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ABSTRACT

Enormous efforts have been made worldwide to generate therapeutic options
to prevent the transmissibility of the SARS-CoV-2 and reduce its replication
in humans. Currently, the emergence of new variants of the virus is of great
concern because the evolution of the viral genome and the inherent mutations
introduced in the viral proteins could decrease the effectiveness of the first
line therapeutic agents used to prevent and treat COVID-19. The present
study evaluated the susceptibility of two important pharmacological drug
targets of SARS-CoV-2, the major protease (MP) and the RNA-dependent
RNA polymerase (RdRp), to suffer point mutations that could produce
resistance to inhibitors of these enzymes. The results showed that the
residues that contour the inhibitor binding site in RdRp are extremely
conserved between the different RNA virus species. This suggests the RdRp
enzyme has a low probability to suffer mutation that could confer resistance
to therapeutic drugs, such as Remdesivir, an FDA approved compound to
treat COVID-19. In contrast, we observed that the MP™ enzyme could
undergo up to ten-point mutations in the active site, which is the binding site
of several experimental drugs under development, such as Carmofur and N3.
Molecular docking analysis showed that the presence of single point
mutations in the MP™ active site produces an increase in the binding affinity
of carmofur, probably due to the small size and high flexibility of this
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molecule. However, the Prol168Ser and Alal91Val mutations significantly
decrease the affinity of N3 binding to MP™, suggesting the possible
emergence of resistance to this drug. These results could help to anticipate
the effect of different mutations on the way MP® inhibitors bind to the
enzyme, and design new inhibitors that address the effect of resistance.

Keywords: SARS-CoV-2, M, RdRp, homology, mutations, docking.

RESUMEN

A nivel global se han llevado a cabo enormes esfuerzos para generar
opciones terapéuticas que permitan prevenir la transmisibilidad del virus
SARS-CoV-2 y disminuir su replicacion en el huésped. En la actualidad, el
reporte constante de nuevas variantes del virus es causa de grandes
preocupaciones debido a que la inclusion de mutaciones en las proteinas
virales podria disminuir la efectividad de los agentes terapéuticos
encontrados. El presente estudio evalud, mediante un analisis de homologia
de secuencia, la susceptibilidad a mutaciones de dos de las principales dianas
farmacoldgicas del SARS-CoV-2, la proteasa principal (MP®) y la ARN
polimerasa ARN-dependiente (RdRp). Este analisis permiti6é determinar que
el sitio de unién de inhibidores en RdRp se encuentra extremadamente
conservado a través de diferentes especies de virus de ARN, lo que sugiere
una baja probabilidad de mutacion y surgimiento de resistencia a farmacos,
como Remdesivir, que actian sobre esta diana. Por otra parte, se determin6
que MP™ podria suftrir hasta diez mutaciones puntuales en el sitio activo, el
cual constituye el sitio de union de los farmacos experimentales, Carmofur
y N3. Ensayos de acoplamiento molecular permitieron determinar que la
presencia de mutaciones puntuales produce un incremento en la afinidad de
Carmofur por la enzima, probablemente debido al pequefio tamafio y elevada
flexibilidad de esta molécula. Sin embargo, las mutaciones Prol68Ser y
Alal91Val disminuyen significativamente la afinidad de unién de N3 en
MP " lo cual sugiere la posible aparicion de resistencias hacia esta droga.
Estos resultados permiten anticipar el efecto de diferentes mutaciones en el
modo en el que actian potenciales inhibidores de MP® y asi disefiar
racionalmente nuevos inhibidores que puedan sobrellevar el efecto de
resistencia a estos fAirmacos.

Palabras clave: SARS-CoV-2, MP® RdRp, homologia, mutaciones,
docking.
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1. INTRODUCCION

A finales de 2019 emergié en Wuhan-China una enfermedad respiratoria humana desconocida,
la cual fue designada mas tarde por la OMS como COVID-19 (OMS/OPS, 2020). Se descubrio
que esta enfermedad es causada por un nuevo coronavirus identificado como SARS-CoV-2.
En Marzo del 2020, la COVID-19 fue declarada pandémica debido a su rapida propagacion
alrededor de todo el mundo (Gao et al., 2020), mostrando tasas de mortalidad asociada que
fluctuan entre 0,1 a mas del 25% dependiendo del pais (Ahammed et al., 2021). A nivel global,
se han realizado enormes esfuerzos para desarrollar una vacuna que permita inmunizar a toda
la poblacion o gran parte de ella en el menor tiempo posible y a gran escala. Hasta el momento
se cuenta ya con 10 vacunas aprobadas por la OMS (OMS, 2022) que, a pesar de las
limitaciones en su administracién, han ayudado significativamente a reducir las tasas de
contagio. No obstante, ademds de la prevencion de la transmision del virus, son necesarios
agentes terapéuticos que permitan detener el avance de la enfermedad tras su entrada al
huésped.

