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Resumen de la tesis que presenta Victor Hugo Vargas Bermudez como requisito parcial para la obtencion
del grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientacién en Microbiologia.

Estudio in silico del genoma del virus de la hepatitis C para buscar su interrupcion viral mediante la
identificacion de farmacos candidatos

Resumen aprobado por:

Dr. Carlos Alberto Brizuela Rodriguez Dr. Sergio Andrés Aguila Puentes
Co-director de tesis Co-director de tesis

La polimerasa NS5B del virus de la hepatitis C (HCV) se ha convertido en un blanco clave para la busqueda
de farmacos que puedan interferir con su actividad, inhibiendo de esta manera el ciclo de infeccién de
HCV. La presente investigacidon tuvo por objetivo el desarrollo de un protocolo bioinformatico para la
identificacion y prueba de farmacos que permitieran inhibir in silico la polimerasa NS5B de HCV. La
metodologia desarrollada consistié en la comparacién de distintas secuencias proteinicas para buscar
aminodacidos conservados en el sitio catalitico, ensayos de acoplamiento de diferentes librerias de ligandos
sobre la polimerasa y la simulacion molecular de distintos complejos con ligandos candidatos. Los
diferentes ensayos permitieron encontrar cuatro ligandos que mostraron interferir con la actividad de la
proteina en igual o mayor grado que los ligandos de referencia sofosbuvir y canabidiol, de los que se ha
comprobado su efecto inhibitorio sobre ésta. Ademas de los resultados obtenidos, se establecieron las
bases para desarrollar estudios posteriores que consistan en el disefio de otros farmacos y la posibilidad
de probar in vitro los farmacos definidos durante el estudio.

Palabras clave: virus de la hepatitis C, polimerasa NS5B, acoplamiento, cribado virtual



Abstract of the thesis presented by Victor Hugo Vargas Bermudez as a partial requirement to obtain the
Master of Science degree in Life Sciences with orientation in Microbiology

Bioinformatic study of hepatitis C virus genome in search of its viral interruption through the
identification of candidates drugs

Abstract approved by:

Dr. Carlos Alberto Brizuela Rodriguez Dr. Sergio Andrés Aguila Puentes
Thesis Co-director Thesis Co-director

Hepatits C virus (HCV) polymerase NS5B has become the main target for the search of potential drugs that
can interfere with its activity and inhibit its infection cycle. The objective of the present work is to develop
a bioinformatic pipeline for the identification and screening of different lead compounds that could inhibit
the activity of the NS5B polymerase. The experimental design consisted of the following steps: the
comparison of different protein sequences in search of conserved amino acids in their catalytic site; the
analysis of docking assays with different lead compound libraries against NS5B; and the molecular
simulation of distinct complexes with candidate ligands. The execution of the different assays herein
mentioned, resulted in the discovery of four ligands that demonstrated to interfere equally or even better
with protein activity than both sofosbuvir and cannabidiol compounds; two compounds with proven
inhibitory effects on NS5B polymerase. Furthermore, these results pave the way to continue research
oriented to drug design and in vitro assays with the molecules identified in this study.

Keywords: hepatitis C virus, NS5B polymerase, docking, virtual screening
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Capitulo 1. Introduccion

1.1 Antecedentes

1.1.1 Prevalencia e incidencia del virus de la hepatitis C (HCV)

En general, a nivel mundial, la hepatitis viral -HAV, HBV, HCV y HEV— pasé de ser la décima causa de
muerte en 1990 a la séptima en el afio 2013 (Figura 1). Esto la ha convertido en una de las principales
causas de decesos a nivel mundial comparado con la cantidad de muertes ocasionadas por otras
enfermedades como tuberculosis, malaria, diabetes y VIH, entre otras. De manera mds especifica, para
cuantificar la epidemiologia global de HCV se han utilizado datos disponibles desde el afio 2000 al afo
2015, de un total de 138 paises —cerca del 90% de la poblacién mundial—-. La prevalencia total a nivel global
del HCV estd estimada en 2.5% —177.5 millones de adultos infectados—. Una caracteristica notable de la
infeccién por HCV es su tendencia a volverse crénica: alrededor del 70% de las infecciones agudas se
vuelven persistentes y estos casos crdnicos conllevan a serios fallos renales (Stanaway et al., 2016; Chisari,

2005; Messina et al., 2015).



1990 2013

1 Enfermedades cardiovasculares 1 Enfermedades cardiovasculares

2 Enfermedades cerebrovasculares 2 Enfermedades cerebrovasculares
3 Infecciones respiratorias de las vias bajas 3 EPOC

4 Diarrea k 4 Infecciones respiratorias de las vias bajas
5 EPOC 5 Alzheimer

6 Tuberculosis 6 Cancer de pulmén

7 Desordenes del periodo neonatal 7 Hepatitis viral

8 Accidentes de transporte 8 Accidentes de transporte

9 Cancer de pulmon 9 SIDA

10 Hepatitis viral 10 Diabetes

13 Alzheimer 11 Tuberculosis

17 Diabetes ‘ 12 Diarrea

39 SIDA 19 Desordenes del periodo neonatal

I Enfermedades transmisibles, maternas y neonatales

Enfermedades no transmisibles

Lesiones

Figura 1. Comparacion de las principales causas de muerte a nivel mundial en los afios 1990 y 2013
(modificado de Stanaway et al., 2016).
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El genotipo 1 de HCV es el mas prevalente a nivel mundial con el 49.1% de los casos, seguido del
genotipo 3 con 17.9%, el genotipo 4 comprende el 16.8% y el genotipo 2 el 11%, los genotipos 5y 6
corresponden a menos del 6% de los casos restantes. Mientras los genotipos 1y 3 son comunes en todo
el mundo, la mds grande proporcién de los genotipos 4 y 5 se encuentra en paises de bajos ingresos
(Petruzziello et al., 2016). En México, estudios epidemioldgicos y dos encuestas nacionales de salud
sefialan una prevalencia que ha aumentado del 0.7% en 2005 al 1.4% en 2011. No existen estudios directos
sobre la incidencia de la enfermedad, sin embargo, se estima que aparecen 19,300 casos nuevos por afio

(Vera de Ledn et al., 2005; Kershenobich, 2011).

1.1.2 Clasificacion de HCV y su genoma

El HCV esta clasificado en el género Hepacivirus y forma parte de la familia Flaviviridae. Es un virus
de RNA de cadena positiva, envuelto; con un genoma de alrededor de 9.6 kb compuesto de una regién no
codificante (NCR) 5’ la cual incluye un sitio de entrada al ribosoma (IRES), un marco de lectura abierto
(ORF) que codifica para las proteinas estructurales y no estructurales, y una NCR-3’ (Moradpour et al.,

2007).

1.1.3 Particula del HCV

Los componentes virales conocidos del virién de HCV son tres: el RNA gendmico, la proteina core y
las glicoproteinas de la envoltura (E1, E2). Estas glicoproteinas se cree que forman un heterodimero no-
covalente, estabilizado por puentes disulfuro; siendo participes en el mecanismo de internalizacién de HCV

hacia los hepatocitos a través de endocitosis mediada por receptor (Paul et al., 2014).

1.1.4 Ciclo de infeccion de HCV

1.1.4.1 Transmisidn y tropismo celular

La transmision mas eficiente de HCV se da por la via parenteral: transfusiones de sangre,
hemodidlisis, tatuajes, malas prdcticas donde se compartan agujas y lesiones con instrumentos
punzocortantes. Sin embargo, un gran numero de personas —hasta 75%—, quienes no estan sometidas a

factores obvios de riesgo, son infectados con el virus; en estas personas la transmisién pudo haberse dado
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por otras vias: perinatal, intrafamiliar y por transmision sexual (Ackerman et al., 1998). De este porcentaje,
entre el 3-5% de las transmisiones ocurre de manera vertical, es decir, a través de madres infectadas con

HCV a los recién nacidos (Nawaz et al., 2015).

El virus de la hepatitis C es hepatotrdpico y no-citopatico; causante de la hepatitis aguda y crénica,
y del carcinoma hepatocelular. El higado es el drgano blanco primario y el hepatocito su célula blanco
primaria. La infeccién aguda es usualmente asintomatica lo que hace dificil el diagndstico temprano. El
HCV puede generar infeccidn crénica en humanos y chimpancés, solamente. Otro tipo de especies, como
los roedores, son resistentes a la infeccién. Debido a que este tropismo es altamente restringido, no ha
sido completamente entendido; incluso con varios estudios desarrollados a la fecha, aliin no se encuentra
bien definido en etapas tempranas de la entrada viral hacia las células. La proteina tetraspanina CD81 vy la
proteina ocludina (OCLN) constituyen el minimo grupo de factores especifico de humanos necesarios para
la asimilacién viral en células de ratén o hdmster. Sin embargo, en estudios previos, los ratones no han
mostrado susceptibilidad incluso con la expresién transgénica de CD81 humanas en ellos. Estas
observaciones podrian ser parcialmente explicadas por diferencias, entre humanos y otras especies, del
segundo “loop” extracelular, tanto de CD81 como de OCLN, el cual se une al dimero de la glicoproteina
viral E2 para permitir la interaccion y entrada del HCV (Flint et al., 2006; Michta et al., 2010; Ploss et al.,
2009).

