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Evaluacién de compuestos bioactivos./Evaluation of bioactive compounds.

ABSTRACT

Plants traditionally used for medicinal use could be an alternative against SARS-
CoV-2. In this study, the binding energy of 10 bioactive compounds of plants used in Mexico
against COVID-19 was evaluated by molecular docking with two online servers: COVID-19
Docking Server and DockThor. Remdesivir was used as a control. The results showed that
Cypellocarpin B, Cypellocarpin C, Luteolin 7-glucoside, and Syringetin glucopyranoside showed
the highest binding energy towards Mpro and RdRp proteins with respect to Remdesivir.
The comparison of molecular docking servers showed differences in the docking motors and
proteins available on each server. The bioactive compounds evaluated can act as potential
inhibitors against Mpro and RdRp proteins of COVID-19, according to in silico molecular docking.

KEY WORDS: Phenolic compounds, Molecular docking, DockThor, COVID-19,
SARS-CoV-2.

Introduccién

La enfermedad por Coronavirus 2019 (COVID-19), causada por la infeccion de SARS-
CoV-2, se ha propagado rapidamente en todo el mundo y se ha convertido en una emergencia
de salud publica mundial (Yang et al., 2020). El coronavirus esta relacionado con el Sindrome
Respiratorio Agudo Severo (SARS), tipo 2 (Yoshimoto, 2020). Algunas de las principales proteinas
virales del SARS-CoV-2 son la proteina espiga (S; Spike), la principal proteina estructural en la
invasién celular mediada por los receptores ACE2, y la proteina de la célula huésped TMPRSS2.
La proteina S es actualmente la diana terapéutica mas investigada. Otra proteina importante
es la proteasa principal no estructural Mpro (también conocida como 3CLPro) que facilita el
procesamiento proteolitico de las poliproteinas (Da Silva et al., 2020; Paraiso et al., 2020). La
ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp) juega un papel crucial en el ciclo viral. RdRp es
la regidbn mas conservada y accesible de los virus de ARN; apuntar a esta region para inhibir la
replicacién viral puede ser un enfoque terapéutico practico (Aftab et al., 2020).

Ademas del desarrollo y uso de vacunas, se ha propuesto el uso de medicamentos
preexistentes. Sin embargo, la efectividad de estos es limitada. El uso de los antivirales existentes
también se ha reasignado para reducir el tiempo y el costo en comparacion con el desarrollo de
nuevos medicamentos. Algunos medicamentos existentes evaluados frente al SARS-CoV-2 son
Remdesivir, Lopinavir/Ritonavir (Yang et al., 2020).

Efecto y mecanismo de accién de Remdesivir

Los analogos de nucledsidos son agentes antivirales que han demostrado eficacia contra
virus, como coronavirus, VIH, hepatitis By C (Eastman et al., 2020). Remdesivir es un profarmaco
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analogo de nucleodsido que se metaboliza dentro de las células y se convierte en un metabolito
activo de nucledsido trifosfato (NTP) (Moneriz & Castro-Salguedo, 2020). EI metabolito activo
se dirige a la maquinaria de replicacion del ARN viral y actia como sustrato para RdRp, donde
compite con el ATP para incorporar nuevas hebras para formar la cadena de ARN. La incorporacion
de remdesivir interrumpe los procesos moleculares posteriores (Malin et al., 2020). La RdRp viral
es la proteina diana del metabolito activo, aunque los estudios in silico también han demostrado
que remdesivir puede unirse fuertemente a la proteina Mpro (Nguyen et al., 2020).

Compuestos bioactivos

En frutas, verduras y plantas, compuestos bioactivos como las vitaminas, fitoquimicos
y los compuestos fendlicos (flavonoides y carotenoides) tienen beneficios para la salud. Estos
compuestos tienes propiedades biolégicas como actividad antioxidante, anticancerigena y
antimicrobiana (Torres-Ledn et al., 2017). Las propiedades antimicrobianas incluyen actividad
antiviral. Los componentes antivirales de varias frutas y plantas pueden actuar sobre los virus y
las células huésped para prevenir infecciones virales (Mukhtar et al., 2008; Bright & Gilling, 2016;
Ben-Shabat et al., 2019).

Ensayos in silico

Los ensayos in silico se han investigado para evaluar la posible interaccién y afinidad
de los compuestos bioactivos contra el SARS-CoV-2. Se ha informado a través de estudios in
silico e in vitro que algunos polifenoles tienen el potencial de inhibir RARP y las proteasas virales
de SARS-CoV-2 (Torres-Leon et al., 2020; Singh et al., 2021). Los polifenoles son compuestos
prometedores para tener afinidad con las proteasas virales involucradas en la replicacion viral
(Paraiso et al., 2020; Singh et al., 2021). Se han realizado estudios in silico sobre algunas
plantas medicinales ricas en taninos hidrolizables, que pueden ser utilizadas para tratar el SARS-
CoV-2 (Khalifa et al., 2020). Otros estudios sugieren que los glucosidos de flavonoides pueden
desempenar un papel clave como inhibidores del SARS-CoV-2 en Mpro y RdRp (Da Silva et al.,
2020). Por lo tanto, es relevante evaluar los compuestos bioactivos presentes en plantas, frutas
y vegetales a través de un enfoque de acoplamiento molecular para inhibir las proteinas del
SARS-CoV-2 (Tallei et al., 2020).