En este contexto, se ha explorado el genoma y biologia del SARS-CoV-2 ¢ identificado su
ciclo de vida luego de la infeccidn, proceso que involucra varias etapas. Dentro de estas etapas
se pueden establecer proteinas estructurales y no estructurales que son potenciales dianas
farmacologicas (Guy, DiPaola, Romanelli, & Dutch, 2020) *(Gervasoni et al., 2020). Tal es el
caso de la proteina de la capside, mediadora de la primera interaccion del virus con el
organismo hospedero, y las proteinas de la maquinaria del complejo de
replicacion/transcripcion (RTC). Las enzimas que componen el RTC son procesadas mediante
proteasas, con el fin de generar proteinas efectoras funcionales (Pastrian-Soto, 2020), donde
destaca la accion proteolitica de MP™. Otro componente clave del RTC es la enzima ARN
polimerasa ARN-dependiente (RdRp), responsable de un paso fundamental en el proceso
infeccioso, pues cataliza la sintesis de nuevo ARN gendmico viral (Gao et al., 2020).

En la actualidad, una de las aproximaciones mas prometedoras para desarrollar fArmacos
contra la COVID-19 es la reutilizacion de medicamentos que han sido disefiados para tratar
otras afecciones. Entre estos compuestos estan N3 y Carmofur, inhibidores selectivos de la
enzima MP" de virus como el SARS-CoV (Jin, Du, Xu, Deng, Liu, Zhao, Zhang, Li, Zhang,
Duan, et al., 2020). Otros compuestos que presentan actividad de inhibicién de la MP™, como
los antivirales, ritonavir y lopinavir, y los antifingicos, fuconazol e itraconazol. También se ha
ensayado la actividad de varios antinematodos, antiprotozoarios € incluso productos naturales

pro

como la curcumina contra MP™ (Das, Sarmah, Lyndem, & Singha Roy, 2021). Asi mismo, se
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ha logrado determinar que la hidroxicloroquina, ritonavir, favipiravir y remdesivir, entre otras
moléculas, ejercen algin grado de actividad antiviral sobre la polimerasa RdRp, inhibiendo la
replicacion del virus (Kumar, Zhi, Mukherji, & Gerth, 2020). Dada la gran amenaza que
representa la COVID-19 para la humanidad, la FDA ha autorizado el uso de emergencia de
medicamentos como Paxlovid (Nirmatlevir y ritonavir), Molnupiravir, Sotrovimab, Veklury
(Remdesivir), Bebtelovimab, Tocilizumab, entre otros, que actiian sobre diferentes targets del
virus (Murdock, 2022).

Unas de las principales preocupaciones a las que la comunidad cientifica se enfrenta hoy
en dia son las numerosas variantes del SARS-CoV-2 que se han reportado alrededor de todo el
mundo. Debido a que tanto vacunas como farmacos actian sobre dianas especificas del virus,
se ha demostrado que las alteraciones en el genoma viral pueden disminuir la efectividad de
los agentes terapéuticos (Gadge, Kapare, & Gaikwad, 2022). Ademas, el uso continuo de
ciertos farmacos puede propiciar la seleccion de variantes del virus resistentes a los farmacos
de primera linea contra la COVID-19. Es por esto que es crucial anticipar cuéles serian los
efectos de las mutaciones sobre el modo de union de distintos inhibidores a sus targets. En el
presente estudio se evalud la susceptibilidad a mutaciones que pueden presentar dos de las
dianas farmacologicas mas relevantes del virus causante de la COVID-19, MP* y RdRp, asi
como el efecto que podrian tener estas alteraciones sobre la afinidad de inhibidores de estas

enzimas.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Secuencias nativas de MP™ y RdRp del SARS-CoV-2

Las secuencias nativas de las enzimas MP™ y RdRp del SARS-CoV-2 fueron obtenidas de la
base de datos de UniProt (Consortium, 2019) a partir de la secuencia de la replicasa pplab
(c6digo PODTC1), donde MP™ corresponde a la region comprendida entre los residuos 3264-

3564, mientras que RdRp se encuentra entre las posiciones 4393-5324.

