eficacia, su
interaccion molecular con el virus y sus posibles efectos secundarios. Estos farmacos han sido
incluidos por su eficacia ante otras enfermedades como la malaria o enfermedades autoinmunes,
sin embargo, al ser administrados desconociendo su interaccion o su mecanismo de accion
especifico contra el virus SARS-CoV-2, han causado efectos secundarios como alteraciones

hepaticas, gastrointestinales, cardiovasculares y reacciones cutaneas (3).

Actualmente se cuenta con evidencia de que el farmaco Remdesivir interviene en la replicacion y
transcripcion viral del virus SARS-CoV-2 (4), sin embargo, se desconocen aquellas propiedades
fisicoquimicas a nivel molecular que dan la eficacia del antiviral ante el virus. Por lo anterior,
surge la necesidad de realizar caracterizaciones fisicoquimicas de las interacciones entre farmacos
efectivos, como el remdesivir, contra el virus SARS-CoV-2. Para lo cual, se plantea la siguiente

interrogante de investigacion:

¢Es posible identificar y caracterizar de manera fisicoquimica los sitios activos del ensamble
Remdesivir-SARS-CoV-2 a través de Teoria de Funcionales de la Densidad (DFT) con la finalidad

de describir aquellas caracteristicas que brindan la propiedad antiviral al farmaco Remdesivir?
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11.2. HIPOTESIS

Para dar respuesta ante la interrogante mencionada en el apartado anterior, se plantea la siguiente
hipotesis:

La descripcion fisicoquimica computacional accesible por medio de Teoria de Funcionales de la
Densidad (DFT), es capaz de identificar y caracterizar los sitios activos responsables del auto
ensamble Remdesivir-SARS-CoV-2.
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11.3. OBJETIVOS

En la presente seccion se expone el objetivo general de la investigacion, de la cual parten tres

objetivos especificos a cumplir a lo largo de toda la investigacion.

111.3.1.0BJETIVO GENERAL

Crear una metodologia de caracterizacion fisicoquimica computacional capaz de identificar las

interacciones electronicas que otorgan la propiedad antiviral del farmaco Remdesivir frente al

SARS-CoV-2.

111.3.2.0BJEIVOS ESPECIFICOS

Generar y difundir informacion fisicoquimica del Remdesivir, SARS-CoV-2
y del auto ensamble de ambos.
Proponer una metodologia aplicable a futuros estudios de farmacos

antivirales utilizando quimica computacional.
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IV.JUSTIFICACION

Desde el inicio de la pandemia global causada por el virus SARS-CoV-2, la comunidad cientifica
ha logrado aislar, secuenciar, identificar el virus, desarrollar pruebas para su diagndstico e incluso
el desarrollo de diferentes tipos de vacuna para su prevencion, sin embargo, permanece la incognita

sobre el tratamiento adecuado para la enfermedad COVID-19.

Durante emergencias sanitarias, sistemas regulatorios de medicamentos como la U.S. Food and
Drug Administration (FDA por sus siglas en ingles) en Estados Unidos de América, la Agencia
Europea de Medicamentos (EMA por sus siglas en ingles) en la Unién Europea, y la Comision
Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) en México, pueden brindar

autorizaciones para el uso de emergencia a farmacos que ain no han sido aprobados.

Dicho lo anterior, una gran variedad de farmacos ha sido incluidos en protocolos de tratamiento
desconociendo la interaccion con el virus y sus posibles efectos secundarios (10), sin embargo,
para dar una respuesta rapida ante el alza de contagios y defunciones, fueron incluidos por su

eficacia ante otras enfermedades causadas por virus similares al SARS-CoV-2.

El primer farmaco antiviral en ser autorizado para su uso de emergencia en pacientes COVID-19,
fue el Remdesivir en enero de 2020 por la FDA (42), en julio de 2020 por la EMA (43) y en marzo
2021 por la COFEPRIS (44). A pesar de que el Remdesivir demostrd actividad antiviral in vitro e
in vivo contra SARS CoV-1, SARS-CoV-2, MERS-CoV y betacoronavirus relacionados (12).

