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Resumen 

El coronavirus SARS-CoV-2 es el agente etiológico de la enfermedad COVID-19 

que tuvo en vilo al mundo desde inicios de 2020 hasta 2023. La alta transmisibilidad 

del virus y la falta inicial de opciones inmunoprofilácticas o quimioterápicas 

posibilitaron la rápida expansión global de esta enfermedad.  

Con la intención de aportar conocimiento sobre nuevas moléculas químicas con el   

potencial de interferir de manera efectiva con el ciclo viral, este proyecto tuvo como 

objetivo la identificación y caracterización de compuestos químicos capaces de 

prevenir la invasión viral de la célula huésped. Por su rol relevante en el proceso de 

reconocimiento e internalización del patógeno, seleccionamos como dianas 

moleculares a la glicoproteína viral Spike y a la enzima convertidora de angiotensina 

II (ACE2) presente en las células. La Spike es una proteína homotrimérica, en la 

cual cada protómero está compuesto por dos subunidades, S1 y S2. A través del 

dominio de unión al receptor (RBD) la subunidad S1 se une a ACE2, mientras que la 

subunidad S2 facilita la fusión de las membranas de la partícula viral y la célula. La 

interacción RBD-ACE2 es de alta afinidad e involucra múltiples contactos.  

En primer lugar, se realizó una búsqueda computacional de análogos estructurales a 

moléculas descritas en la literatura como inhibidores de la interacción Spike/ACE2 

en quimiotecas de grupos locales. Se identificaron 266 compuestos pertenecientes a 

21 familias químicas diferentes, los cuales fueron tamizados por técnica de ELISA 

para determinar su capacidad de inhibir la interacción Spike/ACE2. De manera 

complementaria, 30 compuestos hits fueron estudiados en un ensayo que evalúa la 

interacción de los compuestos con RBD en solución y ACE2 expresada en la 

superficie de células HEK-293 de riñón humano, utilizando citometría de flujo. 

La citotoxicidad de los compuestos de interés fue estudiada sobre dos tipos 

celulares de origen humano que son de relevancia clínica para esta enfermedad 

(células de epitelio pulmonar y enterocitos). Finalmente, para 20 compuestos hits se 

evaluó su actividad anti-SARS-CoV-2 en un modelo de infección de células Vero 

(colaboración con el Institut Pasteur de Corea). Cuatro compuestos pertenecientes a 

distintas familias químicas presentaron actividad antiviral, y dos de ellos con valores 

de IC50 (6-12 μM) en el rango de fármacos de uso clínico (Remdesivir, Lopinavir y 

Cloroquina).   



 

Abreviaturas 

2019-nCoV - 2019-novel coronavirus 

AA - Aminoácido  

ACE2 - Angiotensin converting enzyme 2 (Enzima convertidora de angiotensina 2) 

ADME - Administración, distribución, metabolismo y excreción 

AG - Adipogen (Empresa fabricante de kit de ELISA) 

ARN - Ácido ribonucleico  

ARNm - ARN mensajero 

cap - Casquete 

CC50 - Concentración citotóxica 50 

CD - Connector domain (Dominio conector) 

CH - Central helix (Hélice central) 

CMH - Complejo Mayor de Histocompatibilidad de clase II 

COVID-19 - Coronavirus disease 2019 (Enfermedad por coronavirus 2019) 

CoVs - Coronavirus 

DMVs - Double membrane vesicles (Vesículas doble membrana) 

DO - Densidad óptica  

E - Proteína de la envoltura 

ECFP - Extended-connectivity fingerprint (Huellas dactilares de conectividad 

extendida) 

EG - EpigenTek (empresa fabricante de kit de ELISA) 



 

ELISA - Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (Ensayo por inmunoabsorción ligado 

a enzimas) 

ExoN - Exonucleasa 

FCFP - Functional-Class Fingerprints (Huellas dactilares de la clase funcional)  

FP - Fusion peptide (Péptido de fusión) 

HR - Heptad repeat region (Secuencia hepta-repetida) 

HRP - Horseradish peroxidase (Peroxidasa de rábano) 

IC50 - Inhibition concentration 50 (Concentración inhibitoria 50)  

IFN tipo I - Interferón de tipo I 

mAc - Anticuerpo monoclonal 

M - Proteína de membrana 

MERS-CoV - Middle East respiratory syndrome coronavirus (Virus del síndrome 

respiratorio de Oriente Medio) 

Mpro - main protease (Proteasa principal) 

N - Proteína de la nucleocápside 

NF-κB - Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (Factor 

nuclear de alargamiento de la cadena liviana kappa de células B activadas) 

NSP - Nonstructural protein (Proteína no estructural) 

NTD - N-terminal domain (Dominio N-terminal) 

ORF - Open reading frame (Marco abierto de lectura abierta) 

pAc - Anticuerpo policlonal   

PAINS - Pan Assay Interference Compounds (Compuestos de interferencia pan-

ensayo) 



 

PFA - Paraformaldehído  

PLpro - Papain Like protease (Proteasa similar a la papaína) 

PM - Peso molecular 

P-P - Proteína-Proteína 

PPI - Protein-Protein Interaction (Interacción proteína-proteína) 

RBD - Receptor binding domain (Dominio de unión al receptor) 

RdRp - RNA dependent RNA polymerase (ARN polimerasa dependiente de ARN) 

RE - Retículo endoplasmático  

REA - Relación estructura-actividad 

RTC - Replication-transcription complex (Complejo de replicación-transcripción) 

RT- qPCR - Quantitative reverse transcription polymerase chain reaction (Reacción 

en cadena de la polimerasa cuantitativa con transcripción inversa) 

S - Glicoproteína Spike 

SARS-CoV-2 - Severe acute respiratory syndrome coronavirus (Virus del síndrome 

respiratorio agudo severo 2) 

SMILES - Simplified Molecular Input Line Entry Specification (Especificación de 

introducción lineal molecular simplificada) 

TA - Temperatura ambiente 

TMB - 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina 

TMPRSS2 - Transmembrane serine protease 2 (Serina proteasa celular de 

transmembrana 2) 

VHC - virus de la hepatitis C 

VIH - virus de la inmunodeficiencia humana   
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1.1 Introducción 

A fines del 2019 en Wuhan, China, se reportaron varios casos de neumonía severa 

de etiología desconocida. El Centro para el Control y Prevención de Enfermedades 

(CDC) de China inició inmediatamente una investigación epidemiológica y etiológica. 

Estos estudios establecieron un vínculo común en los pacientes: estos habían 

frecuentado un mercado de mariscos y animales previo al comienzo de la 

sintomatología y eran portadores de un nuevo coronavirus (2019-nCoV) (1,2). Este 

virus fue aislado de muestras de lavado broncoalveolar de estos pacientes y fue 

bautizado como “virus del síndrome respiratorio agudo severo 2” (SARS-CoV-2) (3). 

SARS-CoV-2 presentaba un 89.1% de similitud de secuencia con un coronavirus 

similar al SARS de murciélago (bat-SL-CoVZC45), ambos pertenecientes al género 

betacoronavirus (4,5), al igual que el Coronavirus del síndrome respiratorio agudo 

severo (SARS-CoV) y el Coronavirus causante del síndrome respiratorio de Oriente 

Medio (MERS-CoV). Estos últimos causaron epidemias en China en 2002 y en 

Arabia Saudita en 2012, respectivamente (6,7). La secuenciación completa del 

genoma permitió la rápida implementación de RT-qPCR como prueba molecular 

diagnóstica específica para este virus (8). A partir de entonces, el SARS-CoV-2 se 

esparció rápidamente, aumentando exponencialmente el número de casos debido a 

su gran capacidad de transmisión de persona a persona (9–11). El 31 de enero del 

2020 la OMS (Organización Mundial de la Salud) declaró una emergencia de salud 

pública de importancia mundial (12) y el 11 de marzo del 2020, con 118.319 casos 

confirmados, 4292 muertes, en 113 países, la OMS declaró a la enfermedad por 

2019-nCoV (COVID-19) como una pandemia (13). A partir de entonces, todos los 

esfuerzos se enfocaron en combatir y paliar los efectos en diversos ámbitos de esta 

crisis mundial. En el área de la biomedicina y la química medicinal, los mayores 

esfuerzos estuvieron volcados al desarrollo de vacunas y antivirales contra SARS-

CoV-2.  
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1.2 Coronavirus  

 

Hasta la década del 60 no se conocían coronavirus (CoVs) capaces de infectar 

humanos, el primero fue aislado en 1965 de secreciones nasales de un paciente con 

resfriado común (14). Al ocasionar una enfermedad leve y autolimitada, el estudio 

de los CoVs como patógenos de humanos quedó relegado. La información sobre 

CoVs estaba en mayor parte restringida a las especies causantes de infecciones en 

animales de interés productivo, como el virus de la bronquitis infecciosa aviar, el 

virus de la diarrea epidémica porcina y el coronavirus bovino, que dieron lugar a 

grandes pérdidas económicas en la industria avícola y ganadera (15). No fue hasta 

el 2002 cuando emergió el SARS-CoV y 10 años más tarde el MERS-CoV, que los 

CoVs cobraron una mayor relevancia para la salud humana. No solo por la 

severidad y altas tasas de mortalidad de las enfermedades que causaban, sino 

también por su capacidad de cruzar la barrera de especies y diseminarse 

rápidamente, siendo la reemergencia o emergencia de un nuevo CoV una amenaza 

constante para la salud pública (16,17).  

Los CoVs son conocidos por infectar mamíferos y aves. Pertenecen a la familia 

Coronaviridae, dentro del orden Nidovirales, la cual se divide en cuatro géneros: 

Alfacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus y Deltacoronoavirus.  A la 

fecha se conocen siete CoVs capaces de infectar humanos, todos ellos alfa y 

betacoronavirus. HCoV-229E, HCoV-OC43, HCoV-NL63 y HCoV-HKU1 están 

ampliamente distribuidos en todo el mundo y son responsables de causar 

enfermedades en el tracto respiratorio alto como el resfriado común, leve y 

autolimitado, pudiendo llegar a generar cuadros más severos en pacientes añosos e 

inmunodeprimidos. La infección por SARS-CoV, MERS-CoV y recientemente el 

SARS-CoV-2, todos betacoronavirus, puede ser leve y de resolución rápida, con 

sintomatología escasa e inespecífica (ej. fiebre alta, artralgia, mialgia, 

manifestaciones gastrointestinales), a grave y mortal, provocando síndrome 

respiratorio severo con requerimiento de ventilación mecánica y falla multiorgánica 

(18–20). 
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1.2.1 Características generales de los coronavirus 

 

Los coronavirus son virus envueltos de ARN de simple cadena de polaridad positiva, 

con un genoma de 27-32 Kb, siendo el del SARS-CoV-2 entre 29.8 a 29.9 Kb (21). 

Estos virus son pleomórficos, con un diámetro de 80-120 nm y en su superficie 

presentan una glicoproteína espicular, denominada Spike, que le da el aspecto 

característico de “corona”, de donde se origina su nombre. Esta proteína es 

responsable de la unión al receptor en la célula huésped y, por lo tanto, del tropismo 

celular y rango de hospedero. A esta proteína estructural se le suman otras tres: la 

nucleoproteína (N), una proteína de transmembrana (M) y la proteína de la envoltura 

(E). La proteína M es el principal componente del virión y responsable de su forma. 

La proteína E, es una viroporina que forma un canal iónico, y es el menor 

componente del virión. Ambas están involucradas principalmente en la liberación y 

ensamblaje del virus (22,23). La proteína N empaqueta el ARN viral formando una 

nucleocápside helicoidal (24,25). 

 

Se caracterizan por presentar el genoma más grande dentro de los virus de ARN. 

Como ARN mensajero (ARNm), éste presenta un casquete o cap en el extremo 5´ y 

esta poliadenilado en el extremo 3´. El genoma está organizado de la siguiente 

Figura 1.1. Representación esquemática de los coronavirus. Estos virus están formados por una bicapa lipídica 
derivada de la membrana celular de la célula huésped. En ella están contenidas la glicoproteína de membrana (M), 
la proteína de la envoltura (E) y la glicoproteína Spike (S), esta envoltura rodea la nucleocapside helicoidal la cual 
está conformada por la proteína de la nucleocápside (N) asociada al ARN viral (192). 
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forma: 5´- replicasa - S-E-M-N- 3´, donde el gen de la replicasa ocupa dos tercios 

del genoma y se compone de dos marcos abiertos de lectura (ORF), 1a y 1b. Los 

ORF1a/b codifican las poliproteínas pp1a y pp1ab, respectivamente. Estos 

polipéptidos son escindidos en un proceso autocatalítico, en el cual la proteasa 

similar a la papaína (PLpro) y la proteasa similar a la quimiotripsina o llamada 

también proteasa principal (Mpro) se autoclivan y escinden a las poliproteínas dando 

lugar a otras 14 proteínas involucradas en la replicación y transcripción viral, como 

la ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp), la helicasa y la exonucleasa 

(ExoN). El restante tercio del genoma codifica las proteínas estructurales y proteínas 

no estructurales (NSP) accesorias, estas últimas son nueve en el SARS-CoV-2. La 

replicasa es el único producto de la traducción del genoma, los demás se derivan de 

ARNs subgenómicos (19,24).  

 

 

 

 

 

Figura 1.2. Esquema de la organización del ARN genómico del SARS-CoV-2. Los marcos abiertos de lectura  
ORF1a y ORF1b codifican las 16 proteínas no estructurales (NSP1-NSP16) responsables de la replicación y la 
transcripción. La traducción de ORF1a da lugar a la poliproteína 1a (pp1a) y un desplazamiento de marco 
ribosómico programado permite traducción continua de ORF1b al pp1ab más largo. Pp1a y pp1ab se procesan 
autoproteolíticamente por las proteasas NSP3 (PLpro) y NSP5 (Mpro). Las proteínas estructurales y accesorias se 
traducen a partir de ARN mensajeros subgenómicos, que se producen durante el ciclo infeccioso mediante una 
transcripción discontinua (65).  
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1.3 SARS-CoV-2: ciclo replicativo  

 

Si bien el ciclo replicativo es muy similar para todos los CoVs, hay diferencias 

sustanciales, sobre todo en el proceso de reconocimiento e internalización viral (ej. 

utilización de receptores y proteínas celulares). El SARS-CoV, el SARS-CoV-2 y el 

HCoV-NL63, utilizan al receptor de la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2) 

para el ingreso a la célula (26–28). Por el contrario, el MERS-CoV emplea el 

receptor dipeptidil peptidasa-4 (29), mientras que el HCoV-229E reconoce a la 

aminopeptidasa N (30) y el HCoV-OC43 y HCoV-HKU1 al ácido siálico 9-O-

acetilado presente en algunos receptores celulares (31,32). 

A continuación, se detalla el ciclo del SARS-CoV-2.  

Este se inicia con el reconocimiento y posterior unión de la Spike a través de su 

dominio de unión al receptor (RBD), a la ACE2. Una vez anclada a la superficie 

celular, la partícula viral puede ser internalizada mediante dos mecanismos: I) uno 

indirecto y lento que es mediado por endocitosis y por lo tanto dependiente de pH y 

II) otro directo y rápido que es independiente de pH. En el primero de ellos, una vez 

que la partícula viral llega al endolisosoma, a pH ácido, la catepsina L o B cliva a la 

Spike, activándola, lo que genera la fusión de la membrana endolisosomal con la 

viral y la posterior liberación del material genético al citosol (33,34). Si las células 

blanco además expresan en su superficie la serin-proteasa tipo 2 de transmembrana 

(TMPRSS2) (28), la Spike será clivada y activada directamente en la superficie 

celular. Esta activación desencadena cambios conformacionales en la proteína viral 

que dan lugar a la fusión de la membrana de la envoltura viral con la de la 

membrana celular y al rápido ingreso del virus al citosol mediante el segundo 

mecanismo.  

Una vez el ARN viral se encuentra dentro de la célula comienza la expresión génica 

con la traducción de las poliproteínas pp1a y pp1ab que son clivadas por Mpro y 

PLpro, dando lugar a varias proteínas no estructurales que se asocian formando el 

complejo de replicación y transcripción viral (RTC). Una vez formado dicho 

complejo, comienza la replicación del genoma dando lugar a copias de longitud 

completa de sentido negativo, que son utilizadas como plantillas para generar 

réplicas del ARN viral, que luego serán utilizadas para producir más proteínas o 
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serán empaquetadas en nuevos viriones. A su vez, durante la síntesis del ARN de 

sentido negativo, se generarán ARNs subgenómicos mediante transcripción 

discontinua, que luego serán traducidos en proteínas estructurales y accesorias. 

Tanto la replicación del ARN genómico como la transcripción de los ARN 

subgenómicos sucede en vesículas de doble membrana (DMV) formadas por las 

membranas del retículo endoplasmático (RE), éstas funcionan como orgánulos de 

replicación generando un microambiente protegido. A través de un complejo de 

poros moleculares, los ARN se exportan desde las DMV. Los ARN subgenómicos 

de las proteínas M, E y S se traducen en la membrana del RE y luego se trasladan 

al compartimento intermedio del RE-Golgi en donde se da el ensamblaje del virión. 

Las nucleoproteínas se traducen en el citoplasma y luego se asocian al genoma 

viral para formar las nucleocápsides. Éstas se fusionan con los componentes de la 

envoltura para formar viriones que pasan a través de la red de Golgi y trans-Golgi, 

donde se da la maduración del virión, como el corte en el sitio de escisión polibásico 

en la Spike. Los viriones que emergen del compartimento son empaquetados en 

vesículas que se trasladan hacia la membrana celular para ser liberadas hacia el 

exterior por exocitosis (24,35) (Figura 1.3). 
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Figura 1.3. Ciclo replicativo del SARS-CoV-2. El ciclo comienza con la unión de la Spike al receptor ACE2 (1). En 
presencia de la proteasa celular TMPRSS2, la fusión de la membrana se inicia directamente en la superficie celular; 
de lo contrario, el virión es absorbido por endocitosis y la fusión se produce en el endosoma después de la escisión 
de la Spike por la catepsina L o B. Después de la liberación del genoma viral, se traducen ORF1a y ORF1b (2). Las 
poliproteínas pp1a y pp1ab resultantes se procesan en 16 proteínas no estructurales, que forman el RTC (3). Al 
mismo tiempo, las membranas del RE forman las DMV (4). Dentro de estos orgánulos, se da la replicación del ARN 
genómico y la transcripción del ARN subgenómico (5). Luego, los ARN subgenómicos se traducen en las proteínas 
estructurales y proteínas accesorias (6). El ARN genómico es exportado de las DMV, se une a las proteínas N y se 
ensambla en la nucleocápside (7). Las proteínas estructurales unidas a la membrana se trasladan al compartimento 
ERGIC (compartimento intermedio retículo endoplasmático-Golgi) y se incorporan a la nucleocápside para formar 
viriones (8). Finalmente, los viriones maduros salen de la célula mediante exocitosis lisosomal (9) (193). 



 
20 

1.4 Dianas moleculares para el desarrollo de fármacos anti-SARS-CoV-2  

El desarrollo de fármacos diana-molecular específico comienza generalmente con la 

identificación y validación de la diana (36). En el caso particular de SARS-CoV-2, es 

esencial por tanto comprender el proceso de replicación viral para identificar 

potenciales blancos moleculares del patógeno y/o de la célula huésped que 

contribuyan al desarrollo de terapias antivirales. 

A continuación, se describen algunos de los componentes moleculares y procesos 

relacionados que despiertan interés como dianas farmacológicas contra SARS-CoV-

2: 

Entrada viral 

Actuar en la etapa inicial del ciclo de infección viral es una de las estrategias más 

utilizadas ya que previene la entrada y consecuente infección del organismo.   

Como se mencionó previamente, el ciclo comienza con el reconocimiento de ACE2 

por Spike y el subsiguiente ingreso del virus a la célula huésped. En esta fase, 

además de estas dos proteínas claves, participan proteasas celulares. Inhibir la 

interacción o función de alguna de ellas podría ser un enfoque promisorio para el 

desarrollo de fármacos.  

La Spike es uno de los blancos moleculares más atractivos desde el punto de vista 

inmunoprofiláctico y quimioterapéutico por su rol fundamental en la entrada del virus 

a la célula (37). La Spike está conformada por dos subunidades: S1 y S2. S1 está 

constituida por el dominio N-terminal (NTD), el RBD y dos subdominios: SD1 y SD2. 

S2 está formada por el péptido de fusión (FP), la secuencia hepta-repetida 1 (HR1), 

una hélice central (CH), un dominio conector (CD) y una secuencia hepta-repetida 2 

(HR2). Más adelante en la sección 1.5.1 (Glicoproteína Spike) se explicará 

detalladamente la estructura de esta proteína. 

Bloquear al RBD podría neutralizar la interacción con el receptor celular, mientras 

que la inhibición de sitios alostéricos o de la subunidad S2, donde se encuentra la 

maquinaria de fusión, podría modular la interacción con ACE2 o impedir la fusión de 

membranas (38). De hecho, el éxito de todas las vacunas que se desarrollaron 

contra SARS-CoV-2 (vacunas de ARNm, virus completo, o antígenos 
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recombinantes) se debe a que las mismas tienen como componente esencial a la 

Spike y generan anticuerpos neutralizantes contra esta proteína viral (39–42).  

Sin embargo, es importante tener en cuenta que la secuencia codificante de esta 

proteína posee una alta tasa de mutabilidad, particularmente el RBD, lo cual ha 

dado lugar a la aparición de variantes del SARS-CoV-2 capaces de evadir la 

respuesta inmune humoral inducida contra cepas antecesoras (43–46) (ver sección 

1.7.). Desde el punto de vista de la química medicinal esto representa un gran 

desafío.  

El NTD parecería estar implicado en el reconocimiento del receptor, unión y 

procesamiento proteolítico, además de estar involucrado en la conformación de la 

proteína (47,48). Este también presenta una tasa de mutabilidad elevada. Se ha 

descubierto que mutaciones en esta región confieren una mayor capacidad infectiva 

al SARS-CoV-2 así como la evasión del sistema inmune (49). Por otro lado, se han 

identificado anticuerpos dirigidos contra este sitio con capacidad neutralizante contra 

el virus. Este conjunto de evidencias sugiere que esta región podría contribuir a 

estabilizar y otorgar cierta dinámica conformacional al RBD, y por lo tanto la 

convierte en un blanco molecular atractivo de intervención farmacológica (50,51). 