2.2. Analisis de homologia de secuencia de MP™y RdRp del SARS-CoV-2

El analisis de homologia de secuencia de MP™ y RdRp se llevo a cabo mediante la herramienta
BLAST de UniProt. Los pardmetros de buisqueda se mantuvieron en los valores preestablecidos
por defecto, a excepcion de la opcion “Hits” para la cual se selecciond 50. Posteriormente se
analizaron los datos desplegados de acuerdo con su Score (puntuacion de alineamiento) y el
porcentaje de identidad de secuencia. Ademas, se descargaron las secuencias de las enzimas

homologas en formato FASTA para la construccion de alineamientos multiples.



Revista Alimentos, Ciencia e Ingenieria, 2022: V0l.29 - 2

106

2.3. Identificacion de los residuos que conforman el sitio de union de inhibidores

Para la identificacion de los residuos tanto de MP™ como de RdRp que interactiian directamente
con inhibidores, se tomaron las estructuras de los complejos MP-N3 (PDB ID 7BQY) y MP™-
Carmofur (PDB ID 7BUY) en el caso de la proteasa, y el complejo RdRp- Remdesivir (PDB
ID 7BV?2) para la polimerasa. Se analiz¢ las interacciones dadas entre la enzima y su respectivo
ligando en un rango de 2.2 a 4.2 A mediante el software WinCoot (Emsley, Lohkamp, Scott,
& Cowtan, 2010). Las ilustraciones se generaron mediante el programa PyMOL (Schrodinger,

2017).

2.4. Alineamiento multiple de secuencias

El alineamiento multiple de secuencias se realizdé empleando las secuencias FASTA de las
enzimas identificadas en el andlisis de homologia de MP™ y RdRp, ordenadas de forma
descendente segun el porcentaje de similitud con aquellas del SARS-CoV-2. El alineamiento
multiple de secuencias se construyd mediante la herramienta T-Coffee (Di Tommaso et al.,
2011). En cada alineamiento se marcaron los residuos que intervienen en la union de
inhibidores con la finalidad de establecer las posibles substituciones que podrian ocurrir de
forma natural y que se consideran plausibles ya que generan enzimas cataliticamente activas y

funcionales en organismos homologos.

2.5. Establecimiento de potenciales mutaciones en la enzima MP™ del SARS-CoV-2

Dado el alto grado de conservacion de la RdRp, en el presente estudio se considerd irrelevante
el modelamiento de mutaciones para esta enzima. Considerando que las mutaciones puntuales
son mas comunes en la replicacion de los virus (Sanjuén, Nebot, Chirico, Mansky, & Belshaw,
2010), en el caso de MP™ se realiz6 un analisis del ADN complementario que codifica para la
proteasa con el fin de identificar aquellas mutaciones que podrian ocurrir en la enzima tomando

en cuenta Unicamente aquellas que se producirian por la substitucién de un nucleétido.

2.6. Construccion de modelos tridimensionales de las variantes mutantes de la proteasa
Mprre del SARS-CoV-2

Una vez identificadas las potenciales mutaciones puntuales que podrian ocurrir de forma
natural en la proteasa MP™, se construyeron modelos tridimensionales de la enzima tomando
como punto de partida su estructura nativa (PDB ID 6YB7). Los modelos tridimensionales de

las variantes mutantes se construyeron con el programa WinCoot y posteriormente se utilizd
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el servidor YASARA (Land & Humble, 2018) para minimizar la energia de la estructura luego

del cambio artificial producido en la secuencia.

2.7. Acoplamiento molecular

Para determinar la resistencia a inhibidores en las variantes mutantes de la enzima, se llevaron
a cabo ensayos de acoplamiento molecular (docking) mediante el programa GOLD - Protein
Ligand Docking Software (Jones, Willett, Glen, Leach, & Taylor, 1997). Se empled la
estructura de la proteasa MP™ en ausencia de ligandos (PDB ID: 6YB7) y las variantes mutantes
de la enzima construidas en el presente estudio. El docking de los inhibidores Carmofur y N3
se realizd en el sitio activo de enzima, considerando que estos se unen covalentemente al
residuo catalitico Cys145. Adicionalmente, para el docking se eliminaron las moléculas de
agua e hidrogenos. Los resultados de los experimentos de docking se analizaron mediante la
funcion CHEMPLP de GOLD. Asi mismo, se establecieron las interacciones proteina-
inhibidor de los mejores resultados mediante el servidor Arpeggio (Jubb et al., 2017).