Los programas de software para acoplamiento molecular estan disponibles comercialmente.
Sin embargo, algunos son bastante costosos, lo que limita su uso y algunas licencias deben
renovarse cada afo (Benfenati et al., 2010). Algunos programas de software gratuitos estan
disponibles en linea, donde los costos son cero y pueden usarse facilmente para evaluar cualquier
producto quimico. Este tipo de programas pueden ayudar a reducir el tiempo en la seleccion de
compuestos bioactivos y facilitar su analisis in vitro o in vivo.

En México, existe una gran cantidad de plantas medicinales que se utilizan en la medicina
tradicional. El estudio de estas plantas ha contribuido al descubrimiento de nuevas sustancias
con actividad biolégica. Por ello, en este trabajo se han seleccionado diversas plantas tales como
Parthenium argentatum A.Gray, Turnera diffusa Willd. ex Schult., Larrea tridentata (Sessé & Moc.
ex DC.) Coville, Taraxacum officinale (L.) Weber ex F.H.Wigg, Moringa oleifera L., Eucalyptus
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camaldulensis Dehnh., y Bougainvillea glabra Choisy. Estas plantas se encuentran distribuidas
en todo el territorio mexicano y han sido utilizadas como plantas medicinales. Las moléculas de
cada planta fueron seleccionadas de acuerdo con una investigacién previa sobre la presencia de
actividad viral o biolégica. Los compuestos bioactivos contra las proteinas SARS-CoV-2, Mpro
(PDB; 6LU7) y RdRp (PDB; 7BV2) se probaron mediante acoplamiento molecular utilizando dos
servidores disponibles en linea.

Material y Métodos
Plantas y moléculas

Las plantas, y sus moléculas entre paréntesis: Parthenium argentatum A. Gray
(Neochlorogenic acid; CID: 5280633), Turnera diffusa Willd. ex Schult. (Luteolin 7-glucoside; CID:
5280637, Syringetin glucopyranoside; CID: 16109838), Larrea tridentata (Sessé & Moc. ex DC.)
Coville (Nordihydroguayretic acid; CID: 4534), Moringa oleifera Lam. (Kaempferol; CID: 5280863,
Apigenine 7 O-glucéside; CID: 5280704), Eucalyptus camaldulensis Dehnh. (Cypellocarpin B;
CID: 10506563, Cypellocarpin C; CID: 10625791), Taraxacum officinale (L.) Weber ex F.H.Wigg.
(Betulin; CID: 72326) y Bougainvillea glabra Choisy (Vitexin; CID: 528044 1) fueron seleccionados
para este estudio. Remdesivir (CID: 121304016) se utilizé como control positivo. Esta molécula
ha sido aprobada por la FDA para su uso en pacientes con COVID-19 (FDA, 2020), y tiene una
amplia investigacion como posible tratamiento contra COVID-19 (Beigel et al., 2020; Ko et al.,
2020; Ma et al., 2021; Wang, Y. et al., 2020; Yang et al., 2020). Las moléculas en 2D se obtuvieron
de PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) en formato SDF.

Determinacién de la lipofilicidad

Se utilizé la herramienta web SwissADME (http://www.swissadme.ch/index.php) para
predecir la lipofilicidad (LogP). La lipofilicidad es un factor importante para la absorcién, distribucion
en el cuerpo, penetracion a través de membranas vitales y barreras biologicas, metabolismo y
excrecion de un compuesto (propiedades ADME).

El logP de un compuesto destinado a la administracion oral debe ser <5. Por lo tanto, se
evaluaron las moléculas seleccionadas para determinar cuales cumplen con esta regla.

Acoplamiento molecular in silico

Las moléculas se evaluaron como ligandos potenciales para las proteinas SARS-CoV-2,
Mpro (PDB: 6LU7) y RdRp (PDB: 7BV2), utilizando dos servidores de acoplamiento molecular en
linea (ambos servidores estan disponibles para su uso gratuito). Las moléculas descargadas de
PubChem no fueron modificadas antes del analisis.

Actualmente, existe una gran cantidad de servidores para hacer acoplamiento molecular;
algunos de ellos deben instalarse en una computadora y complementarse con el uso de mas
programas. Ademas, la mayoria de estos programas tienen que ser comprados. Sin embargo,
también existen programas gratuitos para acoplamiento molecular. Los programas gratuitos en
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linea tienen ventajas econdmicas (costo cero), de infraestructura (no requieren computadoras de
alta calidad), de almacenamiento (la informacién que generan estos programas se almacena en
sus servidores) y de analisis (las proteinas de interés ya estan disponibles). Las desventajas son las
opciones limitadas para cambiar detalles y la menor disponibilidad de recursos computacionales
para experimentos de deteccion virtual de alto rendimiento. Sin embargo, los servidores en
linea para acoplamiento molecular son utiles para buscar compuestos bioactivos contra el
SARS-CoV-2.

