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Resumen

La pandemia COVID-19 ha acelerado el estudio de los farmacos, sobre todo de ivermectina y mas
recientemente de Paxlovid (PF-07321332) que se encuentra en ensayos clinicos de fase Il con datos
experimentales que muestran una union covalente a la proteasa viral M P°. Los desarrollos teéricos del
acoplamiento dirigido por el sitio catalitico apoyan la unién termodindmicamente viable no covalente a M
P, Agui mostramos que Paxlovid se une de forma no covalente en regiones distintas a los sitios
cataliticos con energias mas fuertes de lo reportado y en el mismo sitio de unién que la ivermectina Bla
homologue, todo a través de metodologias tedricas, incluyendo acoplamiento ciego. Caracterizamos
volumétricamente la interaccién no covalente de los homologados de ivermectina (avermectins Bla y
B1b) y Paxlovid con el monomero mM P pro, a través de la dinamica molecular y la teoria de particulas
escaladas (SPT). Utilizando la fluctuacién-disipacion teorema (FDT), estimamos las fluctuaciones del
momento del dipolo eléctrico en la superficie de cada complejo involucrado en este estudio, con
tendencias similares a las observadas en el volumen de interaccion. El uso de fluctuaciones del volumen
intrinseco y el nimero de fragmentos flexibles de proteinas que utilizan redes el&sticas anisotrdpicas y
gaussianas (ANM-GNM) sugiere que los complejos con ivermectina son mas dindmicos y flexibles que el
monomero no conectado. En contraste, la unién de Paxlovid a mM P muestra que el °complejo mM
pro-PF es el menos estructuralmente dinamico de todas las especies medidas en esta investigacion. Los
resultados apoyan un mecanismo molecular diferencial de las homologaciones de ivermectina y PF en el
monémero PO de mM. Por Gltimo, los resultados mostraron que Paxlovid a pesar de estar en
diferentes sitios a través de formas covalentes o no covalentes se comporta de manera similar en términos
de su flexibilidad estructural y comportamiento volumétrico.
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1. Introduccion

Durante el COVID-19 los investigadores de la pandemia buscaron nuevos enfoques terapéuticos para el
destino SARS-CoV-2. Un enfoque comun fue la recomposicion de medicamentos farmacéuticos
aprobados para reducir costos, riesgos y tiempo a la aprobacidn/adopcién en entornos clinicos. Los
métodos computacionales con un abordaje biofisico se pueden utilizar para descubrir diferentes
interacciones y fendémenos farmacorecistas que no se consideran y no se encuentran durante el proceso de
ensayo clinico, especialmente para los medicamentos existentes que podrian ofrecer un alcance médico
mas amplio como la ivermectina (Adhikari et al., 2020, Aggarwal y Biswas, 2020).

La lvermectina se compone de una mezcla aproximada de 80:20 de dos homélogos, avermectina Bla
(Bla) y avermectina B1b (B1b), que difieren en presencia de un secbutilo y un grupo de isopropipos, en
la posicién C25, respectivamente (ver Fig. 1). Se ha llevado a cabo una amplia variedad de estudios
biofisicos computacionales para determinar la capacidad de la ivermectina para tratar COVID-19 debido a
la actividad antiviral multimeta mostrabada contra SARS-CoV-2 in vitro (Aghdam et al., 2021, Agrawal
et al., 2019, Ahmad et al., 2021, Al Khoury et al., 2022). La Ivermectina ha mostrado una mayor energia
de unién a diferentes proteinas dianas de SARS-CoV-2 en comparacion con otros medicamentos
antivirales y nuevos candidatos, como el inhibidor del tipo de alfaqueamida 13b (Gonzélez-Paz et al.,
2021). Se ha sugerido que muchas proteinas i

interactian con la ivermectina, como la proteasa M
proteasa que es responsable de la mayoria de las modificaciones post-translacionales de los polipéptidos
SARS-CoV-2 (Adhikari et al., 2020, Aggarwal y Biswas, 2020, Aghdam et al., 2021, Agrawal et al.,
2019). A pesar de todos los esfuerzos realizados para demostrar los cambios estructurales y energéticos
inducidos en M P por la unién de ivermectina (Gonzalez-Paz et al., 2021), los cambios termodinamicos
que acompafian este proceso desde una perspectiva volumétrica aln permanecen desconocidos. Como
algunos autores (Alvarado et al., 2018, Alvarado et al., 2015, Alvarado et al., 2021) han demostrado de
manera concluyente, este tipo de estudio proporciona informacién sobre el papel desempefiado por la
hidratacion en la modulacion de la estabilidad de las proteinas y su papel en las reacciones de unién del
ligando. Es importante mencionar que se ha demostrado que las interacciones protein-proteina y
proteinas-liga y se producen con la pérdida o ganada de moléculas de agua alrededor del ligando y/o la
proteina (agua bioldgica), un fendémeno con potencial impacto farmacolégico porque es clave para la
actividad bioldgica de estas proteinas (Antonopoulou et al., 2022, Awoonor-Williams y Abu-Saleh, 2021,
Brovchenko et al., 2010, Azam et al., 2021, Azam et al., 2020, Ball, 2017Barletta y Fernandez-Alberti,
2018, Barletta et al., 2019, Blake y Soliman, 2014). A pesar del esfuerzo teérico realizado y los estudios
in vitro de su actividad antiviral hasta la fecha, todavia no hay informes experimentales que confirmen la
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union y perturbacion de M P por ivermectina. Por esta razon, se realizé un estudio comparativo de estos
homologos de ivermectina con el nuevo farmaco clinico de fase 111 llamado Paxlovid o PF-07321332 (a
partir de ahora llamaremos PF-07321332) de los cuales hay datos tedricos y experimentales que muestran
su unién a la protease M P en el sitio catalitico (Carvallo y Hirsch, 2020, Chalikian, 2016, Chalikian,
2021, Chalikian y Breslauer, 1996, Chalikian y Filfil, 2003). Tedricamente usando Docking dirigido, se
ha propuesto un modelo que esta unién se produce a través de una unién no-coenta de PF en el sitio
catalitico causando la formacion de las especies covalentonariamente en el sitio a través de la formacion
de un grupo de tilato-inidazolium (Macchiagodena et al., 2022). Curiosamente esta especie es menos
favorecida termodinamicamente que el complejo no covalente (Zhao et al., 2021). Este estudio, ademas
de ser interesante, abre la posibilidad de evaluar mediante atraque ciego la posible formacion de
complejos con PF-07321332 por union termodinamicamente favorable no covalente en sitios distintos al
sitio catalitico que se ha reportado (Kneller et al., 2022).
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Estructura molecular de las dos homologas consideradas en este estudio obtenidas de DrugBank. A)
Avermectin Bla (PubChem CID: 6321424), B) Avermectina B1b (PubChem CID: 6321425), C) PF-
07321332 (PubChem CID: 155903259). El grupo quimico diferencial de cada homologue esta indicado
(para Bla es de senosbutilo y B1b es un isopropilo, respectivamente).

En este estudio nos centramos en analizar los cambios volumétricos de las estructuras utilizando la
energia minima de union resultante de los atracos a ciegas. El acoplamiento ciego representa uno de los
mayores desafios en el campo del atraque molecular (Agrawal et al., 2019). El acoplamiento ciego ha sido
descrito como un enfoque de atraque molecular imparcial mientras escanea la estructura de la proteina
para localizar el sitio de unién de ligando ideal, que representa un enfoque probabilistico. Sin embargo, el
acoplamiento a ciegas representa uno de los mayores desafios en el campo del atraque molecular
(Agrawal et al., 2019). Ademas, se ha sugerido para el estudio de posibles agentes terapéuticos contra los
coronavirus (Durojaye et al., 2020).

A pesar de las limitaciones del acoplamiento ciego se han producido varias herramientas, como DockThor
que ha sido optimizada para el acoplamiento de ligando a objetivos SARS-CoV-2 (Guedes et al., 2021) y
se ha demostrado que tiene un éxito relativamente exitoso en situaciones en las que la caja de
acoplamiento abarca toda la superficie del receptor (Jofily et al., 2021). Sobre todo porque, en una
circunstancia virtual de cribado, este método tiene una gran ventaja: puede determinar el mejor bolsillo de
unién para cada ligando candidato en una sola carrera de atraque (Jofily et al., 2021).

Se ha sugerido que, aunque algunos antivirales potentes pueden unirse fuertemente al sitio activo, no se
debe descartar explorar otras regiones de la proteina con el enfoque de acoplamiento a ciegas porque se
ha demostrado una preferencia por la unién a sitios objetivo (Liang et al., 2020). Especialmente desde que
se han notificado inhibidores prometedores no covalentes mediante la aplicacion de las estrategias de
atraque molecular presentadas aqui (Ferraz et al., 2020), y que tanto las contribuciones de energia libre de
unién covalentes como no co-covalente son importantes en la afinidad de un inhibidor hacia su objetivo
(Awoonor-Williams y Abu-Saleh, 2021).
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Ademas, se ha sugerido que en M P tener lugar la inhibicién P alostérica debido a la presencia de un
sitio alostérico en la estructura proteica que no se encuentra en el sitio activo. De hecho, cabe destacar
que residuos como el P122 se han visto implicados como claves de las interacciones en la interfaz dimer
P contribuyen a la dimerizacion M (Al Khoury et al., 2022). Curiosamente, estos residuos son parte de
aquellos involucrados en las interacciones con la homologue B1b y PF-07321332 (unicidad no covalente)
descritas en nuestro estudio (ver material suplementario - Tabla S1). A la luz de estas observaciones,
decidimos aplicar el enfoque de atraque ciego, para no excluir las posibles estrategias de inhibicion
sugeridas contra ™™, tales como: (1) interaccién con regiones de sitio activo/catalitico, (2) interaccion
con regiones de sitios alosétéricos, y (3) interaccidn con regiones interfasees asociadas con la formacion
de dimerié enziméticos (Al Khoury et al., 2022), esta Ultima estrategia fue la méas relevante para nuestra
investigacion, especialmente, ya que M P° es conocido por depender de la homomerizacién por su
actividad biolégica (Choudhury et al., 2021, Cooper, 1984).

Los resultados volumétricos obtenidos proporcionan mas informacion sobre el posible mecanismo por el
cual estos farmacos inhiban la reaccion de la formacion de la proteasa homodimerica M P, Para ello
construimos complejos de proteina-liga (M P avermectina) y (M "° PF-07321332) en los que hemos
utilizado el modelo VVoronoi implementado en el programa 3Vee (Emekli et al., 2008, Ferraz et al., 2020),
el programa HullRad (Fleming and Fleming, 2018), los modelos volumétricos propuestos por Chalikian
et al. al (Azam et al., 2020, Ball, 2017, Fleming y Fleming, 2018) y los modelos Graziano-Leeafincado en
la teoria de particulas a escalada (SPT) (Fornés, 2008, Gautam et al., 2019, Gekko y Hasegawa, 1986,
Gonzalez-Paz et al., 2022). Este enfoque puede traducirse a otros complejos de proteina-liga para
determinar con mayor precision las interacciones importantes para la catalisis y la actividad bioldgica de
estas proteinas.