A la fecha, la variada susceptibilidad de células no humanas a la entrada de HCV es representada en
gran parte por diferencias en residuos criticos en ortélogos de CD81, el receptor removedor clase-B tipo-
1 (SCARB1), las proteinas de unidn estrecha claudina-1 (CLDN1) y OCLN o por insuficiente expresién de
estas proteinas. Aun asi, se debe determinar la contribucion de otros factores de entrada a los hepatocitos

para el tropismo de las especies de HCV (Ding et al., 2014).

1.1.4.2 Mecanismo de ingreso del virién al hospedero

El ingreso del HCV hacia los hepatocitos es un proceso que involucra a las glicoproteinas que forman
parte del viridén, a las lipoproteinas del hospedero asociadas al virién y a un gran nimero de factores
asociados al hospedero (Figura 2). Muchos de estos factores probablemente contribuyen al
hepatotropismo y a la limitada existencia de células hospederas de este virus. Durante el inicio de la
infeccidn, las particulas lipovirales del HCV se unen a los glicosaminoglicanos presentes en heparan sulfato
proteoglicanos (HSPG), receptor de lipoproteinas de baja densidad (LDLR9), y SCARB1. La posterior

interacciéon con SCARB1 induce cambios conformacionales en E2, llevando a la unién de E2 con CD81. La
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unién a CD81 activa rutas de sefializacidn via receptor factor de crecimiento epidermal (EGFR) tirosina
guinasa, Ras, y Rho GTPasa, desencadenando la difusién membranal de HCV. Existen otras proteinas como
el receptor transferrina 1 (TfR1), el transportador de colesterol Niemann-Pick 1 tipo-C1 (NPC1L1), CLDN1,
y OCLN que estan involucradas en el mecanismo post-unién HCV-CD81, pero sus roles exactos no estan
bien definidos aun. La interaccion del complejo E2-CD81/CLDN1 inicia la endocitosis mediada por clatrina.
Finalmente, promovido por una interaccién con el efector b tipo-DFFA inductor de la muerte celular
(CIDEB), la envoltura viral y la membrana endosomal se someten a fusién en un ambiente a bajo pH.
Seguido a la fusién, el RNA gendmico de HCV es liberado de la nucleocdpside viral al citosol, donde es

traducido dando inicio a los subsecuentes pasos en el ciclo de vida de HCV (Ding et al., 2014).
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Figura 2. Factores involucrados durante el ingreso del virion hacia los hepatocitos. A) Unidn de particulas
lipovirales de HCV a HSPG, LDLR y SCARB1; B) la interaccién con SCARB1 induce cambios conformacionales en HCV-
E2, llevando a la consecuente unién de E2 con CD81; C) la unién a CD81 activa vias de sefializacion mediadas por
EGFR, Ras y Rho GTPasas para iniciar la difusion a través de la membrana del HCV; D) la interaccidn del complejo E2-
CD81/CLDN1 inicia la endocitosis mediada por clatrina; E) promovida por la interaccién con CIDEB, la envoltura viral
y la membrana endosomal se someten a fusién en un ambiente a bajo pH con la consecuente liberacion del genoma
del HCV (Ding et al., 2014).

1.1.4.3 Replicacion de HCV

Después de que el genoma es liberado, se traduce en una sola poliproteina para posteriormente ser
procesado por las proteasas celulares y virales. Para llevar a cabo la replicacidon de RNA viral se tiene que
dar la formacién de la red membranosa, la cual es una alteracion de la membrana del reticulo
endoplasmatico (ER, por sus siglas en inglés) que es inducida por la proteina NS4A. Sin encontrarse bien

definido el mecanismo, estudios han revelado que existe una compleja interaccidon entre la replicacién de
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RNA del HCV y el metabolismo de lipidos en la célula, esto puede deberse al trafico y asociacién de
proteinas virales y del hospedero con membranas intracelulares sugiriendo que la fluidez de la membrana
es importante para el funcionamiento del complejo de replicaciéon (Moradpour et al., 2007; Kapadia y
Chisari, 2005). Poco se sabe sobre las etapas finales, el ensamblaje y liberacion del virién, del ciclo de vida

del HCV.

1.1.5 Proteinas traducidas del genoma de HCV

1.1.5.1 Procesamiento de la poliproteina

La poliproteina de HCV es procesada por proteasas codificadas por el virus y proteasas propias del
hospedero dando lugar a diez proteinas maduras: las proteinas estructurales, las cuales incluyen la
proteina “core” y las glicoproteinas E1 y E2; la viroporina p7; y las proteinas no estructurales NS2, NS3,
NS4A, NS4B, NS5A y NS5B. Una peptidasa péptido-sefial lleva a cabo la maduracion de las proteinas
estructurales mediante la escisién entre C/E1, E1/E2 y E2/p7; asi como el corte entre |la unién de p7/NS2.
Con respecto a las proteinas no estructurales, el procesamiento proteolitico es realizado por la accién de
dos enzimas virales: la autoproteasa NS2 que escinde la unidn de NS2/3, y la serina proteasa NS3/4A que
procesa el resto de las proteinas no estructurales (Ding et al., 2014; Lindenbach y Rice, 2005). HCV también
codifica una pequefia proteina llamada F —“frame shift”— o ARFP —proteina de lectura de marco alterno—,
que puede producir una variacion generando un marco de lectura diferente dentro del gen “core” (Xu et

al., 2003).

1.1.5.2 Proteinas estructurales

La proteina “core” es la primera proteina estructural codificada por el ORF del HCV y forma la
nucleocapside viral. La proteina madura tiene una masa de 21 kDa y consta de 173-179 aminoacidos. Su
residuo hidrofilico N-terminal contiene una alta proporciéon de residuos aminoacidicos bdsicos que
participan en su unidn al RNA y la homo-oligomerizacion; y su asociacién con adiposomas, mediada por el
dominio central relativamente hidrofdbico, podria tener un rol durante la morfogénesis del virion (Boulant
et al., 2006). El complejo no covalente que forman las proteinas glicosiladas E1 y E2 es el responsable de
la formacién de la envoltura viral. La maduracion y el plegamiento de estas glicoproteinas es un proceso
complejo que involucra a la maquinaria chaperona del ER y depende de la formacion de enlaces disulfuro,

asi como la glicosilacidon. Sus dominios transmembranales en C-terminal estdn involucrados en la
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heterodimerizacion y funcionan como una péptido sefial interna para la reorientacién de la particula viral

(Moradpour et al., 2007).

1.1.5.3 Viroporina

La viroporina p7 es un polipétido de 67 aminoacidos que se mantiene parcialmente unido a E2,
forma oligdmeros y parece funcionar como un canal iénico codificado por virus. Se ha reportado que no
se requiere para la replicacion de RNA in vitro pero es necesaria para la infeccion in vivo. Se ha sugerido
que al pertenecer a la familia de las viroporinas podria tener un papel importante en la maduracién de la
particula viral y su liberacidn, por lo que es un blanco atractivo para el desarrollo de un antiviral

(Lindenbach y Rice, 2005; Moradpour et al., 2007).

1.1.5.4 Proteinas no estructurales (NS)

La autoproteasa NS2-3 posee su actividad proteolitica en C-terminal de NS2 y N-terminal de NS3 y
se ha demostrado que los aminoacidos His143, Glu163 y Cys184 son esenciales para su actividad. Como
todas las proteinas del HCV, NS2 estd asociada con membranas intracelulares y contiene al menos un
segmento transmembranal. El complejo NS3-4A es una proteina multifuncional con una RNA
helicasa/NTPasa localizada en C-terminal y una serina proteasa localizada en la parte N-terminal. Su region
catalitica es formada por His57, Asp81 y Ser139. NS4A funciona como un cofactor para NS3 y su extremo
N-terminal es responsable de la asociacion membranal del complejo. NS3/4A escinde la proteina
precursora en cuatro diferentes posiciones, separandola en varias proteinas no estructurales necesarias
para la replicacién (Gotte y Feld, 2016). La proteina NS4B estd poco caracterizada pero una de sus
funciones conocidas es inducir la formacién de una red membranosa. Esta red es una alteracion de la
membrana que consiste de vesiculas en una matriz membranosa, y sirve como un ambiente para la
expresion del complejo de replicacién del HCV (Egger et al., 2002). NS5A es una fosfoproteina que puede
ser encontrada en formas fosforilada —56kDa— e hiperfosforilada —58kDa—. El estado de fosforilacion
podria modular la eficiencia de la replcacién del RNA viral. Estudios funcionales y bioquimicos sugieren
que la isoforma-a de la proteina cinasa CKI esta involucrada en este proceso de hiperfosforilacion. No se
conoce si otras cinasas celulares se encuentran involucradas en generar las diferentes fosfoformas de
NS5A. La proteina NS5B es la polimerasa de RNA dependiente de RNA viral (RdRp) y es responsable de la
sintesis de la cadena negativa-complementaria de RNA y la subsecuente cadena positiva de RNA. La

asociacion de esta proteina con la membrana es mediada por un residuo de 21 aminoacidos en el extremo
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C-terminal. Esta asociacidn no es necesaria para su actividad polimerasa in vitro pero es indispensable para

su replicacidn en las células (Bressanelli et al., 2002; Moradpour et al., 2007).