Por otro lado, la subunidad S2 de la Spike es más conservada con respecto a la S1 

dentro de los CoVs. De hecho, se ha evaluado contra la Spike del SARS-CoV-2 un 

péptido, EK1, derivado de la región HR2 del CoV HCoV-OC43. EK1 se une a HR1 

formando un haz estable que impide la fusión del virus con la célula huésped (52). 

Este péptido resultó ser inhibidor de la fusión de cinco CoVs incluyendo el SARS-

CoV y el MERS-CoV, y ahora también el SARS-CoV-2. EK1 fue optimizado 

mediante la introducción de colesterol y polietilenglicol resultando en el péptido 

EK1C4 con una potencia antiviral mejorada. Por los riesgos toxicológicos del 

polietilenglicol, se generó un péptido sin este poliéter, el péptido EKL1C, el cual 

presentó una actividad antiviral pan-coronavirus en ensayos in vitro e in vivo (53,54).  

Con respecto a la célula huésped, las siguientes proteínas han sido postuladas 

como candidatos farmacológicos: la ACE2 y las proteasas celulares TMPRSS2, 

catepsinas lisosomales y furina.   
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ACE2 presenta un alto grado de conservación de secuencia en humanos y su 

inhibición también podría bloquear la entrada de otros coronavirus que utilizan esta 

proteína como receptor celular. No obstante, desde el punto de vista terapéutico, es 

importante tener en cuenta el rol fisiológico esencial de ACE2 en el mantenimiento 

de la homeostasis a través del sistema renina angiotensina aldosterona (ver sección 

1.5.2). Por lo tanto, cualquier terapia contra este blanco debe ser cortoplacista y el 

paciente debe ser cuidadosamente monitorizado. Sin embargo, se han investigado 

moléculas pequeñas que bloqueen ACE2 interfiriendo en la unión con Spike sin 

afectar su función enzimática, un posible inhibidor reportado en la bibliografía es la 

molécula SB27041, un compuesto tricíclico basado en pirimidodiazepina, que 

inhibiría la unión por un mecanismo alostérico, aunque hacen falta más estudios 

para confirmar y definir los sitios de unión de esta molécula (55). 

También, se ha planteado la estrategia de bloquear la interacción con péptidos que 

imitan a ACE2 (56). Un ejemplo es el péptido APN01, un fragmento soluble de 

ACE2 (57), sin embargo, no se vieron beneficios en su administración en pacientes 

hospitalizados por COVID19 en un ensayo de fase II (NCT04335136). 

Con respecto a las proteasas celulares, la inhibición de la TMPRSS2 bloquearía la 

vía de ingreso rápida del virus a la célula, no así la lenta o endocítica (28). La misma 

se expresa principalmente en la próstata y en menor medida en los pulmones, el 

colon, el hígado, los riñones y el páncreas (58). Esta proteasa pertenece a la familia 

de serina proteasas transmembrana tipo 2, similares a tripsina, las cuales participan 

en cascadas proteolíticas pericelulares para la remodelación de la matriz 

extracelular y la activación proteolítica de proteínas de membrana (59). La 

desregulación en la expresión y/o actividad de estas proteasas es común en varios 

tipos de cánceres dando como resultado una mayor proliferación e invasión de las 

células tumorales (60,61). La TMPRSS2, a su vez, es utilizada por los virus de la 

Influenza A e Influenza B para el clivado y activación de su proteína de superficie 

hemaglutinina, lo que desencadena el ingreso celular de estos virus (62,63). 

Hoffman et al. probaron que el mesilato de camostato y el mesilato de nafamostat, 

ambos inhibidores de serin-proteasas activos contra TMPRSS2, aprobados en 

Japón para el tratamiento de la pancreatitis, inhiben la infección viral en células de 

pulmón (28,64). Sin embargo ensayos clínicos en adultos hospitalizados con 

COVID-19 no mostraron resultados positivos 
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(NCT04657497, NCT04321096  NCT04623021 , NCT04473053) (65). Un desafío a 

la hora de inhibir esta proteasa es que los inhibidores deben ser selectivos con el fin 

de evitar la inhibición de las proteasas homólogas presentes en el plasma e 

involucradas en la cascada de coagulación, lo que podría empeorar el cuadro clínico 

del paciente. 

Por otro lado, de inhibirse la actividad de las catepsinas lisosomales se vería 

afectada la vía de entrada lenta del virus. Cloroquina e hidroxicloroquina son bases 

débiles que en el interior celular se protonan y concentran en organelos ácidos de 

bajo pH, como los endosomas, lisosomas y también vesículas de Golgi. De esta 

forma, estos compuestos aumentan el pH de estos compartimentos lo cual inactiva 

a las enzimas como las catepsinas lisosomales (66–68). Una de las desventajas de 

alterar la función de los compartimentos endolisosomales y las proteasas allí 

presentes, es que allí se desarrollan etapas importantes del proceso de 

presentación de antígenos del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) de 

clase II, lo que repercutiría negativamente en la respuesta del sistema inmune (69).    

De todos modos, es difícil bloquear la infección por SARS-CoV-2 mediante la 

inhibición de una única proteasa celular ya que el virus usa múltiples vías de 

entrada, mientras que una combinación de inhibidores de proteasas presenta el 

riesgo de incrementar la toxicidad (65).  
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Replicación y Transcripción del ARN viral 

La inhibición de la replicación/transcripción viral es una estrategia válida para 

detener la producción de nuevos viriones. Las principales enzimas involucradas en 

estos procesos son las cisteín-proteasas PLpro y Mpro y las proteínas que componen 

el complejo de replicación y transcripción.  

Figura 1.4. Modos de ingreso del SARS-CoV-2 a la célula hospedera (1) Existen dos vías de internalización 
viral: la endosomal (izquierda) y la directa, en la superficie celular (derecha). Vía endosomal: en el caso de 
niveles insuficientes de la proteasa TMPRSS2 en la célula huésped, el complejo virus-ACE2 se internaliza 
mediante endocitosis mediada por clatrina (2) en el compartimento endolisosomal, donde S2′ es escindido por 
las enzimas catepsinas (3 y 4). Vía directa: en presencia de TMPRSS2, S2' se escinde en la superficie celular 
(2). Para ambos mecanismos de ingreso, la escisión del sitio S2' expone el péptido de fusión (FP) e induce la 
disociación de S1 de S2. Un cambio conformacional en la subunidad S2 mueve el FP hacia la membrana celular, 
iniciando la fusión de la membrana (5 a la izquierda y 3 a la derecha). Después de la fusión entre las membranas 
viral y celular, el ARN viral se libera en el citoplasma (6 a la izquierda y 4 a la derecha). Varios agentes 
interrumpen la interacción entre las proteínas S y ACE2, como los miméticos de ACE2, los anticuerpos 
terapéuticos (dirigidos a la Spike) y los anticuerpos producidos por la vacunación (que bloquean la unión del 
virus a ACE2). Otras estrategias de inhibición se dirigen a los pasos posteriores a la unión al receptor: el 
inhibidor de la serina proteasa camostat mesilato actúa sobre TMPRSS2, bloqueando la vía de entrada directa; 
La hidroxicloroquina y la cloroquina bloquean la acidificación endosómica, que es necesaria para la actividad de 
las catepsinas, actuando sobre la vía endolisosomal (194). 
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La inhibición de las proteasas bloquea la maduración de las proteínas virales, 

impidiendo así la formación del complejo de replicación-transcripción. Un aspecto 

molecular interesante de estas proteasas es que comparten residuos catalíticos 

(díada cisteína/histidina) altamente conservados, incluso en varios CoVs (70). En 

ese sentido, a la fecha, no se han reportado mutaciones en dichos residuos para la 

totalidad de variantes de SARS-CoV-2 que han sido secuenciadas (71).   

Por otra parte, PLpro escinde preferentemente a la proteína similar a la ubiquitina del 

ISG15 (interferon-stimulated gene 15) y tiene una función deubiquitinasa que 

contribuye a remover las ubiquitinas de proteínas de señalización implicadas en la 

respuesta inmune del huésped (65,72). Por lo tanto, la inhibición de PLpro no solo 

afectaría la replicación del virus, sino que impediría que el virus interfiera con 

mecanismos de respuesta celular a la infección. No obstante, el diseño de 

inhibidores selectivos contra esta proteasa representa un desafío ya que la misma 

posee cierta similitud estructural con proteínas desubiquitinantes humanas (73). 

La RdRp, junto a otras proteínas no estructurales (NSP 7-10 y NSP 13-16) forman el 

complejo de replicación-transcripción (74). Esta polimerasa es inhibida por análogos 

de nucleós(t)idos como remdesivir y molnupiravir (75–78). A su vez las proteínas no 

estructurales NSP14 y su cofactor, la NSP10, quienes forman parte del complejo de 

reparación del ARN, tienen actividad exoribonucleasa 3′-5′ lo que limita la eficacia de 

algunos de estos fármacos como la ribavirina (65). NSP14-NSP10 despiertan interés 

como blancos farmacológicos ya que su inhibición incrementaría la efectividad de 

los análogos de nucleós(t)idos dirigidos contra la RdRp (79–83). 

 

Ensamblaje y liberación de las partículas virales 

Excluyendo a la Spike, la proteína de la nucleocápside (N) es la proteína estructural 

más estudiada como potencial diana molecular para el desarrollo de terapias. La 

proteína N está altamente conservada (84) e induce una fuerte respuesta inmune en 

el huésped, tanto celular como humoral lo que la hace atractiva como diana 

terapéutica para el desarrollo de vacunas (85,86). Estudios preclínicos mostraron 

que pequeñas moléculas como la ceftriaxona y mefuparib (87,88) pueden inhibir a 

esta proteína. Sin embargo, este blanco molecular presenta algunos desafíos desde 



 
26 

el punto de vista del diseño de ligandos/inhibidores porque estos son altamente 

dinámicos desde el punto de vista conformacional/estructural (89). 
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Figura 1.5. Pequeñas moléculas con reconocida actividad antiviral por acción a nivel de la entrada viral, 

replicación o ensamblaje y liberación viral. 

 

Inmunomodulación 

Modular la respuesta inmune del huésped es otra de las estrategias terapéuticas 

empleadas para el control de las infecciones virales. En ese sentido, los interferones 

(IFNs) se destacan por su reconocida actividad antiviral. Estas citoquinas son 

liberadas por las células hospederas en respuesta a la interacción con componentes 

virales y de otros patógenos, y se encargan de inducir la expresión de cientos de 

genes que permiten alcanzar un estado de resistencia viral. La vía de señalización 

del interferón no solo juega un rol importante en la defensa contra virus sino también 

en la integración de la respuesta inmune (90).  Hoy en día abundan las evidencias 
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(pre)clínicas demostrando que los betacoronavirus suprimen la respuesta a IFN tipo 

I y III (91) y que el sistema del IFN o las terapias basadas en éste fueron efectivas 

para el control de infecciones respiratorias causadas por SARS-CoV-2 y MERS-

CoV. No obstante, para SARS-CoV-2, el éxito de esta terapia depende del tipo de 

IFN, cuando (etapa temprana de la infección), porque vía y por cuanto tiempo 

administrarlo (92). 

Por otro lado, ciertos casos de infección por SARS-CoV-2 transitan con una 

respuesta inmune exacerbada que causa inflamación sistémica, tormenta de 

citoquinas, falla multiorgánica y, consecuentemente, la muerte (93). En general esto 

se ha visto cuando el organismo monta tardíamente y de manera persistente (no 

logra silenciar adecuadamente) la respuesta de IFN. En estos pacientes, el uso de 

inmunomoduladores, antiinflamatorios y anticoagulantes han sido útiles para paliar 

los efectos de la respuesta inmune descontrolada frente a la infección por este virus.  
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Figura 1.6. Ciclo viral del SARS-CoV-2 y dianas farmacológicas: Los pasos (a-f) se describieron anteriormente 
(Sección 1.3). El ARN viral desencadena vías de señalización inmune del huésped (g), que implican la 
activación de factores de transcripción para producir citoquinas como la interleucina IL 6, quimioquinas e 
interferones como el interferón-α (h) la producción y secreción excesiva de estos inmunomoduladores pueden 
provocar daños inducidos por citoquinas, falla multiorgánica, trombosis y muerte. Las células inmunitarias 
generan, además, una retroalimentación positiva lo que estimula una liberación adicional de citoquinas, 
quimioquinas e interferones. IRF, factor regulador de interferón; ISG, gen estimulado por interferón; ISRE, 
elemento de respuesta estimulado por interferón; JAK, Janus quinasa; NF-κB, factor nuclear-κB; STAT, 
transductor de señales y activador de la transcripción (65). 
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Cada enfoque de los recién mencionados tiene desafíos, algunos de ellos son: la 

resistencia viral por la adquisición de mutaciones, citotoxicidad, falta de selectividad. 

Enfoques combinados que aborden múltiples puntos del ciclo viral podrían ser más 

efectivos y reducir el riesgo de resistencia, más aún si tenemos presente que los 

virus de ARN circulan como un espectro de mutantes, denominado cuasiespecies, 

para los cuales la terapia combinada es la mejor opción (94,95). Ejemplos de 

terapias combinadas de fármacos que actúan sobre más de un punto del ciclo viral 

son las utilizadas para el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y el virus de la 

hepatitis C (VHC). Para el primero los antirretrovirales disponibles presentan 

combinaciones de inhibidores de las proteínas virales: transcriptasa inversa, 

proteasa viral e integrasa. El medicamento Symtuza de la farmacéutica Janssen, por 

ejemplo, utiliza una combinación de dos análogos de nucleós(t)idos (emtricitabina y 

tenofovir alafenamida) junto con un inhibidor de la proteasa (darunavir). A su vez 

para el VHC se han desarrollado antivirales de acción directa que inhiben la 

polimerasa (dasabuvir, ribavirin, sofosbuvir), la proteína viral NS5A (edipasvir, 

ombitasvir, pibrentasvir, velpatasvir) y la proteasa NS3-4ª (faldoprevir, glecaprevir, 

grazoprevir, paritaprevir, ritonavir, simeprevir, voxilaprevir), como el sofosbuvir y el 

declatasvir que han mejorado significativamente la tasa de curación hasta llevarla a 

un ~95% (96). 
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1.5 Spike/ACE2 como dianas moleculares para el desarrollo de antivirales 

Por su rol determinante en el ciclo viral, interferir con la interacción Spike/ACE2 es 

una estrategia antiviral prometedora, ya que impediría la entrada del virus a la célula 

y todo el daño que éste desencadena durante su proceso de replicación.  

Para lograr este objetivo es importante conocer en profundidad ambas proteínas, las 

regiones/residuos, fuerzas, la estructura y dinámica que gobierna la interacción 

entre ambas. 

1.5.1 Glicoproteína Spike  

La Spike es una glicoproteína homotrimérica de fusión de clase I de ~180 KDa 

(97,98). Cada protómero está compuesto por 1273 aminoácidos (aas) y consta de un 

péptido señal (aas 1-13) en el extremo N-terminal, seguido por 2 subunidades 

funcionales: S1 (aas 14-685) y S2 (aas 686-1273). S1 comprende el dominio N-

terminal (NTD) (aas 14-305), el dominio de unión al receptor (RBD) (aas 319-541), al 

que le siguen dos subdominios: SD1 y SD2 ubicados hacia el extremo C-terminal de 

la proteína. El RBD se compone de una estructura central o core y de un bucle 

extendido, denominado motivo de unión al receptor (RBM) (aas 438-506), en donde 

se encuentran la mayoría de los residuos implicados en la interacción con el 

receptor celular. Esta subunidad es clave para el reconocimiento y unión a la célula 

hospedera además de estabilizar el estado de prefusión (99). La subunidad S2, por 

su parte, altamente conservada en los CoVs, se encuentra anclada a la envoltura 

viral a través de una región transmembrana y participa en el proceso de fusión de 

las membranas. Está conformada por un péptido de fusión (FP) (aas 788-806), una 

secuencia hepta-repetida 1 (HR1) (aas 912-984), una hélice central (CH), un dominio 

conector (CD), otra secuencia hepta-repetida 2 (HR2) (aas 1163-1213), seguidas por 

el dominio transmembrana (aas 1213-1237) y, por último, la cola citoplasmática (aas 

1238-1273) (100,101).  

Entre las subunidades S1 y S2 de la Spike del SARS-CoV-2 sobresale expuesta al 

solvente una estructura tipo bucle y rica en residuos de arginina que contiene un 

sitio de clivaje para furina S1/S2 (102–104). Este elemento estructural está presente 

en algunos CoVs, como HCoV-OC43, HCoV-HKU1 y MERS-CoV (105), no así en el 

SARS-CoV. Durante la biosíntesis, antes del egreso del virus, las proteasas del 
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huésped escinden este polipéptido en S1/S2, los cuales se mantienen unidos de 

manera no covalente. Este clivaje es necesario para la posterior activación de la 

Spike por la proteasa TMPRSS2 mediante corte en el sitio S2´. Si esta escisión no 

ocurriera, el virus ingresaría a la célula solo mediante el mecanismo lento de 

endocitosis y posterior activación por proteasas lisosomales. Se cree que el clivaje 

entre S1 y S2 contribuye a expandir el tropismo del virus por células deficientes en 

proteasas lisosomales activadoras de la fusión. Esta característica molecular ha sido 

propuesta como determinante clave del potencial zoonótico de SARS-CoV-2 y 

MERS-CoV, así como de su gran capacidad infectiva y transmisibilidad (32,106–

109).  

 

 

 

Una vez que el virus egresa de la célula, la Spike trimérica se encuentra en una 

conformación de pre-fusión metaestable (99,110). La misma debe acoplarse al 

receptor celular para dar inicio a un nuevo ciclo replicativo, para ello el RBD 

experimenta cambios conformacionales continuos, que ocultan o exponen el RBM. 

Estos estados conformacionales se conocen como up cuando el RBD se encuentra 

expuesto al solvente y accesible al contacto con el receptor celular y down cuando 

se encuentra ocluido hacia el interior del núcleo estructural (99). 

 

 

 

Figura 1.8. Conformación up y down del RBD de la 
Spike. A la izquierda se visualiza el protómero único 
de la Spike con el RBD (verde) en la conformación 
hacia abajo down. A la derecha se muestra un 
protómero en la conformación ascendente up del 
RBD (99). 

Figura 1.7. Esquema de la estructura primaria de la Spike del SARS-CoV-2. SS, secuencia señal; NTD, dominio 
N terminal; RBD, dominio de unión al receptor; S1 y S2, subdominios 1 y 2; S1/S2, sitio de escisión polibásico; 
S2', sitio de escisión de proteasas S2'; FP, péptido de fusión; HR1, repetición heptada 1; CH, hélice central; CD, 
dominio conector; HR2, repetición heptada 2; TM, dominio transmembrana; TC, cola citoplasmática. Las flechas 
indican los sitios de escisión de proteasas (99).  
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Una vez el virión reconoce y se acopla al receptor celular, un segundo clivaje en el 

sitio S2´, el cual precede a la secuencia del FP, es necesario para activar la 

maquinaria de fusión de la Spike (111). Como ya se mencionó, este clivaje está 

mediado por la proteasa de transmembrana TMPRSS2 o por las catepsinas 

lisosomales. El mismo conduce a cambios conformacionales irreversibles, comunes 

a las proteínas de fusión de clase I. Estos reordenamientos llevan a la liberación de 

S1, lo cual expone al FP, un elemento rico en residuos hidrofóbicos que favorecen la 

inserción de la partícula viral a la membrana celular. A continuación, HR1 y HR2 

forman un haz de seis hélices (conformación de postfusión), que contribuye a 

aproximar la membrana celular y viral hasta que las mismas se fusionan 

(32,100,112–115). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.9. Transición estructural de la conformación de prefusión a la conformación de postfusión que induce la 
fusión de las membranas. La Spike en su conformación metaestable de prefusión se une a ACE2 a través del 
RBD lo que permite la exposición del sitio de escisión S2'. La escisión en el sitio S2' libera las restricciones 
estructurales en el péptido fusión e inicia una cascada de cambios conformacionales en S2, acompañada por 
una disociación completa de S1. La formación de la espiral central de tres helices (HR1) y el plegado hacia atrás 
de la hepta-repetición 2 (HR2) induce la estructura de postfusión de S2 (haz de seis helices) que une las dos 
membranas, facilitando la formación de poros de fusión y la entrada viral. Estos eventos pueden ocurrir en la 
membrana plasmática o en el compartimento endosómico  (194). 
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La Spike constituye el componente antigénico primordial y por lo tanto el primer 

blanco molecular de los anticuerpos neutralizantes generados durante la respuesta 

inmune adaptativa. Esta proteína exhibe 22 sitios de N-glicosilación por protómero 

que además de contribuir a evadir el reconocimiento por el sistema inmune del 

huésped (116,117) son importantes para el correcto plegado y dinamismo de los 

estados up y down de la misma (118). Además, se ha observado que algunos 

glicanos del RBD modularían la interacción con ACE2 (119,120).  

 

 

 

 

 

Al margen de su papel en la invasión celular, estudios experimentales y clínicos han 

demostrado que la Spike funciona como una toxina que incrementa la permeabilidad 

vascular, lo cual no solo contribuye a acelerar la invasión tisular por parte del 

patógeno sino también al sangrado interno. Estas manifestaciones clínicas han sido 

comunes en casos severos de COVID-19. La explicación molecular a este 

fenómeno estaría dada por la presencia de un motivo de unión a integrinas (RGD) 

en la secuencia de la Spike que al contacto con integrinas celulares (abundantes en 

células epiteliales y del endotelio vascular) dispararía la liberación de TGF-beta y la 

activación de la vía de señalización de esta citoquina que incrementa la 

permeabilidad e irrigación vascular (121). Este motivo RGD se encuentra dentro del 

RBD (aas 403-405). Se ha visto que las variantes de Ómicron BA.2, BA.4 y BA.5 que 

presentan la mutación D405N son menos patogénicas (122). 