En este manuscrito hemos informado, por primera vez, el estudio de biofisica computacional de los
cambios inducidos en las propiedades volumétricas y la hidratacion del mondmero de la M Pprotease
(mM ") vy los respectivos complejos no covalentes formados por homologaciones de ivermectina de
unién y PF-07321332. En la Gltima seccion de este trabajo, también se realiza un estudio comparativo
entre los complejos no covalentes y covalentes de forma termodinamica mas factible entre PF y mM P
detectado mediante atraque ciego y dindmica molecular.
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2. Detalles metodologicos

2.1. 2.1. Construccion de complejos con simulaciones de acoplamiento y dindmicas moleculares
(MD)

La estructura cristalina de la proteasa principal de SARS-CoV-2 (PDB: 6LU7) se utiliz6 ya que es una
enzima clave de los coronavirus y tiene un papel fundamental en la mediacién de la replicacién viral y la
traduccion, convirtiéndola en un blanco atractivo para los farmacos (Gonzélez-Paz et al., 2021, Gonzélez-
Paz et al., 2021). Todas las estructuras se obtuvieron en formato PDB del RCSB Protein Data Bank
(https://www.rcsh.org/). Dado que la estructura de rayos X del complejo PP pF-07321332-M est4
disponible actualmente en el Banco de Datos de Proteina, y dado que ya se ha descrito un enlace
covalente, se considerd que estudiaba el enlace no covalente ya que es un enlace termodindmico muy
probable. Se realiz6 un analisis comparativo aplicando dos algoritmos de muestreo (DockThor y
AutoDock) para la prediccién de la afinidad compuesta mediante la deteccién de la unién covalente y no
co-cobella como se sugiere para multiples objetivos, incluyendo aquellos asociados con SARS-CoV-2
(Dinesh Kumar et al., 2021, Gonzalez-Paz et al., 2020). El acoplamiento covalente reportado fue predicho
a partir del enfoque de acoplamiento covalente del algoritmo AutoDock, que ha sido validado con varios
sistemas bioldgicos (Gonzélez-Paz et al., 2021, Goyal y Goyal, 2020). Para ello, la enzima se carg6 en el
formato PDB y el compuesto de interés se carg6 por separado como un archivo mol2. Posteriormente, el
centro de union fue asignado al marco correspondiente al residuo Cysl145. Ademads, los célculos del
acoplamiento se realizaron siguiendo las recomendaciones de la region de muestreo de las pruebas de
forma experimental (Zhao et al., 2021). Predicciones de las energias de unién covalentes y no covalentes
se hicieron del algoritmo de muestreo y funcion de puntuacion ofrecida por AutoDock, y utilizando
predicciones Molegro Molecular, con el fin de calcular las contribuciones de las interacciones
moleculares ofrecidas por la herramienta, tales como enlaces de hidrégeno, enlaces hidrofébicos, enlaces
electrostaticos, y también enlaces covalentes en el sitio de union como se sugiere (Grahl et al., 2021,
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Grau-Ex vy otros, 2022) (ver material suplementario - Tabla S1). Ademas, la unién no covalente se
compar6 con la covalente después de la construccién del modelo covalente como se habia sugerido
(Macchiagodena et al., 2022). EI marco de rayos X de un inhibidor de alfa-quetoamida vinculado
covalentemente a M P y estrictamente relacionado con M y estrictamente relacionado (PDB: 7BPR) se
utilizé como se sugiere para la construccion del complejo y la comparacién entre la unién covalente y no
covalente de PF-07321332 (Macchiagodena et al., 2022). Las estructuras homologue de avermectina Bla
(Bla, CID-6321424) y avermectina B1b (Blb, CID-6321425) que conforman ivermectin, asi como el
farmaco PF-07321332 (CID: 155903259) utilizado como control porque se trata de un compuesto
notificado con afinidad e actividad inhibitoria para mM P° se obtuvieron de PubChem
(https://pubchem.nc.nim.nlm.nm.nh.gov/gov.) en formato SDF y convertido a un formato PDB usando el
convertidor OpenBabel-3.0 (O-Boyle et al., 2011).

Los complejos fueron construidos en el servidor web DockThor-VS (https://dockththor.Incc/v2/)
optimizado para el disefio y reutilizacion de farmacos enfocados en SARS-CoV-2 (ver Fig. 2, Fig. 3, Fig.
4, Fig. 5). La plataforma DockThor-VS utiliza un archivo topoldgico para el ligandondo y un archivo de
entrada especifico para la proteina que contiene los tipos de atomos y cargas parciales del campo de
fuerza MMFF94S, y ambos se generan utilizando las herramientas internas MMFF Ligand vy
PdbThorBox. El archivo del ligando es generado por el programa MMFF Ligand, que utiliza las
instalaciones de la caja de herramientas quimicas Open Babel para derivar cargas parciales y tipos de
atomos con el campo de fuerza MMFF94S, definiendo los enlaces rotatables y los grupos terminales
hidroxilo, y calculando las propiedades necesarias para la computacion de las interacciones
intramoleculares. En el programa DockThor, tanto la proteina como el ligando se tratan con el mismo
campo de fuerza en el experimento de atraque. Los complejos se construyeron usando el algoritmo de
flexibilidad y el acoplamiento a ciegas. La prediccion de la afinidad y la clasificacion de ligandos
distintas se realizan con el modelo lineal y la funcién de puntuacién de DockTScore GenLin. Para
aumentar la precision se hicieron 30 carreras con 10 ° evaluaciones por carrera. Como se suele hacer, se
eliminaron todas las moléculas de agua y los archivos PDB se separaron en dos archivos diferentes, uno
que contenia la proteina y otro que contenia la estructura del ligando. Todas las parametrizaciones de
campo de la fuerza molecular fueron realizadas automéaticamente por los programas citados. La
configuracion, las condiciones y los parametros restantes ofrecidos por el programa se utilizaron en el
modo predeterminado (Guedes et al., 2021).
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- Convensonal Mydrogen Bond D A-akyl

La conformacion mas estable de avermectina Bla (PubChem CID: 6321424) se muestra en los bolsillos
de unién de mM P, La ubicacion y orientacion de la estructura Bla se indica en un circulo, los residuos
mas cercanos también se muestran en la esquina inferior derecha. Se pronosticaron interacciones de la
herramienta BIOVIA Discovery Studio Visualizer.
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- Convensonal Hydragen Bond :] Akt

Fig. 3

La conformacién mas estable de avermectina B1b (PubChem CID: 6321425) se muestra en los bolsillos
de union de mM P°. La ubicacion y orientacion de la estructura B1b se indica en un circulo, los residuos
mas cercanos también se muestran en la esquina inferior derecha. Se pronosticaron interacciones de la
herramienta BIOVIA Discovery Studio Visualizer.
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La conformacion mas estable de PF-07321332 (PubChem CID: 155903259) se muestra en los bolsillos de
union de mM P, La ubicacién y orientacién de la estructura PF-073232 se indica en un circulo; los
residuos mas cercanos también se muestran en la esquina inferior derecha. Se pronosticaron interacciones
de la herramienta BIOVIA Discovery Studio Visualizer.
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La conformacién mas estable de las avermectinas y PF-07321332 se muestra en los bolsillos de unién de
la proteina dimérico M P (dM ). La ubicacidn y orientacién de cada estructura se indica en un circulo.

Para la prediccion del complejo de unién covalente, la enzima predeterminada por DockThor se utiliz6
para el estudio de M P° y el compuesto de interés se cargd por separado como un archivo PDB.
Posteriormente, el centro de encuadernacién fue asignado al marco correspondiente a residuos Cys145,
como se ha sugerido anteriormente (Xavier Senra y Fonseca, 2021). Del mismo modo, se realizé un
analisis comparativo entre el acoplamiento utilizando las funciones de puntuacion incluidas en el paquete
Molegro Molecular (MolDock Score, Rank Score y Plants Score). Buscamos aumentar la
estremecimiento de las predicciones hechas en este estudio mediante el uso de méas de una funcién de
puntuacion para determinar la mejor confirmacién acoplada. En este sentido, si la mayoria de las
funciones de puntuacion predicen tendencias similares para la misma pose y/o ligando, la media
energética de varias funciones de puntuacion podria ayudar a optimizar la prediccion a nivel
probabilistico y clasificar correctamente los complejos acoplados de un conjunto de posibles
configuraciones de union de ligando y clasificar los diferentes conformeros basados en el modo de unién
(dependiendo de los valores de puntuacion de energia). De hecho, se ha sugerido realizar acoplamientos
moleculares y aplicar mas de una funcién de puntuacién como las propuestas en este estudio en esfuerzos
que consideran sistemas covalentes y no covalentes con el fin de mejorar ain mas la precision del atraque
(Gonzélez-Paz et al., 2021, Graziano, 2006). En general, predecir las diferencias en las contribuciones
energéticas libres de unién covalentes y no covalentes para los inhibidores podria ser una explicacion
plausible de sus diferencias in vitro en la actividad antiviral, como se observa en ensayos in vitro. Esto
indica que las contribuciones de energia libre de unién covalentes y no covalentes son importantes en la
afinidad de unidn de un inhibidor hacia su objetivo (Awoonor-Williams y Abu-Saleh, 2021). Por lo tanto,
otros autores han aplicado mas de un método de puntuacién para la seleccion de los candidatos mas
prometedores durante los atraques moleculares de unién covalentes y no covalentes (Delre et al., 2020)
(ver Material suplementario - Tabla S1).

Es importante tener en cuenta que a pesar de que las interacciones presentadas en el diagrama 2D parecen
mas débiles que las energias de acoplamiento relativas notificadas, las contribuciones de energia libre no
covalente son importantes en la afinidad de unidn de un inhibidor hacia su objetivo como se ha informado
(Awoonor-Williams y Abu-Saleh, 2021) Ademas, los diagramas 2D se hicieron de BIOVIA Discovery
Studio Visualizer y a través de ilustracién muestran un nimero limitado de interacciones. En este sentido,
para compensar las limitaciones de los visualizadores en la prediccion de la naturaleza de las
interacciones involucradas, se hizo una busqueda de los residuos y las interacciones involucradas
utilizando las herramientas BIOVIA Discovery Studio Visualizer y Molecular Molecular Visualizer (ver
Material suplementario - Tabla S1).

Se realizaron simulaciones para atracar para muestrear las configuraciones minimas de energia y validar
si habia una alteracion estructural y conformacional de los "complejos de mM, asi como la estabilidad de
la unién del ligand (ver Fig. 6). Para un complejo de proteinas-liga, el sistema MD paso por tres fases: la
fase de relajacion, la fase de equilibrio (compuesta de dos carreras de equilibrio), y la fase de produccion
para la toma de muestras de las trayectorias de interés como se habia sugerido anteriormente (Gonzalez-
Paz et al., 2020, Grau-Expdsito et al., 2022, Graziano, 2017, Graziano, 2013, Guedes et al., 2021, Gupta
et al., 2015, Hariyanto et al., 2022). La simulacién de MD de las estructuras cristalinas se llevo a cabo en
un sistema de agua explicito. Especiticamente, la resolucion del sistema se realiz6 en una caja de
resolucion de 8.00. Nuestro sistema MD también consistia en una copia de cada sistema de proteinas y
una copia del ligando de atraque. Se aplicé un campo de fuerza Amber99SB-ILDN al complejo con el
modelo de agua TIP3P. Se afiadieron iones al sistema proporcionalmente tanto para neutralizar la carga
neta global como para simular la condicidn fisiologica de 0,15 millones. Se seleccionaron iones de Nao
para la contribucién cationica, mientras que se seleccionaron iones de Cla para el efecto anionic. Se
aplicaron condiciones limite periddicas y se adopt6 el algoritmo de Berendsen para realizar el atraque
molecular a temperatura y presion constantes (300 K y 1 atm).



https://ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9107165/#bib46
https://ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9107165/#bib47
https://ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9107165/#bib52
https://ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9107165/#bib35
https://ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9107165/#bib53
https://ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9107165/#bib35
https://ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9107165/figure/fig0030/
https://ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9107165/#bib56
https://ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9107165/#bib46
https://ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9107165/#bib46
https://ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9107165/#bib50
https://ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9107165/#bib54
https://ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9107165/#bib55
https://ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9107165/#bib56
https://ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9107165/#bib57
https://ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9107165/#bib57
https://ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9107165/#bib58
https://ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click%20on%20image%20to%20zoom&p=PMC3&id=9107165_gr6_lrg.jpg

N mMpro
@ mMpro+Bla
mMpro+B1lb
mMpro+PF

RMSD (A)

50 75 100
Time (ns)
Fig. 6

Las desviaciones de raiz de la Plaza Media (RMSD) de C en relacién con el marco de partida durante la
simulacion de 100 ns MD. mM P se muestra en presencia y ausencia de cada homologue (Blay B1b), y
PF-07321332. Las trayectorias representan la media de dos ciclos de simulacién a 100 ns para cada caso.

Para ello, después de aplicar inicialmente el método de simulacién basado en el descenso més empinado
(5000 pasos) y luego el método de minimizacién de la energia de gradiente conjugado (5000 pasos) con
restricciones de posicion en los atomos del complejo de la proteina-liga, se llevé a cabo modelado en una
simulacion inicial de 100 ps con las posiciones de los &omos en el complejo de proteinas y restringidos
por una fuerza constante de 10 kcal/(((((((*-2) para permitir que las moléculas de agua se difundan
alrededor de la proteina y alcanzaran el equilibrio con el sistema de proteina-liga. Todas las moléculas de
agua del modelo fueron tratadas como cuerpos rigidos, permitiendo un paso de tiempo de simulacién de 2
fs. EI método Particle Mesh Ewald (PME) se utiliz para calcular la contribucién electrostatica a las
interacciones no enclavadas con un corte de 14,00 y un paso de tiempo de 1 fs. En los sistemas proteicos,
el agua TIP3P es adecuada para la PME. La distancia limite de la interaccion Van der Waals fue de 14.0 .
Después de aplicar el algoritmo de descenso mas empinado para satisfacer la minimizacion de energia de
todos los sistemas, el conjunto candnico NVT se aplicé para 100 ps equilibrado de todos los sistemas y
térmicaizado a 300 K. A esto le sigui6 una segunda carrera de 100 ps en el TNP isobabico que se
establecié para equilibrar el sistema a 1 atno y 300 K e impulsar progresivamente el equilibrio de cada
sistema. El algoritmo SHAKE (utilizado para satisfacer las restricciones de geometria del enlace) se
aplicé al sistema y el paso de tiempo se fijé en 2 fs. Finalmente, el paso de produccion se llevo a cabo con
la salida del conjunto del TNP, que se utilizé como la configuracion inicial de una serie de produccion de
MD a una temperatura constante de 300 K para un tiempo de simulacion total de 100 ns. Se obtuvieron
estructuras minimas de energia en formato PDB cada 10 ns como estructuras didlidas extraidas de una
trayectoria de 100 ns para ser utilizada en los siguientes analisis. Todas las simulaciones de MD vy ajustes
adicionales se realizaron mediante cosgene/myPresto. Cosgene/myPresto, que esta disponible en
https://www.mypresto5.jp/en/ (Aggarwal y Biswas, 2020, Jiang et al., 2014, Alvarado et al., 2015,

Jeffreys et al., 2022).