Se debe tomar en cuenta que el disefio y el desarrollo de farmacos es un proceso bastante complejo
que requiere una fuerte inversion de recursos (aproximadamente de 10 a 15 afios con una inversion
de millones de ddlares) (18). Al enfrentarse a una pandemia, estos recursos suelen ser imposibles

para dar una respuesta rapida ante la emergencia sanitaria a nivel mundial.

Para esta investigacion se utilizaron bases de datos de libre acceso, softwares de uso libre y un
software con la licencia previamente obtenida. A pesar de que los estudios de quimica
computacional requieren una inversion de recursos inicial para el equipo de computo adecuado,

no se requiere una inversion para equipo de laboratorio, muestras animales o humanas, reactivos
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ni cultivos virales o bacterianos por lo que las condiciones de este estudio aportaron de manera

oportuna a la viabilidad de esta investigacion.

La pertinencia de este estudio parte del uso de tecnologias disponibles para la solucion de
problemaéticas actuales, en este caso la quimica computacional, para el estudio molecular del
antiviral Remdesivir y la generacion de la informacién sobre aquellas caracteristicas

fisicoquimicas que le dan la eficacia antiviral a este farmaco.
Los resultados generados a través de este estudio pueden aportar informacién Gtil en dos rubros:

e Conocer las propiedades fisicoquimicas que dan la eficacia antiviral podria brindar
informacion de relevancia para el desarrollo de fArmacos con la misma actividad antiviral.
e La metodologia sugerida en esta investigacion puede ser utilizada para el estudio de

farmacos anélogos.

Durante una pandemia, los sistemas de informacion juegan un papel importante para brindar
informacidn necesaria y clave para la toma de decisiones, futuros estudios, adecuacion de politicas
y generacion de antecedentes de relevancia. Por lo tanto, la informacion generada puede beneficiar
a la comunidad cientifica para futuros estudios sobre farmacos que puedan utilizarse en pacientes
COVID-19 y contribuir con la disminucion de defunciones y complicaciones generadas por esta

enfermedad.
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V. MATERIALES Y METODOS

V.1. DISENO DEL ESTUDIO

La presente investigacion se realizé empleando informacion confiable publicada por medio de
articulos cientificos indizados como JCR, asi como empleando bases de datos moleculares. Los
métodos experimentales referian sus conclusiones empleado una serie de variables de
espectroscopia y cristalografia. Al tomar como punto de partida los resultados mencionados es que
es posible iniciar con la creacion de quimica computacional por medio de algoritmos
implementados en diversos softwares de calculos ab-initio (36). El estudio se basa en disefio y
andlisis molecular basados en la optimizacion geométrica para después crear medibles quimicos.
Para ir méas alla de los medibles estandar, se llevaron a cabo calculos de acoplamiento molecular
o docking. La metodologia propuesta busca describir desde el estado mas basico correspondiente

a las moléculas en estado gaseoso y aisladas, hasta las interacciones contra la proteina blanco.

V.2. MOLECULAS DE ESTUDIO

Utilizando la base de datos de libre acceso PubChem (45), se realiz6 la busqueda y posterior
descarga de las distintas estructuras moleculares del farmaco Remdesivir, estructuras
correspondientes a su ruta metabolica propuesta por Hu, et al. (25) (Figura 8). Si bien la
molécula reportada como activa es conocida, ain hay controversia en alguna de las etapas
moleculares que también tienen accion farmacolégica contra la proteina blanco del SARS-CoV
2.
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Figura 8 Estructuras moleculares correspondientes a la ruta metabdlica del antiviral Remdesivir, descargadas desde la base de
datos de libre acceso PubChem. Fuente: elaboracion propia.

Respecto a la proteina mencionada del virus SARS-CoV 2, se realizé la busqueda y descarga del

Nucleotido trifosfato
(RTP)

C
C C
Remdesivir (RDV) RM-442 N“c'e"“‘(il‘;l\l)fl‘:)“"f““"m Nucledsido de RN (RN)

cddigo 7BV2 empleado la base Protein Data Base (PDB) (46) (Figura 9). De las diversas

opciones reportadas en la base de datos, la considerada como gold estandar o referencia mas

confiable es la que se calcula a partir de la cristalizacion de la proteina, seguida de difraccion de

rayos X Yy el ajuste tedrico/computacional.