En el presente estudio, utilizamos dos servidores disponibles en linea y gratuitos. Para la
seleccion de los dos servidores se ingresé a la base de datos BIOPEP-UWM de la Universidad
de Mazury en Olsztyn, Polonia (https://biochemia.uwm.edu.pl/en/docking-2/). La base de datos
cuenta con 23 programas en linea para acoplamiento molecular: herramienta B-AceP, AMMOS2,
AutoDock Vina, CB-Dock, BINANA, ClusPro, CovalentDock Cloud, COVID-19 Docking Server,
DockThor, EDock, FitDock, GalaxyPEPDOCK, HawkDock, HPEPDOCK, Hex, InstaDock, PIPER-
FlexPepDock, ProteinsPlus, SwissDock, systemsDock, servidor UNRES, Webina, ZDOCK. De
todos los programas, seleccionamos dos de forma no aleatoria: COVID-19 Docking Server (CDS)
y DockThor (DT).

CDS

CDS (https://ncov.schanglab.org.cn/index.php) (Kong et al., 2020) tiene proteinas de
SARS-CoV-2 disponibles para acoplamiento molecular; esto facilita la evaluacion de las afinidades
y modos de union entre proteinas y ligandos (moléculas pequefias, péptidos y anticuerpos). Las
proteinas utilizadas para realizar el acoplamiento molecular fueron Mpro y RdRp (sitio RTP). Las
moléculas para acoplamiento se cargaron en formato SDF.

Autodock Vina se utiliza como motor de acoplamiento en CDS. La caja de acoplamiento
se define como el centro de la coordenada del ligando nativo con una longitud de 30 A x 30 A
x 30 A para incluir residuos de toda la cavidad. CDS utiliza MGLTools para agregar hidrogenos y
preparar proteinas y ligandos. El nivel de exhaustividad fue el predeterminado (12). El analisis se
llevé a cabo con las proteinas Mpro (PDB: 6LU7) y RdRp (PDB: 7BV2). Se seleccioné la proteina
de interés y se agrego la molécula a analizar. Se utilizé el valor de puntuacién del modelo 1 (en
kcal/mol).

DT

DT (https://dockthor.Incc.br/v2/) (da Silveira et al., 2019; Santos et al., 2020) tiene
proteinas virales de SARS-CoV-2 especificas para realizar acoplamiento molecular. Por lo tanto,
solo se carga la molécula de interés y se selecciona la proteina a evaluar. Las estructuras 2D
de las moléculas en formato SDF se convirtieron a formato PDB con el convertidor en linea
SMILES (https://cactus.nci.nih.gov/translate/). Para las proteinas se utilizaron las estructuras de
tipo salvaje Nsp5-Mpro (PDB: 6LU7) y Nsp12-RdRp (PDB:7BV2).

Como parametros de acoplamiento, se definid el sitio de uniéon catalitica de ambas
proteinas y el tamafio de la cuadricula en 20 A x 20 A x 20 A. Se utilizé la precision del algoritmo
estandar (1,000,000 de evaluaciones, tamafo de poblacion de 750 y 24 ejecuciones).
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Analisis de union proteina-ligando

Los resultados del servidor DT que tuvieron resultados similares o mejores que el
control Remdesivir (Cypellocarpins B y C, Luteolin 7-glucoside y Syringetin glucopyranoside) se
descargaron para analizar las interacciones de union ligando-proteina utilizando Discovery Studio
Visualizer. Se generaron imagenes 2D que representan la interaccion molécula-proteina.

Analisis de los datos

El andlisis se realiz6 mediante métodos descriptivos. Los resultados obtenidos
corresponden a la energia de enlace (kcal/mol) y el tipo de enlace entre el compuesto y la
proteina. Los valores de energia de union indican afinidad entre los compuestos y las proteinas.
Los valores de energia de union indican afinidad entre compuestos y proteinas. Una energia de
enlace negativa significa que el compuesto tiene afinidad por la proteina y una energia positiva
indica que el compuesto no tiene afinidad por la proteina. El valor de energia de enlace negativo
indica una reaccion espontanea y un sistema estable que permite la formacion de enlaces.

Resultados y Discusién
Determinacién de la lipofilicidad

Los resultados obtenidos mostraron que 10 moléculas tienen valores de LogP dentro del
rango (<5), Remdesivir (1.50), Neochlorogenic acid (-0.38), Luteolin 7-glucoside (0.16), Syringetin
glucopyranoside (-1.55), Nordihydroguayretic acid (3.29), Kaempferol (1.58), Apigenine 7
O-glucoside (0.55), Cypellocarpin B (0.70), Cypellocarpin C (1.04), Betulin (6.36), Vitexin (-0.07).
De todas las moléculas, solo Betulin mostré un valor superior de LogP. Esto indica que la mayoria
de las moléculas son similares a los farmacos, y su estudio como posibles tratamientos contra el
SARS-CoV-2 es apropiado.

Analisis de acoplamiento molecular de compuestos bioactivos

La Tabla 1 muestra el acoplamiento entre las moléculas y las estructuras proteicas de
SARS-CoV-2, Mpro y RdRp. Estos valores representan la energia de enlace (kcal/mol) obtenida
con los servidores CDS y DT. En el acoplamiento entre los compuestos bioactivos y la proteina
RdRp, CDS obtuvo una energia de enlace superior a la mostrada por DT, entre -8,10 y -10.60
kcal/mol, mientras que los resultados de DT estan entre -6.511 y -7,542 kcal/mol. Ademas, el
acoplamiento con la proteina Mpro mostré valores en un rango similar en ambos servidores.