 

 

Figura 1.10. Representación esquemática de la glicoproteína Spike del SARS-CoV-2. Las posiciones de las 
secuencias de N-glicosilación se muestran como ramas (195).  
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1.5.2 ACE2  

ACE2 es una glicoproteína de transmembrana homodimérica que se expresa en 

pulmones, intestino, corazón, endotelio, cerebro y riñones (123). Es una 

carboxipeptidasa y una metalopepetidasa de zinc formada por 805 aas. El dominio 

N-terminal extracelular (aas 19-768) contiene al dominio peptidasa (aas 19-715) el 

cual comprende al sitio de unión al sustrato y un motivo de unión a zinc.  A este le 

sigue un dominio C-terminal tipo colectrina (aas 616-768) que incluye un dominio 

similar a ferredoxina (aas 616-726) el cual está implicado junto con el dominio 

peptidasa en la dimerización de la proteína, y termina con una región 

transmembrana (aas 740 a 768) y una extensión de 37 aas de localización 

intracelular (69,124).. 

ACE2 juega un papel fundamental en el sistema renina-angiotensina-aldosterona 

clivando a la angiotensina II para producir angiotensina 1-7, un péptido con 

funciones vasodilatadoras que funciona como un regulador negativo de este 

sistema, compensando las acciones presoras, proliferativas y profibróticas de Ang II. 

Además, tiene un rol como chaperona del transportador de aminoácidos B 0 AT1 en 

el intestino, que se encarga del transporte de aas neutros (26,28). 

La Spike reconoce al dominio peptidasa de esta proteína (125). Las glicosilaciones 

de ACE2 son importantes para la unión del RBD de la Spike (126). Se piensa que 

dos trímeros de Spike podrían unirse simultáneamente a ACE2, ya que cada 

dominio peptidasa de ACE2 puede unirse a un RBD (124). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 1.11. Representación del modelo atómico del complejo ACE2-B0AT1. El complejo está coloreado por 
subunidades, con el dominio peptidasa y el dominio colectrina en un protómero ACE2 en celeste y azul, 
respectivamente (124). 
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1.5.3 Interacción Spike/ACE2 

La interacción Spike/ACE2 involucra al RBD de la Spike y al dominio peptidasa N-

terminal de ACE2.  

 

 

 

 

 

 

 

El RBD consiste en una lámina β antiparalela formada por cinco hebras β1, β2, β3, 

β4 y β7, conectadas por hélices y bucles que forman el core. El RBM se encuentra 

entre las hebras β4 y β7 y está formado por las hebras cortas β5 y β6 y las hélices y 

bucles α4 y α5. El RBD presenta nueve residuos de cisteína de los cuales ocho se 

encuentran formando enlaces disulfuro, tres se encuentran en el core (C336-C361, 

C379-C432 y C391-C525) y uno de ellos en el RBM (C480-C488) (127). 

  

 

 

 

 

Figura 1.12. Representación esquemática del complejo Spike/ACE2. Se muestra ACE2 dimérica que sobresale 
de la membrana citoplasmática y se une a la proteína trimérica Spike de SARS-CoV-2 a través de uno de los 
tres RBD disponibles en conformación up (196). 

Figura 1.13. Secuencia y estructura secundaria del RBD de la Spike del SARS-CoV-2. La secuencia RBM se 
muestra en rojo (127). 
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Por su parte el dominio peptidasa N-terminal de ACE2 cuenta con dos lóbulos. El 

lóbulo pequeño de ACE2, contiene la hélice α1 N-terminal la cual comprende los 

aminoácidos involucrados en la interacción con el RBM, y a la hélice α2 y un bucle 

conector entre β3 y β4 que también contribuyen de forma limitada a la unión con el 

RBD (124). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El RBM forma una superficie ligeramente cóncava con una cresta a un lado que 

acuna a la hélice alfa 1 arqueada de ACE2, delimitando una superficie de contacto 

de unos 1.687 Å2 (116). 

 

 

Figura 1.15. Estructura del RBD del 
SARS-CoV-2 unido a ACE2 (verde). 
El core del RBD se muestra en 
celeste y el RBM en rojo. Los enlaces 
disulfuro en el RBD se muestran en 
amarillo y se indican con flechas 
(127). 

Figura 1.14. Representación del complejo RBD-ACE2. El dominio peptidasa de ACE2 involucra principalmente a 
la hélice α1 en el reconocimiento del RBD. La hélice α2 y el conector entre β3 y β4 también contribuyen a la 
interacción (124). 
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Un total de 17 residuos del RBD, 16 de ellos contenidos en el RBM, están en 

contacto con 20 residuos de aas de ACE2. Algo particular de esta interfaz proteína-

proteína (P-P), es que predominan las interacciones hidrofílicas. Hay 13 enlaces de 

hidrógeno involucrados, en los que participan el grupo hidroxilo de múltiples 

residuos de tirosina. También están implicados dos puentes salinos. A su vez hay 

varios residuos involucrados en interacciones hidrofóbicas y de Van der Waals 

(127). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La interfaz se puede dividir en 3 sitios según su topología de potencial electrostático: 

el sitio 1 hidrofílico, en el cual interactúan los residuos de la Spike G446, Y449, 

G496, Q498, T500 y N501 con los residuos de ACE2 D38, Y41, Q42, K353 y D355.  

El sitio 2 es moderadamente hidrofílico, y contiene a los aas K417 y Q493 que 

establecen interacciones con D30 y E35 de ACE2.  

Por último, el sitio 3 es hidrofílico y se compone de los aas A475 y N487 que 

interactúan con S19, E24 y Y83 de ACE2. 

 

Figura 1.16. Representación de la interfaz entre Spike y ACE2. La superficie de interacción se divide en tres 
regiones: Sitio 1, Sitio 2 y Sitio 3. Los residuos involucrados en la interacción se muestran en rosa para ACE2 y 
en verde para Spike (134). 
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Como se destacó anteriormente, la superficie de interacción entre Spike y ACE2 es 

extensa, relativamente plana y con escasos bolsillos para el anclaje selectivo de 

moléculas de bajo peso molecular. Dentro del RBM se destacan algunas regiones 

con características hidrofílicas en forma de gancho (hook) y clefts hidrofóbicos que 

proporcionan potenciales puntos de unión de moléculas que, al hacerlo, bloquearían 

o dificultarían la interacción con ACE2. El sitio 1 presenta en su extremo superior 

una región hidrofílica a la que le sigue una hendidura hidrofóbica formada por los 

residuos Y495, F497 y Y505, que, si bien no interaccionan con residuos de ACE2, 

es un buen hot spot para la unión de compuestos aromáticos. En el sitio 2 se 

encuentran residuos hidrofílicos como R403, E406 y Y453 que no están 

involucrados en la interacción, pero podrían facilitar las interacciones con 

compuestos químicos.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.17. Representación de los sitios 1, 2 y 3, figuras A, B y C respectivamente (134). 

Figura 1.18. Los residuos dentro y alrededor del Sitio 1 y el Sitio 2 forman un buen sitio de unión para ligandos. 
La topología del sitio de unión se puede dividir en regiones de hendidura hidrofóbica, hook 1 y hook 2 (134). 
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A pesar de los desafíos en la inhibición de interacciones proteína-proteína (PPIs) 

(128–133) hallazgos ofrecen perspectivas valiosas para el desarrollo de terapias 

dirigidas contra la infección por SARS-CoV-2 (134). 

1.6. Bloqueo de interacciones proteína-proteína con moléculas orgánicas 
pequeñas   

No muchas moléculas tienen la capacidad de modular PPIs. Las más destacadas 

son los anticuerpos seguidos de los péptidos y péptidos miméticos, y en último lugar 

se encuentran las moléculas pequeñas. Las regiones hipervariables de los 

anticuerpos logran alcanzar una alta especificidad y afinidad por ciertos motivos 

antigénicos de las proteínas blanco, a las cuales se unen con gran avidez 

impidiendo, sea por efecto estérico o alostérico, la unión de éstas a su receptor o 

ligando. En el caso de SARS-CoV-2 ha quedado ampliamente demostrada la 

eficacia inmunoprofiláctica de los anticuerpos dirigidos contra Spike/RBD en reducir 

la capacidad infectiva del virus al neutralizar la unión a su receptor ACE2 (135). Sin 

embargo, desde el punto de terapéutico (ej. inmunización pasiva), los anticuerpos 

presentan ciertas desventajas como ser una baja permeabilidad y requerimiento de 

administración endovenosa por su casi nula absorción oral. A estas dificultades se 

suman sus altos costos de producción ya sea en modelos animales como celulares 

(65,136).  

Los péptidos y peptidomiméticos tienen baja estabilidad metabólica y 

biodisponibilidad. Los compuestos químicos de bajo peso molecular, por su parte, 

presentan buena biodisponibilidad y estabilidad, y bajos costos de producción, sin 

embargo, su efectividad para inhibir PPIs representa un gran desafío, el cual se 

detalla a continuación.  

Es bien conocido que bloquear PPIs con moléculas orgánicas pequeñas es un 

objetivo complejo. La mayoría de las dianas moleculares para este tipo de 

moléculas suelen ser enzimas, canales iónicos, receptores acoplados a proteínas G 

y receptores nucleares (137). Estas proteínas ofrecen sitios, generalmente bolsillos 

estructurales, parcialmente expuestos al solvente, que favorecen la unión selectiva 

de moléculas orgánicas de bajo peso molecular que, al hacerlo, alteran las 

funciones de la macromolécula. Los blancos moleculares que cumplen dicho criterio 

son considerados druggable, es decir, aptas a la intervención farmacológica. Para 
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unirse de manera efectiva y selectiva a sus blancos moleculares, los compuestos 

deben reunir características fisicoquímicas (grupos funcionales, estructura, 

polaridad, hidrofobicidad, etc) compatibles con la de los sitios de reconocimiento de 

los mismos (138). Las PPIs suelen involucrar grandes superficies de contacto, 

planas, desprovistas de hendiduras donde moléculas pequeñas puedan unirse. A su 

vez la interacción entre proteínas se caracteriza por presentar una alta dinámica y 

estar gobernada por múltiples tipos de interacciones: hidrofóbicas, enlaces de 

hidrógeno, interacciones electrostáticas y en algunos casos enlaces covalentes 

(139). Los complejos P-P se pueden clasificar en estables o transitorios. En el caso 

de los primeros, su formación está gobernada principalmente por interacciones 

hidrofóbicas de gran afinidad y donde las moléculas de agua están excluidas de la 

interfaz P-P. Los complejos transitorios, en cambio, están en permanente estado de 

asociación-disociación, la interfaz de contacto suele ser más reducida y, en general, 

involucra residuos polares y/o cargados, es decir interacciones de puentes de 

hidrógeno y/o electrostáticas (140). 

La afinidad entre proteínas y por ende la estabilidad de los complejos está dada por 

la energía libre de unión de las proteínas (141,142). 

En general, el área de contacto entre dos proteínas puede ir de los 1500 a los 3000 

Å2 (137), mientras que el área de cobertura de moléculas de bajo peso molecular 

(<800 Da) llegaría a los aproximadamente 300-1000 Å2 (139). Dicho de otra forma, 

pequeñas moléculas podrían llegar a cubrir solo un porcentaje parcial (10-67%) del 

área de una PPI. Para aumentar dicha área de cobertura con el fin de superar la 

energía libre de unión entre proteínas, es necesario incrementar el PM de la 

molécula orgánica. Sin embargo, al hacer esto, se estarían poniendo en riesgo las 

propiedades fisicoquímicas de los potenciales ligandos/inhibidores que serían 

compatibles con propiedades farmacológicas de administración, distribución, 

metabolismo y excresión (ADME), violando la regla de 5 de Lipinski, la cual indica 

que para que el compuesto pueda ser administrado vía oral 1) no debe contener 

más de cinco átomos donadores de enlaces de hidrogeno 2) no debe contener más 

de diez átomos aceptores de enlace de hidrogeno 3) su peso molecular debe ser 

<500 Da y 4) su coeficiente de reparto octanol-agua (logP) debe de ser < 5 (143). 

No obstante, estudios por escaneo de alanina, en los cuales se mutan aas por 

alanina con el fin de evaluar como contribuyen las cadenas laterales de los aas 

mutados a la energía de unión en una PPI, han mostrado que, a pesar de la gran 
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superficie de contacto entre proteínas, suele haber grupos compactos de aas 

específicamente involucrados en la interacción, que contribuyen 

desproporcionadamente a la energía libre de unión y a la unión entre proteínas. 

Estas regiones, denominadas hot spots (141,144), pueden abarcar en total unos 600 

Å2 (140) de superficie y están pobladas de residuos de triptófano, tirosina y arginina, 

y en menor medida histidina y asparagina. Todos estos residuos ofrecen múltiples 

opciones de interacciones. Por ejemplo, el Trp y la Tyr, presentan una gran 

superficie hidrofóbica y son capaces de establecer interacciones π- aromáticas, así 

como de actuar como dadores de puentes de hidrógeno. La Arg tiene la capacidad 

de formar hasta 5 puentes de hidrógeno. Su grupo guanidinio tiene un sistema 

pseudoaromático debido a la deslocalización electrónica del sistema π y, además, a 

través de su carga positiva puede establecer interacciones electrostáticas. Este 

residuo también tiene un carácter hidrofóbico debido a sus 3 carbonos metilenos 

(145). Estas regiones presentan un gran atractivo como blanco de unión de 

moléculas pequeñas ya que el efecto desestabilizador sobre la PPI sería dramático. 

Por lo general las PPIs con superficies de contacto < 2000 Å2 presentan un solo hot 

spot, mientras que aquellas con superficies mayores poseen más de uno. En este 

contexto, cuanto más cercanas estén estas regiones mayores serían las chances de 

encontrar moléculas pequeñas que se unan a residuos de hot spots vecinos y por lo 

tanto que la inhibición de la PPI sea más efectiva.  

Sin embargo, no dejan de ser un objetivo complejo. Por ejemplo, bloquear 

interacciones hidrofóbicas requiere de compuestos lipofílicos y con una gran 

complementariedad para afectar la interacción (140). Estas características 

fisicoquímicas comprometerían la solubilidad de estas moléculas y dificultarían su 

desarrollo como fármacos. También hay que tener en cuenta los requerimientos 

estéricos y geométricos en los sitios de unión, los cuales son difíciles de abordar 

con moléculas muy pequeñas, e indefectiblemente conllevarían a tener que 

incrementar el tamaño y PM de los compuestos.  

Una de las estrategias más usadas para identificar inhibidores de PPIs es a través 

de high-throughput screening (HTS). Los métodos de tamizaje más comúnmente 

usados están basados en los ensayos de competencia, en donde las proteínas se 

pueden utilizar en su forma completa o, lo que es más habitual, sólo los dominios 

involucrados en la interacción. Las técnicas más empleadas son las de ELISA, 
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polarización de fluorescencia (FPA), transferencia de energía de resonancia de 

Förster (FRET). A pesar de ser de las estrategias más utilizadas, los ensayos de 

HTS presentan varias dificultades al querer abordar PPIs. Normalmente las tasas de 

identificación de hits son bajas, son propensos a arrojar resultados falsos positivos, 

en algunos casos producto de artefactos debido a la degradación o precipitación de 

las proteínas en estudio. Muchas PPIs al ser hidrofóbicas no poseen inhibidores de 

alta afinidad ya que se requiere una complementariedad alta de los compuestos 

para ser activos y la actividad inhibitoria de los mismos muchas veces se encuentra 

cerca de la señal de los artefactos, resultando difícil separar unos de otros (140). 

Por otro lado, la gran mayoría de las quimiotecas disponibles han sido desarrolladas 

con características (ej. bajo PM, átomos dadores y aceptores de puentes de 

hidrógenos, hidrofobicidad, etc) que las hacen óptimas para actuar sobre blancos 

moleculares clásicos y no PPIs (138,141). 

La optimización de compuestos con capacidad de interferir con la PPIs suele incluir 

la generación de análogos con mayor lipofilicidad, rigidez y aromaticidad que 

contengan nuevos grupos funcionales que incrementen la afinidad por el receptor. 

Generalmente, esto va en detrimento de las propiedades ADME y es común que las 

moléculas con buena actividad contra las PPIs violen algunas reglas que estiman su 

biodisponibilidad por vía oral (regla de Lipinski) por lo que se espera que estos 

compuestos sean propensos a fallas preclínicas y clínicas (139,141). Sin embargo, 

la química medicinal ha logrado superar algunos de estos problemas, y existen 

inhibidores de este tipo de interacción por fuera de este espacio químico asociado 

con buenas características farmacológicas, un ejemplo de ellos es el fármaco de 

administración oral contra el receptor Bcl-2, Venetoclax, un compuesto 

perteneciente a la familia de las pirrolopiridina de 868 Da. Se están utilizando, cada 

vez más, nuevas tecnologías de formulación que abordan esta problemática, entre 

ellas las nanopartículas, los geles, las microemulsiones, los dendrímeros y 

liposomas, entre otras, y permiten que moléculas con alto PM y logP logren una 

biodisponibilidad oral aceptable.  
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1.7. A cuatro años del comienzo de la pandemia. Tratamientos disponibles 
contra el SARS-CoV-2 

Cuando se inició este proyecto, no existía ningún medicamento aprobado ni vacuna 

contra el SARS-CoV-2, a pesar de que se estaban llevando a cabo múltiples 

ensayos para desarrollar nuevas terapias. A su vez, el conocimiento sobre el 

comportamiento y tasa de mutabilidad de este nuevo CoV era limitado. A lo largo de 

estos años, se desarrollaron a una velocidad sin precedentes diversas vacunas, 

algunas de ellas emplearon tecnologías innovadoras, nunca antes aplicadas, como 

las vacunas de ARN mensajero. Todo ello llevó a mitigar el avance de la pandemia y 

finalmente a acabar con ella. 

También la farmacéutica Pfizer desarrolló un fármaco nuevo, el Paxlovid compuesto 

por Nirmatrelvir/Ritonavir, el primero un potente inhibidor de Mpro que se co-

administra con el segundo que actúa potenciando el efecto del primero al inhibir su 

metabolización mediada por el citocromo P450 CYP3A. También se reposicionaron 

algunos antivirales ya en uso como el Remdesivir y el Molnupiravir (Figura 1.5.), 

ambos análogos de ribonucleótidos inhibidores de la RdRp. 

A su vez se reportaron más de 300 anticuerpos monoclonales contra Spike de los 

cuales más de 20 están en ensayos clínicos (65). Algunos de ellos fueron 

aprobados para su uso como el mAc bamlanivimab (146) el cual se une al RBD 

impidiendo su interacción con ACE2. Otro ejemplo es el cóctel de mAc, 

casirivimab/imdevimab, ambos se unen a regiones no solapadas del RBD, la 

combinación ayuda a disminuir la probabilidad de que surjan mutantes de escape 

debido a la presión selectiva de la monoterapia (147). También se utilizó como 

terapia plasma convaleciente (38,69).  

Enfocándonos en la búsqueda de moléculas pequeñas contra la interacción 

Spike/ACE2, en el correr de estos años, se han reportado varias moléculas con 

potencial de inhibir la misma en ensayos in silico e in vitro, pero ninguna de ellas ha 

llegado a ensayos clínicos (65). Por ejemplo, se identificaron dos compuestos, MU-

UNMC-1 y MU-UNMC-2, ambos mostraron actividad antiviral con IC50 de 0,67 μM y 

1,72 μM, respectivamente. A su vez MU-UNMC-2 mostró un efecto sinérgico en 

combinación con remdesivir (148). También el compuesto NBCoV1 mostró ser un 

potente inhibidor pancoronavirus con potencias en el orden nanomolar, presentando 
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un IC50 = 23 nM para el SARS-CoV-2 y muy buenas propiedades ADME (149). Sin 

embargo, todo ellos requieren ser optimizados previo a ser ensayados clínicamente. 

 

Figura 1.19. Pequeñas moléculas identificadas como inhibidores de la interacción Spike/ACE2. 

Por otro lado, en el correr de estos años el SARS-CoV-2 ha experimentado diversas 

mutaciones, especialmente en su proteína Spike. Esto ha llevado a la evolución del 

virus y al surgimiento de variantes, muchas de las cuales han predominado y han 

sido clasificadas por la OMS como variantes de preocupación (Alpha, Beta, Gamma, 

Delta y Ómicron) debido a su mayor transmisibilidad y virulencia, su gran capacidad 

de evadir la neutralización por anticuerpos generados previamente y por su 

refractariedad a tratamientos y vacunas (150–152). La mayoría de las mutaciones 

significativas, que le confieren al virus ventajas replicativas o adaptativas, se limitan 

a variantes específicas, por ejemplo, en Alpha, Beta y Gamma las mutaciones 

incluyen los residuos E484K y N501Y, la primera le confiere al virus resistencia a 

varios anticuerpos neutralizantes, así como también a la neutralización por plasma 

convaleciente y suero postvacunación (153,154), mientras que la segunda aumenta 

la afinidad del RBD por ACE2 con el consecuente incremento de la infectividad y 

virulencia (155,156). Por otro lado, las mutaciones L452R y T478K presentes en 

Delta y Ómicron aumentan la afinidad de la Spike por ACE2 y confieren al virus la 

capacidad de evadir al sistema inmune. La mutación L452R incrementa la 

estabilidad de la Spike promoviendo la capacidad infectiva, fusogénica y replicativa 

del SARS-CoV-2 (157–160)A su vez en Ómicron se observan las mutaciones 

Q493R y Q498R que incrementan la afinidad por ACE2 (161,162). Una de las 

mutaciones comunes a todas las variantes es la D614G (163,164). Esta mutación se 

encuentra próxima al sitio de escisión por furina S1/S2. El cambio de aspártico por 

glicina interrumpe un enlace de hidrógeno y un puente salino interprotómero que 

involucra a aas de S2, cambiando alostéricamente la dinámica conformacional de los 
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estados up y down del RBD, favoreciendo el primero de ellos. También se ha visto 

que esta mutación le confiere a la Spike una mayor susceptibilidad a la escisión por 

furina. Todo ello lleva a una mayor infectividad y transmisibilidad del virus (165–

167). 

 

Figura 1.20. Esquema donde se muestran las mutaciones presentes en la proteína Spike de cuatro variantes de 
preocupación (Alfa,Beta,Gamma y Delta) del SARS-CoV-2 (162). 

 

La aparición de variantes ha planteado un gran desafío en el control de la pandemia 

y si bien hoy en día la infección por SARS-CoV-2 está controlada, la reemergencia 

de nuevas variantes, como ya ha sucedido con otros CoVs, no solo obliga a una 

permanente vigilancia epidemiológica sino también a contar con terapias 

farmacológicas de respaldo de rápida implementación. Por tanto, el continuo estudio 

del comportamiento de este virus y su evolución es necesario para el desarrollo y 

actualización de vacunas y tratamientos antivirales más eficaces.
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2.1 Objetivo General 

 

El objetivo principal de este trabajo fue llevar adelante una campaña de 

identificación y caracterización de moléculas orgánicas pequeñas o medianas 

capaces de bloquear la interacción Spike/ACE2 impidiendo de esta manera la 

invasión del SARS-CoV-2 a la célula huésped.  