Finalmente, se construyeron ilustraciones en PyMOL.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Analisis de homologia de MP™ y RdRp del SARS-CoV-2

Producto del analisis de la estructura primaria de las enzimas MP® y RdRp del SARS-CoV-2,
mediante la herramienta BLAST, se logr6 determinar su homologia con proteinas de diferentes
organismos. Para la enzima MP™ se obtuvieron un total de 23 resultados (Tabla Suplementaria
1). El porcentaje de identidad de las enzimas homdlogas se encuentra en un rango de entre el
49,7 a 96,1%, lo cual sugiere que MP™® del SARS-CoV-2 mantiene un alto grado de
conservacion con otras proteasas de coronavirus. Los resultados indican que los coronavirus
de murci¢lago y SARS-CoV presentan el mayor grado de identidad de secuencia, lo cual se
correlaciona con la hipotesis de que estos organismos mantienen un ancestro en comun con el
SARS-CoV-2 (Bzéwka et al., 2020). Por otra parte, para la enzima polimerasa se identificaron
cuarenta y ocho secuencias que presentaron una identidad entre el 60.4 y 96.4% (Tabla
Suplementaria 1). La enzima RdRp del virus SARS-CoV y varias polimerasas de coronavirus
de murciélago muestran los valores mas altos de identidad de secuencia, similar a lo observado
para MP™. Estos resultados fueron esperados, ya que los virus SARS-CoV y SARS-CoV-2

pertenecen al mismo género (Betacoronavirus) (Pastrian, 2020). Sin embargo, al igual que para



Revista Alimentos, Ciencia e Ingenieria, 2022: V0l.29 - 2

108
la enzima de MP™, los resultados también revelan que varias especies de coronavirus que

infectan animales (murciélago y varios murinos) presentan una estrecha relacion con el SARS-

CoV-2 (Xiaolu Tang, 2020).

3.2. Identificacion de los residuos que conforman el sitio de union de inhibidores en
MPr°y RdRp

Se analizaron las interacciones que se producen entre los inhibidores Carmofur y N3, en el
caso de MP™, y Remdesivir, en el caso de la RdRp. Carmofur es un derivado de 5-fluorouracilo
y farmacos antitumorales aprobados. Su estructura cristalina en complejo con MP™ muestra
que el compuesto modifica directamente a la enzima mediante la formaciéon de un enlace
covalente con el residuo Cys145 (Jin, Zhao, et al., 2020b) (Figura 1A). Carmofur es una
molécula de cadena alifatica corta (6 atomos de carbono) que interactia con nueve
aminoacidos del sitio activo, y estos son His41, Met49, Gly143, Ser144, Cys145, His164,
Metl165, Asp187 y Argl88. En contraste, N3 es un peptidomimético conocido por su capacidad
de inhibir especificamente a MP™ de una variedad de coronavirus. El mapa de densidad
electronica del complejo MP-N3, muestra que el inhibidor se ancla en el sitio de union del
sustrato en una conformacion extendida (Jin, Du, Xu, et al., 2020a; Jin, Zhao, et al., 2020b;
Moneriz & Castro-Salguedo, 2020) (Figura 1A). Se conoce que N3 suprime la actividad de la
proteasa MP™ del SARS-CoV-2 en dos pasos. En el primero, N3 se une al sitio activo de la
proteasa mediante numerosas interacciones no covalentes, mientras que en el segundo paso
ocurre la formacion del enlace covalente con la Cys145 (Arafet et al., 2020; Shan, Li, & Xu,
2004). En el presente estudio se determin6 que N3 forma interacciones con veintitrés
aminoacidos, que incluyen a Thr25, Thr26, His41, Met49, Tyr54, Phel40, Leul41, Asnl42,
Gly143, Ser144, Cys145, His163, His164, Met165, Glu166, Pro168, His172, Asp187, Argl 88,
GIn189, Thr190, Alal91 y GIn192.