En este sentido, trabajamos con cada una de las homologaciones de avermectina (Bla y Blb) y
mostramos que estas moléculas establecen un enfoque termodinamico favorable (G , 10 kcal/mol) y
acoplamiento estable con mM " con una RMSD de 4o, observando que se predijo una fluctuacion menor
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del complejo mM P B1b. La energia de unién relativa del control PF-07321332 fue G de 8 kcal/mol que
mostrd una unién estable con mMpro segin lo esperado (RMSD, no 4) (véase Fig. 6).

Ir a:

3. Teoria

El volumen molar parcial de proteina V p por definicion (Awoonor-Williams y Abu-Saleh, 2021,
Gonzélez-Paz et al., 2022, Azam et al., 2021, Fornés, 2008, Jofily et al., 2021) se considera constituido
por dos contribuciones volumétricas, una contribucién molecular o geométrica V m (volumen de van der
Waals V w y volumen de vacios internosV v) y una contribucién no ininrinsica- )M ni (contribucién
volumétrica de repulsivo v T y interacciones atractivas V int):

V p = +@)mni+foTRT

1)
Vm=VwVvy..ni=VTVint
2)

V p=+Vv VT Vint

3)

V w es los volumenes van der Waals de todos los atomos constitutivos de proteinas y V v es el volumen
de cavidades dentro de la proteina del envasado atémico imperfecto, dependiente de la temperatura,
proporcional a la masa molar M 0, e igual al volumen geométrico de la proteina impenetrable a las
moléculas solventes circundantes (Azam et al., 2021, Azam et al., 2020, Ball, 2017, Barletta y Fernandez-
Alberti, 2018, Barletta et al., 2019, Brovchenko et al., 2010, Fleming y Fleming, 2018, Gonzélez-Paz et
al., 2021). Mientras que el volumen térmico V T (por definicion es una cantidad positiva, es decir, - ) es el
volumen vacio alrededor de la proteina que se debe a las vibraciones mutuas-disolventes, embalaje
intermolecular o efecto estérico, y el volumen de interaccion V int(por definicion es una cantidad
negativa, ,e, <O)representa la reduccion del volumen de disolvente bajo la influencia de interacciones
directas especificas y no especificas de agua sorbentes (interacciones atractivas) (Awoonor-Williams y
Abu-Saleh, 2021, Gonzélez-Paz et al., 2022, Azam et al., 2021, Azam et al., 2020, Ball, 2017, Fleming y
Fleming, 2018, Jofily et al., 2021, Kamerzell y Middaugh, 2008). EIl Gltimo mandato en la Ec. 1 es la
contribucién volumétrica ideal y generalmente se descuida debido a su baja magnitud (-0 T RT 1 1cm 3/
) en comparacién con la magnitud de V p de proteinas.

Alternativamente, la teoria de particulas escalada (SPT) define el volumen molar parcial de un soluto
como:

Vp=.
(4)

Donde V C es el volumen de cavidad que alberga el soluto y por definicion es V C = VT Chalikian y
Macgregor (2019); Patel et al. (2012); Mejia-Tamayo et al. (2018), Kharakoz (1992). En el modelo SPT
propuesto por Lee-Graziano (Fornés, 2008, Gautam et al., 2019, Gekko y Hasegawa, 1986, Gonzélez-Paz
et al., 2022), el volumen de la cavidad V C de soluto en una mezcla binaria de esferas duras puede
estimarse como

VC=(y3+3A3A2AyA2B)(VOwC)
()

Dénde y , r m es el radios de esfera dura de la proteina molécula (Patel et al., 2012) y r w = A es la esfera
dura radious de la molécula de agua solvente, A, B, C, = =0,380 es la densidad de embalaje de
disolvente (agua) a 298 K, y v 0 w es el volumen molar de agua como disolvente. Esta ecuacion se puede
traducir en una expresion mas simple

VC=VmVT
(69)
Vm=kmN
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(6 ter)

Aqui N es numero de avogradro. De acuerdo a esta teoria el componente repulsivo V T Depende del
tamafio molecular del solduto y el disolvente, y la densidad de embalaje del agua propuesta por Lee (Lee,
1983), Graziano (Fornés, 2008, Gekko y Hasegawa, 1986) y por nosotros (Alvarado et al., 2015) a través
de célculos en medio acuoso. Es importante mencionar que este modelo geométrico para sistemas
moleculares no polares pequefios da valores muy cercanos al modelo termodinamico Pierotti-Kharakoz
para V T Gonzélez-Paz et al., 2022, Kasahara et al., 2020.

VT=kvNr2m.p+ .p2.kvN.3p
7)

Aqui. Ap = es el grosor de una capa de volumen vacio que rodea la molécula de soluto (proteina). En este
modelo (Ecs. 6 y 7) la constante k m = = para los sistemas no polares pequefios (Ferraz et al., 2020,
Graziano, 2006) como fue propuesto originalmente por Lee y Graziano. Para las proteinas hemos
encontrado que k m = 1.7 y k v = 2.4 para las proteinas (ver material suplementario Tabla S2 y S3). Hay
otra expresion aproximada para V T propuesto por Chalikian y Mcgregor (Chalikian y Macgregor, 2019).

VT=pp
8)

Donde S A es superficie solvente accesible de la proteina y - P definido en la Ec. 7.

Es importante mencionar que este modelo, aunque descriptivo, tiene limitaciones debido a la dificultad de
separar exactamente el borde entre la superficie de la proteina y el disolvente (region interfacial). Este
modelo ha sido muy atil para entender procesos importantes como la hidratacién/deshidratacién de
proteinas implicadas en la unién de proteinas y la unién, la unién a proteinas-proteina y el despliegue
inducido por quimicos (Awoonor-Williams y Abu-Saleh, 2021, Azam et al., 2020, Ball, 2017, Fleming
and Fleming, 2018, Kamerzell y Middaugh, 2008, Kapoor y Winter, 2016, Kaur et al., 2021).

En estudios de biofisica computacional, el volumen molecular en un fluido se determina utilizando el
modelo Voronoi-Delaunay y esta cantidad es un 15% mayor que el volumen molecular V m previamente
definida en Ec. 1 y 2 (Filfil et al., 2004). Esta cantidad termodindmica es equivalente al volumen de una
cavidad seca o anhidro (sabe como volumen de VVoronoi) (Voloshin et al., 2015) en solucién donde se ha
colocado la molécula proteica (Fleming y Fleming, 2018, Kamerzell y Middaugh, 2008, Kaur et al.
2018). Este volumen anhidro se definird aqui después de V nh p de proteinas, que se ajusta y por
definicion, es igual a

Vhnhp=wVV
9)

donde V M vaciaMes el volumen vacio interno de la proteinay V M B es la parte del espacio vacio de
limites asignado al soluto (Voloshin et al., 2015). Si asumimos que la divisién de interfaz proteico-agua
es la misma en ambos modelos, entonces los tres primeros componentes de la Eq volumétrica. 3, y la
ecuacion geométrica 6 basada en la dindmica molecular se puede aproximar empiricamente como

Vnhp=V+VVWB=VWVVVVVVVT=VT=
10)

Y el volumen molar parcial de una proteina se puede escribir como [ver (3)(3), (9)]

V p = Vint
11)

El volumen de interaccién V int es el Gnico término de - )M ni que contiene informacion sobre la
redistribucién de moléculas de agua entre la capa de hidratacion y la fase a granel (Ball, 2017, Kharakoz,
1992). Por otro lado, en la dindmica molecular (Kamerzell y Middaugh, 2008, Kharakoz y Sarvazyan,
1993) la contribucién V int se define como la diferencia entre el volumen de la cascara de hidratacién



https://ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9107165/#bib41
https://ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9107165/#bib41
https://ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9107165/#bib40
https://ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9107165/#bib42
https://ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9107165/#bib43
https://ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9107165/#bib43
https://ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9107165/#bib64
https://ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9107165/#eqn0040
https://ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9107165/#bib37
https://ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9107165/#bib51
https://ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9107165/#bib39
https://ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9107165/#eqn0040
https://ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9107165/#bib12
https://ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9107165/#bib14
https://ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9107165/#bib15
https://ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9107165/#bib39
https://ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9107165/#bib39
https://ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9107165/#bib62
https://ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9107165/#bib63
https://ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9107165/#bib65
https://ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9107165/#eqn0005
https://ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9107165/#bib66
https://ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9107165/#bib62
https://ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9107165/#bib39
https://ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9107165/#bib62
https://ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9107165/#bib66
https://ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9107165/#bib66
https://ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9107165/#bib62
https://ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9107165/#eqn0015
https://ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9107165/#eqn0015
https://ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9107165/#eqn0015
https://ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9107165/#eqn0050
https://ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9107165/#bib15
https://ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9107165/#bib67
https://ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9107165/#bib67
https://ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9107165/#bib62
https://ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9107165/#bib68

alrededor de soluto V hyd y el volumen ocupado n hyd pOen el grueso por el mismo nimero de moléculas
de agua (Kamerzell y Middaugh, 2008, Kharakoz y Sarvazyan, 1993, Khoury et al., 2022).

Vint=.
12)

O alternativamente

Vint=p.
(13)

Si en el enfoque de Voronoi-Delaunay, la frontera se define como la superficie de VVoronoi de la molécula
de soluto, el (12), (13) son equivalentes. También, el hecho de que en los estudios volumétricos el
término V int tiene una definicién analégica de Eq. 12 es muy interesante.

Vint=(Vsw.)
14)

Donde el nimero de moléculas de agua alrededor de la proteina esn w, V s w son los volimenes molares
parciales de hidratacién y agua a granel, respectivamente (Ball, 2017, Fleming y Fleming, 2018). Por lo
tanto, la Ecédita empirica. 11 es una buena aproximacidn. De hecho, estudios recientes han demostrado
que - M niyV M B +AV son iguales (Voloshin et al., 2015).

En el régimen de alta dilucién, la teoria termodinamica conduce a la siguiente expresién para el volumen
molecular parcial de proteinas (Richards, 1993)

Vp=..h(vhw.)
15)

Donde V nhes el volumen seco de proteina (aqui se aproxima al volumen de Voronoi (V nh p)), M p es la
masa molar seca de proteina, v h w es el volumen especifico de agua unida a la molécula de la proteina y
v 0 wes el volumen especifico de agua cercana. Chalikian y sus compafieros de trabajo (Kaur et al., 2018)
han propuesto que v hwv 0 w = 0,09 , mientras que Hhes la cantidad de gramos de agua asociada con la
proteina por gramo de proteina, es una medida del grado de hidratacion de proteinas y no depende de la
temperatura y concentracion de soluto (Kneller et al., 2022, Knight y Hub, 2015, Koulgi et al., 2021).

Una comparacion de (11), (15) muestra que el segundo término en ambas ecuaciones es:

Vint=p.hh(vhw.)
(16)

En los estudios hidrodindmicos (Kneller et al., 2022, Knight and Hub, 2015, Koulgi et al., 2021) el
volumen de una particula en solucién se llama volumen hidrodinamico V h y contiene dos componentes,
uno correspondiente al volumen molar parcial de la proteina seca (también definido aqui como V n p para
mantener la misma nomenclatura) y el otro debido al volumen de la capa de hidrataciéon V sh Kneller et
al., 2022, Knight y Hub, 2015.

V h=V nhpVsh
(17)
Vsh=p.hvhw
(18)

Eq. 15 es muy til para estimar tedricamente Hhsi VV h'y V n p son conocidos.

hh=(VhVVnpMpvhw
(19)
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A continuacion, evaluando el cambio inducido en cada una de las contribuciones a los componentes V m
y - )M ni del volumen molar aparente en las reacciones de union proteico-liga y proporciona informacion
importante sobre los cambios estructurales e hidratacién que la proteina sufre en los procesos bioldgicos.