Vale la pena destacar que este proyecto de investigación se desarrolló en paralelo a 

una campaña de descubrimiento de compuestos activos contra las proteasas de 

SARS-CoV-2. Uno de los objetivos comunes de ambas campañas de 

descubrimiento de fármacos fue la exploración de quimiotecas nacionales de 

compuestos generadas a partir de contribuciones de grupos de investigación del 

Institut Pasteur de Montevideo y de la Universidad de la República. Para muchos de 

estos compuestos se cuenta con información detallada sobre su bioactividad, modo 

de acción y/o propiedades farmacológicas contra distintos agentes patógenos o 

enfermedades no transmisibles tanto en el área de la medicina humana como 

veterinaria. Si bien se podrían haber explorado quimiotecas comerciales, nuestra 

motivación era valorizar el conocimiento nacional y agilizar posibles ciclos de 

optimización de compuestos candidatos mediante la interacción fluida con grupos 

locales dedicados a la síntesis química.  

 

2.2 Objetivos específicos 

 

1. Selección de compuestos candidatos de la quimioteca nacional.  

2. Cribado de moléculas candidatas con actividad inhibitoria de la interacción 

Spike/ACE2. 

3. Determinación de la citotoxicidad de los hits en líneas celulares humanas que 

son blanco de infección por SARS-CoV-2. 

4. Determinación de la actividad antiviral de los hits con mejor actividad 

inhibitoria de la interacción Spike/ACE2. 
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2.3 Estrategia de trabajo 

 

Etapa 1 - Selección in silico de candidatos 

Con el fin de identificar inhibidores de la interacción entre Spike y ACE2, se inició el 

proceso seleccionando moléculas orgánicas de las quimiotecas locales análogas a 

compuestos previamente reportados en la literatura como posibles inhibidores de 

esta interacción. Para ello se emplearon programas computacionales de búsqueda 

de análogos estructurales.  

 

Etapa 2 – Cribado experimental en busca de actividad inhibitoria contra 
Spike/ACE2 

La actividad inhibitoria de los compuestos seleccionados se evaluó a una 

concentración fija de 100 µM (siempre y cuando la solubilidad del compuesto lo 

permitió) utilizando un kit comercial de ensayo por inmunoabsorción ligado a 

enzimas (ELISA). Este ensayo se basó en la detección de la unión Spike-ACE2 a 

través de una reacción colorimétrica empleando anticuerpos conjugados a la 

peroxidasa de rábano (HRP) que reconocieron un tag de histidina contenido en 

ACE2.   

En función de los resultados obtenidos en esta primera fase de selección, el 

tamizaje se extendió hacia análogos de los hits experimentales identificados o bien 

hacia nuevos compuestos. La inclusión de análogos fue crucial ya que permitió 

realizar análisis de relación estructura-actividad (REA) con el fin de identificar tanto 

los farmacóforos como los grupos funcionales asociados a actividad inhibitoria. 

Para los compuestos que inhibieron esta interacción en un porcentaje mayor al 50% 

a la concentración antes mencionada, se procedió a confirmar el resultado mediante 

una segunda metodología. Para ello se empleó un ensayo con células HEK-293 que 

sobreexpresan ACE2 humana en su membrana. Los compuestos se incubarón a 

100 µM con el RBD de la Spike y luego se agregarón las células. El RBD se etiquetó 

y luego se reveló con un fluoróforo. La detección y cuantificación de la unión de 

RBD a ACE2 se realizó mediante técnica de citometría de flujo. Se confirmó el 
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resultado para aquellos compuestos que inhibieron la interacción en un porcentaje 

mayor al 50%.  

 

Etapa 3 - Determinación de la citotoxicidad de los hits  

La citotoxicidad de los compuestos identificados como hits (con una actividad 

inhibitoria > 50% a 100 µM) se evaluó sobre líneas celulares humanas provenientes 

de órganos o tejidos vulnerables a la infección y daño por SARS-CoV-2, como las 

células pulmonares (A549) y las células epiteliales intestinales (HT-29). Este análisis 

fue fundamental ya que definió el potencial de los compuestos para avanzar hacia 

los ensayos de actividad antiviral. Pasarón a la siguiente etapa aquellos compuestos 

que presentaron concentración citotóxica 50 (CC50) ≥ 50 μM. 

 

Etapa 4 - Evaluación de la actividad antiviral  

La actividad anti-SARS-CoV-2 de los compuestos que mostraron baja citotoxicidad 

contra células de mamíferos (CC50 ≥ 50 μM) se analizó en ensayos de infección 

celular utilizando células Vero. Estos estudios se llevaron a cabo en colaboración 

con el Institut Pasteur de Corea, que dispone de laboratorios de seguridad biológica 

nivel 3 y ha desarrollado un ensayo contra SARS-CoV-2 de alto contenido y 

rendimiento que de manera simultánea evalúa citotoxicidad e infectividad. Se 

realizaron curvas dosis-respuesta para cada compuesto con diez puntos con 

concentraciones entre 0,1-50 μM. Fueron considerados hits aquellos compuestos 

que presentaron concentración inhibitoria 50 (IC50) < 50 µM. 

. 
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Figura 2.1. Esquema de la estrategia de trabajo para la identificación de inhibidores de la interacción Spike/ACE2. 
Los detalles metodológicos empleados en cada uno de estos ensayos se brindan en las diferentes secciones del 
próximo capítulo (MATERIALES Y MÉTODOS). 

 



   

 

 

 

 

CAPÍTULO 3 – MATERIALES Y 
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3.1 Etapa 1 - Selección in silico de candidatos 

En primer lugar, se organizó y curó la base de datos de las quimiotecas nacionales 

en donde todas las moléculas que la componen fueron listadas con sus 

correspondientes características: Código de referencia, laboratorio de procedencia, 

código SMILES, peso molecular (PM), estructura, miligramos disponibles, actividad 

biológica, referencias bibliográficas. Luego se realizó una búsqueda bibliográfica de 

moléculas con potencial inhibitorio de esta interacción en buscadores web como 

Google Académico, Dialnet, Pubmed, Scielo, entre otros. Estas búsquedas se 

realizaron entre los meses de marzo y abril de 2021. Con las moléculas halladas se 

conformó una lista con sus códigos SMILES y sus estructuras (Anexo: Tabla A1). A 

partir de este listado se realizó una inspección visual de moléculas estructuralmente 

análogas en la base de datos de las quimiotecas nacionales. Aquellas que tenían 

similitud estructural fueron seleccionadas para el cribado. También se utilizó el 

software Chemfinder 15.0, en el cual se cargó la base de datos de las quimiotecas 

nacionales. Partiendo de la estructura de cada molécula reportada en la bibliografía, 

el programa realizó una búsqueda por estructura y/o subestructura en la base de 

datos cargada. Asimismo, el Laboratorio de Investigación y Desarrollo de Bioactivos 

de la Universidad Nacional de la Plata (UNLP) colaboró con la selección de 

moléculas. Para ello les fueron brindados los códigos SMILES de las moléculas 

reportadas en la bibliografía como ligandos/inhibidores in vitro de Spike. A partir de 

estos scaffolds, se realizaron determinaciones de similitud estructural sobre la base 

de datos de las quimiotecas nacionales utilizando el método de fingerprint de 

Morgan, con radio de 2, tanto de la clase de conectividad extendida (ECFP) como 

de la clase funcional (FCFP). Para ECFP se tienen en cuenta las siguientes 

características de cada átomo: número atómico, carga atómica, número de 

hidrógenos unidos, número de vecinos inmediatos que no son hidrógeno, la masa 

atómica y si el átomo es parte de un anillo. Para FCFP las características que se 

tienen en cuenta para cada átomo son: aromaticidad, dadores de enlaces de 

hidrógeno, aceptor de enlaces de hidrógeno, acidez, basicidad, halógeno. Los 

fingerprints generados fueron comparados mediante el coeficiente de Tanimoto. Las 

matrices obtenidas se graficaron en heatmaps. También se identificaron por scripts 

los pares de compuestos con coeficientes de Tanimoto ≥ 0.5.  
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3.2 Etapa 2: Cribado experimental en busca de actividad inhibitoria contra 
Spike/ACE2 

 

3.2.1 Preparación de compuestos 

Se prepararon soluciones stock de los compuestos seleccionados a 

concentraciones de 10 o 20 mM, según su solubilidad, diluidos en 100% v/v de 

DMSO (#D5879, Sigma). De ser necesario y para favorecer su solubilidad, los 

compuestos fueron incubados en baño de ultrasonido o a 37°C durante 5 a 15 

minutos. Luego se realizaron alícuotas de las soluciones madre con el fin de evitar 

ciclos repetidos de congelación-descongelación. Además, se contaba con 

soluciones previamente preparadas y congeladas de algunos compuestos utilizados 

en proyectos anteriores, con concentraciones que oscilaban entre 25 - 1 mM. 

3.2.2 Cribado por ELISA de la quimioteca blanco molecular-dirigida  

Se utilizaron dos ensayos de ELISA para el cribado de la quimioteca por razones 

que se explican en Resultados-Ensayos de ELISA. A continuación, se detalla cada 

uno de ellos. 

3.2.2.1. Ensayo de ELISA - Kit comercial de EpigenTek (# D-1004) 

En este ensayo la subunidad S1 de la proteína Spike se encontraba pre-adsorbida a 

los pocillos de la placa. Siguiendo el protocolo, se comenzó agregando a cada 

pocillo 50 µL de cada compuesto de interés a 100 µM1/ 0.5% v/v DMSO diluido en 

buffer de ensayo. Como control de inhibición, el kit proveía de un anticuerpo anti-

ACE2 el cual se ensayó a 100 µg/mL. Para el blanco y para el control negativo se 

agregaron solamente 50 µL de buffer de ensayo con 0,5% v/v DMSO. Para cada 

muestra y control se realizaron duplicados. La placa conteniendo las muestras de 

compuestos y controles se incubó durante 15 minutos a TA (temperatura ambiente). 

Luego se añadieron 50 µL de ACE2-His a 1 µg/mL a todos los pocillos excepto a los 

del blanco, a los cuales se le agregaron 50 µL de buffer de ensayo, y la incubación 

se extendió por 45 minutos a 37°C. Transcurrido este tiempo se realizaron 3 lavados 

con 150 µL de buffer de lavado 1X. A cada pocillo se le agregó 50 µL de un 

 
1 Algunos compuestos con baja solubilidad se evaluaron a una concentración inferior según se indica 
en la Tabla A2 en Anexos.  
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anticuerpo anti-His-HRP diluido 1/2000 en buffer de lavado y se incubó durante 20 

minutos a TA. A continuación, se realizaron 5 lavados con 150 µL de buffer de 

lavado. Posteriormente se agregaron 100 µL de la solución desarrolladora, se 

protegió de la luz y se incubó a TA durante 5-10 minutos hasta que el color azul se 

hizo visible, en ese momento se añadieron 100 µL de la solución de detención de la 

reacción. Inmediatamente se midió la absorbancia a 450 y 655 nm en el equipo 

Varioskan™ (Thermo Scientific).  

 

3.2.2.2. Ensayo de ELISA - Kit Adipogen (#AG-48B-0001) 

Se comenzó sensibilizando la placa con 100 μL/pocillo de RBD (aas 319-541) 

fusionado al extremo N-terminal de la región Fc de la IgG1 humana (RBD-Fc) a 1 

μg/mL e incubando durante la noche a 4°C. Al día siguiente, se removió la solución 

de los pocillos mediante pipeteo e invirtiendo y golpeando enérgicamente la placa 

contra un papel absorbente. A continuación, se agregaron 200 μL/pocillo de buffer 

de bloqueo y se dejó incubando durante 2 h a TA. En paralelo se realizó una pre-

incubación de 1h a 37°C de una solución de ACE2-Biotina a 0,5 μg/mL en buffer de 

ELISA con los compuestos a 20 μM/0,1% v/v DMSO, así como con los controles. 

Como control de inhibición se utilizó un anticuerpo monoclonal (mAc) anti-ACE2 a 

una concentración de 1 μg/mL. Como control negativo se utilizó la solución de 

ACE2-Biotina a 0,5 μg/mL con 0,1% v/v DMSO. Transcurrido el tiempo de bloqueo 

se aspiró el líquido de los pocillos y se realizaron 3 lavados con 300 μL/pocillo con 

buffer de lavado 1X. Seguidamente se agregó 100 μL/pocillo de las muestras y 

controles por duplicado. Al blanco se le agregaron 100 μL/pocillo de buffer de 

ELISA. Se incubó durante 1h a 37°C. Luego se removió el líquido y se repitieron los 

lavados. A continuación, se agregó a cada pocillo 100 μL de una dilución 1/200 de 

Estreptavidina-HRP. Se incubó a 37°C durante 1h. Se repitieron los lavados y se 

Figura 3.1. Esquema del procedimiento del ensayo de ELISA con el kit comercial de EpigenTek. 
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agregó 100 μL/pocillo del reactivo TMB. Luego de incubar 5 minutos a TA, la 

reacción colorimétrica se detuvo añadiendo a cada pocillo 50 μL de H2SO4 2M. 

Seguidamente se midió la absorbancia a 450 nm y 620 nm en el equipo Multiskan™ 

(Thermo Scientific). 

 

 

Para todos los ensayos de ELISA la actividad inhibitoria de cada compuesto se 

expresó como porcentaje de inhibición de la unión Spike/ACE2 normalizada con los 

controles, calculada como: {[1 - (A450-655 Muestra - A450-655 Blanco) / (A450-655 Control 

negativo - A450-655 Blanco)] x 100}.  

 

3.2.3. Ensayo celular de inhibición de la interacción RBD/ACE2  

Este ensayo fue diseñado y puesto a punto por investigadores del laboratorio de 

Inmunovirología y del Programa de Tecnología Molecular, Celular y Animal del 

Institut Pasteur de Montevideo para la búsqueda de péptidos y anticuerpos con 

actividad inhibitoria de la interacción RBD/ACE2 y luego se adaptó para compuestos 

químicos. Para el ensayo se utilizó RBD-Streptag recombinante producido en 

células de insecto S2 por el laboratorio de Inmunovirología del Institut Pasteur de 

Montevideo. También se utilizaron células HEK293 que sobreexpresan en su 

superficie ACE2 humana (HEK293T-hACE2) (NR-52511, BEI Resources).  

Figura 3.2. Esquema del procedimiento del ELISA con el kit comercial de Adipogen 
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En este ensayo se probaron aquellos compuestos que habían presentado actividad 

en el ELISA. 

Dos días previos a iniciar el ensayo, se descongelaron y cultivaron las células en 

medio DMEM (Gibco) suplementado con suero fetal bovino al 10% v/v (Gibco) a 

37°C en una atmósfera de CO2 al 5%. En una placa de 96 pocillos con fondo cónico, 

se agregó a cada pocillo 5 μL de RBD-Strep-tag a 1 ng/μL (34,4 nM) y 5 μL de una 

solución 1 mM/ 10% v/v DMSO del compuesto de interés. Se completó hasta un 

volumen final de 50 μL mediante agregado de buffer de ensayo (PBS 1X 

conteniendo BSA 1% p/v y EDTA 2 mM). Se agregaron los siguientes controles: 

como control de inhibición, 25 μL de suero de ratón anti-RBD diluido 1/250 + 5 μL a 

1 ng/μL de RBD-Streptag. Como control de no inhibición: 5 μL a 1 ng/μL RBD-Strep-

tag + 10% v/v de DMSO. Para cada compuesto se realizaron controles de 

interferencia, en donde se agregaron a los pocillos solamente 5 μL de los 

compuestos a 1 mM.  A todos los pocillos se los llevó a un volumen final de 50 μL 

con buffer de ensayo. Para los pocillos del blanco se añadieron 50 μL de buffer de 

ensayo. Cada muestra y control se ensayó por duplicado. Las placas se incubaron 

durante 1h a 37°C, al cabo de lo cual se agregaron por pocillo 50 μL de una 

suspensión de 2x106 células HEK293T-hACE2 (100.000 células/pocillo) y se incubó 

durante 1h en hielo. Luego de la incubación las células se lavaron 3 veces con 150 

μL de buffer de ensayo, pipeteando para levantar el pellet y centrifugando la placa a 

4°C y 400 g por 2 minutos. Se retiró el sobrenadante por inversión de la placa y a 

todos los pocillos, excepto al del blanco (control de unión inespecífica del fluoróforo), 

se les colocó 30 μL de una dilución 1/400 de Strep-Tactin-Dye649 (#16461475, IBA 

Lifesciences) en buffer de ensayo. Se incubó la placa por 30 minutos a TA. A 

continuación, se realizaron 5 ciclos de lavado-centrifugación con 150 μL de buffer de 

ensayo, descartando el sobrenadante en cada uno de ellos. Por último, las células 

se resuspendieron en buffer de ensayo y se adquirieron en el citómetro Accuri C6 

(BD Biosciences). Los resultados se analizaron a partir de gráficos dot plots y de 

histogramas utilizando el BD Accuri™ C6 Plus Software. La actividad inhibitoria de 

cada compuesto expresada como porcentaje de inhibición de la unión Spike/ACE2 

normalizada a los controles, se calculó en base a la intensidad de fluorescencia 

media (IFM): {[(IFM Muestra - IFM células sin RBD) / (IFM células con RBD - IFM 

Células sin RBD)] x 100}. 



  
57 

 

3.3. Etapa 3 - Determinación de la citotoxicidad de los hits  

Para aquellos compuestos seleccionados en base a los ensayos de ELISA y celular, 

se determinó su citotoxicidad frente a la línea celular de pulmón humano A549 

(CCL-185, ATCC) y la línea celular de colon humano HT-29 (HTB-38, ATCC). Se 

utilizó el reactivo de proliferación celular WST-1 (#11644807001, Roche). La sal de 

tetrazolio es reducida a formazán por deshidrogenasas mitocondriales por lo que la 

cantidad de formazán formado es directamente proporcional a la actividad 

metabólica de las células y por lo tanto a su viabilidad. Las células se cultivaron en 

medio DMEM (Gibco) suplementado con suero fetal bovino al 10% v/v (Gibco) a 

37°C en una atmósfera de CO2 al 5%. Para evaluar la viabilidad celular, se 

sembraron 100 µL de una suspensión celular (2x104 células/µL) en una placa de 

cultivo celular de 96 pocillos y se incubaron durante 24 h a 37°C y una atmósfera de 

aire con 5% de CO2. A continuación, se añadieron 100 µL/pocillo de los compuestos 

Figura 3.3. Esquema del ensayo celular de inhibición de la interacción RBD/ACE2. El RBD-Strep-tag se une a 
ACE2 sobreexpresada en células HEK293. Luego se une a este el Strep-Tactin-Dye. El fluoróforo excitado por el 
láser del citómetro emite fluorescencia que es captada por los detectores del citómetro. La intensidad de 
fluorescencia media disminuye proporcionalmente al nivel de inhibición de la interacción RBD/ACE2 mediada por 
el anticuerpo control (control positivo de inhibición) o el inhibidor.  
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disueltos en medio de cultivo a 100 μM/ 0,5-1% v/v DMSO por triplicado. Se añadió 

como control negativo 100 µL/pocillo de células no tratadas, y como control de 

muerte celular, las células fueron tratadas con Triton X-100 al 0,1% v/v, mientras 

que células tratadas con DMSO al 0,5-1% v/v fueron incluidas como control de 

citotoxicidad del vehículo. La incubación bajo estas condiciones se realizó por 24 h. 

Luego de ello se añadieron 100 µL/pocillo de WST-1 diluido 1/10 en medio de cultivo 

y la incubación se extendió por 1 h. La absorbancia se midió a 450 y 620 nm en el 

equipo Multiskan™ (Thermo Scientific). Se consideró la relación de ambas 

absorbancias para calcular la viabilidad. La citotoxicidad de cada compuesto se 

expresó como porcentaje de viabilidad celular normalizada con controles: (A450-620 

Muestra - A450-620 Blanco) / (A450-620 Control vehículo (DMSO al 0.5-1% v/v) - A450-620 

Blanco) x 100}. 

Para aquellos compuestos para los que la viabilidad celular fue < 50% a 100 μM, se 

procedió a determinar la CC50 realizando el mismo procedimiento, pero añadiendo 

diferentes concentraciones del compuesto para realizar una curva de viabilidad de al 

menos 6 puntos. Los valores de CC50 se calcularon utilizando GraphPad Prism 

(Versión 6.0) a partir del ajuste de datos a una función sigmoide de cuatro 

parámetros. 

 

3.4. Etapa 4 - Evaluación de la actividad antiviral  

La actividad contra el SARS-CoV-2 (cepa Wuhan) se evaluó mediante ensayo de 

infección de células Vero en el laboratorio de nivel de bioseguridad 3 y por el grupo 

de la Screening Discovery Platform del Institut Pasteur de Corea (168). Se 

emplearon dos protocolos diferentes que solo variaron en un paso inicial: pre-

incubación o no de los compuestos con las partículas virales.     

Protocolo A: 

Las células Vero (ATCC CCL-81) se cultivaron en medio DMEM (Welgene) 

complementado con suero fetal bovino al 10% v/v (Gibco) y solución de antibiótico-

antimicótico 1X (Gibco) a 37 °C y una atmósfera de aire con 5% CO2. Para el 

ensayo se sembraron 1,2x104 células en placas μClear negras de 384 pocillos 
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(Greiner Bio-One) 24 h antes del experimento. Para la curva dosis-respuesta de 

cada compuesto y controles se generaron diez puntos con concentraciones entre 

0,1-50 μM. Como compuestos de referencia se utilizaron: Cloroquina (#C6628, 

Sigma), Remdesivir (#HY-104077, Med Chem Express) y Lopinavir (#S1380, Selleck 

Chem). También se incluyeron cuatro polipéptidos (P1, P2, P3 y P4) con actividad 

neutralizante sobre Spike (su diseño y producción se describe en (169)) a modo de 

control, para los cuales se generaron diez puntos con concentraciones entre 0,1-50 

μM para P1, P2 y P3 y entre 0,02-10 μM para P4. A cada pocillo conteniendo células 

se agregó de manera secuencial cada compuesto o fármaco de 

referencia/polipéptido a una concentración dada y el virus SARS-CoV-2 

(βCoV/KOR/KCDC03/2020; MOI=0,0125). Como control positivo, se agregó 

solamente DMSO al 0,5% v/v y como control negativo virus con DMSO al 0,5% v/v. 