1.1.6  Estructuras cristalograficas de HCV

Las estructuras cristalinas formando complejos con compuestos candidatos han facilitado los
procesos iterativos de sintesis quimica, valoracién bioldgica, evaluacién estructural y predicciones basadas
en modelos que han guiado al disefio de inhibidores que presentan mejoras continuas. La limitada
informacidn estructural que se encuentra actualmente disponible estd basada en proteinas NS de HCV y
la proteina E2. La E2 es considerada una proteina de fusién viral clase Il, aunque posee la particularidad
de no presentar cambios estructurales significativos al exponerse a bajo pH. Contiene una estructura con
dominio globular y compacto que consiste, principalmente, de dos hebras-p arregladas como dos hojas
perpendiculares que se mantienen unidas por un amplio nucleo hidrofébico y enlaces disulfuro con una

cola variable con dos pequenias hélices-a. (Khan et al., 2014).

Las estructuras cristalogréficas de NS3 con y sin el cofactor NS4A revelan un surco de poca
profundidad entre los dominios N-terminal y C-terminal que pueden acoplar el sustrato, ademas del hecho
de poseer un plegado similar a la quimiotripsina (Gotte y Feld, 2016). La NS5A consiste en una hélice
anfipatica N-terminal y tres distintos dominios de los cuales sdlo el dominio | ha sido cristalizado en
diferentes conformaciones diméricas. La estructura cristalina de NS5B revela un plegamiento terciario
tipico de polimerasas virales monomeéricas; conteniendo una estructura tipo pufio (Figura 3) que previene
la unidn de la cadena de RNA en sintesis, en una doble cadena y con elementos flexibles que pueden existir

en conformaciones abiertas y cerradas para acomodar la nueva cadena (Appleby et al., 2015).
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Figura 3. Representacién de la polimerasa NS5B de HCV: su estructura asemeja a un pufio, tipico de las polimerasas
virales (Appleby et al., 2015).

1.1.7 Inhibidores de lareplicacion de HCV

A la fecha, la inhibicién de la replicacién de HCV se ha centrado en tres objetivos principales: la
proteasa NS3/4A, la RdRp NS5B y la proteina NS5A. Ciluprevir fue el primer inhibidor de la proteasa (PI) de
HCV que fue llevado hasta pruebas clinicas, aunque su desarrollo fue eventualmente detenido debido a
los efectos toxicos que fueron presentados en animales. Telaprevir y boceprevir, otros compuestos
inhibidores de NS3, representaron la primera generacion de agentes antivirales de accion directa (DAAs)
usados con éxito en pruebas clinicas. En contraste con ciluprevir, éstas son estructuras lineales
peptidomiméticas que reaccionan reversiblemente con la serina catalitica para formar un enlace
covalente; también presentan algunas limitaciones como la reducida especificidad genotipica y baja
barrera a la resistencia. Existe una segunda generacion de Pls, como grazoprevir, que mantiene su
actividad contra la mutacién R155K, a diferencia de Pls de primera clase que presentan resistencia contra
sustitucién de aminoacidos —Arg155, Alal56 y Asp168— afectando su unidn a la proteina (Kwong et al.,

2011; Hazuda et al., 2013; Goétte y Feld, 2016).
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Con respecto a la proteina NS5A, el limitado conocimiento de sus propiedades moleculares y su
relacion con funciones bioldgicas han obstaculizado el disefio de drogas que pueden ser dirigidas a ésta.
Sin embargo, se ha logrado el desarrollo de inhibidores como daclatasvir, ledipasvir y ombitasvir los cuales
han sido aprobados para uso clinico. Las mutaciones que confieren resistencia son las que se encuentran
en Leu31 y Tyr93 del dominio I, genotipo 1. La busqueda de inhibidores para NS5A toma importancia

debido a que esta proteina se encuentra involucrada en varias etapas del ciclo viral (Feld, 2014).

Los inhibidores de NS5B pueden ser clasificados en inhibidores analogos de no-nucledtidos (NNIs),
gue interfieren con la dindmica conformacional durante la transicién de la iniciacién a la elongacidn; e
inhibidores analogos de nucledtidos (NIs), que compiten con la incorporacion y unién de nucledsidos
trifosfato actuando en distintas etapas de la sintesis de RNA. En contraste a los NNIs, los NIs comiUnmente
muestran actividad pangenotipica con gran barrera a la resistencia. Con respecto a los NNIs, los
benzimidazoles como el beclabuvir, han demostrado competir con las regiones de “loop” —“thumb” sitio
|-, aungue existen mutaciones que confieren resistencia principalmente en las posiciones Pro495, Pro496
y Val499. Otros inhibidores basados en tiofeno han mostrado actividad en regiones diferentes —thumb
sitio 2— contra mutaciones como Met423Thr. Las benzotiadiazinas y el dasabuvir podrian afectar la sintesis
de RNA en su etapa inicial, aunque también se ha presentado resistencia contra mutaciones en las
posiciones Cys316, Met441 y Ser556. Los Nls son administrados como profdrmacos® que requieren la
activacion metabdlica a la forma trifosfato que eventualmente se posicionara en el sitio de unién del
nucledtido de NS5B; el fosforamidato sofosbuvir, es el tnico de su clase —andlogo de uridina— que ha sido

aprobado (Gétte y Feld, 2016).

Existen ensayos limitados sobre compuestos que tengan efecto sobre otros tipos de proteinas y
etapas del ciclo de infeccidon de HCV. Por ejemplo: utilizando derivados de iminoazucares, se ha reportado
una inhibicién dependiente de la concentracidn, sobre la actividad del canal de la proteina p7 (Pavlovich
et al., 2003); por otro lado, se ha demostrado que compuestos, como el flavonoide quercetina, poseen
propiedades anti-HCV al decrementar la replicacidn del genoma viral, asi como una afectacidn sobre la
integridad del virién (Rojas et al., 2016). Un compuesto natural de la familia butenolida ha demostrado
tener efectos positivos sobre las etapas tempranas de infeccidn, pudiendo ser un compuesto valioso como
inhibidor de la entrada de HCV (Chung et al., 2016). También se han encontrado moléculas, como miR-
122, que sumadas a otros DAAs, logran un efecto sinergista potenciando de esta manera los efectos

antivirales (Liu et al., 2016). Finalmente, se ha publicado de manera reciente que el compuesto canabidiol

! Profarmacos: sustancias que se administran en forma inactiva y requieren de su activacién metabdlica para
la conversion a una molécula terapéuticamente activa.
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ha inhibido la replicacién del HCV hasta en un 86.4% (Lowe et al., 2017). Un resumen de los diferentes

compuestos que se han utilizado para inhibir el HCV sobre diferentes blancos se presenta en la Tabla 1.

Tabla 1. Compuestos utilizados para inhibir HCV sobre diferentes blancos.

Tipo de proteina , Clase de .
que inhibe Proteina inhibidor Ejemplos

s Quercetina
- Virion - )
Butenolida

Estructural p7 - Iminoazucares

Ciluprevir

Tel i
NS3 B e aprewr

Boceprevir

Grazopevir*

Daclatasvir
NS5A - Vi
No-Estructural Ombitasvir

Beclabuvir
NN Dasabuvir
NS5B Canabidiol
miR-122**
NI Sofosbuvir***

PI: inhibidor de la proteasa; NNI: inhibidor andlogo de no-nucleétido; NI: inhibidor andlogo de nucledtido. *Inhibidor
de segunda generacién; **Posee un efecto sinergista junto a sofosbuvir; ***Unico tratamiento pangenotipico
desarrollado.

1.1.8 Aplicaciones del descubrimiento de farmacos asistido por computadora (CADD)

La mayoria de los efectos de los medicamentos son basados en la interaccidn entre compuestos
quimicos terapéuticos —farmacos— y proteinas —blancos—. Considerando que el genoma humano genera
un estimado de 500,000 proteinas —sélo el 2% caracterizadas cristalograficamente— y que existen bases
de datos con alrededor de 100 millones de compuestos disponibles comercialmente, el disefio y
descubrimiento de farmacos por métodos convencionales resulta un proceso complejo, costoso y tardado,
el cual puede llegar a generar un gasto de alrededor de mil millones de ddlares en un periodo de 15 afios.
Por esto, las metodologias computacionales se han vuelto un componente crucial para el descubrimiento

de farmacos (Vu et al., 2015; Sterling e Irwin, 2015; Prada-Gracia et al., 2016).
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Existen diferentes casos de éxito logrados con la aplicacidon de estos métodos. El primero de ellos
reportado fue el disefio de captopril, utilizado como inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina
—ACE- para el tratamiento de la hipertension; la informacién necesaria para su disefio consistié en el
conocimiento de los mecanismos enzimaticos de ACE y del disefio del fdrmaco basado en ligando y basado
en estructura (Cushman et al., 1978). Otro ejemplo consistié en el desarrollo de zanamivir que es un
inhibidor de la neuroaminidasa utilizado en el tratamiento y profilaxis de la influenza causada por los virus
de la influenza A e influenza B; la resolucién de la estructura de la proteina por cristalografia de rayos X
permitio elucidar la topologia del sitio activo para posteriormente prevenir la infeccidn continua del virus
de una célula hospedera a otra (Elliot, 2001). Cuando en el afio 2003 ocurrié en China un brote del
sindrome respiratorio agudo severo —SARS—, un grupo de investigadores identificd por medio de cribado
virtual que la cinanserina, un viejo fdrmaco antagonista de la serotonina, tenia efectos inhibitorios sobre
la proteasa tipo 3C del coronavirus; las subsecuentes pruebas experimentales demostrarian detener la

infeccidn y propagacién por el virus SARS (Chen et al., 2005).