Por otra parte, Remdesivir es un firmaco con actividad antiviral aprobado por la FDA
para el tratamiento de la COVID-19. Quimicamente, Remdesivir es un analogo de nucledtidos
que inhibe la replicacion del ARN viral mediante la terminacion temprana de la cadena
(Moneriz & Castro, 2020). El andlisis de las interacciones que el ligando Remdesivir forma
con los aminoacidos que contornean el sitio activo de la polimerasa, muestra que el inhibidor
se une a la enzima mediante una gran cantidad de interacciones no covalentes. Las fuerzas que
mayormente participan en la union ligando-receptor son interacciones hidrofobicas (3.2 - 4.2

A), enlaces de hidrogeno (2.2 - 3.2 A) y fuerzas de Van der Waals (>3.2 A) (Garcia, de Pascual
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Teresa, & Braiia, 2004). Remdesivir se ancla a la enzima mediante las interacciones que forma
con los residuos Lys545, Arg555, Val557, Asp623, Ser682, Thr687, Ala688, Asn691, Ser759,
y Asp760 (Figura 1B).
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Figura 1. Sitio de union de inhibidores de MP™y RdRp del SARS-CoV-2. A) Aminoécidos
de MP™ que interactiian con los inhibidores N3 y Carmofur. Se muestra en sticks de color verde
los restos de aminoacidos, en color amarillo a Carmofur y en color rosa a N3. Los residuos
Cysl145 y His 41 conforman la diada catalitica. B) Aminoacidos de RdRp que interactian con
Remdesivir. El polipéptido se muestra en sticks de color marrdn, mientras que el inhibidor se
muestra en color verde. Los atomos de nitrogeno, oxigeno y azufre son de color azul, rojo y

amarillo, respectivamente.

3.3. Alineamiento multiple de secuencias

Una vez que se determinaron los residuos claves para la union de inhibidores en MP* y RdRp,
se analiz6 su grado de conservacion en enzimas homologas de otros virus. En cuanto a MP™,
el alineamiento multiple de secuencias mostrd que los residuos cataliticos His41 y Cys145
presentan un alto grado de conservacion debido a su rol crucial en la catélisis (Lim, Shi, Mu,
& Song, 2014; Zhou et al., 2019), mientras que los residuos Thr25, Met49, Asn142, His164,
Metl65, Prol68, Argl188, Thr190, y Alal91, que asisten en la unién tanto de Carmofur como
de N3, son menos conservados (Figura Suplementaria 1). Esto sugiere que el sitio de union de
inhibidores en MP™, el cual corresponde al sitio de unidn del sustrato, es susceptible de sufrir
mutaciones puntuales por efecto de la evolucion del virus. Este resultado fue esperado, ya que
la enzima MP™ procesa proteoliticamente diferentes sustratos y no requiere una alta
especificidad hacia los mismos, lo que supone cierta flexibilidad para la sustitucion de residuos

que conforman el bolsillo de union del sustrato.
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En contraste, el alineamiento multiple de secuencias de la polimerasa del SARS-CoV-
2 y diversas RdRp virales mostro que los residuos del sitio activo que interactian con
Remdesivir se encuentran altamente conservados en todas las especies consideradas para el
analisis (Figura Suplementaria 2). En efecto, todos los residuos que conforman el bolsillo
catalitico de RdRp presentan un elevado grado de conservacion, lo que sugiere que la
introducciéon de mutaciones puntuales en el sitio activo de la enzima podria afectar
significativamente la replicacion viral y disminuir la capacidad del virus para transmitirse de
persona a persona (Gordon, 2020). De este modo, se puede concluir que debido al rol crucial
de RdRp en el RTC es poco probable que ocurran mutaciones que generen algun grado de
resistencia a Remdesivir u otros inhibidores que se unan al sitio activo, y que RdRp es

aparentemente un target seguro para el disefio de firmacos contra la COVID-19.

3.4. Identificacion de potenciales mutaciones en la enzima MP™ del SARS-CoV-2 y
determinacion de la resistencia a inhibidores

A partir del analisis multiple de secuencias de MP™ se considerd todas las substituciones
presentes en los residuos Thr25, Met49, Asn142, His164, Met165, Pro168, Argl88, Thr190, y
Alal91 de las diferentes proteasas. A continuacion, con base a la secuencia del ADN
complementario que codifica para MP™ (Figura Suplementaria 3), se identificaron los codones
que codifican para los residuos susceptibles de mutacion y se seleccioné aquellas mutaciones
que pueden surgir por substituciones de un solo nucledtido (Tabla 1). De esta forma, se
identifico diez posibles mutaciones puntuales en el sitio de union de inhibidores de MP™. Ocho
mutaciones puntuales se modelaron en la estructura tridimensional de MP™ para evaluar su
efecto sobre la union de Carmofur y N3 (Tabla 2). La afinidad de ambos inhibidores por las
variantes mutantes y por la enzima silvestre se analizo mediante experimentos de acoplamiento

molecular empleando la funcion CHEMPLP de GOLD (Tabla 2).