Las proteinas son moléculas dinamicas (Laage et al., 2017, Lee, 1983), y en equilibrio térmico, el
volumen intrinseco V nh p (componente geométrico) y el volumen de hidratacién o interaccion V int
estan fluctuando constantemente en torno a sus valores medios V ) y V ) Laage et al., 2017, Lee, 1983,
Lee, 1983, Liang et al., 2020, Lim et al., 2022, Lindow et al., 2013, Lockbaum et al., 2021. La dinamica
estructural es muy importante para la funcion bioldgica de la proteina y la estabilidad (Lee, 1983,
Lockbaum et al., 2021, Low et al., 2022, Luong et al., 2015, Macchiagodena et al., 2022, Madhavi et al.,
2021, Mahdian et al., 2021, Marchi, 2003, Mejia-Tamayo et al., 2018, Monkos, 2013). La flexibilidad
intrinseca de la proteina es relevante para la interaccion con el ligando y puede contribuir al proceso de
unién (Lindow et al., 2013, Lockbaum et al., 2021, Monkos, 2004, Mori et al., 2006, Morris et al., 2009,
Osipiuk et al., 2021, O-Boyle et al., 2011). Las cavidades internas juegan un papel importante en la
flexibilidad estructural de la proteina (Lindow et al., 2013, Marchi, 2003, Mejia-Tamayo et al., 2018,
Osipiuk et al., 2021, O-Boyle et al., 2011, Panikar et al., 2021, Patel et al., 2012). Los estudios apoyan
que los procesos Lee, 1983de union a proteinas ocurren con cambios importantes en la fluctuacién del
volumen de las cavidades internas e hidratacién superficial de la proteina (Laage et al., 2017, Lee, 1983,
Liang et al., 2020, Lim et al., 2022, Lindow et al., 2013, Lockbaum et al., 2021, Luong et al., 2015,
Mahdian et al., de 2021, Mori et al., 2006). La teoria termodindmica estadistica establece que siV nhpy
V int fluctuar independientemente entre si, entonces la fluctuacién intrinseca del volumen se relaciona
posiblemente termodindmicamente con la compresibilidad intrinseca (Lindow et al., 2013, Monkos, 2013)
como:

-1 T=
20)

Donde V ) es la fluctuacion media del volumen intrinseco cuadrado, V | es el volumen intrinseco de la
proteina, K es la contant Boltzmann, T la temperatura absoluta, y - | T el coeficiente de compresibilidad
intrinseca isotérmica. La fluctuacion media del volumen intrinseco cuadrado se puede estimar
estadisticamente a partir de V i j) valores y valor medio de V i obtenido de simulacién molecular
dindmica como:

V=1 N (VI(j) V)2
(21)

Entonces V ) es una medida cuantitativa de la dindmica de las proteinas. Sin embargo, en muchos
estudios la cantidad utilizada para estudios comparativos es:

Por otro lado, Fornés propuso un atractivo modelo fenomenoldgico basado en el Teorema de Fluctuacion-
Disipacion (FDT) que permite estimar las fluctuaciones térmicas del momento dipolo eléctrico en
unidades del momento dipole de la molécula de agua dipole - uR en la superficie de la proteina del
volumen molecular hidrodindmico V m h Fornés (2008).

2
(23)

Donde V mh =, -?>25es el factor Simhay w w=1.84 D es la molécula de agua permanente momento
dipolo eléctrico. Fornés observd que el momento eléctrico fluctuaciones del momento dipolo - R En
funcion del peso molecular oscilo entre 15 y 115, aumentando con el tamafio de la molécula proteica.

Como volumen hidrodindamico V h, Factor Simha - y volumen de hidromasaje V n p (*°Volumero de
Voronoi) se puede estimar utilizando diferentes metodologias como los programas HullRad (Fleming y
Fleming, 2018) y 3Vee (Emekli et al., 2008, Ferraz et al., 2020), todos los pardmetros descritos aqui en
esta seccion se pueden calcular para el monémero de la proteasa M (m P) y sus respectivos complejos
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no-covalentes formados por homologabsos de unién ivermec y PF-07321332 en medio fisiolégico.
HullRad (https://hullrad.wordpress.com/) es un algoritmo de codigo abierto para calcular los parametros
hidrodinamicos de las biomoléculas. Funciona para proteinas dobladas, proteinas intrinsecamente
desordenadas y complejos de proteinas. Este método utiliza un modelo de casco convexo para estimar el
volumen hidrodinamico de la molécula y es un orden de magnitud mas rapido que los métodos comunes
(Fleming y Fleming, 2018). 3Vee, puede extraer y analizar automaticamente todos los volimenes internos
de estructuras proteicas. Rapidamente se encuentran volimenes internos tomando la diferencia entre dos
superficies excluidas de la sonda laminadora, una con un radio de sonda lo més grande posible y la otra
con un radio de disolvente (tipicamente 1,50 para agua) (Emekili et al., 2008, Ferraz et al., 2020).

Solo para fines de comparacién, se incorporaron graficos de la envoltura espacial simulada con el
servidor WAXSIS (http:/waxsis.uni-goettingen.de/) del monomero M P en presencia y ausencia de
cada uno de los homélogos. WAXSIS ejecuta una breve simulacién de MD explicita con YASARA. Una
vez finalizada la simulacion, se construye una envoltura espacial que incluye la biomolécula y su
caparazon de resolucion a una distancia de 70 de los &tomos de biomolécula. La dispersion de disolventes
excluidos se calcula en base a una simulacidn de agua pura que se llevo a cabo anteriormente. EI modelo
WAXSIS permite detectar cambios en los parametros proteicos globales, como el radio de la gineracién,
el estado multimérico, la agregacién o los cambios en la cascara de la resolucion de una simulacién de
dindmica molecular en la solucién. Esto permite rastrear las transiciones conformacionales de los
complejos a pequefia escala y permite mediciones precisas en angulos mas amplios debido al efecto de los
ligandos, y su efecto incluso al nivel de la cascara de resolucion. Para mas detalles del método WAXSIS
recomendamos la revision (Paul et al., 2017, Pavan et al., 2021).

Para la prediccién del nimero de fragmentos flexibles (N f), se utiliz6 HingeProt, un servidor web para
predecir piezas rigidas de proteinas y las regiones de bisagra flexible que las conectan en la topologia
nativa de la cadena de proteinas utilizando modelos de red elastica (EN). HingeProt utiliza modelos de
celosia gaussiana (GNM) y modelos anisotropicos de celosia (ANM)
(http://bicinfoinfod.cs.tau.ac.il/HingeProt/) (Alvarado et al., 2015, Peralta-Garcia et al., 2021).

Ir a:

4. Resultados y debate

4.1. Andlisis comparativo entre las propiedades volumétricas de la mondmerica M P (mM P) y sus
complejos no covalentes formados por la uniéon de homologuegas de ivermectina y PF-07321332 en
medio fisiolégico

Desde un punto de vista volumétrico, la formacion de complejo por proteina un ligando se puede analizar
a partir del cambio en el volumen molar parcial de proteina V p segun:

V p=VnpAVint
(24)

Donde AV p = (complejo) V p(monomer) es la diferencia en V p entre el mM P -lig y complejo y el
P®monomerm pro M sin ligando. Los ligandos estudiados son las homologaciones de ivermectina (Blay
B1b) y PF-07321332. El término AV n p es el cambio en el volumen Voronoi de proteinas y AV int es el
cambio en el volumen de interaccién. En las siguientes secciones, analizaremos los cambios volumétricos
obtenidos en cada una de las contribuciones AV n p y AV int asi como de cada uno de sus componentes al
volumen molar parcial de proteina.

4.1.1. Cambios inducidos en volumen de VVoronoi V n p por unién no covalente de ivermectina 'y PF-
07321332 al monémero M Prefesional (mpg Proy

La Tabla 1 muestra los valores de volumen de Voronoi obtenidos por simulaciones moleculares
dindmicas (MD). Una simple inspeccién revela que el volumen anhidro V n p es de mayor magnitud
cuando el mondémero se encuentra en complejo con la homologue B1b (a partir de aqui hacia adelante
llamada mM P -B1b) en comparacién con el monomero sin ligando (mM "), el complejo monomérica
mMpro-PF y mM P -Bla. Esto da el orden obtenido como mM P -B1b - mM P - mM P°pro-PF - mM
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Popro-Bla. La diferencia AV n p entre mM P° -B1lby mM P era 93,35 cm 3/, -136.70 cm 3 / entre el
complejo mM P° -Blay mM P,y -133.08 cm 3 / para el complejo mM P -PF. Aunque estas cantidades
pueden parecer pequefias, son realmente significativas. Los cambios volumétricos involucrados en el
plegado o el despliegue inducidos en proteinas por union al ligand son muy modestos (Azam et al., 2021,
Azam et al., 2020, Ball, 2017, Persson y Halle, 2018, Brovchenko et al., 2010, Kaur et al., 2018, Pereira
et al., 2006, Petsek et al., 2007, Pfeiffer et al., 2008). Segun el cambio en el volumen de Voronoi puede
calcularse como:

V =V V+AVV AVT
(25)

Cuadro 1

Propiedades volumétricas obtenidas de las estructuras minimas de energia a 100 ns del monémero M P°
(MM ) y mM P -Bla, mM P -B1b y mM P - Complejos no covalentes de PF formados por la union de
las homologues de ivermectina (Bla y B1b) y PF-07321332.

Vnhp Vh Vm VT Vint  -)Mni Vp Vv Hh
mM P 26960.49 44431,81 23929.08 3031.41 -1727.93 1303.48 25232.56 4443.09 0,57
mM P Bla 26823.79 43762.61 23819.77 3004.02 -1675.27 1328.75 25148.53 4333.78 0,55
mM P B1b 27053.84 47025.24 24033.62 3020.22 -1975.19 1045.03 25078.64 4547.63 0,65
mM P°PF  26827.41 44139.10 23852.54 2974.87 -1712.15 1262.72 25115.26 4366.55 0,56
Abrir en una ventana separada

Cantidades de volumen expresadas en cm % Imol; Hhen 0 agua /9 proteina 5 Van der Waals volumen de mM
POV w): 19485.99 cm ® /mol estimado con modelo de vete usando prueba de sonda de O -.

Si el cambio en el volumen de van der Waals se considera insignificante (Hijo et al., 2014), luego la
diferencia en se debe a cambios inducidos por la unién en el volumen de las cavidades internas de la miM
Py la contribucion de volumen que proviene de las interacciones repulsivas proteica-agua [véase el
punto 8 de la fecha 8 y 25). Es importante mencionar que el los valores son excelentemente reproducidos
por Egs. 6 v 7 del modelo Lee-Graziano SPT. De hecho, la diferencia entre mM ° -B1b y mM P fue de
115,19 , -120.68 entre el complejo mM P -Bla 'y mM Py -84.50 entre el complejo mM Ppro-F y mM
P Lo que establece que esta cerca de y sostiene que las aproximaciones que intervienen en este trabajo
son adecuadas.

Con esto en mente, podemos sugerir que , y utilizando los valores obtenidos para del modelo SPT (ver
Tabla 1y (7), (8)) encontramos que para la diferencia entre el complejo mM P -B1b y el mM P, un valor
de para la diferencia entre el complejo mM P -Bla'y mM Py para la diferencia entre el complejo mMm P°
-PF y mM P El valor negativo de en todos los casos refleja la disminucién de areas superficiales dentro
de las interfaces ligand-proteina Chalikian y Filfil, 2003. A medida que el complejo mM P -PF exhibe la
mayor disminucién de la superficie se hace evidente que la magnitud de esta dominado por el cambio en
el componente volumétrico . Este resultado es muy interesante porque nos permite sugerir que el valor de
viene de cambios en la distribucion de tamafio de las cavidades internas del monémero inducido por la
union de homologos de ivermectina y PF-07321332 debido a la pequefia magnitud de en comparacion con
. Es importante sefialar que este cambio en el componente volumétrico en el monémero P mM es
diferente en los complejos con Bla y PF-07321332 (dVv O en ambos casos) en lugar de Blb y PF-
07321332 (dVv 0 en ambos casos). Es importante mencionar que la magnitud de depende del estado con
conformante de la proteina (Chalikian y Filfil, 2003). Estos resultados volumétricos a 100 ns estan de
acuerdo con los resultados obtenidos por simulaciones moleculares mediante modelos de Red
Anisotropica (ANM) y Red Gaussian (GNM) (Alvarado et al., 2015, Peralta-Garcia et al., 2021). En la
ANM y GNM, si el nimero de fragmentos flexibles de un complejo de proteinas-liga es mayor que en la
proteina no complemental respectiva en su estado nativo, se interpreta que se dice que un
desenvolvimiento inducido por el ligando ocurrié, de lo contrario, si disminuyen en la proteina-liga en
relacién con la proteina sin union de ligando, compactaciéon o pliegue que se dice que ha ocurrido
(Alvarado et al., 2015, Peralta-Garcia et al., 2021). En Fig. 7, se observa una tendencia similar pero con
una serie de fragmentos flexibles que difieren entre los complejos a finales de 100 ns. NUmero de
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fragmentos flexibles de complejos sugieren el comportamiento diferencial de los ligandos de los tres
ligandos (Bla, B1b y PF-07321332) cuando se unen al mM P, Curiosamente, la homologue B1b indujo
el despliegue mientras la homologue Bla y la compactacién estructural inducida por la PF Bla y PF-
073232 inducian en el mM P (ver Fig. 7).
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Comparacion entre la fluctuacion del nimero de fragmentos flexibles de complejos no covalentes
utilizando modelos de Red Anisotropica (ANM) y modelo de red gaussiana (GNM). Las predicciones
corresponden a las estructuras de energia minima en la simulacion de 100 ns MD.