1.2 Justificacion

El virus de la hepatitis C —HCV— es una de las principales causas de muerte en el mundo, las cifras de
decesos son equiparables a las registradas por enfermedades como la tuberculosis y diabetes. Alrededor
del 2.5% de la poblacién mundial se encuentra infectada por el HCV, que en sus etapas tempranas llega a
ser asintomdtico pero puede alcanzar complicaciones serias como el desarrollo de hepatitis crénica y
carcinoma hepatocelular. Los problemas para el desarrollo de un tratamiento efectivo que inhiba el ciclo
de infeccion del HCV son variados; ademas de la alta tasa de mutacién que presentan los virus, los Unicos
hospederos donde el HCV puede realizar su ciclo de infeccidn completo son los humanos y los chimpancés,
lo cual limita los modelos de estudio disponibles para la busqueda de farmacos que inhiban su
proliferacién. Aunado a ello, como sucede de manera regular, la inversion monetaria y el tiempo requerido
para el desarrollo de un farmaco son muy altos; por lo que es necesaria la busqueda de alternativas
metodolégicas para disminuir estos factores. Por esto, el presente trabajo establece un enfoque
computacional para la busqueda de inhibidores que puedan interferir con el ciclo de HCV en alguna de sus
etapas de infeccion; reduciendo de esta manera el tiempo, los costos y las limitaciones experimentales

que se presentan durante la busqueda de un farmaco efectivo para inhibir HCV.
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1.3 Hipoétesis

La determinacién de patrones a nivel de secuencia o de estructura del virus de la hepatitis C,

permitird encontrar farmacos candidatos para inhibir la accion del virus.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Disefar y desarrollar un estudio bioinformatico para el andlisis del genoma del virus de la hepatitis
Cy la posterior identificacion y prueba de farmacos anti-virales por medio de herramientas bioinformaticas

de acoplamiento y dindmica molecular.

1.4.2 Objetivos especificos

Analizar comparativamente a nivel de estructura los diferentes genotipos reportados.
Analizar comparativamente a nivel de secuencia los diferentes genotipos reportados.

Modelar estructuralmente y refinar por dinamica molecular las estructuras conservadas.

A wWON PR

Identificar posibles farmacos que interfieran con la estructura del blanco o se unan a la secuencia
conservada basado en cdlculos de acoplamiento molecular.

5 Simular los complejos proteina-ligando y realizar su validacién con solvente implicito.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Seleccidn y preparacion de la estructura de la polimerasa viral NS5B

2.1.1 Obtencidn de la estructura cristalografica de la polimerasa viral NS5B

La estructura cristalografica de la polimerasa que fue utilizada para todos los ensayos se obtuvo de
la base de datos Protein Data Bank (PDB) (Berman et al., 2000), el nimero de acceso con el que se
encuentra depositada es PDB ID: 3gsz. El cristal fue obtenido por difraccion de rayos Xy se encuentra como
una unidad asimétrica conteniendo dos macromoléculas de la proteina: cadena Ay cadena B (Rydberg et
al., 2009). Los cristales depositados en PDB, en ocasiones, contienen errores propios del proceso de
cristalizacion o moléculas adicionales que facilitan su caracterizacion cristalografica, los cuales deben ser
revisados con antelaciéon a los ensayos bioinformaticos. Para el andlisis del cristal, la polimerasa se tratd
en primera instancia separando las dos cadenas, se selecciond la cadena A de la polimerasa y se le retiraron

las moléculas de agua. La estructura obtenida de la proteina se utilizé para todos los ensayos posteriores.

2.1.2 Modelado homdlogo

Para verificar que el cristal de la macromolécula de la polimerasa, obtenida de la base de datos PDB,
contenga todos los aminoacidos que la conforman, se sometié a un proceso de modelado homdlogo
utilizando el servidor para modelado homélogo de estructuras proteinicas Swiss Model (Kiefer et al.,
2009). El cristal de la polimerasa que se modeld contenia inicialmente 558 aminodcidos y se modeld a un

pH de 6.8.

2.2 Alineamiento y busqueda de regiones conservadas

2.2.1 Busqueda de las regiones conservadas a nivel estructural de NS5B

Se hizo un alineamiento contra secuencias proteinicas depositadas en PDB, utilizando el servidor
PDBsum (de Beer et al., 2014). El estudio realizado se generd para la busqueda de aminodacidos y regiones
conservadas a lo largo de toda la secuencia de NS5B. El total de secuencias existentes que contenian
informacidn sobre la secuencia de la estructura de la proteina NS5B fueron 229. Para este andlisis, la

referencia de entrada fue 3gsz_A. El alineamiento de donde se obtuvieron los resultados globales se realizé
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solamente contra 28 secuencias de la proteina NS5B, de las cuales 21 son representativas —diferentes
entre ellas—y donde cada una de estas secuencias tuvo establecidos los siguientes parametros: porcentaje
de identidad mayor al 85% con respecto al cristal de referencia, E-value menor a 0.0001; y un traslape del
97% de los aminodacidos entre el cristal de referencia y todas las secuencias alineadas, en el menor de los

Casos.

2.2.2 Busqueda de las regiones conservadas a nivel secuencia de NS5B

Para obtener una segunda referencia y poder corroborar o desechar los resultados de las regiones
conservadas encontradas en el andlisis a nivel estructural en la proteina NS5B se realizd un alineamiento
a nivel de secuencia. Para llevarlo a cabo se utilizé la herramienta en linea CS-BLAST (Context-Specific Basic
Local Alignment Search Tool, por sus siglas en inglés) (Alva et al., 2016), la cual mejora significativamente
la calidad de los alineamientos y duplica la sensibilidad, colectando homdlogos de SwissProtkB
(KnowledgeBase, por sus siglas en inglés) (Pundir et al., 2017) que es una base de datos revisada y con
secuencias no redundantes y de alta calidad. El umbral del porcentaje de identidad se disminuyé a un
minimo del 75% para abarcar mas secuencias de NS5B. La cantidad final de secuencias representativas
alineadas fue de 72, de un total de 85; el E-value se mantuvo muy por debajo de 0.0001 y siguio existiendo

un traslape del 97% de los aminoacidos entre el cristal de referencia y todas las secuencias alineadas.

2.2.3 Identificacion de aminoacidos de interés dentro de las regiones conservadas

Para la busqueda y representacion de aminoacidos que se localizan en el nucleo catalitico del
complejo de replicacién viral y que ademads participan en el proceso de polimerizacion, se utilizé el
software WebLogo (Crooks et al., 2004). Con él se generaron diferentes cadenas de once aminoacidos —
longitud suficiente para observar la presencia de regiones conservadas— en formato PNG, que contienen
uno o varios aminodcidos conservados y que a su vez forman enlaces de hidrégeno mientras se realiza el

proceso de polimerizacidn en sus etapas iniciales.
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2.3 Seleccion y preparacion de ligandos para ensayos de inhibicion de la

polimerasa

2.3.1 Generacion de librerias de ligandos a partir de base de datos ZINC15

La pre-seleccion de ligandos para los andlisis de acoplamiento sobre el sitio activo de la polimerasa
se obtuvo utilizando la base de datos ZINC15 (Sterling e Irwin, 2015) —versiéon con mas de 120 millones de
compuestos “tipo farmaco”, disponibles comercialmente—. El ligando control se definié con previa
busqueda bibliografica. El ligando de referencia elegido, que ha presentado la mejor barrera al desarrollo
de resistencia de HCV y ademas tiene un efecto pangenotipico, es el compuesto sofosbuvir (Tabla 2). Los
filtros utilizados para la busqueda de grupos de ligandos utilizando una sola molécula de referencia, fueron
cuatro: por subestructura, son compuestos que presentan la misma estructura molecular del ligando de
referencia mas atomos o grupos funcionales extra unidos a ella; el indice “Dice” que arroja resultados
basados en la similitud quimica con respecto al compuesto de referencia mas el indice de similitud que va
de cero a uno, mientras mas alto sea el valor del indice mayor sera la similitud, el valor minimo en las
moléculas arrojadas de la busqueda fue de 0.63; el indice “Tanimoto” que funciona de manera similar al
indice Dice, el valor minimo de este indice correspondié a 0.67; y por grupo funcional que se encuentre

contenido en el ligando de referencia, el Unico grupo funcional considerado fueron las fosforamidas.

Los formatos de descarga de los ligandos fueron en 2D, correspondiente a los SMILES (simplified

molecular input line entry specification, por sus siglas en inglés); y en 3D con formato .mol2.

Tabla 2. Agrupacion inicial de librerias de ligandos.