Todas las condiciones fueron testeadas por duplicado. Luego de ello las placas se 

incubaron durante 24 h a 37 °C y una atmósfera de aire con 5% CO2. Culminado 

este tiempo las células se fijaron con PFA al 4% v/v (#50980495, Electron 

Microscopy Sciences) y se sometieron a ensayo de inmunofluorescencia. Para ello 

se utilizó un anticuerpo dirigido contra la proteína de nucleocápside (N) del SARS-

CoV-2 (Sino Biological Inc.) y un anticuerpo secundario anti-conejo IgG (H+L) de 

cabra Alexa Fluor 488 (Molecular Probes). El núcleo celular se tiñó con Hoechst 

33342 (#H3570, Molecular Probes). Se utilizó un equipo Operetta CLS 

(PerkinElmer) para tomar las imágenes de microscopía de fluorescencia y se 

cuantificó el número de células y la tasa de infección usando el software 

ColumbusTM (PerkinElmer). La actividad antiviral se normalizó utilizando los 

correspondientes controles (células infectadas y tratadas con vehículo: 100% 

infección, y células tratadas con vehículo, pero no infectadas: 0% infección). Los 

valores de IC50 y CC50 se calcularon a partir del ajuste de datos a las ecuaciones 

sigmoideas usando el software XLfit (Versión 5.5) o GraphPad Prism (Versión 6.0).  

Protocolo B: 

Se realizó el mismo procedimiento descripto en el Protocolo A con la única 

diferencia que el compuesto, fármaco de referencia o polipéptido fue pre-incubado 

con SARS-CoV-2 durante 1h a 37°C, luego de lo cual esta mezcla se añadió a las 

células.  
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3.6. Tratamiento de datos 

La calidad de cada ensayo fue controlada por el factor Z´ y el porcentaje del 

coeficiente de variación (%CV). El factor Z´ se define como Z’ = 1 – [3 (σp + σ n) / 

|μp - μn|] (siendo μ y σ la media y la desviación estándar, respectivamente, del 

control positivo, p, y el control negativo, n). El ensayo se considera aceptable si Z ≥ 

0.5 (170) .       

Para realizar gráficos y para el cálculo de promedios, desviaciones estándar, 

coeficiente de variación y demás operaciones se utilizó el GraphPad Prism (Versión 

6.0).

Figura 3.4. Esquema del ensayo antiviral. 

MOI=0,0125 

Hoechst 33342 (ADH) 

α-N SARS-CoV-2 (Alexa 488)  1,2x10
4
 cél/pocillo 0,1-50 μM 
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Este capítulo abordará inicialmente la presentación y análisis de los resultados 

generales obtenidos en cada ensayo. Posteriormente, se procederá a discutir con 

mayor profundidad los resultados más relevantes agrupados por familia química 

para facilitar el análisis de REA.  

Como se mencionó en el capítulo anterior, la actividad antiviral de varios de los 

compuestos estudiados en este proyecto fue determinada como parte de la 

campaña de identificación de inhibidores de las proteasas de SARS-CoV-2. Por lo 

tanto, con el propósito de enriquecer la discusión de los resultados, cuando se 

considere pertinente, se incorporarán a la misma datos de actividad antiviral de 

compuestos relacionados a hits de Spike/ACE2 que, sin embargo, no fueron activos 

contra estos blancos moleculares.  

4.1. Selección in silico de candidatos 

 

Al inicio de este proyecto, las quimiotecas nacionales que teníamos a disposición se 

componían de un total de 2244 moléculas. Realizar el cribado experimental de ese 

número de compuestos hubiese resultado inviable desde el punto de vista técnico y 

económico. Técnicamente, no disponemos a nivel nacional de sistemas 

automatizados que faciliten la manipulación a pequeña escala y con alto rendimiento 

de un gran número de muestras. Económicamente, el costo de realizar dichos 

ensayos con kits comerciales habría sido significativo, estimándose en   

aproximadamente 37.125 a 43.875 US$, dependiendo de la marca de los kits que 

hemos empleado, considerando el análisis de solo una réplica experimental y los 

controles sugeridos por las empresas.   

De alguna forma, esta situación nos obligó a aplicar criterios de selección de un 

número acotado de moléculas de interés que serían luego evaluadas 

experimentalmente. Las opciones que se nos presentaban eran las siguientes: 1) 

preparar una quimioteca basada en blanco molecular (target-focused library) 

mediante una selección racional de moléculas nutrida por datos empíricos (y 

publicados) de análogos con potencial para inhibir la interacción Spike/ACE2, 2) 

preparar una quimioteca compuesta por “chasis” (scaffolds) químicos 

representativos de la diversidad química presente en las quimiotecas sin tener en 
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cuenta si los mismos guardaban o no relación estructural con moléculas con 

capacidad de inhibir a Spike/ACE2, y 3) preparar una colección aleatoria de 

compuestos. Las primeras dos aproximaciones tienen un componente racional, no 

así la tercera de ellas.  

Si bien la segunda estrategia nos hubiese permitido explorar un espacio químico 

más amplio y potencialmente novedoso, estimamos que la chance de encontrar hits 

se vería comprometida. En contraposición, las posibilidades de encontrar hits serían 

mayores si se aplicara la primera aproximación, ya que en esta la búsqueda se 

nutre de información prexistente sobre la actividad de moléculas análogas. Por otro 

lado, si esta estrategia no diera lugar a la identificación de hits en nuestra 

quimioteca, la información obtenida aún sería valiosa ya que permitiría contrastar 

nuestros resultados con los de otros grupos de investigación. De hecho, las 

quimiotecas basadas en blanco molecular son generadas bajo la premisa que 

permiten cribar un menor número de compuestos para identificar hits y los grupos 

de estos últimos exhiben REA bien discernibles que facilitan los estudios posteriores 

de caracterización y optimización (171). Teniendo en cuenta todo esto, es que se 

optó por aplicar la estrategia empírica de selección de compuestos para el armado 

de la quimioteca de cribado.  

Con ese fin, en primer lugar, se realizó una búsqueda bibliográfica exhaustiva de 

trabajos que reportaran la identidad de moléculas pequeñas capaces, o con el 

potencial de, inhibir la interacción Spike/ACE2. El sesgo hacia moléculas de bajo 

PM estuvo justificado por dos razones: por un lado, para incrementar la posibilidad 

de identificar moléculas con características tipo-fármaco, y por otro lado porque 

nuestras quimiotecas están conformadas por compuestos de síntesis orgánica y de 

bajo peso molecular. Varios de estos compuestos fueron diseñados para actuar 

sobre blancos moleculares convencionales y no PPIs. Las mismas contenían 

algunos pocos péptidos o péptidomiméticos.   

Hasta marzo-abril de 2021, se habían identificado 116 moléculas con potencial de 

inhibir la interacción Spike/ACE2. La mayoría de estas moléculas fueron propuestas 

como tales a partir de estudios in silico. Únicamente 24 de ellas habían sido 

evaluadas in vitro, de las cuales 17 fueron probadas contra la proteína Spike del 

SARS-CoV-2 (Wuhan-Hu-1), mientras que las restantes 7 fueron testeadas contra la 
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Spike del SARS-CoV, el cual, como se mencionó previamente, comparte un 76% de 

identidad de secuencia con el primero.  

Se comenzó con una exploración visual (método manual) en la base de datos de 

nuestras quimiotecas en búsqueda de análogos estructurales de las moléculas 

identificadas en la literatura, seleccionando de esta manera 63 moléculas. Esta 

búsqueda se complementó con el uso del software Chemfinder (método 

computacional). Utilizando la búsqueda de candidatos por subestructura, se 

evidenció la recurrente presencia del templado estructural en una significativa 

cantidad de los compuestos. Por ejemplo, en la literatura se reportaba al 

cinamaldehído y geraniol como potenciales inhibidores de la interacción 

Spike/ACE2, al tratarse de moléculas pequeñas, su estructura fue identificada como 

subestructuras de varios de los compuestos (43 y 67, respectivamente). Como 

consecuencia, se obtuvo un extenso conjunto de moléculas identificadas mediante 

este enfoque de búsqueda, 111 moléculas, dos de ellas en común con la búsqueda 

manual. En total fueron identificadas 172 moléculas de las quimiotecas nacionales, 

muchas de ellas pertenecientes a la misma familia química. 

Además, las estructuras tanto de los compuestos de nuestras quimiotecas como de 

aquellos identificados en la literatura como posibles inhibidores in vitro de la 

interacción Spike/ACE2 fueron proporcionadas al Laboratorio de Investigación y 

Desarrollo de Bioactivos de la UNLP. Empleando fingerprint farmacofóricos de la 

clase funcional, este grupo de química computacional logró identificar 4 compuestos 

análogos a las moléculas reportadas.  

A partir de estas búsquedas, se procedió a seleccionar las moléculas identificadas, y 

se añadieron análogos estructurales pertenecientes a la misma familia química para 

su posterior evaluación experimental. Este proceso condujo a la elección de 209 

compuestos pertenecientes a diversas familias químicas (Figura 4.1). 
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Figura 4.1. Se muestran los scaffolds representativos de las familias de compuestos probados en el primer 
cribado. 1 y 2: Benzoisotiazolonas y precursores 3: Aminotiazoles y derivados 4 y 5: Arilidenonas 6 
Hidrazinotiazoles y precursores 7: Derivados del ácido cinámico 8, 9 y 10: Bis-heterociclos y precursores 11: 
Carboranos 12: Furoxanos y Benzofuroxanos 13: Benzoimidazoles 14 y 15: Nitrofuranos 16: Alcaloides 17: 
Glucósidos y precursores 18 y 20: Péptidos y cliclopéptidos 19: Quinolinas 21: Selenocarbazonas 22: 
Benzodiazinas 23: Quinonas 24: Chalconas 25: Pirazoles 26: Cumarinas 
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Por lo general, los inhibidores de PPIs se caracterizan por ser moléculas 

voluminosas, complejas, rígidas, con elevados pesos moleculares y grupos 

hidrofóbicos (172). Durante el proceso de cribado, los resultados señalaron que la 

mayoría de los compuestos con actividad inhibitoria exhibían varias de estas 

características. Con base en esta información, se procedió a la selección de nuevos 

compuestos de la quimioteca que compartieran características similares para su 

posterior evaluación. 

También se consideraron las características de la interacción Spike/ACE2. Como se 

mencionó en la introducción, en la interfaz de estas proteínas hay varios sitios 

drogables, algunos de naturaleza hidrofílica o moderadamente hidrofílica, que son 

propicios para la unión de compuestos con residuos polares. Además, la Spike 

presenta una hendidura hidrofóbica la cual es un hot spot para compuestos que 

contienen anillos aromáticos (173). 

Así mismo, a medida que se actualizaba la bibliografía, se fueron incorporando 

nuevos compuestos. Por ejemplo, aunque se sabía que el RBD presentaba 4 

enlaces disulfuro, su función y estabilidad eran desconocidos. En un trabajo 

publicado en 2022 se indica que dos de estos enlaces disulfuros, C379-C432 y 

C391-C525, son semiestables y susceptibles a la reducción, la cual desencadena 

cambios conformacionales importantes en la proteína que impiden su unión a ACE2 

(174). Si bien estas cisteínas no están involucradas en la interacción con el receptor, 

actúan como un sitio alostérico y desestabilizar alguno de estos enlaces resulta en 

una buena estrategia para modular dicha interacción. Basándonos en esta 

publicación incorporamos compuestos con tioles libres. 

En base a esto, posteriormente, y con la intención de identificar inhibidores más 

potentes y realizar análisis de REA, también se ensayaron 57 moléculas análogas a 

los compuestos identificados como activos en la primera ronda de tamizaje. 

En resumen, se seleccionaron y evaluaron contra Spike/ACE2 un total de 266 

compuestos, cuyas estructuras se detallan en la Tabla A2 en Anexos junto con sus 

respectivos resultados.  

Para su análisis los compuestos se agruparon según su diversidad química en 21 

familias químicas como se muestra en la Figura 4.2.  
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Figura 4.2. Gráfico de Torta que muestra el número de compuestos evaluados clasificados por familia química. 
En total, se ensayaron 266 compuestos, pertenecientes a 21 familias químicas. De estos, 209 compuestos de 21 
familias químicas fueron estudiados en la primera campaña de cribado (círculos azules), mientras que 57 
compuestos de 13 familias químicas fueron analizados en la segunda campaña de cribado (círculos verdes). 
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4.2 Cribado experimental en busca de actividad inhibitoria contra Spike/ACE2 

4.2.1 Actividad Inhibitoria de la interacción Spike/ACE2 evaluada por ELISA 

Para el cribado primario de los compuestos candidatos se empleó un kit comercial 

de ELISA de la empresa EpigenTek (EG) que permitió detectar la interacción Spike-

ACE2. Este ensayo emplea la subunidad S1 completa de unión al receptor de la 

proteína Spike de SARS-CoV-2. Como se mencionó anteriormente (sección 1.5.1), 

esta subunidad consta de un total de 671 aas que abarcan al RBD (aas 319 a 541), y 

las secuencias que lo flanquean: dominio N-terminal (aas 14 a 305), región 

intermedia I (región entre S1 y S2) y motivo de corte de las subunidades 1 y 2 (aas 

545 a 685). Si bien el RBD se destaca por su rol en la interacción con ACE2, las 

regiones lindantes tendrían funciones complementarias de estabilización a través de 

múltiples interacciones intra- o inter-subunidad así como en la dinámica 

conformacional de la proteína. Por lo tanto, consideramos a dichas regiones como 

spots alostéricos de interés para la identificación de ligandos desestabilizadores. 

De manera complementaria, se decidió emplear un segundo kit de ELISA de la 

empresa Adipogen (AG) que, a diferencia del anterior, se compone del dominio RBD 

de la Spike. Por lo tanto, un “contra-cribado” con este ensayo podría identificar 

compuestos dirigidos específicamente contra este dominio de la proteína viral. Vale 

la pena destacar que, de acuerdo con lo indicado por los proveedores, la subunidad 

1 y el RBD de la proteína Spike de cada kit pertenecen a la cepa Wuhan-Hu-1 de 

SARS-CoV-2 y fueron producidas de manera recombinante en células de mamífero. 

Como se discutirá más adelante, el kit de EG presentó ciertos problemas de 

reproducibilidad por lo que el empleo del ensayo de AG serviría en parte para 

complementar algunos de los resultados obtenidos con el primero.  

A modo de recuerdo se consideran hits aquellos compuestos con actividad 

inhibitoria > 50% a las concentraciones empleadas en cada ensayo: 100 y 50 μM 

contra S1 y ACE2 respectivamente, en el ensayo de EG, y 20 μM contra RBD y 

ACE2 en el ensayo de AG. 
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Figura 4.3. Compuestos inhibidores de la interacción S1/ACE2 en el ensayo de ELISA con el kit comercial de 
EpigenTek. Los compuestos se agrupan y colorean de acuerdo a la familia química a la que pertenezcan.
Aquellos compuestos que se evaluaron a una concentración < 100 μM por su baja solubilidad se indican con un 
*. A excepción del compuesto 47, el cual fue evaluado a 5 μM, los demás compuestos con * fueron evaluados a 
50 μM. 

Cribado con Kit comercial de EpigenTek (EG) 
 

Con el kit de ELISA de EG se evaluaron un total de 209 compuestos 

correspondientes a 20 familias y un subgrupo de varios singletes. Cuarenta y cuatro 

de estos presentaron un porcentaje de inhibición mayor al 50% a 100 o 50 μM. 

Estos hits pertenecen a 17 familias diferentes, lo cual remarca una gran diversidad 

química para los compuestos activos (Figura 4.3.).  

 

La tasa de identificación de hits para esta primera ronda de cribado fue del 20,2 %, 

un porcentaje considerable y aparentemente alto en comparación a los que 

normalmente se obtienen en campañas de cribado convencionales, y 

particularmente para aquellas que tienen por blanco molecular a las PPIs. Por 

ejemplo, en la bibliografía para ensayos de high-throughput screening dirigidos 

contra PPIs que emplean quimiotecas de miles de compuestos, se reportan tasas de 

éxito mucho más bajas, entre 0,6-4% y aún más bajas (0,02-0,7%) luego de la 

confirmación por otra/s metodología/s.  

Sin embargo, la tasa de positividad obtenida en nuestra campaña no debería 

sorprender si tenemos en cuenta que los compuestos que hemos tamizado fueron 

seleccionados por su similitud con moléculas inhibidoras de Spike/ACE2 o bien 

predichas in silico como tales. En general, los cribados realizados sobre quimiotecas 

basadas en blanco molecular (target-focused) presentan tasas de identificación de 

hits significativamente superiores a las obtenidas sobre quimiotecas aleatorias 

(171).  Por ejemplo, y salvando las diferencias de blancos moleculares, pero 

habiendo aplicado una estrategia similar a la aquí descripta (target-focused library), 
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Figura 4.4. Se grafican las réplicas del control interno de inhibición de la interacción Spike/ACE2 (Ac. α-ACE2) de los 
ensayos de ELISA realizados con el kit comercial de EpigenTek. Se puede ver gran variabilidad interensayo.  
 

nuestra campaña de cribado sobre la Mpro de SARS-CoV-2 tuvo una tasa de hit 

similar, 29% (175) a la obtenida contra Spike/ACE2 en esta primera ronda de 

cribado.  

 

Si bien los ensayos realizados con este kit cumplieron uno de los criterios de 

validación, ej. valor del factor Z´ ≥ 0.5 (Tratamiento de datos, ver explicación de este 

parámetro), para el 52% de las réplicas de muestras se observó una variabilidad 

considerable intraensayo, mientras que, para el control interno de inhibición, 

observamos una gran variabilidad interensayo (Figura 4.4.).  Esto en parte nos llevó 

a considerar la realización de ensayos complementarios con kit de otro proveedor. 
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Figura 4.5. Compuestos inhibidores de la interacción RBD/ACE2 en el ensayo de ELISA con el kit comercial de 
Adipogen. Los compuestos se agrupan y colorean de acuerdo a la familia química a la que pertenezcan. Todos 
los compuestos fueron evaluados a 20 μM, excepto por el 53 (*), que fue ensayado a 10 μM por su baja 
solubilidad.  

 

Cribado con Kit comercial de Adipogen (AG) 

Con este kit se evaluó un total de 131 compuestos, de los cuales 57 eran nuevas 

moléculas, siendo análogos a los compuestos ensayados en el primer cribado (2° 

campaña de cribado) y 74 a compuestos previamente evaluados con el kit de EG 

donde 41 de ellos habían calificado como hits. En esta segunda ronda de cribado se 

identificó un total de 12 compuestos hits pertenecientes a 7 familias químicas 

distintas (Gráfico 4.5.).  

Por lo tanto, la tasa total de hit obtenida empleando el kit AG fue del 9 % (12 hits de 

131 compuestos), siendo de 8.7% la tasa de hit para los nuevos compuestos 

probados (5 hits de 57 compuestos) y 9.5% la tasa de hit para los compuestos que 

ya habían sido probados con el kit de EG (7 hits de 74 compuestos).  Únicamente 5 

(52, 53, 82, 171, 263) de los 41 compuestos que habían sido identificados como 

activos con el kit de EG resultaron hits con el kit de AG (12%). A continuación, se 

comparan ambos métodos y se discuten algunas variables que explican estas 

diferencias. 
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Diferencias en los resultados de los cribados realizados con los kits de EG y 

AG 

Ambos kits de ELISA empleados en los cribados comparten un mismo sistema de 

detección de la interacción Spike/ACE2 basada en la reacción colorimétrica 

catalizada por la HRP conjugada a diferentes polipéptidos (anticuerpo o 

estreptavidina). Sin embargo, aspectos diferenciales asociados a la naturaleza y 

preparación (sistemas de expresión, masa en microplaca) de algunos de sus 

componentes, y/o a los protocolos de ensayo (ver resumen en Tabla 4.1) nos 

impiden realizar comparaciones directas de los resultados obtenidos por ambos 

ensayos.  

Por ejemplo, para el kit de EG, la S1 de la proteína Spike viene pre-adsorbida a la 

microplaca, en cambio el kit de AG provee el RBD de la Spike liofilizado, el cual hay 

que reconstituir y adsorber. 

Con respecto a ACE2 humana y a HRP, el kit de EG proporciona estas proteínas en 

solución concentrada, a diferencia del kit de AG que las brinda liofilizadas. Además, 

el primer kit utiliza un anticuerpo α-His-tag conjugado a HRP que reconoce la cola 

de histidina fusionada a ACE2, mientras que, en el kit de AG, HRP está conjugada a 

estreptavidina, la cual se une a ACE2 biotinilada.  

Una distinción fundamental en los procedimientos de los ensayos es el proceso de 

interacción entre los compuestos y ACE2 y, según el kit, la subunidad S1 o el RBD 

de la Spike. En el kit de AG, los compuestos se ponen en contacto inicialmente con 

ACE2 durante una pre-incubación de 60 minutos. Posteriormente, esta solución del 

compuesto más ACE2 es incorporada al pocillo que contiene el RBD adsorbido y se 

incuba durante unos 60 minutos adicionales. En contraste, en el kit de EG, se pre-

incuba en el pocillo el compuesto con la subunidad S1 durante 15 minutos. Luego, 

se añade ACE2 al mismo seguido de una incubación adicional de 45 minutos. Por lo 

tanto, en el primer caso se favorece la interacción del compuesto con ACE2, no solo 

porque interactúa únicamente con esta proteína sino también por el tiempo de pre-

incubación (1h). Para el kit de EG, en cambio, se favorece la interacción con la 

subunidad S1 de la Spike aunque el tiempo de incubación es menor (15 min). 
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Desafortunadamente, no disponemos de información sobre las molaridades de los 

componentes del kit de EG, pero seguramente sean diferentes a los del kit de AG ya 

que provienen de empresas distintas. Esto nos impide estimar el exceso en el cual 

se encontraban los compuestos con respecto a los blancos moleculares para el kit 

de EG, para así realizar comparaciones con el kit de AG, en el cual se adsorben 17 

nM de RBD a la placa y luego se agrega ACE2 a 2 nM. 