Respecto ala proteina Mpro: Luteolin 7-glucoside (CDS: -8.30 kcal/mol; DT: -9.040 kcal/mol)
y Syringetin glucopyranoside (CDS: -8.20 kcal/mol; DT: -8.191 kcal/mol) pertenecientes a Turnera
diffusa, asi como Cypellocarpin B (CDS: -9.00 kcal/mol; DT: -8.100 kcal/mol) y Cypellocarpin C
(CDS: -8.60 kcal/mol; DT: -7.056 kcal/mol) de Eucalyptus camaldulensis, mostraron energia de
union superior a Remdesivir (CDS: -8.30 kcal mol; SD: -7.919 kcal/mol) y al resto de compuestos
en general. Para RdRp: Luteolin 7-glucoside (CDS: -10.00 kcal/mol; DT: -6.511 kcal/mol),
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Syringetin glucopyranoside (CDS: -10.60 kcal/mol; DT: -7.274 kcal/mol), Cypellocarpin B (CDS:
-10.10 kcal/mol; DT: -7.296 kcal/mol) y Cypellocarpin C (CDS: -9.80 kcal/mol; DT: -7.478 kcal/mol),
obtuvieron una energia de unién superior a Remdesivir (CDS: -9.20 kcal/mol; DT: -7.330 kcal/mol)
y a los demas compuestos. Dado que los compuestos mencionados presentaron mejor energia
de union obtenida por Remdesivir y los demas compuestos, se realizé un analisis detallado de
estas moléculas.

CypellocarpinBy C

Cypellocarpin B (Mpro: -9.00 kcal/mol; RdRp: -10.10 kcal/mol) y Cypellocarpin C
(Mpro: -8.60 kcal/mol; RdRp: -9.80 kcal/mol) con CDS mostraron una mayor energia de unioén a
Remdesivir (Mpro: -8.30 kcal/mol; RdRp: -9.20 kcal/mol) para Mpro y RdRp. Mientras que para
DT, solo Cypellocarpin B (-8.100 kcal/mol) tuvo una mayor energia de unién que Remdesivir
(-7.919 kcal/mol) con la proteina Mpro. En el acoplamiento con la proteina RdRp, solo Cypellocarpin
C (-7.478 kcal/mol) tuvo una puntuacion superior a Remdesivir (-7.330 kcal/mol).

La literatura ha reportado que las cipelocarpinas tienen un efecto similar al (-) galato
de epigaloilcatequina al inhibir la activacién del antigeno del virus de Epstein-Barr, la principal
causa de la mononucleosis infecciosa aguda (Brezani & Karel, 2013). Los estudios in vitro han
demostrado que Cypellocarpin B y C suprimen la cancerogénesis en células de piel de raton
(Goodger & Woodrow, 2013). Ademas, Cypellocarpin C es un potente agente antitumoral y tiene
un efecto mayor que el aciclovir en el tratamiento del virus HSV-2 responsable del herpes genital
(Treml et al., 2020).

Se han realizado diferentes estudios in silico en los que se evallan compuestos
bioactivos del género Eucalyptus como posibles inhibidores del virus SARS-CoV-2. Segun
nuestro conocimiento, no se han encontrado investigaciones que incluyan la evaluacién de las
cipelocarpinas B y C. Fitriani et al. (2020), evaluaron la energia de unién entre la proteina Mpro y
la Cypellocarpin A con AutoDock tool 4. El resultado del acoplamiento mostré que la Cypellocarpin
A (-6.60 kcal/mol) tiene una energia de unidon mas baja que el remdesivir (-7.63 kcal/mol). La
diferencia entre Cypellocarpin B y C, y Cypellocarpin A puede deberse al numero de hidrégenos
que pueden donar; cypellocarpin C puede donar cinco enlaces de hidrégeno, cypellocarpin B
dona 6 y la cypellocarpin A dona 7. También, la proteina utilizada para el acoplamiento en el
trabajo de Fitriani et al. (2020) fue diferente. La proteina Mpro utilizada fue 3CLpro- X77 (PDB:
6W63), y en nuestro trabajo se utilizé Mpro (PDB: 6LU7), la preparacion de ligandos y proteinas
en el trabajo de Fitriani et al. (2020) se realizé con el programa Chimera 1.13.1. Se agregaron
hidrégenos a la molécula y los parametros de la cuadricula se establecieron utilizando AutoDock
Tools (ADT).
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Tabla 1. Resultados del acoplamiento molecular entre moléculas bioactivas con