NNI (Inhibidores andlogos de No Nucleétidos)

Sitio de Control positivo .. Cantidad de
inhibicion (molécula) Seleccion basada en: moléculas

Pulgar, sitio | | Beclabuvir Grupo funcional: indoles 484
Grupo funcional: benzimidazoles 146

Pulgar, sitio Il | Radalbuvir Grupo funcional: tiofeno 332
Palma Dasabuvir Grupo funcional: benzotiadiazina 188
Canabidiol indice Dice 283

Subestructura 51

NI (Inhibidores analogos de Nucleétidos)

Palma Sofosbuvir Subestructura 20
Grupo funcional: fosforamidas 703

GS-461213* indice Dice 167

*|D de acceso del metabolito en base de datos Drug Bank.
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2.3.2 Preparacion de libreria de ligandos

Para generar estructuras 3D a partir de librerias 2D se utilizd el software LigPrep. Para realizar la
correccion de librerias conteniendo pocos ligandos con estructuras 3D se utilizd el Software Maestro; lo
que se busco en esta etapa fue revisar las estructuras y verificar que cada ligando estuviera constituido
por el nimero y tipo de atomos correcto, obtener cada molécula en su estado relajado y adicionar los
atomos faltantes en caso de ser necesario, que en algunos casos consistieron solamente en hidrégenos.

Ambos softwares forman parte de la paqueteria Schrodinger (Schrodinger, 2016).

2.4 Ensayos de cribado virtual polimerasa-ligandos

2.4.1 Delimitacién de regidn en la polimerasa para realizar el cribado virtual

Previo a la ejecucién del cribado virtual se delimitd la regidn de estudio en la polimerasa, la cual fue
el blanco para todos los ensayos de acoplamiento. La regidn se definié basado en los 11 aminodcidos que
demostraron formar enlaces de hidrégeno entre el sustrato y la polimerasa cuando ésta se encuentra en
sus etapas iniciales de polimerizacion (Appleby et al., 2015). El enrejado configurado se centrd en el sitio
activo de la polimerasa (56.177, 2.524, 53.351) y sus medidas tridimensionales estuvieron definidas en 74

puntos por eje con un enrejado de 0.375 Angstroms (A).

2.4.2 Cribado virtual

Los grupos de ligandos sometidos al cribado virtual tuvieron como control positivo a moléculas que
han demostrado tener actividad sobre el nucleo catalitico de la polimerasa, como se muestra en la Tabla
2. Se incluyd al canabidiol como inhibidor andlogo de no-nucleétido, y a dos metabolitos analogos de
nucledtido; las librerias generadas se hicieron con una busqueda por subestructura, indice Dice y por grupo
funcional. El cribado virtual final que se realizé incluyé 1224 ligandos. Para ejecutar el cribado virtual se
utilizé la paqueteria de AutoDockTools (ADT) (Morris et al., 1998). Para la generacién de los mapas y los
archivos de parametros para la libreria se utilizaron AutoGrid y AutoDock, respectivamente. Todo se
ejecutd con linea de comandos en UNIX. El procesamiento de los datos se realizé en el cluster OMICA, en
4 nodos, con 2 procesadores Intel Xeon (E5-2670) cada nodo y 12 nucleos cada procesador. Para todos los

ensayos, el nUmero de evaluaciones de acoplamiento polimerasa-ligando que se realizé con cada complejo
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inicié en mil (1.00E+03) evaluaciones, a partir de este nimero se hizo un incremento en un orden de

magnitud hasta llegar a los 10 millones (1.00E+07) de evaluaciones.

2.4.3 Seleccion de ligandos candidatos para ensayar simulaciones moleculares acopladas a la polimerasa

Seguido al cribado virtual, se enlistaron todos los ligandos que mostraron una energia libre de
acoplamiento mejor que -6.5 kcal/mol. Este criterio se establecié basado en que fueron valores de energia
superiores al mostrado por uno de los ligandos control, sofosbuvir. A partir de este punto, se seleccionaron

algunos de estos ligandos para acoplarlos a la polimerasa y someterlos a simulaciones moleculares.

2.5 Simulaciones moleculares acopladas del complejo polimerasa-ligando

2.5.1 Preparacion de los ligandos

Cada uno de los ligandos seleccionados para las simulaciones fueron verificados inicialmente con
ADT (Morris et al., 1998), con el cual se analizaron las diez mejores conformaciones de cada ligando que
mejor se acoplaron a la polimerasa. De éstas, se eligié la conformacidon que mostro la clasificacion mas alta
basado en su energia, para cada uno de los ligandos. Ademas, se asignd un nombre de residuo para cada
ligando a simular. La Figura 4 muestra la estructura de los ligandos elegidos y el identificador de residuo

con el que se distinguié cada uno para su acoplamiento.



CH,

Q g w1
Q”T"q‘j 14 8

SSM CAA

O HO F
N asm
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2.5.2 Preparacion del complejo

Para simular los diferentes complejos se definieron tres modelos de campos de fuerza: “ff14SB”,
para la polimerasa viral; “gaff”, como campo de fuerza general para cada uno de los diferentes ligandos; y
“tip3p” para el agua e iones atdmicos. Cada uno de los campos de fuerza se encuentran contenidos en la
pagueteria AmberTools y estan disefiados para trabajar con Amber. Aunado a este proceso se prepararon
los diferentes complejos ligando-polimerasa; se neutralizo el sistema, se generd su solvatacién en una caja
de 12x12x12 A; y se crearon los diferentes pardmetros y topologias para simular en Amber (Case et al.,

2016).

2.5.3 Simulaciones moleculares

Todas las simulaciones moleculares acopladas se desarrollaron en Amber, implementado en GPUs.
La trayectoria completa de la simulacién consté de cuatro etapas: minimizacidn, calentamiento, densidad
y producciéon. Cada proceso de simulacion estuvo constituido, de manera general, de 2500 “frames”; la
duracion total de cada una de las simulaciones fue de 50 nanosegundos (ns). Los tiempos de simulacidn se
reportaron en porcentajes para facilitar su comprensién, por lo que 1% del tiempo de simulacién tuvo un
equivalente a 0.5 ns y comprendid 25 frames. Para cada simulacién se obtuvieron los RMSD (Root Mean
Square Deviation, por sus siglas en inglés) de las posiciones atémicas del esqueleto de la proteina —eje de
los carbonos alfa—, esto se realizd para observar la variacion conformacional de la proteina NS5B con cada

uno de los ligandos a los que se acopld para formar los diferentes complejos.

2.5.4 Andlisis de enlaces de hidrégeno

Para definir qué aminoacidos de la polimerasa interaccionaron durante la simulacién con los
distintos atomos de los ligandos, se analizaron los enlaces de hidrégeno formados entre ellos. El porcentaje
de interaccidn establecido como vélido para cada una de las trayectorias fue del 20%, el equivalente en

tiempo de simulacidon a este porcentaje correspondié a 10ns.
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2.6 Ensayos de validacion MM-GBSA

2.6.1 Validacion de la simulacion acoplada con un modelo de solvente implicito

El método MM-GBSA (Molecular Mechanics, Generalized Born Surface Area, por sus siglas en
inglés), con la variante de ser un modelo de solvente implicito, fue utilizado para validar los resultados
arrojados por la trayectoria de la simulacién de los complejos polimerasa-ligando (Miller et al., 2012). Se
estimé el cambio en la energia libre [A (AG)] de la unidn de cada uno de los ligandos a la polimerasa.
Posterior a esto se obtuvieron los valores de A (AG) para el ligando, la polimerasa y el complejo, y se
calculd la energia de cada reaccidn. Finalmente, para identificar los ligandos que tuvieron una mejor
actividad sobre la polimerasa, se normalizaron los datos con respecto a la energia de reaccidn del ligando
de referencia SOF acoplado a la proteina. Esto se realizd dividiendo la energia de reaccién de cada ligando

entre la energia de reaccién del ligando de referencia.



Capitulo 3. Resultados

3.1 Correccion obtenida por la aplicacion del modelado homologo

El cristal de referencia obtenido del PDB contenia 558 aminoacidos y la estructura obtenida del
modelado fue de 563 aminodcidos. La regiéon de 5 aminodcidos faltante corresponde a la secuencia
continua de P149-A150-K151-G152-G153. En el comparativo con la constitucién estructural de otras
proteinas, esta secuencia faltante no se encuentra formando estructuras secundarias correspondientes a

hebras beta, hojas beta o hélices; sin embargo, forman parte de dos vueltas beta que se observan en otras

polimerasas NS5B representadas en la Figura 5.
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Figura 5. Comparativo del modelado homdlogo. La region de cinco aminodcidos faltantes forma dos vueltas beta en
la estructura consenso. Izquierda: seccidn de region que contiene la secuencia faltante en el cristal referencia —3gsz—

y tres secuencias distintas; derecha: PDB ID de cada secuencia.
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3.2 Analisis de la conservacion de regiones y aminoacidos en NS5B