Tabla 1. Posibles mutaciones puntuales en el sitio de unidon de inhibidores de MP™.

Aminoacido Coddén  Posible Codones que traducen el
mutacion aminoacido de la posible
mutacién
Thr25 ACU Met AUG
Met49 AUG Leu CUU/ CUC/ CUA/ CUG*

Asnl142 AAU Cys UGU/ UGC
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His164 CAU Gln CAA* CAG*
Met165 AUG Leu CUU/ CUC/ CUA/ CUG*
Prol68 CCA Ala GCU/ GCC/ GCA*/GCG

Ser UCU/UCC/UCA*/UCG
Argl88 AGG Lys AAA/ AAG*

Ala GCU/ GCC/ GCA/ GCG
Thr190 ACA Val GUU/ GUC/ GUA/ GUG

Ile AUU/ AUC/ AUA*
Alal91 GCA Ser UCU/UCC/UCA*/UCG

Pro CCU/ CCC/ CCA*/CCG

His CAU/ CAC

Tyr UAU/ UAC

Val GUU/ GUC/ GUA*/GUG

* Mutaciones que pueden surgir por la substitucién de un nucleétido.

3.4.1. Efecto de las variantes mutantes sobre el modo de union de Carmofur a MP”

El acoplamiento molecular de Carmofur en la forma silvestre y las variantes mutantes
Met49Leu, His164GIn y Met165Leu de MP™ mostr6 que el inhibidor adopta una conformaciéon
similar a aquella observada en la estructura cristalina del complejo MP™-Carmofur (7BUY)
determinada mediante cristalografia de rayos X (Jin, Zhao, et al., 2020a) (Figura 2). Al
comparar el valor de Score obtenido para la forma silvestre (67,91) con los valores
determinados para las variantes mutantes (69.09 - 83.73) se puede observar que, en términos
generales, las mutaciones introducidas no afectan la afinidad del inhibidor por la enzima. Por
el contrario, los valores de Score determinados para las tres variantes mutantes son superiores
a aquel de la forma silvestre (Tabla 2). El mayor valor de Score se obtuvo para la variante
His164Gln, lo cual implica que la substitucion de histidina por glutamina aumenta la afinidad
de Carmofur por el sitio activo de MP™. Al analizar las interacciones que Carmofur establece
con la enzima es posible observar que Unicamente el oxigeno del carbono carbonilo de la
cadena principal de His164 participa de las interacciones que estabilizan a Carmofur en el sitio
activo (Figura 2A), por lo que un cambio en la estructura de la cadena lateral, como ocurre en
este caso, no implica serias modificaciones al modo de union del inhibidor. El aumento de la
afinidad de Carmofur en la variante His164Gln se puede atribuir al menor volumen que ocupa
la cadena lateral de la glutamina en esta posicion, lo que permite que el residuo Met165 adopte

una posicion que favorece la formacion de contactos no covalentes adicionales con el inhibidor
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y reduce la penalizacion de contactos entre proteina-ligando con impedimento estérico

(Verdonk, Cole, Hartshorn, Murray, & Taylor, 2003).

Tabla 2. Resultados del acoplamiento molecular de Carmofur y N3 en enzimas MP™ de tipo

silvestre y sus variantes mutantes

Variante Score S (PLP)

MPro-Carmofur

Silvestre 67.91 -63.86
Met49Leu 69.09 -80.46
His164GIn 83.73 -85.86
Met165Leu 78.17 -83.46

MPr°-N3
Silvestre 120.07 -120.60

Met49Leu 12409  -119.01
His164GIn 11515  -115.29
Metl65Leu 11569  -122.64
Prol68Ser ~ 100.80  -101.72
Prol68Ala 13750  -131.78
Argl88Lys 12470  -122.70
Thr190lle 13249  -134.10
Alal91Val 67.57 -82.69