Cabe mencionar que las homologuegas de ivermectina interactdan con el mM P! en diferentes sitios

como se muestra en la Fig. 2, Fig. 3, Fig. 4 y Fig. 5. Mientras que el ligando PF-07321332 se une en el
mismo sitio que la homologue Bla en el monémero M POl (yer Fig. 5).

Este analisis previo fue posible gracias al conocimiento del volumen de Voronoi Vnhpy el volumen
térmico VTpara cada proteina involucrada en este analisis. Mientras que en el caso del segundo mandato
AVintde Eq. (24), primero debemos determinar el volumen de hidratacion Vshy AVshdel volumen
hidrodindmico Vhy el volumen de Voronoi de cada especie. Una vez Vshes conocido, es posible
determinar ohy luego estimar ambos Vinty AVinten cada caso.

4.1.2. Cambios inducidos en el volumen hidrodinamico Vhy el volumen de la capa de hidratacion
vshpor unién no covalente de ivermectina y PF-07321332 en M P mondmero (mM P')

Los valores obtenidos para el volumen hidrodinamico se muestran en la Tabla 1. EI mismo patron que se
observa para el volumen de Voronoi se observa, es decir, mM P -B1b >mM " >mM P°pro-PF >mM
Ppro-Bla. La diferencia en Vhentre mM P -B1b, mM P° -Bla y mM " -PF complejo con mM P fueron
AVh=+2593.43, —669,20 cm3/mol, y —292.71 cm3/mol, respectivamente. Una mirada a Eq. 17 muestra
que AVh=AVnhp+AVsh, y asi [|AVsh||>>[|AVnhplles cierto para las homoloques de la ivermectina, en
cambio, en el caso de mM P"°pro-PF el valor de AVshes solo ligeramente mas grande que AVnhp. Después
de esto, el cambio en el volumen de la capa de hidratacion de mondémero domina. Este resultado es muy
interesante porque establece que el volumen de la capa de hidratacién Vshes muy diferente en los tres
complejos en relacion con el monémero nativo, cumpliendo que Vsh(mM P° -Bib)
19971.40cm3/mol>Vsh(mM P°) 17471.32cm3/mol>Vsh(mM P° -Bla) 17311.69cm3/mol>Vsh(mM P -
B1la) 16938.62cm3/mol. Por lo tanto, AVsh(mM P -B1b - M ") = 2500.08 cm3/mol, AVsh(mM P -Bla
- Mpro) =— 532.70 y (mM P -PF - Mpro) =- 159.63 . Es decir, la capa de hidratacién en el monémero es
mas gruesa cuando se une a la homologacién B1b que cuando se une a la homologue Bla o PF-07321332,
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mientras que esta capa es mas delgada en el mondmero cuando se une a la homologacién Bla. Estos
resultados sugieren que las homologaciones de ivermectina y PF-07321332 afectan la reaccidon de
dimerizacion del monémero para formar el dimérico M P (dM ™), un proceso que es importante para la
replicacion viral (Choudhury et al., 2021, Lee, 1983, Carvallo y Hirsch, 2020, Chalikian, 2016, Chalikian,
2021, Chalikian y Breslauer, 1996, Chalikian y Filfil, 2003). Es muy interesante ver que el PF-07321332
y Bla deshidratacion mM P como La capa de hidratacion de las proteinas conocidas como agua
biol6gica se ha asociado como parte fundamental de la proteina y que juega un papel importante en la
funcién bioldgica de las proteinas (Rabie, 2021, Reardon, 2021, Reid et al., 2021).

Se obtuvo informacion adicional sobre los cambios inducidos en la hidratacion de las proteinas del grado
de hidratacion medido en gramos de agua por gramo de mondémero , que se calculé con Eq. 19 y los
valores del volumen hidrodindmico y volumen de Voronoi (véase el cuadro 1). Los resultados obtenidos
se muestran en la Tabla 1. EI mM P est4 mas hidratado en comparacion con el mM P nativo
cuando estd atado al homologue Blb. En comparacion, el mondmero esta menos hidratado en
comparacién con el complejo mMpro-Bla, complejo mMpro-PF y el mM nativo < un punto de vista
hidrodindmico. Es decir, la homologue Bla y la PF-07321332 indujo la pérdida de moléculas de agua en
el mM P al ser atados. Estos valores son interesantes ya que proporcionan informacion sobre el grado de
hidratacién en el monémero y su cambio durante la compleja formacién por union de ligando. Sin
embargo, la informacion sobre la contraccion de la capa de hidratacion mediada por interacciones
atractivas que provienen de las interacciones de la superficie de agua de la proteina se obtiene a través de
la Componente volumétrico.

Otro aspecto relevante a destacar de estos resultados es que la hidratacion obtenida para el mM P (0.57)
es igual al valor notificado para lisozima (0,57) y cerca de la elasase porcina (0.53) utilizando otros
modelos de proteasas (Fornés, 2008). De hecho, este grado de hidratacion es alto y cualquier cambio en
esto puede afectar significativamente los eventos de reconocimiento molecular para esta proteasa, ya que
se sabe que para este tipo de reaccién bioquimica en proteinas, la hidratacion es una fuerza motriz
extremadamente importante (Chalikian, 2021). Es muy importante sefialar que no hay informes de este
tipo de datos para las proteasas asociadas con SARS-CoV-2 y en particular para M P

4.1.3. Cambios inducidos en el volumen de interaccion por union no covalente de homologuemos de
ivermectina y PF-07321332 en M P mondmero (mM P)

La interaccion de las fuerzas especificas y no especificas de van der Waals de agua como disolvente con
los residuos polares, no polares y de superficie cargados de la proteina se cuantifica en la atractiva
contribucion volumétrica (véase (14), (16)) al volumen molar parcial o aparente . Esta cantidad
volumétrica Por lo tanto, es una medida de la contraccion del volumen de agua como disolvente en la
proximidad de los grupos cargados y polares de la proteina (Ball, 2017, Fleming y Fleming, 2018, Jofily
et al., 2021, Kaur et al., 2021). De ahi su importancia para evaluar los cambios inducidos en la hidratacion
de proteinas debido a la union al ligando. La Tabla 1 muestra los valores obtenidos para esta propiedad
volumétrica, demostrando la siguiente tendencia (mM P -B1b) -(mM ) -(mM Ppro-PF) -(mM P*pro-
Bla).

La diferencia entre mM P° -B1b y mM P es -247.26 , 52.66 entre mM " -Bla y mM Py -15.78 entre
mM P -PF y mM P Estos resultados sugieren que la unién de ivermectina B1b a mM " induce una
redistribucién de los grupos de superficie cargados y polares, favoreciendo la exposicion y la poblacion
de estos a disolvente. Mientras que en el caso del complejo mM P° -Bla y PF-07321332, la exposicion de
estos residuos de aminoécidos superficiales se desfavorece y la exposicion de los no polares podria ser
favorecida, lo que posiblemente afecta a la solubilidad de la proteina como ocurre con solutos
hidrofébicos que tienden a suponerse en el agua (Remsing et al., 2018, Richards, 1993). Es importante ver
la consistencia de estos resultados recordando que Bla y PF-07321332 se unen en el mismo sitio dentro
de la proteina mM P, En cualquier caso, el poco agua que rodea la proteina o el sitio donde Bla o PF-
073232 se encuadernan o estdn mal estructurados. Por lo tanto, afectar el grado de hidratacion local
podria ser importante. Se ha propuesto que el agua desempefia un papel importante en el sitio catalitico en
M P (Macchiagodena et al., 2022). Estos resultados también son importantes, ya que dependiendo de qué
region se produce esta hidratacién o deshidratacién en la proteina, la flexibilidad, la estabilidad y los
mecanismos de reconocimiento de la proteina pueden verse significativamente afectados (Kharakoz y
Sarvazyan, 1993, Lee, 1983, Lockbaum et al., 2021, Macchiagodena et al., 2022, Madhavi et al., 2021).
La homomerizacion de este mondmero para formar la especie biolégicamente activa también podria verse
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afectada (Goyal y Goyal, 2020). En esta direccion, los resultados obtenidos son interesantes como el valor
negativo de observado para la formacion del complejo mM P -B1b se asocia con una alta hidratacién que
sugiere menor tendencia de agregacion, disminucion de la hidrofobicidad y superficie de carga mas alta
en proteinas (Aggarwal y Biswas, 2020). Por el contrario, en el caso de la homologue Bla y PF-
07321332, la formacion del complejo mM P -Bl1a conduce a un valor positivo de que se asocia con una
baja hidratacion y como consecuencia una mayor tendencia a la agregacion o a una mayor tendencia a
formar agregados o cumulos desordenados (un aumento de la hidrofobicidad y menor carga en la
superficie de proteinas) (Aggarwal y Biswas, 2020). En cualquier caso, los resultados sugieren el efecto
negativo sobre la reaccion de la homodimerizacion. Es muy importante mencionar que estos resultados
apoyan los informes de la inhibicion de la reaccion de dimerizacion de ™9 por union del farmaco PF-
07321332 (Carvallo y Hirsch, 2020, Chalikian, 2016, Chalikian, 2021, Chalikian y Breslauer, 1996,
Chalikian y Filfil, 2003). Por lo tanto, como PF-07321332 y Bla se unen en el mismo sitio, es posible
proponer que esta homologue de ivermectina tenga un efecto similar.

Es muy interesante que la tendencia observada para fue similar a la obtenida para las fluctuaciones del
momento dipolo eléctrico en la superficie (véase Ec.23) de la proteina mM P° -B1b (55.7) -mM P (54.2)
mM P°pro-PF (54.2) -mM P -Bla (54.1), sugiriendo que esta propiedad eléctrica juega un papel
importante en la contraccién de la primera capa de hidratacion, tal vez al afectar las interacciones de
dipolo agua-agua en la interfaz proteico-agua (Seyedi y Matyushov, 2018). Cabe sefialar también que los
valores obtenidos para estan en el orden esperado para una proteina con una masa de 33.4 kDa (Fornés
2008).

El valor del complejo mM P -B1a es 0,18% menor que el obtenido para el "’complejo mM P y mM pro-
PF, mientras que es un 2,87% menor en comparacion con el complejo mM P -Bib. Aunque estos
porcentajes parecen ser muy pequefios, no hay otros informes de estudios comparativos entre los
complejos de proteinas y las proteinas libres que permitan un andlisis de esta situacion. Esta claro que son
necesarios mas estudios sobre este tema. Sin embargo, estas pequefias diferencias entre Si se cree que esta
relacionado con los cambios en las poblaciones de residuos de aminoacidos polares expuestos en la
superficie de la proteina uniéndose a homologues de ivermectina y PF-07321332, y se espera que estas
poblaciones de residuos polares cambien en una pequefia fraccién durante los cambios globales de
conformacion.