La polimerasa NS5B presento varias regiones conservadas a lo largo de su secuencia y se encuentran
representadas en color rojo en la Figura 6. Algunas de estas regiones se encuentran comprendidas entre
los aminodcidos D220-E230, S282-T292 y G317-D319, las cuales contienen aminodcidos localizados en el

sitio activo de la proteina y son participes del proceso de polimerizacion.
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Figura 6. Andlisis de la secuencia completa de aminoacidos de la cadena A de la polimerasa. Los aminoacidos y
regiones conservadas en su totalidad se encuentran en color rojo; los aminoacidos con el menor grado de
conservacion estan en color azul; la restante gama de colores representa variedad en el grado de conservacién.
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En la Figura 7 se presentan los cddigos de secuencias conteniendo aminodcidos que participan en el
proceso de polimerizacion en sus etapas iniciales formando enlaces con diferentes atomos. Los
aminodcidos que reconocen de manera natural al sustrato son: D225, S282, N291; aminoacidos que
interaccionan con Mg*2 catalitico: D220, D318, D319; y aminoacidos que forman enlaces de hidrégeno con

los nucleétidos de la cadena molde o con los nucleétidos que ingresan al proceso de polimerizacion en sus

etapas iniciales: K141, R158, S367, R386, R394.
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Figura 7. Logos generados para la verificacion de aminoacidos conservados. a) D225, S282 y N291 son los
primeros aminoacidos en participar en el reconocimiento del sustrato entrante; b) D220, D318 y D319 interaccionan
con Mg para estabilizar el nucleétido entrante; c) K141, R158, S367, R386 y R394 forman enlaces de hidrégeno con

el molde y los nucledtidos que ingresan para su polimerizacion.
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3.3 Seleccion de los ligandos sometidos al cribado virtual

De los 1224 ligandos evaluados durante el cribado virtual se eligieron 34 candidatos, como se
muestra en la Figura 8. Sofosbuvir (SOF), canabidiol (CAN) y GS-4612132 (ACT) son tres ligandos de
referencia que presentaron valores de energia libre de -6.17 kcal/mol, -5.97 kcal/mol y -5.67 kcal/mol,
respectivamente. El resto de los 31 ligandos arrojaron valores de energia libre mejores a éstos y hasta un

valor de -8.78 kcal/mol.
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Figura 8. Grafico de ligandos que presentaron una energia superior a los ligandos de referencia. 1.00E+05, 1.00E+06
y 1.00E+07 corresponden a 100 mil, 1 millén y 10 millones de evaluaciones, respectivamente, de cada ligando con el
sitio activo de la polimerasa. SOF, CAN y ACT corresponden a ligandos utilizados como referencia. Los datos se
encuentran ordenados del valor de energia mas negativo hacia el mas positivo con respecto a la linea obtenida con
1.00E+07 evaluaciones.

Posterior a este filtro se eligieron 9 ligandos y se les asignd un nombre de residuo a cada uno de ellos con
el cual se identificaron a partir de este punto. En la Tabla 3 se establecen los ligandos elegidos, el
identificador inicial del ligando y la relaciéon con su nuevo identificador por residuo, de esta manera se
comenzaron a referenciar cada uno de los ligandos; también se alcanza a observar que se trata de
moléculas diferentes entre ellas con respecto a su nimero de dtomos y de planos de rotacién. Ademas de
SOF, que es el farmaco pangenotipico que ha mostrado mejor inhibicidn de la polimerasa NS5B, y de CAN,

qgue es una molécula de origen natural de la que también se ha reportado efecto inhibitorio, se

2 |D del metabolito en base de datos DrugBank. https://www.drugbank.ca/
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seleccionaron cuatro ligandos (ESM, SSM, FSM y ASM) similares a SOF por subestructura, y tres (CAA, CAB

y CTH) relacionados a CAN por indice de similitud quimica.

Tabla 3. Ligandos elegidos para ser acoplados a la polimerasa. Se eligieron cuatro ligandos (SSM, FSM, ESM y ASM)
relacionados con SOF y tres (CAA, CAB y CTH) similares a CAN, todos ellos mejores en sus valores de energia.

ID Ligando  Residuo # Atomos  # Enlaces de rotacién Energia con 1.00E+07
evaluaciones
S SSM 43 12 -8.78
F FSM 43 12 -8.31
z2053 CAA 30 5 -7.94
E ESM 43 12 -7.83
2630 CAB 25 6 -7.8075
29624 CTH 24 5 -7.775
A ASM 40 13 -7.53
SOF SOF* 39 12 -6.17
CAN CAN* 25 8 -5.9725

La columna con el encabezado “Residuo” corresponde al nuevo identificador con el que se distinguira cada ligando.
*Ligandos de referencia.
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3.4 Evaluacion de la estabilidad de la polimerasa con cada ligando acoplado

Los resultados de las simulaciones acopladas se pueden agrupar en dos bloques: uno para las
simulaciones con el ligando referencia SOF y sus cuatro ligandos similares por subestructura, y otro para
el ligando referencia CAN y sus tres ligandos relacionados por coeficiente de similitud quimica. De manera
global, estos dos grupos mostraron diferentes patrones en el nimero de enlaces de hidrégeno formados
y en los aminodcidos con los que los forman; y comportamientos muy similares en la estabilidad observada

en los graficos de RMSD para la mayoria de todos los ligandos.

A modo general, para las simulaciones de la polimerasa acoplada a SOF, ESM, SSM, FSM y ASM; la
mayor parte del tiempo de simulacién se observé estabilidad en la polimerasa, la cual es mostrada en los
graficos de RMSD durante todo el tiempo de simulacion. El RMSD promedio para los complejos de NS5B
acoplada con el ligando de referencia SOF y sus cuatro ligandos (ESM, SSM, FSM y ASM ) similares por
subestructura fueron: NS5B-SOF: 1.157 A; NS5B-ESM: 1.222 A; NS5B-SSM: 1.170 A; NS5B-FSM: 1.060 A y
NS5B-ASM: 1.132 A

El numero de enlaces de hidrégeno formados la mayor parte del tiempo de cada una de las
dindmicas fue de dos o tres enlaces, lo que correspondidé a alrededor del 25% del tiempo de simulacidn
para dos enlaces y 25% para tres enlaces. De manera mas especifica, el nimero de enlaces de hidrégeno
que se formé durante la mayor parte del tiempo de simulacién para cada ligando fueron: SOF: dos enlaces
durante el 26.8% del tiempo; ESM: tres enlaces durante el 29% del tiempo; SSM: tres enlaces durante el
25.4% del tiempo; FSM: tres enlaces durante el 25.4% del tiempo y ASM: tres enlaces durante el 21% del
tiempo. En los diagramas de interacciones, SOF mostré formar enlaces de hidrégeno con los aminodcidos
D318, L159 y R158; ESM con D318, Q414 y R200; SSM con D318, 5288, T287 y R200; FSM con N411, E446,
R386 y Y448; por ultimo, ASM formd enlaces de hidrégeno con G557 y Q414. En las figuras 9-13 se
muestran los RMSD para cada simulacién acoplada con cada uno de estos cinco ligandos, asi como el
numero de enlaces formados y su porcentaje de formacidn con respecto a la simulacién completa, también

se muestra el diagrama de interaccion ligando-aminodcido.



Simulacion NS5B-SOF

156

BE

223

#enlacesde H

% de formacién de enlaces para SOF

® =02%
0 246
= 26.8
)
—_—

161

226

W

160

29

Figura 9. Resultado de la simulacién del complejo NS5B-SOF que contiene el ligando de referencia SOF. Superior
izquierda: RMSD para la simulacién acoplada NS5B-SOF; RMSD promedio: 1.157 A, minimo: 0.837 A, méaximo: 1.492
A, sd: 0.118; superior derecha: porcentaje de formacién para los diferentes niimeros de enlaces de hidrégeno; el
26.8% del tiempo total se formaron dos enlaces y el 24.6% tres enlaces entre NS5B-SOF; inferior: esquema de

interacciéon, SOF mostré enlazarse con D318, L159 y R158.
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Simulacién NS5B-ESM % de formacién de enlaces para ESM
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Figura 10. Resultado de la simulacidn del complejo NS5B-ESM. Superior izquierda: RMSD para la simulacién acoplada
NS5B-ESM; RMSD promedio: 1.222 A, minimo: 0.769 A, méximo: 1.644 A, sd: 0.148; superior derecha: porcentaje de
formacién para los diferentes nimeros de enlaces de hidrégeno; el 29% del tiempo total se formaron tres enlaces y
el 24.8% dos enlaces entre NS5B-ESM.; inferior: esquema de interaccidn, ESM mostré enlazarse con D318, Q414 y
R200.
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Simulacion NS58-S5M % de formacién de enlaces para SSM
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Figura 11. Resultado de la simulacidon del complejo NS5B-SSM. Superior izquierda: RMSD para la simulacién acoplada
NS5B-SSM; RMSD promedio: 1.170 A, minimo: 0.726 A, maximo: 1.610 A, sd: 0.117; superior derecha: porcentaje de
formacion para los diferentes nimeros de enlaces de hidrégeno; el 25.4% del tiempo total se formaron tres enlaces
y el 24.8% dos enlaces entre NS5B-SSM; inferior: esquema de interaccién, SSM mostré enlazarse con D318, 5288,
T287y R200.
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Simulacién NS5B-FSM % de formacion de enlaces para FSM
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Figura 12. Resultado de la simulacion del complejo NS5B-FSM. Superior izquierda: RMSD para la simulacién acoplada
NS5B-FSM; RMSD promedio: 1.060 A, minimo: 0.691 A, maximo: 1.402 A, sd: 0.107; superior derecha: porcentaje de
formacion para los diferentes nimeros de enlaces de hidrégeno; el 25.4% del tiempo total se formaron tres enlaces
y el 27% dos enlaces entre NS5B-FSM; inferior: esquema de interaccion, FSM mostré enlazarse con N411, E446, R386

y Y448,
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Simulacién NS5B-ASM % de formacién de enlaces para ASM
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Figura 13. Resultado de la simulacidn del complejo NS5B-ASM. Superior izquierda: RMSD para la simulacion acoplada
NS5B-ASM; RMSD promedio: 1.132 A, minimo: 0.726 A, maximo: 1.347 A, sd: 0.099; superior derecha: porcentaje de
formacion para los diferentes nimeros de enlaces de hidrégeno; el 21% del tiempo total se formaron tres enlaces y
el 19.4% dos enlaces entre NS5B-ASM; inferior: esquema de interaccidn, FSM mostrd enlazarse con G557 y Q414.