Asi mismo, en cuanto a las substituciones Met49Leu y Met165Leu, es posible observar que la

leucina adopta una conformacion similar al de la metionina en ambas posiciones (Figura 2B y
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2C), lo cual aparentemente no representa un impedimento para la unién del inhibidor.
Carmofur al ser de tamafio pequefio no requiere que los residuos del sitio activo ajusten su
posicion de forma significativa, inicamente los residuos Met49 y Met165 cambian ligeramente
de posicion para permitir la unién del inhibidor. Por otra parte, el andlisis estructural del

pro

complejo MP™-Carmofur muestra que las principales interacciones hidrofobicas se dan entre
la cola de Carmofur y los residuos Met49, Met165 y Asp187. Las substituciones Met49Leu y
Metl65Leu no producen un cambio significativo en la naturaleza hidrofobica de esta region
del sitio activo y, por ende, no generan interacciones repulsivas con el inhibidor. Ambas
mutaciones producen pequefias modificaciones en las conformaciones de los residuos
adyacentes. Por ejemplo, la mutacion Met49Leu provoca un cambio en la conformacion de
His41 (Figura 2B) y un pequeiio desplazamiento de la His164. De igual manera, la substitucion
Metl65Leu modifica la disposicion del anillo de His41 (Figura 2C). Ademas, al evaluar los
resultados del Potencial Lineal por Partes (PLP) se observa que en el acoplamiento molecular
de Carmofur en las tres variantes mutantes existe una mejor complementariedad estérica
proteina-ligando (Gonzélez-Paz, Paz, Vera-Villalobos, & Alvarado, 2020). Con base a estos
resultados se puede concluir que Carmofur tiene la capacidad de acoplarse a la conformacion
del sitio activo pese a la presencia de mutaciones, probablemente debido a que es un inhibidor

con una cadena alifatica de 6 atomos de carbono altamente flexible, lo cual respalda su

potencial uso como una opciodn terapéutica contra la COVID-19 (Jin, Du, Xu, et al., 2020b).




Revista Alimentos, Ciencia e Ingenieria, 2022: V0l.29 - 2

114
Figura 2. Efecto de tres mutaciones puntuales sobre el modo de union de Carmofur a
MPre, Superposicion del complejo MP-Carmofur (7BUY) con los resultados del acoplamiento
molecular del inhibidor en las variantes mutantes A) His164Gln, B) Metl65Leu y C)
Met49Leu4. La forma silvestre y las variantes mutantes de MP™ unidas a Carmofur se muestran
en modelos de sticks. Los atomos de carbono son de color rosa para la forma silvestre, mientras
que los carbonos en las variantes mutantes tienen colores diferentes. El patrén de colores de

los demads atomos es el mismo al descrito en la Figura 1.

3.4.2. Efecto de las variantes mutantes sobre el modo de union de N3 a MP"

El acoplamiento molecular de N3 en las variantes mutantes de MP™ sugiere que cambios
puntuales en la estructura del sitio activo de la enzima tienen influencia en las propiedades de
unién de este inhibidor. Las diferencias en los valores de Score y PLP determinados para la
unidn de N3 se atribuyen a las diferentes interacciones que se forman o desaparecen al sustituir
puntualmente aminoacidos del sitio activo de la enzima. Dentro de los resultados mas
relevantes, se encontrd que los menores valores de Score se obtuvieron para las mutaciones
Pro168Ser y Alal91Val en comparacion con los resultados obtenidos para la forma silvestre
(Tabla 2). La mutacion Alal91Val, ubicada en la parte mas externa del sitio de union del
sustrato, fue la que generd el menor valor de Score durante la simulacién de acoplamiento
molecular (Score =67.57). Al analizar la conformacion que adopta N3 en la variante Ala191Val
y en la estructura cristalina de la forma silvestre de MP™ obtenida mediante cristalografia de
rayos X (Jin, Du, Xu, et al., 2020b) (7BQY) se pudo observar que la valina provoca un cambio
significativo en el modo de unioén de N3 (Figura 3A). La cadena lateral de la valina se proyecta
hacia el espacio que ocupa el anillo de metil isoxazol que conforma la cola de N3, impidiendo
asi que el inhibidor adopte su tipica conformacion extendida a lo largo del bolsillo de union
del sustrato y provocando la perdida de interacciones clave con los residuos que asisten en la
union del inhibidor a la enzima. La mutacion Pro168Ser también afecta significativamente la
afinidad de N3 (Score = 100.80). La superposicion del complejo MP-N3 con los resultados
de acoplamiento molecular para la mutacion Prol68Ser muestran que el anillo de metil
isoxazol en este caso se desplaza hacia el oxigeno de la cadena lateral de la serina para dar
lugar a la formacioén de interacciones polares entre estos dos elementos (Figura 3B). Esto
ocasiona que aproximadamente un tercio de cola de N3 se ubique por fuera del bolsillo de
unidn y la pérdida de numerosas interacciones no covalentes con la los residuos que contornean
el bolsillo de unidon de N3. Finalmente, el acoplamiento molecular de N3 en las variantes