CDSy DT.
; CDS DT
eso
Fuente Pu%(fgem Molécula molecular Mpro RdRp Mpro RdRp
(g/mol) valor valor valor valor
(kcal/mol) (kcal/mol) (kcal/mol)  (kcal/mol)
Chemical 121304016 Remdesivir 602.6 -8.30 -9.20 -7.919 -7.330
(Control)
Parthenium Neochlorogenic
argentatum 5280633 . 9 354.31 -7.40 -9.30 -7.253 -7.075
acid?
A.Gray
Luteolin
Turnera 5280637 7-glucoside® 448.4 -8.30 -10.00 -9.040 -6.511
diffusa Willd. . .
Syringetin ) ) ) )
ex Schult. 16109838 glucopyranoside® 670.6 8.20 10.60 8.191 7.274
Larrea
tridentata Nordihydroguayretic
(Sessé & 4534 ydroguay 302.4 -7.60 -9.50 -7.305 -6.702
acid
Moc. ex DC.)
Coville
Moringa 5280863 Kat'ampferolC 286.24 -7.80 -9.30 -8.209 -6.641
oleiferal. 5280704 Apigenine 7 432.4 -8.00 -9.60 -8.910 7128
O-glucoside®
Eucalyptus 10506563  Cypellocarpin B¢ 538.5 -9.00 -10.10 -8.100 -7.296
camaldulensis
Dehnh. 10625791  Cypellocarpin C* 5205 -8.60 -9.80 -7.056 -7.478
Taraxacum
officinale (L.) 72326 Betulin® 442.7 -7.10 -9.10 -8.886 -7.542
Weber ex
F.H.Wigg.
Bougainvillea g5, q,4 44 Vitexin' 432.4 -7.90 -8.10 -7.596 -7.427
glabra Choisy

aPiluzza et al., (2020), bGovea-Salas et al., (2017), cSaucedo-Pompa et al., (2018), dHakki et al., (2010),

eDiaz et al., (2018), fAbarca -Vargas & Petricevich (2018).

Los resultados de este estudio muestran que las Cypellocarpins B y C tienen mejor afinidad
contra la proteina Mpro del SARS-CoV2 que la Cypellocarpin A y Remdesivir, por lo que pueden

considerarse para estudios in vitro o in vivo.
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Luteolin 7-glucoside

Las energias de union de Luteolin 7-glucoside con Mpro, en CDS y DT fueron
-8.30 kcal/mol y -9.040 kcal/mol, respectivamente. Remdesivir fue -8.30 kcal/mol y -7.919 kcal/mol,
respectivamente. En CDS, la puntuacién de Luteolin 7-glucoside es similar al control Remdesivir.
Con DT se muestran resultados superiores al control, lo que indica una mejor energia de union
con la proteina Mpro en este servidor.

En RdRp, la energia de unién con CDS fue de -10.00 kcal/mol; en DT fue -6.511 kcal/
mol para Luteolin 7-glucoside; en el caso de Remdesivir los valores obtenidos fueron -9.20 kcal/
mol en CDS y -7.330 kcal/mol en DT (tabla 1). En CDS, la puntuacion de Luteolin 7-glucoside es
superior al control, por lo que hay una mejor energia de union. En DT, la puntuacion de Luteolin
7-glucoside es inferior a la del control.

La Luteolin y sus derivados poseen diferentes actividades bioldgicas, siendo las mas
destacadas la antioxidante, antimicrobiana, antiinflamatoria y anticancerigena (Zemlicka et al.,
2014). La Luteolin mostré una potente actividad antiviral contra el SARS-CoV (Yi et al., 2004),
el virus de la encefalitis japonesa (Fan et al., 2016), la proteasa del VIH-1 (Mehla et al., 2011),
Epstein-Barr virus, rotavirus Rhesus y virus Chikungunya (Zakaryan et al., 2017).

En cuanto a lainhibicion del SARS-CoV-2, se hainformado que Luteolin tiene una excelente
afinidad de unién a los residuos de aminoacidos del sitio activo de la proteina espiga del SARS-
CoV-2 (Sen et al., 2020). Un estudio por acoplamiento molecular mostré que luteolin-7-glucoside
puede potencialmente inhibir a Mpro en SARS-CoV-2 (Khaerunnisa et al., 2020), reportando un
valor de -8.7 kcal/mol, utilizando Autodock 4.2, este valor es cercano al obtenido en el presente
estudio con CDS para Mpro (-8.30 kcal/mol).

Otro estudio computacional informé que luteolin-7-glucoside tiene una energia de union
optima para la inhibicién de Mpro (-10.66 kcal/mol con Autodock4, -8.4 kcal/mol con Autodock
Vina y -9.73 kcal/mol con Smine) (Giguet-Valard et al., 2020). Estos valores son cercanos a los
obtenidos con CDS (-8.30 kcal/mol) y DockThor (-9.040 kcal/mol); se espera que esta molécula
tenga potencial como inhibidor del SARS-CoV-2; ademas, se destaca el uso de flavonoides para
la inhibicién del SARS-CoV-2.

La literatura respalda el estudio de la Luteolin al demostrar actividad antiviral en varios
virus y mostrar actividad contra el SARS-CoV-2. Sin embargo, son necesarios estudios in vitro
0 in vivo.