Figura 9 Estructura viral SARS-CoV-2 (c6digo PDB: 7BV2) descargada desde la base de datos de libre acceso Protein Data
Base. Fuente: elaboracion propia.
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V.3. TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS

Hardware. Los calculos computacionales fueron realizados en una computadora de escritorio con
un procesador i-7 de octava generacion con 32 GB en RAM Yy tarjeta de video dedicada Nvidia
GTX-1080 Ti con 3584 nlcleos CUDA. El equipo de trabajo empleado es parte del laboratorio de
Fisica Quimica Computacional de la Facultad de Medicina y Ciencias Biomedicas de la
Universidad Auténoma de Chihuahua. Para los calculos que requirieron de mayor capacidad de
coémputo, se utilizé un servidor via remota ubicado en el Laboratorio Nacional de Supercomputo

del Sureste de México.

Software. Los calculos empleados correspondieron a diversos niveles de teoria. Para el nivel teoria
mas general 0 basico se empled Tinker el cual emplea fisica clasica unido a datos empiricos o
experimentales bajo la metodologia Force Field. Tinker es un software de uso libre ejecutable en
Linux y con capacidad de realizar célculos en paralelos. El célculo inicial correspondié un mapeo
energia-estructura del Remdesivir. Los parametros del célculo fueron utilizando un modelo de
force field universal y el calculo inicial de interacciones electroestaticas y las de Van der Waals
fueron basadas en el atomo aislado. El segundo grupo de calculos a nivel de Force Field
correspondi6 a la optimizacidon energética de la estructura, utilizando como pardmetros de
optimizacion una convergencia estructural con energia de 2x10-5 kcal/mol, 0.5 kcal/mol/A y
desplazamiento maximo de 1x10-5 A con un maximo de 5000 iteraciones. El modelo de force field
utilizado fue Universal y el célculo inicial de interacciones electrostaticas y las de Van der Waals

fueron basadas en el 4tomo aislado.

El segundo nivel de calculos fue empleando e software FHI-aims, el cual corresponde a la categoria
de célculos por medio de Teoria de Funcionales de la Densidad (DFT). Es debido a los calculos
por medio de DFT que se pueden incluir interacciones de largo alcance &tomo-atomo, lo que no es
posible en el nivel de teoria previo. La metodologia por seguir para la inclusion de interacciones
de largo alcance, entre las que sobresalen las de van der Waals es por medio de la aproximacion
Tkatchenko-Scheffler (TS) para atomo dentro de una molécula. El aporte energético de Van der
Waals por este esquema se ve reflejado en el calculo final de DFT, siendo una suma de pares de

electrones que cono representa un alto costo computacional. La precision de la aproximacion TS
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ha demostrado mejorar la precision de los resultados en una gran variedad de moléculas en niveles

de precios de 0.1 eV.

El Gltimo paso de la metodologia corresponde al uso de los softwares Chimera y AutoDock Vina
Suite, ambos de uso libre. Las tareas realizadas en ellos es la del ensamble molecular o docking;
este proceso consiste en evaluar los sitios de enlace quimico en diferentes orientaciones de la
molécula Remdesivir-SARS-CoV-2. El criterio energético es el que permite concluir cuales son
los sitios preferenciales de unién. Para ello. las diferentes estructuras moleculares del Remdesivir
y el virus SARS-CoV-2, fueron cargados al software USCF Chimera para eliminar residuos tales
como agua, metales, iones, ligandos que no sean de interés para el sistema y cadenas repetidas en

caso de existir.

Teniendo las estructuras moleculares del Remdesivir puras se cargaron en el software AutoDock
Tools como moléculas y se cargd la estructura molecular del virus SARS-CoV-2 pura como
ligando. Las moléculas fueron preparadas para el acoplamiento agregando hidrégenos no polares,
uniendo los hidrogenos y afiadiendo cargas Kollman, mientras que el ligando fue preparado
agregando hidrogenos (polares y no polares), uniendo hidrégenos y agregando cargas Gasteiger.
Una vez preparadas las moléculas y el ligando, se utilizaron los componentes AutoDock Grid y
AutoDock 4 para realizar el acoplamiento molecular entre el antiviral Remdesivir y el virus SARS-
CoV-2 involucrando la triada catalitica como sitios de unién (SER 759, ASP 760 y ASP 761).