Un aspecto cuantitativo importante, es que el protocolo del kit de AG especificaba 

que la concentración de DMSO, utilizado como solvente de los compuestos, no 

podía exceder el 0,1% v/v. Esto nos obligó a reducir cinco veces la concentración a 

la cual incubamos los compuestos con Spike, respecto a la empleada en el ELISA 

de EG (100 μM). Estas diferencias en concentración final de compuesto entre un kit 

y otro también se mantienen en gran medida en la incubación que involucra a la 

ACE2 (ej. 50 μM compuesto para el kit de EG y 20 μM compuesto para el kit de AG).  

 

 

 

En la figura 4.6. se grafica el porcentaje de inhibición de la interacción Spike/ACE2 

obtenido para los 41 compuestos que habían presentado actividad inhibitoria en el 

ELISA de EG y que fueron evaluados nuevamente con el ELISA de AG. Los 

porcentajes de inhibición son mucho más altos con el ensayo de EG; algunos 

compuestos presentan una actividad inhibitoria cercana al 100%, mientras que, en 

el ensayo de AG, solo dos compuestos superan el 60% de inhibición. 

 

 

 

Pre-incubación con S1 o RBD (Spike) 
Conc. del compuesto / Tiempo de 

incubación 

Incubación con Spike/ACE2 
Conc. del compuesto / Tiempo de 

incubación 

EpigenTek 100 µM en 0,5% v/v DMSO / 15 min 50 µM en 0,25% v/v DMSO / 45 min 

Adipogen 20 µM en 0,1% v/v DMSO / 1 h 20 µM en 0,1% v/v DMSO / 1 h 

   

   
Tabla 4.1. Tabla comparativa de las concentraciones y tiempos de incubación de los compuestos con las 
proteínas de ambos ELISAs. 
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Figura 4.6. Comparación del porcentaje de inhibición obtenido con el kit de EG (barra izquierda) y con el kit de 
AG (barra derecha) para los 41 compuestos que resultaron hits en el ELISA de EG. 

Salvando las diferencias entre ambos kits/protocolos descritos arriba, y asumiendo 

que la cantidad de Spike (S1 o RBD) absorbida a la microplaca es similar entre 

ambos kits, es probable que la mayor actividad inhibitoria obtenida con el kit de EG 

se deba a la mayor relación compuesto/Spike de este último ensayo respecto del de 

AG. A esto puede sumarse que, a diferencia del kit de AG (el cual contiene al RBD 

de Spike), el kit de EG emplea a la subunidad S1 de Spike (485 aas), la cual, 

además del RBD (222 aas), proporciona otros potenciales sitios de unión para los 

compuestos como ser el extremo N-terminal y la región intermedia I (región entre S1 

y S2) de esta proteína. Ambos subdominios de la Spike no cuentan con 

aminoácidos implicados directamente en la interacción con ACE2, pero poseen un 

rol alostérico al modular los cambios conformacionales necesarios para que esta 

interacción ocurra (ver sección 1.5.1). Por lo tanto, es razonable especular que los 

hits identificados con el kit de EG podrían estar afectando la unión Spike/ACE2 

mediante mecanismos directos e indirectos. Esto también nos conduce a proponer 

que este pudiera ser otro de los factores que contribuyó a la mayor tasa de hits y a 

los valores de inhibición más altos observados en la primera ronda de cribado con el 

kit de EG en comparación con el kit de AG. Un aspecto crucial que también puede 

explicar la variabilidad entre ambos ensayos es el blanco molecular, ya sea Spike o 

ACE2, del compuesto evaluado. Por ejemplo, si la diana molecular de cierto 

compuesto fuera Spike, el kit de EG favorecería la interacción con esta proteína 

debido a la pre-incubación de ambos. En cambio, con el kit de AG se facilitaría la 

interacción con ACE2 ya que antes de entrar en contacto con el RBD, el compuesto 

es pre-incubado con la primera. Esto resalta la importancia de considerar 

cuidadosamente el diseño experimental y los protocolos de ensayo al interpretar los 

resultados. 
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4.2.2 Evaluación de la inhibición de la interacción RBD/ACE2 mediante ensayo 
celular 

Con el fin de avanzar en la caracterización de los potenciales hits identificados en la 

campaña de cribado, una selección de ellos fue estudiada en un ensayo basado en 

células HEK293 que sobreexpresan ACE2 humana en su superficie y son expuestas 

a la forma recombinante de un RBD etiquetado con un strep-tag (péptido de biotina), 

el cual se detecta con estreptavidina (Strep-Tactin) conjugada a un fluoróforo 

(Ensayo celular, Figura 3.3.). Para evitar una rápida internalización del complejo 

RBD/ACE2, lo cual comprometería la detección de la interacción, este paso de 

incubación se realiza en frío (4°C aprox.) y por poco tiempo (1 h). En comparación a 

los ensayos bioquímicos empleados durante el cribado, el componente biológico de 

este ensayo, marcado por la eventual interacción de los compuestos con la célula 

(ej. absorción, metabolización, interacción con otros blancos moleculares), ofrece un 

entorno más fisiológico para explorar el potencial de los hits. Desde el punto de vista 

farmacológico, una de las propiedades deseables para un fármaco dirigido a impedir 

la invasión de SARS-CoV-2 a la célula mediante el bloqueo de la interacción 

Spike/ACE2 es que éste posea una permeabilidad reducida. Esto permitiría que el 

equilibrio de concentración entre el compartimento intra- y extra-celular esté 

desplazado hacia este último espacio y, por lo tanto, que el compuesto tenga 

mayores chances de encuentros moleculares con su diana. Generalmente, los 

compuestos voluminosos con grupos funcionales polares o cargados suelen tener 

más dificultades para atravesar membranas biológicas, mientras que moléculas de 

bajo PM y lipofílicas penetran membranas con mayor facilidad.  

Estos estudios en células fueron realizados para un total de 30 compuestos que 

mostraron actividad, por ambos kits de ELISA, lo cual sugeriría un blanco molecular 

compartido (RBD o ACE2), así como algunos que mostraron actividad en solo uno 

de los ensayos de ELISA. Se seleccionaron compuestos representativos de diversas 

familias químicas, incluyendo benzotiazolonas, aminotiazoles, bis-heterociclos, 

quinonas y cumarinas, muchos de los cuales mostraron actividad en el ELISA de 

EG, pero no en el de AG. 

En primer lugar, se analizaron diferentes concentraciones iniciales de RBD (0,25 a 1 

ng/μL) para estimar la sensibilidad y funcionalidad del sistema reportero. Los 

resultados mostraron una clara correlación positiva entre intensidad de señal y 
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Figura 4.7. Ensayo celular con RBD y células HEK293 que sobreexpresan ACE2 en su superficie por citometría 
de flujo. Se grafican el número de eventos (Count) sobre la intensidad media de fluorescencia (FL4-A). Se 
pueden observar los histogramas para las diferentes concentraciones de RBD evaluadas. El histograma azul 
corresponde a las células incubadas con estreptactina sin RBD, el cual define a la población de células no 
unidas al RBD. 

concentración de ligando (RBD, Figura 4.7). En función de estos resultados se optó 

por seleccionar la concentración de 1 ng/μL equivalente a 34.4 nM, dado que, a esta 

concentración inicial de RBD, la señal de intensidad media de fluorescencia no se 

superpone con la señal del control de unión inespecífico de la estreptactina con las 

células.  

 

 

 

 

 

 

Los compuestos fueron evaluados a una concentración fija determinada por su 

solubilidad en 0,5 a 1% v/v de DMSO con valores que fueron de 5-100 μM. El primer 

paso consistió en incubar los compuestos durante 1h a 37°C con el RBD a 3,44 nM 

(dilución del RBD 1/10). Luego esta mezcla se agregó a las células que expresan 

ACE2 y la incubación se extendió por 1 hora en frío (0°C). Bajo estas condiciones 

de ensayo, los compuestos se encontraban en un exceso molar respecto de su 

potencial blanco molecular viral. No fue posible estimar la relación compuesto/ACE2 

dado que no se conoce la concentración de ACE2 expresada por las células. No 

obstante, teniendo en cuenta los ensayos de titulación realizados con RBD (Figura 

4.7) puede inferirse que la misma es ≥ 17.2 nM y que por lo tanto los compuestos 

también estarían en un exceso molar respecto al receptor celular.   

De los 30 compuestos evaluados, solo 4 fueron capaces de inhibir la interacción 

RBD/ACE2 en más de un 50% (Figura 4.8). De los cinco compuestos previamente 

identificados como activos en ambos ELISA, dos de ellos (compuestos 52 y 53) 

presentaron una actividad inhibitoria > 50% en este ensayo celular. Los compuestos 
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Figura 4.8. Ensayo celular para evaluar la interacción RBD/ACE2. 30 compuestos identificados como hits con el 
ELISA de EG (I), de AG (II), o ambos (I/II). Se agrupan y colorean por familia química a la que pertenecen. Los 
compuestos fueron evaluados a 100 μM, 50 μM (*) o 5 μM (compuesto 47). Solo 4 de los compuestos 
presentaron actividad inhibitoria > 50%.  

82 y 171 exhibieron porcentajes de inhibición entre 40-50%, mientras que el 

compuesto 263 mostró una actividad inhibitoria muy baja (14.4%) en estas 

condiciones. Por otro lado, de los 27 compuestos identificados como hits en el 

ELISA de EG, además de los compuestos 52 y 53, solo los compuestos 116 y 183, 

presentaron porcentajes de inhibición superiores al 50%.  

En cuanto a los 12 compuestos activos identificados con el kit de AG, 7 fueron 

evaluados en este ensayo. Como se mencionó anteriormente, los compuestos 52 y 

53 inhibieron la interacción en más de un 50% mientras que 2 de ellos (82 y 171) 

mostraron porcentajes de inhibición entre 40-50%.  

En base a esta información la tasa de hits de este ensayo para los compuestos 

identificados como activos por el kit de EG, de AG o ambos es del 14.8% (4 de 27), 

28.6% (2 de 7) y 40% (2 de 5), respectivamente.  

 

 

En su conjunto, estos resultados fueron considerados promisorios teniendo en 

cuenta la complejidad del ensayo ya que permitió confirmar la actividad inhibitoria de 

varias moléculas candidatas. 
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4.3 Determinación de la citotoxicidad de los hits  

 

Para continuar con la caracterización de los compuestos que presentaron actividad 

en los ensayos de ELISA, se evaluó su citotoxicidad sobre tipos celulares derivados 

de tejidos humanos que son blanco de infección por el virus: epitelio pulmonar (línea 

celular A549) y enterocitos (línea celular HT-29). Además de la información que este 

análisis brindaría sobre cierta actividad off-target e indeseada de los hits sobre las 

células huésped, su ejecución era considerada de relevancia para determinar cuáles 

de ellos estarían en condiciones de ser sometidos a estudios de actividad antiviral 

por nuestros colegas del Institut Pasteur Korea.   

Los ensayos de citotoxicidad se realizaron empleando el reactivo WST-1, una sal de 

formazán estabilizada. Este compuesto es metabolizado por las células en un 

proceso de biorreducción catalizado por deshidrogenasas (principalmente 

mitocondriales) y reductasas. Por lo tanto, el desarrollo de color es proporcional al 

número y viabilidad celular. Para cada ensayo, todos los pocillos de las placas de 

cultivo fueron inspeccionados al microscopio antes de agregar el WST-1 con el fin 

de observar la citomorfología y posible insolubilidad de algunos compuestos para 

luego correlacionar estas observaciones con el resultado de viabilidad. Los hits 

fueron ensayados a una concentración inicial de 100 µM o, en el caso que a ésta se 

detectara la presencia de cristales, de 50 µM. 

Para aquellos compuestos que a esta última concentración redujeran la viabilidad 

celular más de un 50%, se realizó una curva concentración-respuesta para 

determinar su CC50.  
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4.3.1 Evaluación de la citotoxicidad de los compuestos sobre células A549 

Se evaluaron 26 compuestos en esta línea celular, de los cuales solamente 3 

presentaron una CC50 menor a 100 µM. Estos fueron el 113, 171 y 179. 

 
 

 

 

El compuesto 113, un carborano, presentó una CC50 de 60 µM. Por su parte, el 

compuesto 171, conocido como vocamina, es un alcaloide bis-indólico extraído de la 

planta Peschiera fuchsiaefolia, con un CC50 de 27,2 µM.  Por último, el compuesto 

179, un bimano que representa un precursor común a varios de los glucósidos 

estudiados también resultó citotóxico, CC50 de 38,8 µM. Los demás integrantes de 

esta familia, compuestos más grandes y complejos, cuyos tioles están oxidados, no 

presentaron citotoxicidad, aunque algunos de ellos tuvieron que ser evaluados a 50 

µM ya que se observaron cristales amorfos al microscopio al estar disueltos a una 

concentración de 100 µM en medio de cultivo completo con 0,5% v/v DMSO. Cabe 

mencionar que lamentablemente no pudimos continuar con la caracterización de 

esta familia de compuestos debido a la falta de disponibilidad de material sólido por 

parte del laboratorio proveedor 2. 

 
2 La línea de investigación asociada a estos compuestos había sido discontinuada por el laboratorio 

de origen al momento de solicitar la reposición de los mismos.  

 

Figura 4.9. Citotoxicidad contra células A549 de selección de compuestos hits. Los compuestos fueron 
ensayados a una concentración de 100 µM, excepto por el 181 y 183 (*) que fueron evaluados a 50 µM debido a 
su insolubilidad a 100 µM. 
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Figura 4.11. Citotoxicidad contra células HT-29 de selección de compuestos hits. Los compuestos fueron 
ensayados a una concentración de 100 µM. 

 

 

 
4.2.2 Evaluación de la citotoxicidad de los compuestos sobre células HT-29 

Se evaluaron un total de 19 hits contra enterocitos humanos. A excepción del 171, 

que también resulto citotóxico contra estas células, ninguno de los demás mostró 

citotoxicidad a 100 µM.  

 

 
 
 
 
 
 

Figura 4.10. Se muestra la estructura de los compuestos 113, 171 y 179, los cuales presentaron CC50 < 100 µM. 
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4.3 Actividad antiviral y citotoxicidad sobre células Vero  

El ensayo de actividad antiviral fue realizado por personal de la Screening Discovey 

Platform del Institut Pasteur Korea. Este ensayo emplea SARS-CoV-2 (Wuhan-Hu-

1) y células de epitelio renal de mono verde las cuales son permisivas a la infección 

por este virus ya que expresan ACE2 en su membrana celular. Además, las mismas 

son deficientes en INF I y II, requeridos para la respuesta antiviral celular, lo que las 

hace más susceptibles a la infección y replicación del virus 

(https://www.atcc.org/products/ccl-81).  

Los compuestos de interés fueron evaluados bajo dos condiciones metodológicas 

ligeramente diferentes. En la primera de ellas, método A, los compuestos y virus 

infectivos no son pre-incubados sino que son agregados simultáneamente a las 

células. En el método B, los compuestos son incubados con los virus infectivos 

durante 1 hora a 37°C, previo al agregado de esta mezcla a las células (Ensayo 

antiviral). 

El método A es comúnmente usado para el cribado de compuestos químicos que 

interfieran con la replicación viral, independientemente si los mismos actúan sobre 

blancos moleculares del patógeno o la célula huésped (175–177). Estas condiciones 

de ensayo resultan exigentes para la detección de compuestos cuyo modo de 

acción es interferir con la primera etapa del reconocimiento virus/célula ya que 

existe una competencia simultánea entre el compuesto y el receptor celular libre por 

la interacción con la partícula viral. El método B es una adaptación del anterior, 

que, debido al paso inicial de pre-incubación compuesto/virus, favorecería la 

identificación de moléculas con actividad virucida (es decir que dañen directamente 

al virus) y/o inhibidora de la invasión del virus a la célula. Si los compuestos 

interfieren con la unión Spike/ACE2 por interactuar específicamente con la proteína 

viral, esta estrategia de pre-incubación promovería esta interacción por sobre la 

competencia con ACE2 por la unión a Spike. 

Un aspecto común a ambos métodos es que, además de cuantificarse la replicación 

viral, se evalúa el número y viabilidad de las células tratadas e infectadas. Ambas 

mediciones (carga viral y celular) se realizan a las 24 h pos-infección/tratamiento.  
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Como se destacó anteriormente, es sumamente importante determinar si bajo las 

condiciones de infección los compuestos de interés presentan o no actividad 

citotóxica ya que esto permitiría confirmar o descartar, respectivamente, resultados 

falsos positivos (ej. compuestos citotóxicos que destruyen el nicho biológico donde 

replica el virus).  

Se seleccionaron para los estudios de actividad antiviral aquellos compuestos que 

demostraron actividad en más de un ensayo de cribado, así como aquellos 

representativos de familias donde varios integrantes resultaron activos en un solo 

ensayo, como en el caso de las benzisotiazolonas. Se excluyeron aquellos 

compuestos que mostraron citotoxicidad a 50 μM contra las líneas celulares de 

epitelio pulmonar e intestinal humano. Es importante señalar que algunos de los 

compuestos evaluados poseían actividad inhibitoria contra las proteasas Mpro y/o 

PLpro. Por otra parte, se incluyeron como controles polipéptidos con actividad 

neutralizante sobre Spike (169), a los que aquí llamaremos P1, P2, P3 y P4, y 

fármacos con probada actividad anti-SARS-CoV-2 como Remdesivir, Lopinavir y 

Cloroquina.   

 

4.3.1 Actividad antiviral  

En el Experimento 1, se sometieron a evaluación por el método A un total de 14 

compuestos. Los resultados se muestran en la Tabla 4.2. Contrariamente a las 

expectativas iniciales, se observó que la actividad antiviral de la gran mayoría de los 

compuestos identificados como activos en los estudios preliminares fue nula o 

marginal. 
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Tabla 4.2. Tabla de actividad antiviral, citotoxicidad, selectividad y Log P de compuestos hits. El método B 
incluye una pre-incubación (1 h a 37°C) del virus con los compuestos a diferencia del método A.  Para el 
Experimento 1 se partió de compuestos en estado sólido y se prepararon soluciones frescas inmediatamente 
antes de su uso. En el Experimento 2, se realizaron soluciones frescas de aquellos compuestos que no habían 
sido evaluados en el Experimento 1, y para el resto se partió de soluciones madres preparadas con anterioridad 
(Experimento 1). En verde se destacan compuestos con actividad antiviral y en rojo falsos positivos (por 
marcada actividad citotóxica). Los valores de Log P fueron predichos por el servidor SwissADME. 

  Experimento 1 Experimento 2   

 Compuesto 
IC50(uM) / CC50(uM) / 

IS 
Método A 

IC50(uM) / CC50(uM) / 
IS 

Método A 

IC50(uM) / CC50(uM) / 
IS 

Método B 
LogP o/w  

 1 > 50 / > 50 / > 1 > 50 / > 50 / > 1 > 50 / > 50 / > 1 3.18  

 44 > 50 / > 50 / > 1 > 50 / > 50 / > 1 > 50 / > 50 / > 1 1,38  

 49 > 50 / > 50 / > 1 > 50 / > 50 / > 1 > 50 / > 50 / > 1 4,5  

 50 16 / 23,5 / > 1,5 10,3 / 21,6 / 2,1 21 / > 50 / > 2,4 3,7  

 52 > 50 / > 50 / > 1 > 50 / > 50 / > 1 5,6 / > 50 / > 8,9 5,2  

 53 - > 50 / > 50 / > 1 > 50 / > 50 / > 1 4,2  

 70 - > 50 / > 50 / > 1 > 50 / > 50 / > 1 -3.4  

 75 - > 50 / > 50 / > 1 > 50 / > 50 / > 1 -1.5  

 82 > 50 / > 50 / > 1 > 50 / > 50 / > 1 > 50 / > 50 / > 1 6.2  

 96 > 50 / > 50 / > 1 > 50 / > 50 / > 1 > 50 / > 50 / > 1 2.7  

 97 - 37,3 / > 50 / > 1,34 36,9 / > 50 / > 1,4 2,3  

 113 8,4 / 32,9 / 3,9 - - -  

 116 > 50 / > 50 / > 1 11,3 / > 50 / > 4,4 10 / > 50 / > 5 -  

 117 > 50 / > 50 / > 1 > 50 / > 50 / > 1 > 50 / > 50 / > 1 -  

 189 - 30,5 / 31,4 / 1,0 26,4 / 28,3 / 1,1 2.5  

 196 30,1 / 30,6 / 1 30,1 / 40,7 / 1,4 44,5 / >50 / > 1,1 2,3  

 222 28,9 / 30,3 / 1,0 > 50 / > 50 / > 1 > 50 / > 50 / > 1 0,7  

 223 > 50 / > 50 / > 1 > 50 / > 50 / > 1 > 50 / > 50 / > 1 5.2  

 232 - 33,3 / 30,2 / 1 > 50 / > 50 / > 1 2,9  

 263 > 50 / > 50 / > 1 > 50 / > 50 / > 1 > 50 / > 50 / > 1 0,2  

 P1 2,78 / > 50 / > 1 0.70 / > 50 / > 1 0.60 / > 50 / > 1 -  

 P2 15,06 / > 50 / > 1 - - -  

 P3 2,18 / > 50 / > 1 - - -  

 P4 7,82 / > 10 / > 1 6.49 / > 10 / > 1 6.01 / > 10 / > 1 -  

 Cloroquina 17,8 / > 50 / >1 11,8 / > 50 / >1 10,8 / > 50 / > 1 4,2  

 Lopinavir 21,5 / > 50 / > 1 17,7 / > 50 / > 1 27,4 / > 50 / > 1 4.4  

 Remdesivir 7,8 / > 50 / > 1 8,2 / > 50 / > 1 11,8 / > 50 / > 1 1,5  
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Solamente el compuesto 113 mostró buena actividad antiviral y selectividad (Figura 

4.12.), lo cual arroja una tasa de hit antiviral del 7%.  

Tres compuestos, 50, 196 y 222, presentaron una alta actividad citotóxica que 

solapó su actividad antiviral por lo que fueron considerados como falsos positivos 

(Figura 4.13).  Para los compuestos 196 y 222 la actividad antiviral aumentó en el 

momento en que disminuyo la viabilidad celular, a diferencia del compuesto 50 para 

el cual la actividad antiviral (100%) precedió a la actividad citotóxica (48%) a 25 μM. 