Syringetin glucopyranoside

Syringetin glucopyranoside con Mpro en CDS y DT mostré energias de union de
-8.20 kcal/mol y -8.191 kcal/mol, respectivamente, y Remdesivir fue de -8.30 kcal/mol y
-7.919 kcal/mol. En CDS, la puntuacion es mas baja que Remdesivir. Sin embargo, este valor no
esta lejos del control. En el caso de DT, los resultados son superiores a Remdesivir, indicando
mejor energia de unién que el control con la proteina Mpro en este servidor. RARp muestra una
tendencia similar a la Luteolin 7-glucoside, con valores de CDS superiores a Remdesivir. Mientras
que con DT se reportaron valores menores (Cuadro 1).
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La informacién sobre Syringetin glucopyranoside es minima; Syringetin es un flavonoide,
especificamente un flavonol. Se ha descrito gran variedad de actividades biologicas en los
flavonoides, como antiinflamatorio, antioxidante, antibacteriano, antiviral, anticancerigeno y
neuroprotector (Brodowska, 2017; Zakaryan et al., 2017). También se ha informado actividad
antiviral en flavonoides contra ciertos virus de ARN, como el virus respiratorio sincitial (RSV)
o poliovirus, y virus de ADN como el virus del herpes simple (HSV-1) (Naithani et al., 2010).
Los compuestos de Damiana (Turnera diffusa) como la Luteolin y el Syringetin glucopyranoside
poseen actividad antiinflamatoria, antibacteriana, antioxidante y antiviral (Govea-Salas
etal., 2017).

Se ha evaluado la actividad antiviral in vitro de algunos flavonoides, incluida la Syringetin,
contra el virus respiratorio sincitial (RSV). Los resultados mostraron actividad antiviral de
los flavonoides (Xu et al., 2020). Por lo tanto, es prometedor utilizar e investigar flavonoides
y flavonoles como agentes antivirales. Este trabajo es el primero en investigar esta molécula,
por lo que recomendamos realizar un estudio mas extenso para comprobar su utilidad en
ensayos posteriores.

Las propiedades de estos compuestos bioactivos tienden a influir en los resultados de las
infecciones virales, ya que tienen efectos antioxidantes que pueden ayudar a reducir los niveles
de estrés oxidativo. Sus efectos antiinflamatorios e inmunomoduladores pueden reducir en gran
medida el dafo causado por la infeccién viral.

Se ha demostrado que los polifenoles tienen una accion inhibitoria contra el SARS-CoV-2,
el SARS-CoV y el MERS-CoV. Las interacciones de los polifenoles con las proteinas virales y los
receptores de las células huésped pueden interferir con la entrada y la replicacion del virus. Los
estudios in vitro han demostrado que los polifenoles pueden interrumpir el ciclo viral al unirse a
proteinas. Estas interacciones podrian inhibir proteinas, como Mpro, RdRp, o alterar la unién de
proteinas estructurales, como la proteina S.Por ejemplo, la curcumina es una de las moléculas mas
estudiadas in silico e in vitro como potente inhibidor de Mpro de SARS-CoV-2. Concentraciones
de curcumina superiores a 30 ug/mL pueden reducir la actividad del SARS-CoV-2 Mpro en mas
del 50%, mientras que la concentracidon mas alta de 75 pyg/mL produjo una actividad residual del
28.1% (Gligorijevic et al., 2021). También se ha demostrado que los flavonoides tienen el potencial
de inhibir la actividad de las proteinas virales del SARS-CoV-2 (Benarba & Pandiella, 2020).

Se estima que la ingesta de polifenoles en la poblacién general es de 0.9 g al dia; después
de la ingestion, solo el 5-10% de la ingesta total de polifenoles se absorbe en el intestino delgado,
mientras que el 90-95% restante puede acumularse en la luz del intestino grueso hasta el rango
milimolar (Gligorijevic et al., 2021).

Los polifenoles por administrados por via oral deberian tener efectos beneficiosos en la
prevencion y el tratamiento de la COVID-19, al menos en el tracto gastrointestinal. Después de
la ingestidn, los polifenoles interactuan con las proteinas de la cavidad bucal. Por lo tanto, los
polifenoles podrian inhibir la entrada y la replicacién del SARS-CoV-2, lo que reduce el riesgo
de infeccion por SARS-CoV-2. Ademas, se encontré una alta expresion del receptor ACE2 para
SARS-CoV-2 en células epiteliales de la mucosa oral y en las células epiteliales de la lengua,

Revista Bio Ciencias 10, e1395. 10



Cdrdenas Herndndez et al., 2023.

por lo que se considera que la cavidad oral es de alto riesgo potencial para el SARS-CoV-2
(Gligorijevic et al., 2021).

Los estudios futuros sobre los efectos benéficos de las moléculas bioactivas como
polifenoles, taninos y flavonoides en COVID-19 también deben considerar la biodisponibilidad de
los polifenoles, sus metabolitos y sus concentraciones efectivas para inducir un efecto.

Interacciones complejo proteina-ligando

La proteina Mpro consiste en un homodimero con cada polipéptido compuesto por tres
dominios: | (residuos 8-101), Il (residuos 102—-184) y lll (residuos 201-303). El sitio de unién se
encuentra en una hendidura entre los dominios | y Il. Su centro de reaccion es Cys145-His164,
siguiendo un mecanismo similar al de otros coronavirus (Pavlova et al., 2021).

Nsp12 consta de un dominio RdRp (residuos Ser367 a Phe920) y un dominio de extension
N-terminal especifico de nidovirus (residuos Asp60 a Arg249). Se pliega en tres subdominios, a
saber, pulgar, palma y dedos. Ademas, Nsp12 de SARS-CoV-2 posee un dominio de horquilla B
recientemente identificado en su extremo N (Guedes et al., 2021).