34

Con respecto a las simulaciones acopladas a CAN, CAA, CAB y CTH; se observa estabilidad en los
RMSD durante todo el tiempo de simulacién. El RMSD promedio para los complejos de NS5B acoplada con
el ligando de referencia CAN y sus tres ligandos (CAA, CAB y CTH) relacionados por su coeficiente de

similitud quimica fueron: NS5B-CAN: 1.106 A; NS5B-CAA: 1.114 A; NS5B-CAB: 1.200 Ay NS5B-CTH: 1.057 A.

Durante la mayor parte del tiempo de simulacidén para este grupo de ligandos acoplados a la
polimerasa se estuvieron formando dos enlaces de hidrégeno: CAN formd dos enlaces de hidrégeno
durante el 38% del tiempo; CAA dos enlaces durante el 47.6% del tiempo de simulaciéon; CAB no mostré
formar enlaces durante el mayor tiempo de simulacién correspondiente al 89.2% del tiempo y CTH se
encontré formando dos enlaces el 42.6% del tiempo con la polimerasa. CAN mostré interaccion con V405,
CAA con D319 y CTH formd enlace con C366. Los graficos con el RMSD, el porcentaje para los diferentes

numeros de enlaces formados y el diagrama de su interaccidn se representan en las figuras 14-17.
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Simulacion NS5B-CAN % de formacién de enlaces para CAN
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Figura 14. Resultado de la simulacidn del complejo NS5B-CAN que contiene el ligando de referencia CAN. Superior
izquierda: RMSD para la simulacién acoplada NS5B-CAN; RMSD promedio: 1.106 A, minimo: 0.681 A, maximo: 1.433
A, sd: 0.126; superior derecha: porcentaje de formacién para los diferentes niimeros de enlaces de hidrégeno; el 38%
del tiempo total se formaron dos enlaces y el 22.6% no se presentaron interacciones entre NS5B-CAN; inferior:
esquema de interaccion, CAN mostrd enlazarse con V405.
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Simulacion NS5B-CAA % de formacién de enlaces para CAA
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Figura 15. Resultado de la simulacién del complejo NS5B-CAA. Superior izquierda: RMSD para la simulacién acoplada
NS5B-CAA; RMSD promedio: 1.114 A, minimo: 0.674 A, maximo: 1.424 A, sd: 0.119; superior derecha: porcentaje de
formacién para los diferentes nimeros de enlaces de hidrogeno; el 47.6% del tiempo total se formaron dos enlaces
y el 24.4% no se presentaron interacciones entre NS5B-CAA; inferior: esquema de interaccién, CAA mostroé enlazarse

con D319y E446.
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Simulaciéon NS5B-CAB % de formacién de enlaces para CAB
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Figura 16. Resultado de la simulacién del complejo NS5B-CAB. Superior izquierda: RMSD para la simulacién acoplada
NS5B-CAB; RMSD promedio: 1.200 A, minimo: 0.667 A, méaximo: 1.624 A, sd: 0.135; superior derecha: porcentaje de
formacion para los diferentes nimeros de enlaces de hidrégeno; el 89.2% del tiempo de simulacién no se
presentaron interacciones entre NS5B-CAB; inferior: esquema de interaccion, CAB no mostrd interacciones
representativas.



38

Simulaciéon NS58-CTH % de formacién de enlaces para CTH
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Figura 17. Resultado de la simulacién del complejo NS5B-CTH. Superior izquierda: RMSD para la simulacién acoplada
NS5B-CTH; RMSD promedio: 1.057 A, minimo: 0.640 A, maximo: 1.354 A, sd: 0.101; superior derecha: porcentaje de
formacion para los diferentes nimeros de enlaces de hidrégeno; el 42.6% del tiempo total se formaron dos enlaces
y el 31.4% no se presentaron interacciones entre NS5B-CTH; inferior: esquema de interaccién, CAA mostroé enlazarse

con C366 y R386.
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3.5 Evaluacion de la interaccion de aminodcidos con los diferentes ligandos

Cada uno de los ligandos presenté diferente porcentaje del tiempo de interaccién de algunos de sus
atomos con diferentes aminodcidos de la polimerasa. Sin embargo, en algunos de ellos se alcanzd a
detectar que, en las diferentes simulaciones acopladas, diferentes ligandos interaccionan con el mismo
aminodcido. En la Tabla 4 se encuentran representados cada uno de los ligandos y el porcentaje de tiempo
de simulacién que interaccionaron con distintos aminoacidos. El grupo de cinco ligandos asociados a SOF
por subestructura mostraron interaccionar con un mayor niumero de aminodcidos que el grupo de cuatro
ligandos asociado a CAN por similitud quimica. Con referencia al grupo de ligandos asociados a SOF, los
aminodacidos que presentaron un tiempo de interaccion mayor al equivalente a 20% del tiempo de
simulacién (10 nanosegundos), correspondieron a D318, L159, N291 y S288; para el grupo de ligandos
similares a CAN, los aminodcidos mds representativos fueron D319, C366 y V405. De todos estos, los
aminodacidos mas interesantes fueron D318 al interaccionar con SOF, ESM y SSM en 49.8%, 94.2% y 52.4%
respectivamente; D319 y C366 que presentaron una interaccidon el 100% del tiempo con CAA y CTH,
respectivamente; asi como V405 que interacciond el 83.8% del tiempo con CAN. Los ligandos ASM y CAB

fueron los mas débiles al presentar una reducida interaccién con la polimerasa.

Tabla 4. Ligandos y su porcentaje de interaccion con diferentes aminoacidos de la polimerasa.

% de interaccion durante la simulacion molecular
Aminodacido
Ligando
D318* R158* S282* Q414 L159 N291 S288(D319* R386* S367* C366 V405 Y415
SOF 49.8 1.4 7.4 - 276 - 1 - - - - - -
ESM | 94.2 8 - 144 - - - - - - - - -
FSM - 0.6 - - - 324 - - 10.4 - - - 106
SSM 52.4 - - 12 - - 20.2 - - - - - -
ASM - 0.6 - 8.4 - - - - - - - - -
CAN - - - - - - - - - - - 838 -
CAA - - - - - - - 100 - - - - -
CTH - - - - - - - - 2.8 1 100 - -
CAB - - - 0.6 - - - - - - 2.4 - 6.2

*Aminodcidos de los que se ha reportado participacién durante el proceso de polimerizacion.



3.6 Verificacion de energia libre con MM-GBSA

Los resultados de los ensayos para validar la afinidad de los diferentes ligandos por la polimerasa
coincidieron, en su mayoria, con lo mostrado en las dindmicas acopladas. Los datos normalizados de todos
los ligandos, con respecto al ligando referencia SOF en su valor de energia de reaccidon —E de reaccion, que

corresponde a la diferencia de complejo - ligando - receptor—, mostraron a ESM, FSM, ASM y CTH con

valores similares e incluso superiores.

Tabla 5. Ligandos acoplados a la polimerasa con un solvente implicito. La energia de reaccion (E de reaccidn) corresponde a la

diferencia entre el complejo y su ligando y receptor. Los datos se encuentran normalizados con respecto a SOF.

A (AG) en kcal/mol

Ligando

acoplado Receptor | Ligando | Complejo | E de reaccion | Normalizados* | Desv. Estandar
SOF -48024.564 | -116.788 | -48180.937 -39.585 1.000 0.133
ESM -48044.722 | -132.865 | -48224.342 -46.754 1.181 0.130
FSM -48039.379 | -151.452 | -48244.428 -53.597 1.354 0.149
SSM -48129.858 | -127.874 | -48304.668 -46.936 1.186 0.099
ASM -48099.195 | -120.835 | -48241.145 -21.114 0.533 0.126
CAN -48086.939 | 39.188 | -48079.867 -32.116 0.811 0.070
CAA -48023.553 | 28.144 | -48019.841 -24.432 0.617 0.100
CTH -47985.668 | 38.110 | -47986.615 -39.057 0.987 0.061
CAB -48024.620 | 36.943 | -48019.686 -32.008 0.809 0.067

*Para realizar este cdlculo de normalizacion, se tomdé como valor de referencia la E de reaccién de -39.585 kcal/mol,

correspondiente a SOF. Cada uno de los valores de los demas ligandos se dividid entre el valor de referencia mencionado.
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Capitulo 4. Discusion

El primer andlisis para la busqueda de regiones conservadas a nivel estructural comparando 21
secuencias no-redundantes y el segundo analisis para la bldsqueda a nivel secuencia comparando 72
secuencias no redundantes demostraron, dentro de las regiones conservadas encontradas, que todos los
aminodcidos localizados en el sitio catalitico y que participan en el proceso de polimerizacién se
encuentran altamente conservados. En el afio 2012, Waheed et al., realizaron un estudio donde alinearon
236 secuencias de NS5B elegidas de manera aleatoria utilizando el software “CLC Workbench” vy
encontraron aminoacidos conservados que coinciden con los encontrados en este trabajo: D225, N291,
D220, D318, D319, R158, S367, R386 y R394 son los aminodcidos que presentaron coincidencia en ambos
analisis lo que da sustento a considerarlos como aminoacidos muy importantes para HCV en diferentes
etapas del proceso de replicacién del genoma. El Gnico aminodcido que se encontré con un menor grado
de conservacion en este estudio y se reportd altamente conservado por Waheed et al. (2012), fue R386.
La aportacidon de esta etapa del trabajo radica en haber obtenido resultados similares a estudios previos
utilizando datos de mejor calidad —menos “gaps” en las secuencias elegidas y mayor cantidad de
aminoacidos traslapados (97%)— que se refleja en una mayor sensibilidad y, por tanto, mayor confiabilidad
en los datos obtenidos comparado con el estudio del afio 2012 donde reportan una mayor cantidad de
aminodcidos conservados que necesitan un mejor sustento debido al método aleatorio de muestreo que

reportan.