Este patrón sugiere que el compuesto 50 tiene un potencial antiviral sustancial. 

Además, la aparición repentina de actividad antiviral sugiere que el compuesto 

podría tener un mecanismo de inhibición rápida y eficaz. Un estudio de REA con 

análogos de este compuesto permitiría racionalizar modificaciones químicas que 

mejoren su actividad antiviral y reduzcan su citotoxicidad.  

Figura 4.13. Actividad antiviral (rombos rojos) y citotoxicidad (círculos verdes) de los compuestos 50, 196 y 222 
en el Experimento 1. Arriba de cada gráfico se muestra la estructura del compuesto. 

 

Figura 4.12. A la izquierda se observa la estructura del compuesto 113. A la derecha se grafica la actividad 
antiviral (rombos rojos) y citotoxicidad (círculos verdes) del compuesto 113 en el Experimento 1. 
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Por el contrario, bajo las mismas condiciones de ensayo, 4 polipéptidos paratópicos, 

P1, P2, P3 y P4, con una alta afinidad por el RBD de Spike (169) lograron reducir 

sustancialmente la carga viral con valores de IC50 en el orden nM y sin efectos 

tóxicos sobre las células (Figura 4.14.).   

 

Los resultados obtenidos con los compuestos estarían indicando una baja afinidad 

de los mismos por su(s) blanco(s) molecular(es). Si bien las condiciones 

experimentales del ensayo de actividad antiviral difieren marcadamente a las 

empleadas para los compuestos en los ensayos bioquímicos de cribado y celulares, 

la baja tasa de hits con actividad anti-SARS-CoV-2 nos llevó a cuestionar las 

posibles causas subyacentes, especialmente para los compuestos que previamente 

habían presentado actividad inhibitoria en tres ensayos distintos (compuestos 52 y 

53).  

Figura 4.14. Actividad antiviral (rombos rojos) y citotoxicidad (círculos verdes) de los 4 polipéptidos 
neutralizantes: P1, P2, P3 y P4 en el Experimento 1.  
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Otros factores que podrían explicar, al menos en parte, el reducido o nulo efecto 

antiviral de los compuestos ensayados serían aquellos que contribuyan a una baja 

biodisponibilidad de los mismos en el medio extracelular, como por ejemplo una alta 

capacidad para permear membranas de manera pasiva o activa (ej. mediante 

transportadores).  

Una de las propiedades fisicoquímicas a partir de la cual se puede inferir la 

capacidad de una molécula de permear membranas es su lipofilia, la cual se 

expresa cuantitativamente en el parámetro logP. El análisis de los valores de logP 

(SwissADME, http://www.swissadme.ch/) para todos los compuestos evaluados en 

el ensayo antiviral (Tabla 4.2.) mostró que algunos presentaban valores alrededor o 

superiores a 5(143). Por ejemplo, el logP calculado para los compuestos 52 y 53 es 

de 5.2 y 4.2, respectivamente. Estos valores sugieren que estos compuestos son 

lipofílicos y, por tanto, tendrían capacidad de ingresar a la célula. Cabe señalar que 

para los carboranos no fue factible realizar esta estimación debido a su tamaño.  

En base a este análisis y dado que en la mayoría de los ensayos previos, los 

compuestos fueron pre-incubados con S1 o RBD (excepto para el ELISA de AG que 

la pre-incubación se realizó con ACE2), los hits (un total de 19 moléculas) fueron 

evaluados por el método B  que incluye una pre-incubación de los compuestos con 

el virus durante 1 hora a 37°C. Paralelamente, estos mismos compuestos fueron re-

ensayados por el método A. Respecto al Experimento 1 (14 hits analizados), en 

este segundo experimento se sumaron 5 nuevos hits, los cuales fueron identificados 

en el curso de los estudios anteriores. El conjunto de resultados se presenta en la 

Tabla 4.2. Cuatro de los compuestos (52, 97, 116 y 196) evaluados por el método B 

en el Experimento 2 mostraron actividad antiviral. Notablemente, la potencia (IC50) 

de dos de ellos, 52 (5,6 μM) y 116 (10 μM), fue similar a la de los fármacos control 

más activos, Cloroquina (IC50 = 10,8 μM) y Remdesivir (IC50 = 11,8 μM), y superior a 

la de Lopinavir (IC50 = 27,4 μM). Debido a sus bajos valores de IC50 estos dos 

compuestos presentaron una aparente mayor selectividad (IS = 8,9 y 5 para 52 y 

116, respectivamente) que los otros dos hits menos activos (97 IC50/IS = 36,9 / > 1,4 

y 196 IC50/IS = 44,5 / > 1,1). La tasa de hits para el Experimento 2 por el método A 

es de 10% y similar a la obtenida en el Experimento 1, mientras que esta se duplica 

(21%) cuando el método del ensayo es el B.  
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Figura 4.15. Estructura de los compuestos 52 y 53. Ambos compuestos difieren en el anillo central 
(ciclopentanona vs. ciclohexanona) y los sustituyentes terminales (tiofeno vs. furano). 

Un dato interesante confirmado por el Experimento 2 fue que dos de los hits del 

método B (52 y 196) carecieron de actividad cuando la pre-incubación 

virus/compuestos se omitió (método A, Experimento 1 y 2). Por el contrario, los 

otros dos hits (97 y 116) mostraron actividad antiviral independientemente si eran o 

no pre-incubados con las partículas virales (Experimento 2, método A y B). Al 

respecto, un caso llamativo fue el del compuesto 116 que en un ensayo previo sin 

paso de pre-incubación no había mostrado ser activo (Experimento 1).  

A continuación, se discuten estos resultados con mayor detalle.  El conjunto de 

resultados de los ensayos de ELISA y celulares (modelo de interacción RBD/ACE2 

e infección viral) sugiere fuertemente que la actividad anti-SARS-CoV-2 del 

compuesto 52 estaría dada por una inhibición de la interacción RBD/ACE2 que 

impediría el ingreso del virus a la célula. Sin embargo, no podemos descartar que 

parte de esta sea consecuencia de una actividad virucida. En este caso, durante el 

período de pre-incubación el compuesto atravesaría la envoltura viral, que tiene una 

composición similar a la membrana celular, ya que deriva de ésta; una vez dentro 

del virión, el compuesto podría estar interaccionando e inhibiendo otros blancos 

moleculares esenciales para las etapas tempranas del desensamblaje o replicación 

viral. Para lograr una mejor comprensión del mecanismo de acción de este hit se 

requerirían estudios complementarios adicionales. 

Por otro lado, curiosamente, el compuesto 53, que no solo comparte una estructura 

química muy similar a la del 52 (Figura 4.15) sino que también presentó potencia 

inhibitoria contra Spike/ACE2 en los ensayos bioquímicos y celular, careció de 

actividad antiviral por ambos métodos (Figura 4.16). Este resultado resalta la 

complejidad de las interacciones moleculares que se estarían dando en un contexto 

de virus completo y la relevancia de los modelos celulares de infección para estudiar 

la actividad biológica de los compuestos de interés. 
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El compuesto 116, un carborano, había sido evaluado en el Experimento 1, 

resultando inactivo. Se volvió a evaluar en el Experimento 2 presentando actividad 

antiviral muy similar por ambos métodos, con muy buena selectividad (Figura 4.17). 

La diferencia entre el Experimento 1 y el Experimento 2 es que para el primero se 

empleó una solución fresca del compuesto, mientras que para el segundo la 

solución madre del compuesto sufrió un ciclo de congelamiento/descongelamiento. 

Dado que la estructura de los carboranos es inestable frente a este procedimiento, 

esto nos conduce a pensar que el compuesto sufrió degradación durante el mismo y 

que los productos de la descomposición son los que aportan actividad antiviral. Se 

discutirá esto, en base a la estructura del compuesto más adelante.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.16. Actividad antiviral (rombos rojos) y citotoxicidad (círculos verdes) del compuesto 52 en el 
Experimento 2 ensayado por el método A y B.  
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Figura 4.17. Actividad antiviral (rombos rojos) y citotoxicidad (círculos verdes) del compuesto 116 en el 
Experimento 2 ensayado por el método A y B.  
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El compuesto 97 mostró capacidad de inhibir la replicación viral, pero a altas 

concentraciones. No se observaron diferencias significativas entre uno y otro 

método. Este compuesto sólo había presentado actividad inhibitoria contra la 

interacción Spike/ACE2 en el ensayo de ELISA de EG, al igual que el compuesto 

96, y ambos pertenecientes a la familia de los bis-heterociclos y precursores. Sin 

embargo, este último careció de actividad antiviral por ambos métodos.  

 

 

 

 

 

 

Figura 4.18. Estructura de los compuestos 96 y 97. 

 



  
90 

 

Algunos compuestos, como el 50 y 189, presentaron citotoxicidad hacia las células 

Vero por ambos métodos. Por su parte, el 196 y el 232 mostraron citotoxicidad solo 

por el método A. Para estos compuestos a medida que la actividad antiviral 

aumenta disminuye la viabilidad celular, lo que remarca la importancia de evaluar la 

citotoxicidad en conjunto con la actividad antiviral. Tanto el compuesto 50 como el 

189 habían presentado CC50 > 100 μM y CC50 = 91,2 μM para células A549 

respectivamente. Este comportamiento sobre las células Vero podría deberse a una 

sensibilidad intrínseca de este tipo celular por estos compuestos, o bien que la 

infección viral exacerba la citotoxicidad de estos compuestos o viceversa, los 

compuestos exacerban el efecto citopático del virus.   

En el caso del compuesto 50, este resulta citotóxico a concentraciones ≥ 25 μM por 

el método B, mientras que por el método A, como ya se había observado en el 

experimento 1, su citotoxicidad comienza a ser notoria a partir de concentraciones 

≥ 12,5 μM. Una posible explicación para este fenómeno es que la pre-incubación 

con el virus favorezca el ingreso del compuesto al virión, lo que resultaría en una 

menor cantidad de compuesto disponible para ejercer su acción citotóxica en el 

interior celular o bien que bajo estas condiciones la actividad virucida del compuesto 

contribuya a reducir el efecto citopático del virus (Figura 4.20). 

 

 

Figura 4.19. Actividad antiviral (rombos rojos) y citotoxicidad (círculos verdes) del compuesto 97 en el 
Experimento 2 ensayado por el método A y B.  
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Figura 4.20. Actividad antiviral (rombos rojos) y citotoxicidad (círculos verdes) del compuesto 50 en el 
Experimento 2 ensayado por el método A y B.  

Figura 4.21. Actividad antiviral (rombos rojos) y citotoxicidad (círculos verdes) del compuesto 232 en el 
Experimento 2 ensayado por el método A y B.  

 

 

 

 

 

El compuesto 232 por el método B no mostró ser citotóxico en el rango completo 

concentraciones ensayadas (0,2-50 μM) mientras que por el método A fue 

marcadamente citotóxico (viabilidad celular del 0%) solo a 50 μM (Figura 4.21). 
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Figura 4.22. Actividad antiviral (rombos rojos) y citotoxicidad (círculos verdes) del compuesto 196 en el 
Experimento 2 ensayado por el método A y B.  

 

La molécula 196, a diferencia de estos últimos compuestos, por el método B 

demostró inhibir la replicación viral en más de un 50% a concentraciones de 25 a 50 

μM sin afectar la viabilidad celular (100 a 90 %). Sin embargo, por el método A este 

compuesto resultó marcadamente citotóxico a 50 μM (37% de viabilidad celular) 

pero mostró una tendencia lineal e incremental a inhibir la replicación viral (1 al 

13.5%) en el rango de 3,1 a 25 μM, para el cual no se vio alterada de manera 

significativa la viabilidad celular (100 a 93%) (Figura 4.22).    

 

 

 

 

Por último, el compuesto 222 había mostrado ser altamente citotóxico (0% viabilidad 

celular) a una concentración de 50 μM en el Experimento 1, mientras que a esta 

misma concentración careció totalmente de citotoxicidad en el Experimento 2 por 

ambos métodos en el rango completo de concentraciones ensayado (0,1 a 50 Μ). 

En principio, podría sospecharse que la pérdida de citotoxicidad se debe a una 

posible degradación del compuesto durante el ciclo de 

congelamiento/descongelamiento. Por el método B este compuesto posee una 

actividad antiviral a 25 μM (inhibición de la replicación = 15% y de 26.7% a 50 μM) 
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Figura 4.23. Actividad antiviral (rombos rojos) y citotoxicidad (círculos verdes) del compuesto 222 en el 
Experimento 2 ensayado por el método A y B.  

 

muy similar a la observada por el método A (inhibición de la replicación = 11% μM a 

25) (Figura 4.23).  
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4.4 Análisis de relación estructura-actividad  

A continuación, se discutirán de manera integral los resultados obtenidos para los 

compuestos que presentaron actividad en el ensayo antiviral. Las familias a las que 

pertenecen estos compuestos son las siguientes: arilidenonas, bis-heterociclos y 

carboranos.  

 

4.4.1 Arilidenonas 

 

La gran mayoría de los compuestos pertenecientes a esta familia fueron diseñados 

y sintetizados para su evaluación contra Trypanosoma cruzi (178–181), un 

organismo eucariota unicelular (protozoario) y patógeno humano.  Este trabajo fue 

llevado a cabo por el Grupo de Química Medicinal de Facultad de Ciencias y el 

Laboratorio de Moléculas Bioactivas del CENUR Litoral Norte, ambos 

pertenecientes a la UdelaR. Otros compuestos fueron concebidos y sintetizados 

como parte de un proyecto cuyo objetivo era explorar el espacio químico en torno a 

plataformas químicas derivadas de biomasa, específicamente del furfural y del 5-

hidroximetilfurfural 3. Este trabajo se realizó en el Laboratorio de Biología Vascular y 

Desarrollo de Fármacos del Institut Pasteur de Montevideo y el Departamento de 

Química Orgánica de Facultad de Química, UdelaR.  

Estos compuestos se caracterizan por su síntesis sencilla, siguiendo los principios 

de la química verde, lo que resulta en bajos costos de producción y, en la mayoría 

de los casos, se asocia a altos rendimientos.  

A su vez, estos compuestos contienen enlaces α, β-insaturados, y son conocidos 

como aceptores de Michael, los cuales además presentan diversas propiedades 

farmacológicas, como anticancerígenas, antimicrobianas y antivirales (182–184). 

 

 
3 Proyecto CSIC I+D (llamado 2020-ID345): Valorización de plataformas química de biomasa 
aplicando principios de química verde: producción de compuestos bioactivos. Responsable Williams 
Porcal (FQ, Udelar). 
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Figura 4.24. Estructuras de los 24 compuestos pertenecientes a la familia Arilidenonas.  

Se evaluaron 24 compuestos de esta familia (Figura 4.24). De estos, solo 8 fueron 

sometidos al ensayo ELISA de EG, ya que los restantes 16 se incorporaron más 

tarde a la quimioteca, y fueron evaluados solo con el ELISA de AG. A nivel 

biológico, ninguno de los 16 compuestos analizados en las líneas celulares A549 y/o 

HT-29 presentaron citotoxicidad a 100 μM. Los resultados se pueden ver en la 

Tabla 4.3.  

A continuación, se discutirán los resultados para los compuestos con mayor 

actividad y sus análogos más cercanos.  
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Compuesto 

Inhibición 
Kit EG 

(%) a  

 Inhibición 
Kit AG 

(%) b 

 
Inhibición 

HEK 
293/RBD 

(%) c 

CC50 (µM) ENSAYO ANTIVIRAL 
Experimento 1 

ENSAYO ANTIVIRAL 
Experimento 2 

A549 
d 

HT29
e 

 
Método A 

IC50 SARS-CoV-2 (µM) / 

CC50 (µM) / IS f 

 
Método A 

IC50 SARS-CoV-2 (µM) / 

CC50 (µM) / IS g 

 
Método B 

IC50 SARS-CoV-2 (µM) / 

CC50 (µM) / IS h 

47 80,4 ± 9,8* 29,9 ± 2,0* 44 ± 0,5* - >100 - - - 

48 20,3 ± 2,1 5,8 ± 7,9 - - - - - - 

49 70,2 ± 23,8 12,8 ± 3,6 41,8 ± 3,1 >100 >100 > 50 / > 50 / 1,0 > 50 / > 50 / 1,0 > 50 / > 50 / 1,0 

50 87 ± 4,3 5,2 ± 6,0 41,0 ± 5,4 >100 - 16 / 23.5 / 1.5 10,3 / 21,6 / 2,1 21 / > 50 / 2,4 

51 20 ± 14,1 6,4 ± 2,2 - - - - - - 

52 105,7 ± 0,8 57,1 ± 0,5 70,2 ± 1,2 >100 >100 > 50 / > 50 / 1,0 > 50 / > 50 / 1,0 5,6 / > 50 / 8.9 

53  91,5 ± 0,8* 52,9 ± 2,0* 79,9 ± 0,0* >100 >100  > 50 / > 50 / 1,0 > 50 / > 50 / 1,0 

54 - 0 ± 4,8 - - - - - - 

55 - 13,4 ± 9,2 - >100 - - - - 

56 - 5,5 ± 8,5 - - - - - - 

57 - 0 ± 3,0 - - - - - - 

58 - 1,3 ± 2,8 - - - - - - 

59 - 19,1 ± 8,7 - >100 - - - - 

60 - 8,7 ± 8,2 - >100 - - - - 

61 - 2,4 ± 6,2 - - - - - - 

62 - 40 ± 2,4* - >100 - - - - 

63 - 29,2 ± 0,1 - >100 - - - - 

64 - 26,1 ± 4,5 - >100 - - - - 

65 - 11,2 ± 0,4 - >100 - - - - 

66 - 16,6 ± 0,2 - >100 - - - - 

67 - 3,4 ± 2,1 - >100 - - - - 

68 - 35,1 ± 0,01 - >100 - - - - 

69 - 14,3 ± 0,8 - >100 - - - - 

70 41,4 ± 14,7 58,14 ± 4,8 0 ± 0,7 >100 >100  > 50 / > 50 / 1,0 > 50 / > 50 / 1,0 

Tabla 4.3. Resultados de ensayos bioquímicos y biofísicos obtenidos para 24 compuestos de la familia de las 
Arilidenonas. a) Inhibición de la interacción S1/ACE2 (%) con el ELISA de EG, los compuestos fueron evaluados a una 
concentración inicial de 100 µM. b) Actividad inhibitoria (%) de la interacción RBD/ACE2 con el ELISA de AG, en este 
ensayo los compuestos se evaluaron a 20 µM. c) Ensayo celular (%) para el cual los compuestos se evaluaron a una 
concentración inicial de 100 µM. Citotoxicidad para los compuestos evaluados a una concentración de 100 µM contra 
línea celular de  d) pulmón o e) intestino humano. Ensayo antiviral: IC50, CC50 e índice de selectividad (IS), obtenidos en 
el f) Experimento I por método A y en el Experimento 2 por el g) método A y h) método B. En verde se destacan los 
resultados de compuestos que cumplen el criterio de hit para determinado ensayo. Los compuestos probados a menor 
concentración se indican con (*). Los compuestos 53 y 62 fueron evaluados en el ELISA de EG y en el ensayo celular a 
concentración incial de 50 µM y el compuesto 47 a 5 µM mientras que para el ELISA de AG los dos primeros se 
evaluaron a 10 µM y el 49 a 1 µM. 
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Los primeros compuestos de esta serie que fueron evaluados bioquímicamente 

(ELISA de EG) a una concentración de 100 μM son el 48, 50 y 51. Estos tres 

compuestos difieren en los sustituyentes terminales de las cadenas alifáticas y el 

grupo central. El compuesto 50 resultó ser el más activo (87% inhibición), mientras 

que 48 y 51 mostraron porcentajes bajos y similares de inhibición (20%), lo cual en 

principio sugiere que para arilidenonas de cadenas alifáticas cortas, el anillo del 

grupo central (ciclohexano) y/o bien el reemplazo de los grupos tiofenos por furanos 

o bencenos tienen un impacto negativo en la interacción con S1/ACE2 (ver 

comentario al respecto a continuación del próximo párrafo). En base a estos 

resultados, la exploración se amplió a análogos con cadena alifática más larga y 

mayor número de insaturaciones: compuestos 47, 49, 52 y 53. De acuerdo con el 

porcentaje de inhibición mostrado, estos compuestos pueden ordenarse como 

sigue: 53 (106%) > 52 (92%) > 47 (80%) ≈ 49 (70%). A diferencia de 49 y 52 

(evaluados a una concentración de 100 μM), los compuestos 47 y 53 fueron 

ensayados a 5 μM y 50 μM, respectivamente. Esto se debió a su baja solubilidad en 

medio acuoso, lo cual nos obligó a preparar soluciones stock de menor 

concentración en 100% v/v DMSO. Por lo tanto, es de esperar que la potencia 

inhibitoria de 47 y 53 sea comparativamente superior a la estimada para sus 

análogos.  

Además, todos estos compuestos se probaron en el ELISA de AG, y mostraron el 

siguiente orden de actividad: 52 (57% a 20 μM) > 53 (53% a 10 μM) > 47 (30% a 1 

μM) > 49 (13% a 20 μM) > 51 (6% a 20 μM) ≈ 48 (6% a 20 μM) ≈ 50 (5% a 20 μM) > 

54 (0% a 20 μM).  

Un dato interesante que emerge de estos estudios, y teniendo en cuenta las 

variaciones en concentración que fueron ensayadas, es la buena correlación de 

actividad observada en ambos ELISA para varios de los compuestos más activos 

(47, 49, 52 y 53). Esto indicaría que los mismos tendrían por blanco molecular a 

RBD o ACE2, por tratarse de proteínas compartidas por ambos ensayos a pesar de 

las diferencias entre estos. Si se tiene en cuenta que en el ELISA de AG se favorece 

la interacción con ACE2 debido a la pre-incubación y considerando que para ambos 

ensayos la actividad fue similar, se podría pensar que la afinidad de estos 

compuestos sería por el RBD. Otra conclusión que puede extraerse de estos 

resultados es que el largo de la cadena alifática y/o el número de insaturaciones es 
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el determinante principal de la actividad inhibitoria. Esto resulta evidente al comparar 

la actividad por pares de análogos: 47 > 54, 49 > 51, 52 > 50 y 53 > 48. Este efecto 

es particularmente marcado (10 a 30 veces de incremento en actividad) en 

arilidenonas con sustituyentes furano (53 y 47) o tiofeno (52) y menor (2 a 3,5 veces 

de incremento en actividad) con benceno (49). En segundo lugar de relevancia en 

cuanto a contribución a bioactividad aparecen los grupos furanos, ya que, como se 

destacó anteriormente, los compuestos activos que los contenían (49 y 53) fueron 

ensayados a concentraciones 2 a 20 veces inferiores al resto y mostraron una 

capacidad inhibitoria similar o superior al resto.   