La union de Remdesivir y RdRp se estabiliza en el sitio activo con cuatro tipos de enlaces,
tres enlaces de hidrogeno con Arg475, Tyr539 y Asn611, un enlace C-H (carbono-hidrégeno)
con Asp543, un enlace de cation pi con Lys471 y un enlace de alquilo con Ala608 (Figura 2a).
Remdesivir interactua con los residuos del sitio activo de Mpro a través de enlaces H (hidrogeno)
con Ser1 y Thr280, enlaces C-H con residuos Gly2 y Leu282, un enlace alquilo Pi con Phe291
e interacciones de Van der Waals con nueve residuos como se observa en la Fig. 1a. Un enlace
doble de catién Pi con el residuo Lys471, un enlace alquilo con Ala608, un enlace C-H con Asp543
y enlaces H con residuos Arg475, Tyr539 y Asn611 (Fig. 1a).

Ademas, la Luteolin 7-glucoside presenta enlaces H con los residuos Ser1, Phe3, Lys5,
Arg4 y Asn214 cuando interactua en el sitio activo de Mpro (Fig. 1b). En RdRp, la Luteolin
7-glucoside se une a través de enlaces H con los residuos Arg473, Arg475, Asp543, Ser602,
Ser679, Asp680 y un doble enlace C-H con el residuo Asp543 (Fig. 2b).

Syringetin glucopyranoside interactua con Mpro y RdRp en su sitio activo solo con enlaces
Hy C-H. Las interacciones con Mpro son enlaces H con residuos Lys5 y Asp216, enlaces C-H con
Leu282 y Gly283, y residuos Phe3 formando ambos tipos de enlaces (Fig. 1c). El acoplamiento
con RdRp muestra interacciones de enlaces C-H con residuos Asp543 y Asp680, y enlaces H con
lle468, Argd73, Arg4d75 (doble enlace), Cys542, Asp543, Asp681 y Ser734 (Fig. 2c).

Cypellocarpin B se une al sitio activo de la proteina Mpro a través de enlaces H con Arg4,
Phe3 y Asp216, las interacciones de Van der Waals con Gly2 Asn214, Leu282, residuos Thr280
y enlaces C-H con Gly283 (Fig. 1d). Cypellocarpin B con RdRp a través de cuatro enlaces de
hidrégeno convencionales con residuos Lys471, Arg475, Asp680 y Ser734, fuerzas de Van der
Waals en residuos Arg473, Asn611, Ala608, Leu678, Tyr539, Trp537, Asp538 y enlaces catidnicos
C-H y Pi con residuos Ser 679 y Asp681, respectivamente (Fig. 2d).
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En Cypellocarpin C, las interacciones con la proteina Mpro fueron formadas por residuos
Asp216 a través de enlaces H, el residuo Gly283 a través de enlaces C-H y Arg4, Thr280 y Leu282
formando interacciones de Van der Waals (Fig. 1e). La cipelocarpina C se estabiliza en el sitio
activo de la proteina RdRp mediante enlaces H (Serd69, Arg475, Cys 542, Asp543), interacciones
de Van der Waals (Arg756, Ala467, lle 468, Ala470, His359, Ser734, Arg4d73, Lys541, Arg 544,
Asp680) y un doble enlace (catidén Pi y alquilo Pi) en el residuo Lys471 (Fig. 2e).

Aunque la mayoria de las interacciones muestran variaciones en los tipos de enlaces y
residuos, RdRp cuandointeractua con Remdesivir, Luteolin 7-glucoside, Syringetin glucopyranoside
y Cypellocarpin B y C muestra una interaccion tipica del tipo de enlace de hidrégeno con el
residuo Arg475.

Figura 1. Estructura tridimensional e interacciones 2D de SARS-CoV-2 Mpro.

Fuente: Elaboracion propia a partir de Discovery Studio Visualizer. Remdesivir, b) Luteolin 7-glucoside, c)
Syringetin glucopyranoside, d) Cypellocarpin B, e) Cypellocarpin C. Se observan las interacciones de las
moléculas con los residuos de aminoacidos de las proteinas.
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Analisis de servidores de acoplamiento

Siete moléculas analizadas para Mpro por CDS (Remdesivir, Neochlorogenic acid,
Syringetin glucopyranoside, Nordihydroguayretic acid, Cypellocarpin B, Cypellocarpin C y vitexin)
mostraron un mayor valor energético, en comparacion con DT. Al realizar el acoplamiento
entre las moléculas y Mpro, DT mostré que cinco de los compuestos bioactivos tenian mayor
energia de union (-9.040, -8.191, -8.209, -8.100, -8.910 y -8.886 kcal/mol) que Remdesivir
(-7.919 kcal/mol), mientras que en el servidor CDS, solo dos compuestos mostraron una energia
de enlace superior (-9.00 y -8.60 kcal/mol) que el control (-8.30 kcal/mol). En cuanto a RdRp,
todas las puntuaciones obtenidas por CDS fueron superiores a DT.

En el acoplamiento con RdRp, los resultados del servidor CDS mostraron que ocho
de las moléculas tenian puntajes mas altos (-9.30, -10.00, -10.60, -9.50, -9.30, -10.10, -9.80 y
-9.60 kcal/mol) que Remdesivir (-9.20 kcal/mol). Por el contrario, el servidor DT present6 solo
tres (-7.478, -7.542 y -7.427 kcal/mol) que fueron superiores a Remdesivir (-7.330 kcal/mol). Las
diferencias en los valores de energia de enlace entre servidores pueden deberse principalmente
a los diferentes algoritmos o motores de acoplamiento utilizados en cada servidor y las diferencias
en las estructuras de proteinas virales predeterminadas en cada servidor.