mutantes His164GIn y Met165Leu muestra una reduccioén de ~5 puntos (<4%) en el valor de
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Score en comparacion con el valor obtenido para la variante silvestre (Tabla 2). Como se
menciond anteriormente, estas mutaciones no ejercen un efecto negativo en la afinidad de
Carmofur por la enzima. Por lo tanto, es probable que la pequena variacion en la afinidad
observada para la union N3 en estas variantes mutantes pueda deberse al gran tamafio de este
inhibidor y a la posible pérdida de interacciones no covalentes producto del ligero cambio de
la conformacion del bolsillo de union. Estos resultados sugieren que el modo de uniéon de N3
es sensible a la sustitucion de residuos en el sitio de unidon de inhibidores de MP™, lo que podria

dar lugar al surgimiento de resistencia a esta droga.

Figura 3. Efecto de cuatro mutaciones puntuales sobre el modo de uniéon de N3 a MP®.
Superposicion del complejo MP-N3 (7BQY) con los resultados del acoplamiento molecular
del inhibidor en las variantes mutantes A) Alal91Val, y B) Pro168Ser. El polipétido de cada
variante mutante se muestra en modelo de superficie de color blanco, mientras que N3 se
muestra en modelo de sticks. Los 4&tomos de carbono son de color verde para la conformacion
que adopta N3 en 7BQY, mientras que los carbonos en las variantes mutantes tienen colores

diferentes. El patron de colores de los demas atomos es el mismo al descrito en la Figura 1.

4. CONCLUSIONES

El anélisis de homologia de estructura primaria de las enzimas MP* y RdRp del SARS-CoV-2
determino que estas comparten elevados porcentajes de identidad con enzimas del mismo tipo
de diversos organismos. En el caso de MP™ la similitud de secuencia alcanza el 96.1%, donde
destacan las proteasas de organismos como el coronavirus de murci¢lago y SARS-CoV,
mientras que para RdRp los resultados muestran una identidad de mas del 96% para la
polimerasa el SARS-CoV y coronavirus animales. Estos resultados indican que ambas enzimas

se encuentran altamente conservadas a través de las diferentes especies de coronavirus y otros
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virus de ARN.

Es evidente que la polimerasa RARp muestra un grado de conservacion superior en su
sitio activo con respecto a la proteasa MP®. Los diez aminodcidos que interacttian con el
inhibidor Remdesivir se encuentran extremadamente conservados entre especies,
probablemente debido al rol central de la enzima dentro del RTC. Este resultado sugiere que
existen pocas posibilidades de que ocurran alteraciones naturales en el sitio de unién a
inhibidores de la polimerasa. En cuanto a MP™, se identifico que los residuos cataliticos His41
y Cys145 se encuentran altamente conservados, mientras que los residuos que contornean el
bolsillo de union del sustrato e inhibidores tienen diferentes grados de conservacion, lo que da
cuenta de las posibles mutaciones que pueden suceder en la enzima. Aparentemente, la proteasa
del SARS-CoV-2 es susceptible de sufrir hasta 10 mutaciones puntuales en sitio de unién de
inhibidores. Con ayuda de ensayos de acoplamiento molecular se determin6 que las mutaciones
Alal91Val o Pro168Ser podrian causar resistencia al inhibidor N3. Por otra parte, Carmofur

pro

aparentemente es un excelente inhibidor de MP™, ya que su afinidad y modo de unién no se

ven afectados por mutaciones puntuales en los residuos que conforman su sitio de union.

Materiales complementarios: la siguiente informacion de apoyo se puede descargar en:
https://doi.org/10.5281/zen0do0.7490003, Tabla Suplementaria 1. Valores de similitud de

secuencia entre MPy RdRp del SARS-CoV-2 y proteinas homologas; Figura Suplementaria
1. Alineamiento multiple de secuencias de MP™ del SARS-CoV-2 y virus homologos; Figura
Suplementaria 2. Alineamiento multiple de secuencias de RdRp del SARS-CoV-2 y virus
homologos. Figura Suplementaria 3. Secuencia de cDNA de MP™ del SARS-CoV-2.
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