Estos resultados, junto con los obtenidos para y , sugieren que cada proteina-liga y complejo debe tener
una diferencia tanto en el grosor de la capa de hidratacion como en la distribucion de las moléculas de
agua en la proteina. Fig. 8, Fig. 9 demostrar las diferencias en las capas de hidratacién, particularmente en
la distribucidn de las moléculas de agua en las cavidades superficiales de cada especie. En el caso de Fig.
8, el modelo 3Vee permite estimar el radio de la capa de hidratacion (espesor de la capa de agua) de la
superficie de la proteina, estimando que la distancia sera de 10 -como , donde es el radio desde el centro
de la proteina hasta su superficie mas una distancia de 10 -de esta superficie y es el radio intrinseco o
Voronoi de proteina, ambas cantidades. y se han estimado a partir de los volimenes respectivos. Los
resultados dan la siguiente tendencia (mMpro) 14.76 (mMpro-Blb) 14.75 -) -(mMpro-PF) 13.30
(mMpro-Bla) 12.98 -. Esta claro que el complejo mMpro-Bla es el menos hidratado de todas las
proteinas, mientras que el complejo mMpro-Blb tiene una hidratacion cercana o igual a la proteina
nativa.
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Comparacion entre el volumen de disolvente extraido de mM P° en presencia y ausencia de cada
homologue y  PF-07321332  utilizando el 3vee  Solvent  Extraction  Modul e
(http://3vee.molmovdb.org/solventExtract.php).
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Fig. 9

Comparacion entre la envoltura espacial simulada con el servidor WAXSIiS de m profesional P°en
presencia y ausencia de cada homologue (http://waxsis.uni-goettingen.de/). A, mM P libre; B, mM P° .
Avermectin Bla (Bla); C, mM P° . Avermectin Blb (B1lb); D, mM P PF-07321332. Las predicciones
corresponden a la estructura de energia minima en la simulacion de 100 ns MD. La envoltura espacial
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simulada incluye la biomolécula y su capa de disoluciéon a una distancia de 70 de los atomos de la
biomolécula.

4.1.4. Cambios inducidos en la contribucion de volumen no ininrinsico al volumen molar parcial de
complejos no covalentes en medio fisiologico

Graziano informd que la contribucion volumétrica no inintrinica en una dilucién infinita en el agua para
mezclar esferas duras es siempre una cantidad pequefia y positiva (Graziano, 2006). Recientemente lo
hemos confirmado para modelos de proteinas globulares (Awoonor-Williams y Abu-Saleh, 2021, Jofily et
al., 2021). Esto se debe a que esta contribucion a Vpes el resultado de un equilibrio entre el componente
volumétrico repulsivo VTy el componente atractivo Vint[ver Eq. 2], y siempre domina VT. En este
estudio los valores obtenidos para (®)mniutilizando los datos de VTy Vintse muestran en la Tabla 1,
dando la siguiente tendencia (®)mni(mM P° -Blb) <(®@)mni(mM P°pro-PF) <(®)mni(mM P°)
<(®@)Ymni(mM P"pro-B1la). Esto se ve mas facilmente en forma numérica como A(®)mni(mM P° -B1b -
mM ) = - 238.82 cm3/mol, A(®@)mni(mM P -PF - mMpro) = - 40.76 cm3/moly A(®@)mni(mM " -Bla -
mM P°) = 40.29 cm3/mol. La diferencia en el signo de este parametro se debe a que en los dos primeros
casos donde A(®)mni<0,el componente volumétrico repulsivo proteina de agua VTdomina en el
mondmero no ligado, mientras que en el Gltimo caso este componente repulsivo domina en el complejo,
que refleja que el mecanismo implicado en el cambio de volumen para la formacién de los complejos es
diferente en cada caso. Es interesante tener en cuenta que aunque los datos sugieren que la homologue
Blay el PF-07321332 se unen en el mismo sitio en mM P (ver Fig. 5), la propiedad A(®)mnitiene una
magnitud similar pero un signo diferente.

4.1.5. Cambios inducidos en el volumen molar parcial Vpde complejos no covalentes en medio
fisiol6gico

Basado en Eg. 11 y utilizando los datos para el volumen de Voronoi Vnhpy volumen de interaccion
Vintde la Tabla 1, hemos determinado el volumen molar parcial en medio fisiologico mM P, los
complejos mM P -Bla, mM P -B1b y mM P -PF complejos. En la misma tabla los valores obtenidos
para esta propiedad se muestran siguiendo la tendencia, es decir. Vp(mM P°) >Vp(mM P -B1a) >Vp(mM
P°pro-PF) >Vp(mM P° -B1b). Los hom(’)logqs de ivermectina y PF-073232 indudujen una disminucion en
el volumen molar aparente Vpde mM PO con AVp(mM P° -Blb - mM ) = - 153.91 cm3/mol,
AVp(MM P° -PF - mM ") = - 117.30 cm3/moly AVp(mM P -Bla - mMpro) = - 84.03 cm3/mol. Es
importante sefialar que, aunque en todos los casos AVptiene signo negativo, el mecanismo implicado en
el volumen molar parcial Vpel cambio es diferente en cada caso. Para el complejo mM P -B1b, el cambio
de volumen AVpesta dominado por el componente atractivoAVint. Es decir, la atractiva interaccion de los
grupos cargados y polares en la superficie de la proteina con las moléculas de agua (capa de hidratacion).
Mientras que en el caso del mM P -Bla y mM P -PF complejo, el cambio en AVpesta dominado por la
AVnhpcomponente, que estd dominado por cambios en la distribucion del tamafio de las cavidades
internas del monémero AVv. Entonces podemos ver claramente con estos resultados con la estructura de
la energia minima a 100 ns que el cambio en las propiedades volumétricas del mM P%%%® por los
homologues de ivermectina procede por diferentes mecanismos. Pero los cambios volumétricos inducidos
en mMpro por Blay PF-073232 proceden por el mismo mecanismo.

Los resultados obtenidos con la estructura de la energia minima a los 100 ns para la formacion de los
complejos implican un cambio conformacional que se refleja volumétricamente en la AVvcomponentes y
en AVintcomo se esperaba tedrica y experimentalmente, por lo que nuestros resultados son consistentes.
Aunque nuestros resultados parecen sélo cualitativos, podemos ver que se obtiene informacion similar si
el andlisis se hace de la manera tradicional utilizando el modelo empirico propuesto por chalikiano y
compafieros de trabajo (Chalikian y Macgregor, 2019). Ademas, la metodologia utilizada aqui se logro
estimando el grosor del volumen térmico Ap=(Vnhp—VmSA)de la superficie accesible de disolvente y
volumen térmico como sugiere el modelo empirico de Chalikiano y colaboradores. Nuestros valores
estimados en cada caso eran ~0,50, que se encuentra en el rango reportado en la literatura (1o 0,50)
(Graziano, 2017, Kasahara et al., 2020). Aunque también se conocen valores mas bajos (Chalikian y
Macgregor, 2019). Graziano ha argumentado que el valor deberia ser de 0,50 (Graziano, 2013).

El analisis presentado aqui es importante desde una perspectiva quimica biofisica para entender los
cambios inducidos en la proteina monomérica M P por unién de homologues de ivermectina y PF-
07321332. El cambio en el volumen observado se atribuye principalmente a los componentes Vinten el
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caso de la homologue Blb, y Vven los casos de farmaco homologue Bla y PF-07321332. Esto sugiere
que para la unién Blb la contraccion del volumen de disolvente puede tener el mayor efecto sobre el
cambio de volumen. Mientras que, para Bla y PF-073212 unen el volumen de cavidades dentro de la
proteina puede tener el mayor efecto sobre el cambio de volumen.

4.2. Comportamiento dindmico del volumen molar parcial Vpy Voronoi Volumen de complejos no
covalentes

Como se ha dicho anteriormente, el componente volumétrico es el que mas contribuye a AVpen Bla/mM
Py PF/mM P es el volumen de cavidad o vacios internos Vv, mientras que el volumen de interaccion
Vinta 100 ns es la principal contribucion a AVpen el caso de B1b/mM P°. Ademas, el componente
geométrico Vvesta dentro de volumen intrinseco Vnhp=VI, mientras que Vintcontribuye en Vpequilibrio
Vnhp.

Adelgazando los datos presentados en Tabla 2 con Eg. 22 para el caso del volumen y la proteina
intrinsecos o VVoronoi, es posible estimar el cuadrado medio de la fluctuacién del volumen en cada caso (
(6V2p)1/20 0 {6V2I1)1/2). La precision de la Ec. 22 depende de varios factores, uno de los cuales es tener
un namero significativamente grande de estructuras (insquemas) de la proteina de interés que se estudia
por la dinamica molecular. Se realizé un estudio comparativo entre los resultados obtenidos para la
nucleasa estafilococica (SNase) (Voloshin et al., 2015) con 5000 estructuras (instasiadas) a 50 ns y
nuestra metodologia utilizando 10 estructuras a 100 ns. A través de ella, hemos encontrado que podemos
reproducir la fluctuacion del volumen de proteinas (6V2p)1/2y el volumen intrinseco o Voronoi
(d0V21)1/2. Si en Eca. 22 consideramos un factor de correccion estadistica de Ks=0. 57 asociado a esta
proteina, es decir:

(0V2i)1/2=KsINYj=1n(Vi(j)—(Vi})2 N ili=torp
(26)

con esta ecuacion estimamos la fluctuacién del volumen intrinseco usando el volumen Voronoi
(VI=Vnhp,see Table2). Al considerar que esto representa el volumen de geometria inaccesible al
disolvente, entonces en términos de (5V21)1/2, obtuvimos la siguiente tendencia: mM P -Blb (218.74
cm3/mol) >mM P° -Bia (197.47 cm3/mol) >m M (175.11 cm3/mol) y >m M -PF (160.29 cm3/mol).
Este resultado establece que ambos complejos con ivermectina (Bla y Blb) son mas dinamicos y/o
flexibles que el monémero nativo, mientras que el complejo mM P° -Blb es mas dinamico que el
complejo mM P -Bla. Sin embargo, el P°complejo mM pro-PF es el menos dindmico o flexible de todas
las especies moleculares.

Cuadro 2

Volumen de mélar Vpy volumen de Voronoi Vnhpvalores para el mondémero y sus complejos no
covalentes con los homologues de ivermectina y PF-07321332 en un rango de tiempo de 100100 ns.

Volumen de Voronoi (cm3/mol) Volumen de mollar (cm3/mol)
Tiempo
(ns) mm e MM PPmMe PP mMm P"Pro- mp e MM PemMe P mM P°Pro-

Bla Blb PF Bla Bib PF

10 26540.76 27298.93 27327.84 26911.11  24620.19 25315.27 25338.34 25186.35
20 26718.41 26742.5 26684.08 26705.76  24886.94 24807.33 24749.51 25108.24
30 26361.31 26343.24 26227.01 26357.09  24586.37 24621.61 24539.6  24567.74
40 27046.61 26949.05 27206.19 27051.43  25225.53 25172,51 25348.04 25339.7
50 26739.49 26632.3  26863.54 26770.8 24954.09 24991.07 25028.79 25076.83
60 26201.72 26274.59 26348.66 26273.38  24558.1 24662.71 24656.52 24722.66
70 27086.96 27091.77 27233.89 27013.49  25233.07 25392.32 25253,24 25304.16
80 26734.67 26782.85 26909.31 26682.88  24919.69 25110.14 25071.43 24987.2

90 26236.65 26177.63 26355.28 26246.28  24555.11 24653.62 24669.85 24683.19
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Volumen de Voronoi (cm3/mol) Volumen de mollar (cm3/mol)

Tiempo

(ns) mM Pro mM Pro M Pro M PPro- M PO mM Pro M PO M PPro-
Bla Bilb PF Bla Bilb PF

100 26960.49 26823.79 27053.84 26827.41  25232.56 25148.53 25078.64 25115.26

Abrir en una ventana separada

En el caso de (dV2p)1/2los resultados obtenidos fueron 160.78 cm3/mol(mM P° -Blb), 153.84
cm3/mol(mM P), 152,95 cm3/mol(mM P° -Bla) y 143.86 cm3/mol(mM P°pro-PF). Los valores
correspondientes de (dV2p)l/2estan en los 300200 cm3/molrango reportado previamente (Persson y
Halle, 2018). El complejo mM P -Blay el complejo mM P -PF son 0.6% y 7% menos dindmicos que el
mondmero nativo, respectivamente, mientras que el complejo mM P -B1b es un 4,5% mas dinamico que
el monémero nativo. Asi, la fraccién de fluctuacion de volumen (dV2p)1/2Vpen todos los casos fue
alrededor del 0,6%, lo que es cercano al reportado para otras proteinas mas pequefias que mM P (34,5
kDa) (Lindow et al., 2013, Lockbaum et al., 2021). Sin embargo, es el doble del valor medio reportado
para un conjunto mas grande de proteinas que incluye proteinas de mayor masa que mM P (Gekko y
Hasegawa, 1986). Es muy interesante ver que los complejos con la menor fluctuacion de volumen
((oV2p)1/2, por ejemplo, los complejos mMpro-PF y mMpro-Bla, también tienen el méas bajo
Vintvalores.