Para el acoplamiento de moléculas pequefias, CDS utiliza Autodock Vina como motor
de acoplamiento (Kong et al., 2020). Se ha demostrado que existe una excelente concordancia
entre las puntuaciones de acoplamiento obtenidas de CDS y el acoplamiento manual utilizando
AutoDock Vina (Sen Gupta et al., 2020), lo que convierte a este servidor en una herramienta
valiosa para analizar moléculas de interés contra el SARS-CoV-2. Sin embargo, se recomiendan
estudios de confirmacién in vitro o in vivo.

El servidor DT utiliza el programa DT como motor de acoplamiento. El servidor web utiliza
las instalaciones informaticas de la plataforma brasilefia de alto rendimiento (SINAPAD) y la
supercomputadora SDumont (da Silveira et al., 2019; Guedes et al., 2021). DT ha sido evaluado
con otros programas de acoplamiento molecular para la eficiencia de las funciones de puntuacion
(Rerank > MolDock > PLANTS > AutoDock Vina > DT) (Gonzalez-Paz et al., 2020), concluyendo
que DT es inferior en este aspecto a AutoDock Vina (el motor utilizado por CDS).

Ademas, existen diferencias a la hora de realizar el analisis; por ejemplo, el tamafo de
la caja en CDS es de 30 x 30 x 30, y en DT es de 20 x 20 x 20. Ademas, en CDS se hacen 10
corridas, y la mejor corrida es la que se selecciona; en DT se realizan 24 corridas, y se toma el
valor final.

Algunos estudios han obtenido resultados prometedores de DT al ser comparado con
otros programas de acoplamiento como Glide, GOLD y AutoDock Vina (considerando varios
objetivos moleculares y clases quimicas de ligandos). Esto convierte a DT en un servidor
prometedor para probar moléculas contra el SARS-CoV-2; sin embargo, al igual que con CDS, se
recomiendan pruebas de confirmacion in vitro o in vivo. Este servidor tiene un gran potencial para
ser ampliamente utilizado en estudios de receptor-ligando (Santos et al., 2020).

En referencia a las proteinas de cada servidor, la proteina Mpro predeterminada en
DT es un dimero de dos cadenas de aminoacidos homélogas (A y B). CDS usa una estructura
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monomeérica para hacer el acoplamiento. Ambos servidores han usado la estructura reportada por
Jin et al. (2020) (PDB 6LU7). Con RdRp; ambos servidores utilizan la estructura RdRp informada
por Yin et al. (2020) (PDB 7BV2).

Se requiere un analisis completo de los servidores CDS y DT, asi como de las proteinas
que cada uno tiene para realizar el acoplamiento molecular. Sin embargo, pueden considerarse
herramientas actuales para evaluar rapidamente moléculas con actividad potencial contra
SARS-CoV-2.

Figura 2. Estructura tridimensional e interacciones 2D de la proteina RdRp del
SARS-CoV-2.

Fuente: Elaboracién propia a partir de Discovery Studio Visualizer. a) Remdesivir, b) Luteolin 7-glucoside,
c) Syringetin glucopyranoside, d) Cypellocarpin B, e) Cypellocarpin C. Se observan las interacciones de las
moléculas con los residuos de aminoacidos de las proteinas.
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Limitaciones del estudio

Los estudios in silico indican la interaccion de una molécula o la energia de unién con
la proteina de interés. Sin embargo, datos como la concentracién que genera la interaccién no
pueden determinarse por este método, por lo que deben complementarse con experimentos in
vitro e in vivo para verificar las actividades bioldgicas.

Las posibles variaciones gendémicas en la regién del sitio de unién de los objetivos
moleculares pueden afectar drasticamente el modo de unién y la afinidad de los ligandos y, cambiar
la identificacion de compuestos prometedores. Es necesario demostrar la utilidad clinica de estas
moléculas ya que los datos actuales aun son prematuros. Ademas, la eficacia y la seguridad
deben estudiarse mas a fondo in vivo y validarse en pacientes con COVID-19. También se debe
considerar la biodisponibilidad, modos de administracién, dosis seguras, tiempo de exposicion y
perfil farmacocinético de las moléculas.

Si bien los enfoques in silico no necesariamente garantizan un comportamiento antiviral,
son el primer paso para futuros estudios in vitro e in vivo de moléculas que contienen actividades
antivirales contra el SARS-CoV-2 y otros tipos de virus.

Conclusiones

Los resultados revelaron que cypellocarpin B, cypellocarpin C, luteolin 7-glucoside y
syringetin glucopyranoside tienen las mejores afinidades con las proteinas del SARS-CoV-2, Mpro
y RdRp, comparado con remdesivir. Los resultados del acoplamiento molecular confirman que
las moléculas presentes en las plantas medicinales de México son opciones para el tratamiento
contra el COVID-19. Sin embargo, se recomiendan estudios in vitro o in vivo para demostrar
la seguridad y eficacia de estos compuestos. CDS y DT son herramientas utiles para evaluar
moléculas con actividad potencial contra el SARS-CoV-2.
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