Este mismo proceso se realizd cuatro veces distintas para cada una de las estructuras del
Remdesivir de la Figura 8, obteniendo como resultado cuatro complejos Remdesivir-SARS-CoV-

2. El procedimiento descrito se muestra a manera de diagrama en la Figura 10.
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Descarga de estructura viral
( Protein Data Bank)

i
Optimizacién geométrica por
Descarga de estructuras de medio de Force Field (Tinker)
Remdesivir (PubChem) l
L, . Limpieza: Seleccién proteica
Optimizacion geométrica por (Chimera)
medio de Force Field (Tinker)
l’ DockPrep: + H’s polares,
Optimizacion geométrica por Acoplamiento molecular union de H’s no polares, +
medio de DFT (FHI-aims) (AutoDock Vina Suite) cargas Kollman
l l (AutoDock Vina Suite)

Post procesamiento a partir de
la estructura electréonica

!

Anilisis de resultados

Anilisis de resultados

Figura 10 Diagrama flujo del proceso

V.4. CONSIDERACIONES ETICAS

En la presente investigacion se emplearon modelos computacionales de farmacos y modelos
computacionales de virus, no involucro el uso de muestras humanas, muestras animales,
productos quimicos ni productos bioldgicos, por lo que no se requirié una autorizacion por parte

de un comité de ética.
El protocolo con el numero asignado CI-026-21 fue aprobado por el Comité de Investigacién de

la Facultad de Medicina y Ciencias Biomédicas.
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VI.RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos por medio de quimica computacional son mostrados en funcion de los

tres niveles de teoria empleados a lo largo de los analisis.

La energia de atomizacion corresponde a la energia de todos los enlaces més la energia de
deformacion o torsion de pares de los enlaces, en la Figura 11 Energia de atomizacion para las
moleculas correspondientes a la ruta metabolica del Remdesivir utilizando los tres niveles de teoria PBE,
B3LYP y M06.se muestra una grafica representativa de las energias de atomizacion para las cinco

moléculas de Remdesivir, obtenidas con los tres niveles de teoria PBE, B3LYP y MO6.

ENERGIA DE ATOMIZACION
—PBE —B3LYP MO06
-150
=200 —
% —
& 2250
ﬁ r—— [ ]
e -300
=
S -350
-400
-450 _
RDV RMP-442 RMP RTP RN

Figura 11 Energia de atomizacion para las moleculas correspondientes a la ruta metabolica del Remdesivir utilizando los tres
niveles de teoria PBE, B3LYP y MO06.

Con respecto a la Figura 11 Energia de atomizacion para las moleculas correspondientes a la ruta
metabolica del Remdesivir utilizando los tres niveles de teoria PBE, B3LYP y M06.la tendencia fue el de
mayor energia para M06 con color naranja, mientras que el de menor energia (el que se encuentra
mas abajo) fue PBE con color verde. El més preciso respecto a las bases de moléculas de referencia

ha sido MO06, por ende, el funcional PBE sobreestima el valor de energia de atomizacién. La mayor
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variacion entre energias de atomizacion fue para PBE en la molecula RDV con un 4%, mientras
que el sistema con menos variacion de energia fue para la molecula de RTP, en donde el nivel de

teoria PBE sobreestimo el valor de energia solo en 0.1%.

Al obtener los orbitales moleculares (mostrados en la Figura 12), se logré determinar diferentes

medibles quimicos.

La Figura 12 corresponde a los orbitales moleculares de las cinco moléculas de Remdesivir con
el funcional M06 sin solvente. De los orbitales moleculares y la energia de cada uno de ellos,
debemos resaltar el orbital HOMO (Highiest Occupied Molecular Orbital), el cual indica en donde
se encuentra el par de electrones que puede ceder la molecula con mayor facilidad y el orbital de
LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbital) el cual es el orbital que indica el lugar en donde

la molecula puede aceptar electrones con mayor facilidad.

En la Figura 12 se puede observar la distribucion electronica representada por las nubes de color
rojo para un spin y de color azul para otro spin. Estas nubes indican en donde existe una mayor
probabilidad de formar un nuevo enlace, especificamente en el orbital LUMO y la energia que se
requiere para ello. De las energias de los orbitales HOMO y LUMO, podemos determinar la

energia GAP, la cual indica la energia necesaria para formar un nuevo enlace.