El cristal elegido de la proteina NS5B para realizar todos los ensayos demostrd ser un buen candidato
en su analisis de modelado por homologia ya que la regién de los cinco aminodcidos faltantes,
correspondientes a la secuencia continua P149-A150-K151-G152-G153, no formé parte de ninguno de los
cuatro motivos definidos en estudios previos por Ranjith-Kumar y Kao (2006) como motivos conservados
localizados en la palma (sitio catalitico) de NS5B. Sin embargo, si forman parte de una regién que
constituye un dominio importante de los dedos de NS5B, la region se denomina F2, esta constituida por
los aminoacidos K151-G152-G153-R154K y debe ser considerada si se desean hacer estudios de

acoplamiento sobre esta region.

Al realizar el cribado virtual para la identificacidon de los posibles farmacos que interfirieran con el
blanco (sitio activo de la polimerasa), se encontraron varios candidatos mejores que los ligandos de
referencia SOF y CAN reportados como efectivos por Sofia et al. (2010) y Lowe et al. (2017),
respectivamente. Estos estudios previos no poseen datos de energia libre para comparar con los valores
obtenidos en este estudio, sin embargo, se tomaron como referencia los valores de -6.17 kcal/mol para

SOF y -5.97 kcal/mol para CAN, que resultaron de los diferentes ensayos de acoplamiento. Se observé que
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la mayoria de los ligandos probados mostraron una mejora en el valor de energia libre conforme aumenté
el numero de evaluaciones de acoplamiento molecular; los valores convergieron a partir de diez millones
de evaluaciones. Con esto, se generd una galeria de moléculas para ser probadas in silico, la cual consistié
en 34 ligandos que mostraron valores de energia libre entre 1.0 kcal/mol y 2.5 kcal/mol mejores que los
controles. Aunado a esto, se encontrd un valor adecuado para el nUmero de evaluaciones de acoplamiento
para consecuentes investigaciones. No existen datos en otros estudios que relacionen el uso de
AutoDockTools para los acoplamientos, el tipo de moléculas, ni la region de acoplamiento de NS5B que se

eligieron en la presente investigacion.

Durante las simulaciones moleculares acopladas, la mayoria de los ligandos (SOF, ESM, SSM, FSM,
ASM, CAN, CAA y CTH) probados permanecieron formando enlaces de hidrogeno la mayor parte del
tiempo con la polimerasa en su sitio activo. Sin embargo, el nimero de enlaces de hidrégeno formados
fue diferente entre los ligandos de alrededor de 40 dtomos (SOF, ESM, SSM, FSM y ASM) y el grupo de
ligandos con menos de 30 atomos (CAN, CAA, CABy CTH); para el primer grupo existié la formacion de dos
o tres enlaces de hidrégeno durante el 50% del tiempo de la dindmica, y para el segundo grupo se formaron
dos enlaces durante el 70% del tiempo y ningln enlace para el caso del ligando CAB durante el 89% del
tiempo de simulacién. No existen datos equiparables del tiempo que se mantienen interaccionando estos
ligandos acoplados con la polimerasa NS5B pero la importancia de los resultados obtenidos radica en el
hecho de que estos ligandos se mantienen unidos al sitio activo de la polimerasa durante mas de la mitad
del tiempo de simulacién y, por tanto, podrian competir con la adicion de nucleétidos que se realiza

durante el proceso de polimerizacion del HCV.

En el analisis posterior se evaluaron los porcentajes de ocupancia con aminoacidos de manera
individual y se detecté que, durante las diferentes simulaciones de los complejos proteina-ligando, siete
aminoacidos (R158, S282, N291 D318, D319, R386 y S367) coincidieron en su participacion durante la
polimerizacidn, esto concuerda parcialmente con estudios experimentales previos realizados por Appleby
et al. (2015), donde detallan la replicacion del genoma de HCV determinando la estructura cristalografica
de diferentes complejos de la polimerasa con enzimas, moldes, iniciadores e iones metalicos cataliticos;
para definir posibles aminoacidos que participan durante diferentes etapas en el proceso de
polimerizacidn. De éstos, D318 y D319 son los que tomaron mayor importancia, el primero por aparecer
interaccionando mas de la mitad del tiempo con tres ligandos diferentes y D319 porque interacciona todo
el tiempo con el ligando CAA; S367 se convirtid en el aminoacido menos importante al interaccionar sélo
el 1% del tiempo de simulacién. Por otro lado, en estudios computacionales desarrollados por Li et al.
(2010), donde utilizaron un solvente implicito para las simulaciones moleculares, encontraron varios

aminoacidos que interaccionan alrededor del 60% del tiempo de simulacién (tiempo de simulacién total =
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8 ns) y coinciden con algunos aminoacidos que también mostraron interacciéon durante las simulaciones
acopladas realizadas en este estudio (tiempo de simulacion total = 50 ns); estos cuatro aminoacidos son:
R386, S367, C366 y Y415; de los cuales C366 es el que tomd mayor importancia ya que en ambos estudios
demostré formar enlaces de hidrégeno durante gran parte de la simulacién (60% del tiempo en estudio

previo vs 100% del tiempo en el presente estudio).

Ademas de lo mencionado, se identificaron otros tres aminodcidos, L159, S288 y V405, que
interaccionaron mas de la quinta parte del tiempo con uno o dos ligandos diferentes; éstos tomaron gran
importancia debido a que se encuentran en el sitio catalitico. Sin embargo, no existen reportes previos de
su participacion en la polimerizacién; sumado a esto, los tres aminodcidos se encuentran muy conservados

de acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo en el andlisis a nivel de estructura y de secuencia.

Finalmente, durante la validacién de la energia libre de unién, estimada con el uso de un solvente
implicito utilizando el método MM/GBSA, los datos normalizados indicaron descartar a los ligandos ASM
y CAA, por sus valores bajos de 0.553 y 0.617, respectivamente. Al no existir datos con los cuales comparar
la efectividad de los ligandos candidato seleccionados, estos resultados de energia libre de acoplamiento
con solvente implicito se cotejaron con los porcentajes de interaccién y los resultados de la simulacién con
solvente explicito previos de este estudio y asi se definieron a los ligandos ESM, FSM, SSM y CTH como
potenciales candidatos para ser probados experimentalmente, incluso para ser usados como punto de
partida para el disefio de un farmaco que interfiera con el proceso de polimerizaciéon del genoma viral en

mayor grado que los fdrmacos existentes a la fecha.
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Capitulo 5. Conclusiones

El presente trabajo permitid, en primera instancia, encontrar patrones sobre la RNA polimerasa
dependiente de RNA viral (RdRp) NS5B, los cuales consistieron en aminoacidos altamente conservados
localizados en el sitio activo de la proteina, observados como resultado del alineamiento de las distintas
secuencias de la polimerasa. Con esto se confirmé que el sitio seleccionado es un buen candidato como

blanco de diferentes farmacos.

La existencia de fadrmacos que han mostrado tener efecto inhibitorio sobre la polimerasa permitio
tener una referencia para realizar la busqueda de otros ligandos que pudieran presentar iguales o mejores
efectos inhibitorios in silico. El acoplamiento de alrededor de 1200 ligandos al sitio catalitico de la

polimerasa permitié obtener una amplia galeria de candidatos para ser simulados.

Las diferentes simulaciones de los complejos, aunado a métodos de validacién, mostraron la
existencia de cuatro farmacos (ESM, FSM, ASM y CTH) que interfirieron con el blanco de la polimerasa
durante un tiempo igual o mayor que los ligandos de referencia. Tres de estos farmacos (ESM, FSM y CTH)
tuvieron como ligando de referencia a sofosbuvir (SOF) y uno de ellos (CTH) tuvo como ligando de
referencia a canabidiol (CAN). Ademas, se encontraron aminodcidos interaccionando en el sitio catalitico

de los que no se tenia registro previo de su participacion formando enlaces de hidrégeno.

Finalmente, esta investigacion establecio las bases para dar seguimiento a futuros estudios in silico
para el disefio de un farmaco basado en la estructura y los patrones de enlace de los ligandos encontrados.
Ademas de mostrar potenciales candidatos para ser probados en estudios in vitro para inhibir el proceso

de polimerizacion del virus de la hepatitis Cy, por consiguiente, su ciclo de infeccidn.
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