Desde entonces Vintes una medida de la contraccion de la capa de hidratacion debido a las atractivas
interacciones de los grupos de superficie proteica con moléculas de agua, y dado que la contribucion
principal proviene de la presencia de grupos cargados expuestos en la superficie proteica al disolvente
(Azam et al., 2020, Bola, 2017), entonces la fraccion de los grupos cargados en estos complejos debe ser
baja en comparacion con el monémero. Por lo tanto, la tension interfacial ypwentre la proteina y el agua,
debe ser alto en relacién con el mondmero nativo. Lo contrario es cierto para el "complejo mM pro-B1ib,
que exhibe la mas alta dindmica estructural y la més alta Vintvalor de todas las especies, sugiriendo una
alta fraccién de los grupos de superficie cargados expuestos al agua. En consecuencia, podemos esperar
una menor tension interfacial de proteina-agua de todos los valores. Cabe sefialar que un valor bajo de
ypwse asocia con un alto grado de hidratacién proteica y viceversa, estando de acuerdo con el modelo
adhesivo-cohesivo para la compresibilidad proteica, en el que las atractivas fuerzas del agua compiten con
las interacciones intraproteproteinas que favorecen el plegado propuesto por Dadarlat y Post (Dadarlat y
Post, 2001).

Para apoyar esta idea, estimamos la tension interfacial ypwutilizando el valor de (5V2p)1/2y el radio
medio de la proteina (rp)(ver Tabla 1) y el modelo propuesto por Lee (Lee, 1983).

yPW=KT 2w
(27)

Aqui, @=(5V2p)1/2(rp)y (rp)=3VparN————~3, los resultados obtenidos mostraron la siguiente tendencia
para ypw(cal/mol—-1/4-2), mM P -PF(ypw=26.7) >mM P -Bla (ypw=25.1) >mM " (ypw=24.9) >mM P
-B1b (ypw=23.8), que apoya lo que se discutio anteriormente.

Por lo tanto, los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que (oV2p)1/2, Vint, ypwy Jhestan
correlacionados y estan de acuerdo con el modelo Dadarlat-Post (Dadarlat y Post, 2001). Este modelo
sugiere también que la alta compresibilidad, resultante de grandes fluctuaciones en el volumen molecular
de la proteina, corresponde a una proteina enthalpamente menos estable (Dadarlat y Post, 2001). Otra
posible conexion puede provenir de la relacion inversa entre la flexibilidad y la estabilidad de las
proteinas (Macchiagodena et al., 2022, Shek y Chalikian, 2013). Ademas, se ha informado que la
hidratacion de una proteina se ve favorecida a medida que aumenta su rigidez (Remsing et al., 2018).
Basados en estos argumentos, proponemos que los complejos mM P° -Bla y mM P° -PF son mas
entalpically estables que el mondmero sin conexién, mientras que el complejo mM P° -Bib, es
entalpically inestable con respecto al monémero nativo.

Los valores de (5V2I)1/2son de mayor magnitud y tienen una tendencia diferente a los valores de
{6V2p)1/2revelando la importante contribucién que la fluctuacién de la capa de hidratacion tiene en Vpy
no contribuye en VVnhp. Se obtuvo un resultado interesante estimando el nimero de Nffragmentos de cada
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biomolécula entre 0 y 100 ns (ver Fig. 9) utilizando métodos ANM-GNM (Alvarado et al., 2015, Peralta-
Garcia et al., 2021). Los valores obtenidos para la fluctuacion del nimero de fragmentos flexibles
(6N2fy1/2con estos datos tenian la misma tendencia [mM P° -B1b (1.42) - mM P° -Bla (1.27) mM P°
(1.23) mM P -PF (0.84)] como el obtenido para la fluctuacion del volumen de Voronoi (5V21)1/2. Es
decir, el orden en la flexibilidad estructural se correlaciona con el orden en la dindmica estructural.

Proponemos que el aumento o disminuciéon de la dindmica estructural monémero inducida por PF-
07321332 o unién a ivermectina tiene algun efecto inhibitorio sobre la formacion homodimer (Carvallo y
Hirsch, 2020, Chalikian, 2016, Chalikian, 2021, Chalikian y Filfil, 2003). Como se ha demostrado, la
formacion compleja implica un cambio en la fluctuacion del volumen. También se observa que este
cambio se correlaciona con los cambios en la hidratacion, la distribucion interna de la cavidad, la tensién
interfacial y la estabilidad de la entalpia, ya que algunos de estos factores juegan un papel importante en
los procesos bioldgicos relevantes como el reconocimiento biologico. Es interesante considerar que estas
propiedades volumétricas y termodindmicas dependen del sitio de unién en el monémero. Por ejemplo, la
similitud en el mecanismo entre PF-07321332 y la homologue Bla que se unen en el mismo sitio, en
comparaciéon con el diferente mecanismo evidenciado para Blb que une en un sitio diferente en el
monomero. Si uno considera ademdas que debido al sitio de unidn, todos los ligandos involucrados aqui
pueden bloquear esteristicamente la union a proteinas-proteina para formar la proteina homodimerica
basada en la estructura dimérica mostrada en PDB: 6LU7. Asi que, dada la evidencia de efecto inhibidor
en M P por PF-07321332, nuestros resultados sugieren que los derivados de la ivermectina también
deberian tener algun efecto.

4.3. Estudio comparativo del complejo covalente y no covalente de PF-07321332 con mM P :
comportamiento dindmico del volumen de Voronoi Vnhpy el nimero de fragmentos flexibles Nf

Se sabe que el ligando PF-07321332 se une covalentemente en el sitio catalitico de M P (Zhao et al.
2021), estudios tedricos con atraque dirigidos sugieren que esto ocurre por un proceso de dos etapas. La
primera consiste en la formacion de un complejo no covalente en el mismo sitio y seguida de un
acoplamiento electrofilico entre el grupo de tiol de una cisteina en el sitio catalitico y el grupo de nitrilo
de la PF-073232 una formacion de un enlace de tio-inidazolium que da estabilidad al complejo covalente
(Macchiagodena et al. 2022). Aunque la especie covalente unida es termodinamicamente menos estable
que el complejo no covalente, este complejo covalente es la Unica especie detectada hasta ahora (Zhao et
al., 2021). Este complejo covalente indica que el bloqueo del sitio catalitico es su principal accion
perturbadora en la Pprotease M protease (Carvallo y Hirsch, 2020, Chalikian, 2016, Chalikian, 2021,
Chalikian y Breslauer, 1996, Chalikian y Filfil, 2003). Sin embargo, en este estudio hemos encontrado a
través del uso de atraque ciego que el PF-07321332 puede unirse mas fuertemente a través de
interacciones no covalentes en otra region distante en el monomer mMpro, que a su vez es el mismo sitio
donde el homologue ivermectin Bla también se une. Un resultado interesante es que todos los métodos
tedricos utilizados sugieren que esta unidn es termodinamicamente mas factible en ese sitio de una
manera no covalente que el complejo covalente en la region catalitica (ver material suplementario - Tabla
S1). No hay ningln informe que haya considerado el efecto de esto sobre las propiedades volumétricas y
su posible efecto sobre la dimerizacion del mondémero. Hemos encontrado desde un punto de vista
termodinamico a través de estos resultados volumétricos que este complejo no covalente del PF-
07321332 con el monémero puede afectar significativamente la reaccion de dimerizacién, pero su
comparacién con el complejo covalente no es posible debido a la falta de datos.

Para superar esta dificultad, realizamos un estudio volumétrico comparativo entre el volumen Voronoi de
complejo no covalente Vnhp(nc)en el sitio de homologue B1 de ivermectina y el complejo covalente
encuaderecido Vnhp(c)en el sitio catalitico en el monémero. Curiosamente, se encontré que los
volimenes de Voronoi entre ambas especies son muy similares en todo el régimen dinamico evaluado
hasta 100 ns. Para mayor claridad en Fig. 10 el porcentaje de diferencia en el volumen de voronoi
AV%=100(Vnhp(nc)-Vnhp(c)Vnhp(nc))en cm se presenta > / mol sugiriendo una diferencia entre - 0,3% y
. 0,5%. Este resultado sugiere que ambas especies tienen el mismo comportamiento volumétrico y que,
por lo tanto, deben inducir un efecto similar en el monémero también.
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Fig. 10

Comparacion entre la diferencia ANf=Nncf—Ncfen nimero de fragmentos flexibles de complejo no
covalente Nncfy complejo covalente Ncfde PF-07321332 con mM P en el mismo sitio de Bla homologue
de ivermectina y en el sitio catalitico de mM P, respectivamente, y la diferencia entre el porcentaje de
cambio de volumen de Voronoi () de los complejos PF-07321332 (enclavamiento covalente) y PF-
07321332 (unicacion no covalente) con el mM P, Las predicciones corresponden a las estructuras de
energia minima en la simulacién de 100 ns MD.

El comportamiento dinamico del nimero de fragmentos flexibles entre el complejo no covalente y
complejo covalente también fue analizada y estimamos su diferencia en cada momento (t). A pesar de la
diferencia en el modo de fijacion y el sitio de unién en el monoémero, la flexibilidad estructural del
mondmero en cada complejo es igualmente pequefia (Fig. 10). De hecho, con excepcion de los valores a
50 y 70 ns, los valores de se encuentran entre los 1, 0 y 1.

Se describe la region vinculante PF-07323 diferente de las evaluadas aqui (véase material suplementario
- Cuadro S1). Es importante destacar que las interacciones de la PF-07321332 en el sitio vinculadas
covalentemente con los residuos de aminoécidos coinciden muy bien con la reportada anteriormente
(Carvallo y Hirsch, 2020, Chalikian, 2016, Chalikian, 2021, Chalikian y Breslauer, 1996, Chalikian y
Filfil, 2003).

A pesar de las predicciones hechas en este estudio sobre un posible efecto tedrico a nivel volumétrico de
ivermectina similar al de PF-07321332 en M P, es importante sefialar que la utilidad de la ivermectina en
el tratamiento del COVID-19 es objeto de controversia (Reardon, 2021). Ademas, los datos del ensayo
clinico aleatorizado de I-Tech no apoyan el uso de ivermectina para COVID-19 (Lim et al., 2022).
Mientras que hay estudios que muestran la unién de ivermectina a M "™ ‘|3 mayoria de ellos estan en
ensayos basados en acoplamiento o in vitro basados en la fluorescencia que son propensos a resultados
falsos positivos (especialmente dado el tamafio de esta molécula de farmaco). Un estudio reciente también
sugirié que esta droga no muestra ninguna actividad significativa en los modelos de células derivadas de
la via aérea humana (Dinesh Kumar et al., 2021).

Por otro lado, la controversia aumenta porque la ivermectina se ha incluido en ensayos clinicos que han
mostrado resultados prometedores (Carvallo y Hirsch, 2020) (https://
Clinicaltrials.termid":"NCT04425863"-NCT04425863 - ClinicalTrials.gov term-id":"NCT04425863"-
NCTO04425863) y en revisiones colectivas de maltiples esfuerzos que han sugerido que la ivermectina
puede tener un efecto profilactico y seria un fuerte candidato para ensayos clinicos para tratar SARS-
CoV-2 (Low et al., 2022), como también se observa en revisiones sistematicas y metaanalisis de estudios
de ensayos clinicos aleatorizados (Hariyanto et al., 2022). Ademas, se han proporcionado descripciones
generales de los posibles mecanismos de accion sobre la base de estudios experimentales y
computacionales que han sugerido un mecanismo multi-objetivo de ivermectina contra SARS-CoV-2
(Tang and Dill, 1998, Tang y Kaneko, 2020). Los modelos fisioldgicos incluso se han desarrollado
recientemente para reproducir la infeccion SARS-CoV-2 usando suspensiones celulares directamente de
los tejidos pulmonares humanos primarios (HLT) y han mostrado tanto prometedores (Grau-Expdsito et
al., 2022) como contradictorios (Peralta-Garcia et al., 2021) resultados para la ivermectina. Este tipo de
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inconsistencia en ensayos in vitro ha llevado incluso al estudio de varios tipos celulares a partir de datos
experimentales para ofrecer modelos fisioldgicos con una propensién reproducible a la infeccion,
dependiendo de los niveles de expresion y tipo de receptores asociados con la infeccion SARS-CoV . 2,
especialmente cuando se busca evaluar la actividad antiviral de los farmacos (Gonzalez-Paz et al., 2022).
Nuestro equipo esta trabajando en esta direccidn.

En este sentido, maltiples autores han sugerido estudios continuos de ivermectina y sus interacciones con
los diversos objetivos del SARS-CoV-2 con el fin de utilizarlo como modelo para guiar los esfuerzos
hacia el desarrollo de nuevos compuestos y estrategias de tratamiento (Tang y Dill, 1998, Tang y Kaneko,
2020, Toleikis et al., 2016) como ya se ha hecho (Rabie, 2021). De hecho, ivermectina est4 siendo
investigada actualmente en el Reino Unido como parte del ensayo aleatorio de tratamientos en la
Comunidad de Enfermedades Epidémicas y Pandémicas (PRINCIPLE), el mayor ensayo clinico mundial
de posibles tratamientos COVID-19 para la recuperacién en casa y en otros entornos no hospitalarios.
Este ensayo cuenta con el apoyo de UKRI/DHSC (UK Research and Innovation (UKRI) - Departamento
de Salud y Atencién Social (DHSC) (https://www.principletrial.org/).