RDV RMP-442 RMP RTP
& »
: w834 1 e
> e } v
LUMO LUMO LUMO LUMO LUMO
-1.4394 ¢V -1.2571 eV -1.8422 eV -2.6150 eV -1.9020 eV
52573 eV 4.1906 eV 51619 eV 42068 eV 5.1865 eV
HOMO HOMO HOMO HOMO HOMO
-6.6967 eV -5.4477 eV -7.0041 eV -6.8218 eV -7.0885 eV
£ g .
&(y‘\ ¢ N ¢ &

Figura 12 Orbitales moleculares con el funcional M06 y sin solvente.
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Las moléculas de Remdesivir con una menor energia GAP corresponden a RMP-442 y RTP. De
la molecula RMP-442 se observa en el orbital LUMO, que su distribucidn electronica se concentra
de lado izquierdo de la molecula, mientras que para RTP se concentra de lado derecho de la
molecula. El orbital LUMO nos indica en donde la molecula puede aceptar electrones, por ende,
para la molecula de RMP-442 se esperaria que pudiera ocurrir un nuevo enlace de lado derecho y

de lado izquierdo para la molecula de RTP.

En la Figura 13 se muestran las moléculas con el funcional MO06 pero con solvente y se puede
observar un cambio importante en las zonas que ocupan los orbitales HOMO-LUMO al agregar
un solvente. El solvente en este codigo se refiere a crear de manera artificial el campo eléctrico

que formarian moléculas de agua si estuvieran alrededor de la molecula.

RDV RMP-442 RMP RTP RN
¥4 :
» | e p TPy
Vet <%, . i o [
S TN :

LUMO LUMO LUMO LUMO LUMO
-1.3850 eV -1.60 eV -1.6054 eV -1.6136 eV -2.5905 eV
53008 eV 3.7769 eV 52192 ¢V 5.2082 eV 42876 eV

HOMO HOMO HOMO HOMO HOMO
-6.6858 eV -5.3769 eV -6.8246 eV 6.8218 eV -6.8871 eV

T I

Figura 13 Orbitales moleculares con el funcional M06 y solvente.

Puesto que los orbitales cambian, se puede deducir que la metodologia para usar el Remdesivir si
debe incluir al solvente puesto que es sensible a este, de lo contrario estarian tomandose en cuenta
orbitales de la fase gaseosa en un sistema acuoso. Optimizar la molecula, empleando solventes da
variaciones pequefias con respecto a la fase gaseosa, alrededor del 1% en la geometria, pero es

importante para la estructura electronica, es decir, en los orbitales moleculares. Los resultados
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experimentales nos indican que la molecula RTP es la molecula que funciona como farmaco activo
y que la parte trifosfato es la que participa en la union con el virus. En la Figura 13 podemos
observar especificamente en el orbital LUMO correspondiente a la molecula de RTP, que en efecto
la parte trifosfato que corresponde al lado izquierdo de la molecula, es en donde se puede crear un

nuevo enlace.

Por ultimo, se muestra un resumen de los acoplamientos moleculares (Figura 14).

Estructura Resultados del docking (en electrén Volts)

Nombre de la molécula energéticamente Docking farmaco + virus
minimizada Energia de Eficiencia de Energia Energia Energia Energia no

union ligando electroestatica interna total torsional ligada

<
o o R *
Remdesivir (RDV) “’\ﬁ ¢ -4.83 -0.12 -0.15 -5.26 5.07 -5.26
. 3
<
¢
.

Nucleétido monofosfato

-3 - - 3 3 2 3

(RMP) 3.94 0.16 0.73 40. 63 2.68 40.63

Nucleétido trifosfato (RTP) 5.37 0.16 045 3.62 4.4 3.62
Nucledsido de RN (RN) 4.3 0.2 0.21 2.1 1.79 2.1

Figura 14 Resultados energéticos del acoplamiento molecular Remdesivir-SARS-CoV-2.

De la Figura 14 resalta la molecula RTP ya que resulto ser la de menor energia de union y por
ende, la unién mas sencilla de que se lleve a cabo. De igual manera, esta estructura molecular
resulto con la menor energia de eficiencia de ligando. Estos resultados corroboraron los resultados
experimentales que determinan a la estructura RTP como el farmaco activo. A pesar de que la
estructura RMP obtuvo una energia de ligando igual a la de RTP (-0.16 eV), esta estructura no
puede ser considerada como ideal ya que resulto con una energia interna total de 40.63 eV lo cual

hace imposible que exista en condiciones normales puesto que es una energia muy elevada.
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Actualmente existen muy pocos antivirales aprobados por instituciones reguladoras para ser
administrados a pacientes COVID-19, lo que demuestra la necesidad de continuar los esfuerzos
por estudiar y desarrollar farmacos potenciales para el tratamiento de esta enfermedad. Los
resultados de este estudio o desarrollo de farmacos con propiedades fisicoquimicas similares al
Remdesivir o bien, se puede utilizar la metodologia propuesta para el estudio de farmacos analogos

y determinar su posible interaccién molecular con el virus SARS-CoV-2.

Cabe mencionar que el virus SARS-CoV-2 ha tenido diversas mutaciones desde su inicio en 2019
a la fecha, lo que se traduce en cambios estructurales de variante a variante, sin embargo, el
antiviral Remdesivir ha demostrado a través de estudios in vitro, ser eficaz con las diferentes
variantes del SARS-CoV-2 que han surgido a la fecha (47). A pesar de esta eficacia, existe la
posibilidad de que alguna mutacion modifique estructuralmente el virus de tal manera que los
farmacos que actualmente son eficaces dejen de serlo. Por lo tanto, se propone estudiar o
desarrollar nuevos farmacos con diferente mecanismo de accion o con dianas diferentes al

Remdesivir.
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VI.1. TESIS

La enfermedad causada por el coronavirus conocido como SARS-CoV-2 se posiciono como una
de las principales causas de muerte desde finales del 2019 al 2021. Actualmente tres antivirales,
incluyendo el Remdesivir, se encuentran aprobados por diferentes agencias regulatorias
comprobando su eficacia ante el virus SARS-CoV-2 pero a la fecha, se desconocen aquellas
propiedades moleculares que brindan esta eficacia. La presente investigacion tiene como objetivo
el crear una metodologia de caracterizacion fisicoquimica computacional capaz de identificar las
interacciones electronicas que otorgan la propiedad antiviral del farmaco Remdesivir frente al
SARS-CoV-2.

Se realizo la optimizacion geométrica y la obtencion de la energia de atomizacion de las estructuras
moleculares correspondientes a la ruta metabolica del Remdesivir, utilizando tres niveles de teoria
distintos (PBE, B3LYP y M06). Utilizando las estructuras obtenidas con M06 se obtuvieron los
orbitales moleculares y sus energias de cada estructura para determinar la distribucion electrénica
y la energia que se requiere para la creacion de nuevos enlaces. Finalmente, se obtuvieron
diferentes medibles energéticos a partir del acoplamiento molecular entre el Remdesivir y el virus
SARS-CoV-2.

Los resultados obtenidos permitieron determinar que la estructura molecular correspondiente al
Remdesivir Trifosfato (RTP) corresponde a la estructura molecular que representa la de mayor
estabilidad y la que posee las condiciones electronicas mas favorables para que se lleve a cabo la
unién farmaco-virus. De igual manera, los resultados obtenidos de manera computacional pueden
ser comparables y corroborar los resultados obtenidos de manera experimental. De tal manera, que
de acuerdo con la hipotesis, es posible crear una metodologia que permita obtener medibles
computacionales con la finalidad de identificar aquellas caracteristicas fisicoquimicas que brindan

la propiedad antiviral al farmaco Remdesivir.
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VIl. CONCLUSIONES

Con base a la hipotesis establecida al inicio de la investigacion, se puede concluir que los medibles
computacionales obtenidos por medio de la Teoria de Funcionales de la Densidad (DFT) permiten
caracterizar y describir de manera fisicoquimica el antiviral Remdesivir y su ensamble
Remdesivir-SARS-CoV-2. De esta manera, se puede realizar una aportacion en la metodologia
utilizada en la presente investigacion para futuros estudios de farmacos analogos al Remdesivir, 0
bien, contribuir en el estudio y desarrollo de fA&rmacos potenciales para el tratamiento de COVID-
19.
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