Es importante sefialar que nuestro estudio no consider6 la competencia entre ligandos, por lo que se
recomienda realizar un estudio vinculante competitivo teniendo en cuenta la cinética inhibidora de cada
compuesto y evaluando el efecto de los mecanismos de asociacion y disociacion de cada ligando en los
sitios de interés. Sin embargo, este estudio se centr6 en examinar los complejos formados por los
farmacos una vez que se unieron de forma independiente contra la misma proteina dial, con el objetivo de
una vez que se formaron los complejos, para poder evaluar por dindmica molecular la fuerza de la unién
predicha por los atracamientos y también tomar estructuras de energia minima cada 10 ns 'y a 100 ns para
realizar un anlisis de los cambios inducidos en las propiedades volumétricas e hidrodinamicas del M
utilizando diferentes modelos teéricos validados como HullRad (Fleming y Fleming, 2018) y 3vee.mol

(Voss y Gerstein, 2010).

Especiloga, en el caso de la PF-07321332, el complejo se reprodujo como se informa en la literatura en la
que se informa que su complejo con MP esta mediado por un vinculo covalente y por lo tanto su unién es
covalente en el sitio (Zhao et al., 2021), al mismo tiempo también se predijeron bonos no covalentes.
Mientras que en el caso de la ivermectina, que es una mezcla de dos homologos (80:20 mezclas
avermectina Bla y avermectina B1b, que difieren en presencia de un secbutilo y un grupo isopropilico, en
la posicion C25, respectivamente), lo que se conoce en la literatura, incluyendo lo que se informd por
nuestro trabajo, es que su union establece sélo enlaces no covalentes en el M P° (Alvarado et al., 2015,
Filfil et al., 2004, Uversky, 2020).

En este sentido, nos centramos en seguir estudiando si PF-07321332 y los homologues de ivermectina,
una vez unidos a la proteina dial utilizando las mismas condiciones y grados de libertad en términos de
atraque ciego, pueden inducir cambios volumétricos e hidrodinamicos en el monémero ™" con el fin de
predecir el posible impacto en la homomerizacion debido al efecto de union de cada uno de estos ligandos
en sus respectivos sitios de unidn. Esto es importante porque ya se han reportado multiples estudios
tedricos que predicen la interaccién no-covalente de varios compuestos en regiones distintas del sitio
activo de M P (Vandyck y Deval, 2021, Voloshin et al., 2015, Voloshin et al., 2015, Voss y Gerstein
2010, Whitten et al., 2005).

En términos de atraque, el atraque reportado para el PF-07321332 podria ser reproducido, y se predijo un
acoplamiento diferencial para los homélogos de ivermectina en M PP Se encontré que el compuesto
Bla y PF-07321332, aunque se unen de manera diferente en el mismo sitio, ambos inducen cambios en
las propiedades volumétricas de una manera similar pero no idéntica. Mientras que el complejo formado
por el monémero y el compuesto Blb, unido a un sitio diferente, llevé a cambios volumétricos e
hidrodinamicos diferentes de los de Bla y PF-07321332. Estas observaciones son importantes porque en
la literatura se sabe que el estudio volumétrico e hidrodindmico puede proporcionar informacion sobre
posibles mecanismos de accion de diversos compuestos (Uversky, 2020).

De esta manera, impulsada por la controversia que existe en torno a la ivermectina, se buscé saber si al
comparar los cambios volumétricos e hidrodindmicos inducidos por sus homdlogos, las predicciones
resultantes tenian alguna diferencia o similitud con respecto a los cambios previstos para el complejo
formado por el PF-07321332, que es un farmaco autorizado y validado para el tratamiento del COVID-19
y se sabe que se une covalentemente y afectan a la homomerizacion (Chalikian y Filfil, 2003, Yonezawa,
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profesional

2013). Ademas, este trabajo proporciona el primer informe del efecto de la PF-07321332 en M
nivel volumétrico e hidrodinamico.

a

La importancia de nuestras predicciones se basa en el hecho de que cuando se intenta un analisis
termodinamico preciso de la fluctuacion volumétrica para encontrar su relaciéon con la compresibilidad de
una proteina, el mayor nimero de estructuras posibles a lo largo del tiempo se utiliza generalmente sin
discriminar entre las diferentes configuraciones energéticas. Sin embargo, decidimos considerar para la
fluctuacion volumétrica sélo la estructura de la energia minima a cada grupo de configuraciones
energéticas generadas cada 10 ns, para enfocarnos en un estudio con un enfoque comparativo cualitativo
entre los complejos ligando-proteina.

En este sentido, una de las aportaciones de este estudio se encuentra en la seccion correspondiente al
estudio de la fluctuaciéon volumétrica, en la que hemos propuesto un estudio cualitativo para observar el
comportamiento volumétrico de los diferentes complejos, comparandolos con las predicciones del método
red elastico. A pesar de haber considerado s6lo 10 puntos para trabajar s6lo con la tendencia
representativa, observamos una clara relacién entre la fluctuacion de los fragmentos flexibles de las redes
elasticas y la fluctuacion volumétrica aplicando una compensacidn estadistica en cada una de las
mediciones.

Por lo tanto, para estudios futuros de la fluctuacién volumétrica recomendamos tomar un mayor nimero
de estructuras, para comparar la compensacidon estadistica con la de los sistemas proteicos, un estudio en
el que nuestro grupo esta trabajando actualmente. Sobre todo porque parte del objetivo de esta
investigacion fue utilizar pocos puntos de estructuras energéticas minimas para estudios hidrodinamicos y
volumétricos, gracias al hecho de que pudimos determinar con pocas mediciones (sélo las de minima
energia) y con una aproximacién empirica los valores reportados para estructuras proteicas diversas.

Aunque el abordaje previamente descrito no fue la parte central de este estudio y a pesar de ser un analisis
cualitativo y empirico, la relacion observada entre la fluctuacién volumétrica con el nimero de
fragmentos flexibles predicha por redes elasticas, y con la tendencia con respecto a la fluctuacion térmica
de los momentos de dipolo eléctrico superficial de la proteina es interesante.

Por otro lado, aunque el foco de este trabajo se basé en analizar la estructura minima de energia en
funcién de lo sugerido por los estudios estandar para fluctuaciones volumétricas, en los que sugiere la
posibilidad de trabajar con simulaciones incluso por debajo de 100 ns (Graziano, 2017, Yuce et al., 2021,
Zhang et al., 2015), sin embargo, se analizaron estructuras con energia minima a 200 ns, y se observ6 una
tendencia similar a la que se predijo previamente con diferencias en la hidrodinamica(Rg . ............
................. valores medios. (RMSD - 2.732 -) no muy significativo (ver ).

Por dltimo, al centrarnos en analizar el monémero como se ha hecho en otros estudios tedricos (Liang et
al., 2020), con el fin de describir la perturbacién que cada uno de estos ligandos podria inducir en el
bloque principal de la proteasa principal (el monémero) del SARS-CoV-2, y como estas interacciones
pueden causar perturbacién volumétrica e hidrodindmica de la homodimerizacidn, especialmente, ya que
M Profesional o5 conocido por depender de la homodimerizacion por su actividad biolégica (Choudhury et
al., 2021, Cooper, 1984). Sin embargo, como el interés de varios esfuerzos es la inhibicion de M P°
bloqueando o perturbando el sitio activo (Liang et al., 2020), recomendamos, realizar los anélisis
propuestos aqui en la forma dimérico de M P, ya que el bolsillo catalitico de un monémero se limita a la
N-terminus de la unidad adyacente, como también se ha hecho (Azam et al., 2021).

Ir a:

5. Conclusiones

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que la unién de Paxlovid (PF, PF-07321332) y la
homologue Bla ocurren en el mismo sitio en el monémero, mientras que la unién del homologue B1b se
produce en un sitio diferente en el ™. Los resultados muestran que desde un punto de vista
volumétrico, la union no covalente de ivermectina Bla y Paxlovid a mM P se produce a través del
mismo mecanismo, pero diferente del mecanismo involucrado en el homologue B1b. En detalle, la unién
de los dos homologues de ivermectina (Bla y B1b) y PF induce cambios en el volumen del monémero ™
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% manera diferente. El volumen cambia que ocurre en la formacion de los "°complejos mM pro-

avermectina y mM P -PF tienen valores negativos independientemente del ligando. Sin embargo, en el
caso del P°complejo mM pro-B1b, estd dominado en magnitud por el cambio volumétrico en el volumen
de interaccion . En cambio, en el caso del Pcomplejo mM P -Bla y mM pro-PF, AVptambién es
negativa, pero estd dominado por la contribucién volumétrica porque el volumen de las cavidades internas
(AVv<0).

La correlacion entre los valores obtenidos de ohypw, dury Vintsugerir que la fluctuacion térmica del
momento dipolo en la superficie proteica tiene una relacién importante con la atractiva interaccion de
componentes volumétricos, la hidratacién de proteinas y con la tensién interfacial. Estos resultados
pueden ser interpretados usando el modelo adhesivo-cohesivo de compresibilidad proteica propuesto por
Dadarlat-Post (Dadarlat y Post, 2001). Estas propiedades estan relacionadas en su comportamiento con la
tendencia observada por la fluctuacién del volumen parcial de la proteina, debido al papel del agua en las
propiedades de la proteina.

Desde el punto de vista hidrodindmico, la unién no covalente del f&rmaco PF induce la deshidratacion de
mM P como ocurre con ivermectin Bla, mientras que la ivermectina Blb induce hidratacion del
monomero M P, El complejo mM P -B1b esta mas hidratado que los """ °complejos mM P°, mM pro-PF
y mM pro-Bla, a diferencia del complejo mM P -B1a, que esta menos hidratado de todas las proteinas.

Los valores obtenidos de las fluctuaciones de la raiz cuadrada del volumen intrinseco (6V2l)1/2mejora la
siguiente tendencia mM P° -B1b - mM P -Bla - mM P° . mM P -PF. Esta tendencia indica que la unién
de los homélogos de ivermectina promueve cambios conformacionales de la estructura de los complejos
mM " comparacién con el mM P nativos, mientras que el complejo mM P -PF es el menos dinamico de
todas las proteinas. La similitud de esta tendencia obtenida analizando la fluctuacién (SN2f)1/2del
nimero de fragmentos flexibles (Nf) utilizando el método de redes elasticas anisotropicas y gaussianas
(ANM y GNM), corrobora la relacién entre la dindmica estructural y la flexibilidad de los fragmentos de
proteinas y también demuestra que la ivermectina y la PF afectan tanto la dinamica estructural como la

flexibilidad estructural de mM P™°,

Los resultados volumétricos apoyan nuestras observaciones previas desde un punto de vista de
perturbacion termodinamica y estructural utilizando diversas herramientas computacionales basadas en la
dinamica molecular que cada homologue se une en diferentes sitios y interrumpe la conformacién global
de manera diferente. Ademas, el presente estudio apoya los informes experimentales y tedricos que
previamente sugieren que PF y Bla perturban la estructura de mM P en un mecanismo similar entre si
pero por un mecanismo diferente a B1b.

Que sepamos, no hay reportes en la literatura en los que los modelos volumétricos e hidrodindmicos junto
con el Modelo de Red Elastica Anisotropica y Gaussiana (ANM-GNM) se utilicen para proporcionar mas
informacion sobre la perturbacién inducida por la ivermectina y el nuevo farmaco PF-07321332 sobre el
monémero ™ y el posible impacto en su accién bioldgica. Los datos obtenidos sugieren que las
homologaciones de ivermectina, ivernmectina Bla y PF en particular (que se unen en el mismo sitio en el
mondmero), deben afectar las reacciones bioguimicas pertinentes que involucran al monémero, ya que se
producen cambios voluvolutricmente importantes en la conformacion espacial, hidratacion, flexibilidad y
dinamica estructural de esta biomolécula (™) de relevancia para la infeccion por virus.

Bajo esta misma estrategia de estudio, se encontrd6 que la PF-07321332 también puede unirse
covalentemente a otra region del mondémero (un medicamento multi-sitio para M P°), pero ambos
complejos tienen una flexibilidad estructural similar y propiedades volumétricas. Finalmente,
consideramos que este tipo de estudio puede ayudar a entender el mecanismo por el cual un ligando puede
bloquear la homodimerizacion de este importante mondémero para formar la dimérico proteasa dM P° y a
su vez ayudar en estudios de relaciones de actividad-estructura para el disefio de nuevos farmacos.
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