Los resultados anteriores no permiten discriminar si la ganancia de actividad en 

compuestos con cadenas alifáticas más largas se debe a un efecto estérico, ej. los 

grupos terminales tienen posibilidad de contactar residuos y/o ocupar superficies 

más distantes/extensas, o funcional, ej. el mayor número de enlaces insaturados 

ofrece mayores sitios de interacción con residuos electrofílicos, sobre el blanco 

molecular. Para indagar un poco más sobre estas posibilidades se decidió ensayar 

una molécula distantemente relacionada a las anteriores, el compuesto 70, que se 

caracterizaba por ser más hidrofílica, tener un menor número de insaturaciones, un 

core central (N-metil-4-piperidinona) y sustituyentes terminales diferentes y 

voluminosos (sulfonil-furano) en ambas cadenas alifáticas. Interesantemente, este 

compuesto resultó ser activo por el ELISA de EG (40% de inhibición a 100 μM) y de 

AG (58% de inhibición a 20 μM). Comparado a su análogo más simple (48, 6% 

inhibición a 20 μM), las modificaciones introducidas a 70 resultaron beneficiosas 

para su actividad, aunque no en los niveles alcanzados por otro par de compuestos 

relacionados: 53 (53% a 10 μM) y 47 (30% a 1 μM). Estos resultados apuntan a que 

el efecto estérico y/o de interacciones no covalentes disponibles en 70 compensan, 

al menos parcialmente, la contribución positiva de cadenas alifáticas largas con 

múltiples enlaces insaturados.  

Debido a que el compuesto 70 presentó actividad, se evaluaron tres análogos más 

que tenían en común el anillo central N-metil-4-piperidinona, pero diferían en la 

extensión de la cadena alifática (de 0: 67 a 3 carbonos: 68 y 69) y sus sustituyentes 

(bencenos: 67 y 68, y tiofeno: 69). De acuerdo con la actividad inhibitoria mostrada a 

20 μM los compuestos se ordenan así: 68 (35%) > 69 (14%) > 67 (3%).      

Nuevamente pudimos confirmar el rol relevante de la cadena alifática insaturada, ya 
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que el compuesto carente de esta (67) resultó prácticamente inactivo (ej. 10 veces 

menos activo que su análogo directo: 68).  

Por su similitud estructural, también es posible comparar los siguientes pares de 

análogos (ensayados a 20 μM) con cadenas alifáticas de 3 carbonos que difieren 

solo en la naturaleza química del anillo central: 68 (N-metil-4-piperidinona, 35% 

inhibición) vs. 49 (ciclohexanona, 13% inhibición), y 69 (N-metil-4-piperidinona, 14% 

inhibición) vs. 52 (ciclopentanona, 57% inhibición). Claramente, las modificaciones 

tuvieron impactos opuestos. En el caso de los análogos sustituidos con grupos 

bencenos, el anillo heterociclo metilado (de mayor volumen que un ciclohexano) 

resultó beneficioso, mientras que la inclusión de este grupo fue en detrimento de la 

actividad cuando los sustituyentes terminales eran tiofenos. En este caso, un anillo 

de menor volumen como el ciclopentano mejoró la actividad.    

Con respecto al ensayo celular de inhibición RBD/ACE2, a excepción del compuesto 

70 (0% inhibición a 100 μM), el resto de hits resultantes de los ELISAs fueron 

activos en el siguiente orden decreciente: 53 (80% inhibición a 50 μM) > 52 (70% 

inhibición a 100 μM) > 47 (44% inhibición a 5 μM) ≈ 49 (42% inhibición a 100 μM) ≈ 

50 (41% inhibición a 100 μM). Este orden de potencia reproduce en buena medida 

el obtenido en el ELISA de AG y confirmaría que el RBD sería el blanco preferente 

de los mismos. La nula actividad del compuesto 70 resultó llamativa y podría estar 

indicando que la conformación de la interacción RBD/ACE2 sobre la cual pudo 

interferir en los ensayos bioquímicos podría no estar representada en el bioensayo. 

La actividad contra el SARS-CoV-2 fue estudiada para estos mismos compuestos, 

con la excepción del 47 para el cual se decidió no continuar con su caracterización 

debido a su baja solubilidad. Cuando el ensayo de actividad antiviral omitió la pre-

incubación de los hits con las partículas virales (método A), solo el compuesto 50 

resultó activo (IC50 = 10-16 μM). Al incluir dicho paso de incubación (método B), la 

actividad antiviral de 50 se vio moderadamente alterada (IC50 = 21 μM) y la del 

compuesto 52 se hizo notoria (IC50 = 6 μM), resultando el más activo de la serie y 

con una potencia comparable a la de fármacos control. Notablemente, estos dos 

compuestos tienen en común grupos tiofenos como sustituyentes de las cadenas 

alifáticas.  
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Al igual que en el ensayo celular de RBD/ACE2, el compuesto 70 fue inactivo contra 

el virus, hecho que de alguna forma confirmaría que en condiciones biológicas más 

exigentes este compuesto perdería afinidad por su sitio de unión. Algo similar podría 

explicar la inusual falta de actividad antiviral del compuesto 53. En el conjunto de 

evaluaciones previas, este compuesto había mostrado de manera consistente una 

buena actividad inhibitoria de la interacción RBD/ACE2. En ese sentido, es 

importante destacar que en el ensayo de infección viral los compuestos se exponen 

y deben interaccionar con la forma nativa de la Spike (secuencia completa y con 

conformación trimérica) o en la interfaz de esta con su receptor, con el cual, como 

ya mencionamos anteriormente, se establece un equilibrio de unión muy dinámico a 

nivel conformacional.  

En línea con ese razonamiento, pero desde el punto de vista del ligando, evidencias 

similares surgen al comparar la estructura de 53 con su análogo activo, el 52. Si 

bien ambos poseen 3 carbonos con enlaces insaturados, estos compuestos difieren 

en las sustituciones terminales (furanos vs. tiofenos) y en el núcleo central 

(ciclohexanona vs. ciclopentanona). El simple cambio de ciclopentano a ciclohexano 

genera una pérdida de planaridad de la molécula, como se muestra en la Figura 

4.25, que podrían explicar cambios en la unión a Spike contribuyendo a rigidizar las 

regiones de contacto. Llamativamente el compuesto 50 que presentó actividad por 

ambos métodos, también muestra dicha planaridad en su estructura tridimensional, 

lo que reafirmaría que esta característica estructural podría contribuir a la actividad 

(Figura 4.26). 
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Figura 4.25. Estructuras tridimensionales de los compuestos 52 (izquierda) y 53 (derecha). Las figuras 3D 

fueron obtenidas con el software Chem3D a partir de los códigos SMILES. Se realizó minimización de energía 

mecánica molecular (MMFF94). 

 

Figura 4.26. Estructura tridimensional del compuesto 50. La figura 3D fue obtenida con el software Chem3D a 

partir de los códigos SMILES. Se realizó minimización de energía mecánica molecular (MMFF94). 
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Figura 4.27. Estructuras de los 16 compuestos pertenecientes a la familia Bis-heterociclos y precursores. 

3.4.3 Bis-heterociclos y precursores 

Esta familia fue seleccionada ya que la mayoría de los compuestos que la integran 

presentan un grupo tiol (-SH) libre (Figura 4.27), que podría reducir y/o formar 

heterodisulfuros con algunos de los residuos de cisteína de la Spike (precisamente 

del RBD) que se encuentran formando puentes disulfuros. Los compuestos fueron 

sintetizados por el grupo de Química Farmacéutica de la Facultad de Química, 

Udelar. El conjunto de resultados se presenta en la Tabla 4.4. 

 

Se analizaron 16 compuestos por el ELISA de EG a una concentración de 100 μM, 

dentro de los cuales se distingue un subgrupo de 6 con destacada y similar (por la 

gran dispersión de los valores) actividad inhibitoria: 101 (79%) ≈ 98 (70%) ≈ 99 

(68%) ≈ 96 (65%) ≈ 100 (64%) ≈ 97 (57%). Estos hits poseen en su estructura un 

scaffold bistiazolidina (98, 99 y 101), oxazolidintiazolidina (96), o 2-mercaptometil 
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benzotiazolidina (97 y 100). El segundo subgrupo está integrado por compuestos 

con moderada actividad inhibitoria: 102 (25%) ≈ 106 (24%) ≈ 107 (23%) ≈ 104 (23%) 

≈ 110 (19%) ≈ 108 (17%) que pertenecen a los siguientes grupos químicos: 

mercaptometil tiazolidina (107, 108 y 110), mercaptometil bistiazolidina (106), 

ditioazabiciclo (102) y 4-carboxitiazolidina (104), siendo, estos últimos dos 

intermedios sintéticos. Finalmente, un par de compuestos pertenecientes al 

subgrupo de las bistiazolidinas (105: 7% y 103: 0%) presentaron muy baja o nula 

actividad.   

La presencia de un grupo tiol libre no pareció ser un factor estrictamente clave en la 

actividad de todos estos compuestos, ya que algunas moléculas donde el átomo de 

S se hallaba protegido mostraron actividad alta (98) o bien moderada en aquellos 

donde este grupo no está presente (102 y 104). Para la familia de las bistiazolidinas, 

con igual configuración (ver Fig. 4.26, compuestos 101, 103 y 105), el dejar el grupo 

carboxilato desprotegido (105) o el grupo tiol acetilado (103) tuvo un efecto negativo 

en la actividad. Cabe destacar que el enantiómero de 105, el compuesto 99, a 

diferencia de él muestra una actividad destacada, 7% vs 68%, respectivamente. 

Claramente, la fusión de un anillo aromático al scaffold mercaptometil tiazolidina (97 

y 100) repercutió positivamente en la actividad de los análogos de esta familia. 

Además de los seis hits anteriores, se evaluaron por el kit de AG 3 compuestos 

adicionales que habían mostrado actividad moderada (102 y 104) o nula (103), y se 

sumaron dos 2-etoxicarbonil-2-mercaptometil tiazolidina nuevas (109 y 111). Todos 

los compuestos mostraron actividad inhibitoria en el siguiente orden: 96 (36%) ≈ 97 

(32%) > 103 (26%) > 102 (20%) ≈ 98 (18%) ≈ 100 (17%) > 111 (13%) ≈ 104 (12%) ≈ 

109 (11%) > 103 (26%) > 101 (10%) ≈ 99 (7%). Los nuevos representantes del 

scaffold 2-etoxicarbonil-2-mercaptometil tiazolidina mostraron actividades 

comparables a las identificadas para sus análogos mediante el kit de EG. Mientras 

la oxazolidintiazolidina 96 y la 2-mercaptometil benzotiazolidina 97 retuvieron buena 

actividad, para el resto de los hits (98-101) se observó una disminución relativa de 

actividad que superó a la prevista por la menor concentración (2 veces) de 

compuesto empleada en este ensayo. Entre los casos más notorios se encuentran 

las 2-mercaptometil bistiazolidinas 99 y 101. En contraposición, el compuesto 103, 

identificado como inactivo por el kit de EG, resultó activo por el kit de AG. Teniendo 

en cuenta estos resultados y que en este ensayo el blanco molecular viral es 



  
104 

únicamente el RBD, los compuestos 96 y 97 emergen como estructuras 

privilegiadas contra este dominio. De ambos, solo la 2-mercaptometil 

benzotiazolidina 97 resultó activa en ensayos celulares, registrando una inhibición 

de la interacción RBD/ACE2 del 25% y una actividad antiviral moderada por ambos 

métodos: IC50 = 37 μM.  

El hecho que este hit haya presentado una potencia antiviral casi idéntica 

independientemente si se lo pre-incubaba o no con las partículas virales previo a la 

infección sugiere que este reacciona rápidamente con su blanco molecular (Spike) o 

bien que tiene otras dianas moleculares adicionales. En el marco del proyecto de 

búsqueda de inhibidores contra las proteasas, se evaluó este compuesto contra Mpro 

resultando activo con un IC50 = 1,74 μM. Esto sugiere que la inhibición de esta 

enzima sería el principal determinante de la actividad antiviral de este compuesto. 
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Compuesto 

Inhibición 
Kit EG 

(%) a 

 Inhibición 
Kit AG 

(%) b 

 
Inhibición 

HEK 
293/RBD 

(%) c 

CC50 (µM) ENSAYO ANTIVIRAL 
Experimento 1 

ENSAYO ANTIVIRAL 
Experimento 2 

A549  

d 
HT29 

e 

Método A 
IC50 SARS-CoV-2 (µM) / 

CC50 (µM) / IS f 

Método A 
IC50 SARS-CoV-2 (µM) / 

CC50 (µM) / IS g 

Método B 
IC50 SARS-CoV-2 (µM) / 

CC50 (µM) / IS h 

96 64,8 ± 9,4 35,6 ± 9,4 0 ± 3,1 >100 >100 > 50 / > 50 / 1,0 > 50 / > 50 / 1,1 > 50 / > 50 / 1,2 

97 56,5 ± 12,4 31,6 ± 6,7 24,9 ± 1,2 >100 >100 - 37,3 / > 50 / 1,34 36,9 / > 50 / 1,4 

98 70 ± 13,9 17,5 ± 5,4 - - - - - - 

99 67,6 ± 17,5 7,4 ± 3,2 - - - - - - 

100 64,4 ± 6,9 17,4 ± 1,6 - - - - - - 

101 79,4 ± 5,8 9,5 ± 9,5 - - - - - - 

102 19,5 ± 16,3 20,1 ± 4,7 - - - - - - 

103 0,3 ± 3,5 26,3 ± 2,1 - - - - - - 

104 18,9 ± 19 11,6 ± 0,0 - - - - - - 

105 7,3 ± 16,7 - - - - - - - 

106 23,9 ± 12,2 - - - - - - - 

107 23,3 ± 3,8 - - - - - - - 

108 16,6 ± 6,5 - - - - - - - 

109 - 10,5 ± 1,0 - - - - - - 

110 18,5 ± 9,8 - - - - - - - 

111 - 12,6 ± 1,0 - - - - - - 

Tabla 4.4. Resultados de ensayos bioquímicos y biofísicos obtenidos para 16 compuestos de la familia de los Bis-
heterociclos y precursores. a) Inhibición de la interacción S1/ACE2 (%) con el ELISA de EG, los compuestos fueron 
evaluados a una concentración inicial de 100 µM. b) Actividad inhibitoria (%) de la interacción RBD/ACE2 con el 
ELISA de AG, en este ensayo los compuestos se evaluaron a 20 µM. c) Ensayo celular (%) para el cual los 
compuestos se evaluaron a una concentración inicial de 100 µM. Citotoxicidad para los compuestos evaluados a una 
concentración de 100 µM contra línea celular de d) pulmón o e) intestino humano. Ensayo antiviral: IC50, CC50 e 
índice de selectividad (IS), obtenidos en el f) experimento I por método A y en el experimento 2 por el g) método A 
y h) método B. En verde se destacan los resultados de compuestos que cumplen el criterio de hit para determinado 
ensayo. 
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3.4.4 Carboranos  

Estos compuestos fueron sintetizados por el Grupo de Química Medicinal del 

Instituto de Química Biológica de la Facultad de Ciencias, UdelaR, con el fin de 

desarrollar fármacos para el tratamiento de glioblastoma, uno de los tumores más 

agresivos del sistema nervioso central. El objetivo fue crear compuestos híbridos 

que integraran dos estrategias terapéuticas, la terapia de captura de neutrones de 

boro y la inhibición del receptor de tirosina quinasa, como quimioterapia. Con esta 

finalidad, utilizaron clusters de boro icosaédricos conjugados a inhibidores de dichos 

receptores, los cuales fueron: erlotinib, sunitinib y lapatinib (185–187). En total, se 

evaluaron siete compuestos de esta familia (Figura 4.28.). Los resultados se 

muestran en la Tabla 4.5. Se comenzó evaluando el compuesto 112 (posee una 

molécula de erlotinib conjugada en su anillo benceno a un biscarborano de cobalto 

mediante un linker 1-(2-(2-oxietoxi)etil)-1H-1,2,3-triazol debido a que presentaba 

algunas características asociadas a inhibidores de PPIs como ser complejidad 

estructural y  buen volumen.  

 

 

 

 

Figura 4.28. Estructuras de los 7 compuestos carboranos. 
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Como en el ELISA de EG este compuesto resultó activo (81% inhibición a 100 μM), 

se amplió el estudio a otros análogos closo-carboranilos: 116 (contiene erlotinib con 

un linker [1,2,3]triazolilpropilo), 113 y 117 sustituyen al erlotinib por una molécula de 

sunitinib conjugada al carborano a través del nitrógeno de la indolinona con un linker 

de [1,2,3]triazolilpropilo y etinilbencilo, respectivamente. La actividad de estos tres 

compuestos fue muy similar (41-56% inhibición), siendo el derivado de erlotinib 

ligeramente superior (51%) e inferior a la del 112. Esto indica que la molécula de 

erlotinib contribuye a la actividad, particularmente cuando se conjuga al carborano 

con un linker del tipo 1-(2-(2-oxietoxi) etil)-1H-1,2,3-triazol.  

 

Compuesto 
Inhibición 

Kit EG 

(%) a 

Inhibición 
Kit AG 

(%) b 

 
Inhibición 

HEK 
293/RBD 

(%) c 

CC50 (µM) ENSAYO ANTIVIRAL 
Experimento 1 

ENSAYO ANTIVIRAL 
Experimento 2 

A549 
d 

HT29 
e 

Método A 
IC50 SARS-CoV-2 (µM) / 

CC50 (µM) / IS f 

Método A 
IC50 SARS-CoV-2 
(µM) / CC50 (µM) / 

IS g 

Método B 
IC50 SARS-CoV-2 
(µM) / CC50 (µM) / 

IS h 

112 81,44 ± 0,9 20,7 ± 2,6 47,0 ± 0,9 - - 14,4 / > 50 / 3,5 - - 

113 45,9 ± 20,4 51,6 ± 1,1 - ~ 60 - 8,4 / > 32,9 / 3,9 - - 

114 - 0 ± 2,1 - 
- - > 50 / > 50 / 1,0 - - 

115 - 32,6 ± 1,1 - 
- - > 50 / > 50 / 1,0 - - 

116 56,3 ± 15,1 - 67 ± 2,4 - >100 > 50 / > 50 / 1,0 11,3 / > 50 / 4,4 10 / > 50 / 5,0 

117 40,7 ± 12,2 - 43,7 ± 9,9 - >100 > 50 / > 50 / 1,0 > 50 / > 50 / 1,0 > 50 / > 50 / 1,0 

118 - 6 ± 3,1    > 50 / > 50 / 1,0 - - 
Tabla 4.5. Resultados de ensayos bioquímicos y biofísicos obtenidos para 7 compuestos de la familia de los 
carboranos. a) Inhibición de la interacción S1/ACE2 (%) con el ELISA de EG, los compuestos fueron 
evaluados a una concentración inicial de 100 µM. b) Actividad inhibitoria (%) de la interacción RBD/ACE2 con 
el ELISA de AG, en este ensayo los compuestos se evaluaron a 20 µM. c) Ensayo celular (%) para el cual los 
compuestos se evaluaron a una concentración inicial de 100 µM. Citotoxicidad para los compuestos evaluados 
a una concentración de 100 µM contra línea celular de d) pulmón o e) intestino humano. Ensayo antiviral: IC50, 
CC50 e índice de selectividad (IS), obtenidos en el f) experimento I por método A y en el experimento 2 por el 
g) método A y h) método B. En verde se destacan los resultados de compuestos que cumplen el criterio de hit 
para determinado ensayo. 

 

Con el ELISA de AG (concentración de compuestos 20 μM) se probaron los 

análogos más activos de erlotinib (112) y sunitinib (113), nuevos derivados de 

ambos conteniendo linkers tipo etinilbencilo (115) y derivado de [1,2,3]-triazol (118), 

respectivamente, y un biscarborano conjugado a lapatinib (114). No se pudieron 

evaluar 116 y 117 por no encontrarse a disposición al momento del ensayo. Excepto 
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por el derivado de lapatinib (0% inhibición), el resto de los compuestos mostró el 

siguiente orden de actividad inhibitoria: 113 (52%) > 115 (33%) > 112 (21%) > 118 

(6%). Este ensayo vuelve a destacar a los sustituyentes erlotinib y sunitinib como 

contribuyentes químicos importantes a la actividad contra S1/RBD, y por otro lado 

lleva a descartar al lapatinib (114), y al motivo diéter derivado de [1,2,3]triazol (118) 

como sustituyente y linker de fusión al sunitinib, respectivamente, del biscarborano.  

Se seleccionaron para el ensayo celular los compuestos 112, 116 y 117. Estos tres 

compuestos fueron activos con valores de inhibición similares: 47%, 67% y 44%, 

respectivamente. En primera instancia, los 7 derivados fueron ensayados por el 

Método A (Experimento 1) para determinar su actividad antiviral. En este 

experimento decidimos incluir al núcleo biscarborano de cobalto (Figura 4.29) 

presente en los compuestos 112, 114 y 118. Esto fue motivado por el hecho que, en 

solución, algunos de estos derivados (ej. Erlotinib) han mostrado ser inestables 

pudiéndose desprender el biscarborano de la estructura, el cual descubrimos es 

capaz de inhibir moderadamente a la Mpro de SARS-CoV-2. 

                                            

Figura 4.29. Estructura del biscarborano de cobalto presente en los compuestos 112, 114 y 118 

 

Los derivados de erlotinib 112 (IC50 = 14 μM) y sunitinib 113 (IC50 = 8 μM) y, en 

menor medida, el carborano libre (IC50 = 36 μM) mostraron actividad antiviral, los 

primeros con una potencia similar o menor a la de los fármacos control. Estos 

resultados pusieron en evidencia diferencias netas en el comportamiento de los 

derivados de erlotinib y sunitinib que no habían sido identificadas o predichas por los 

experimentos anteriores, y que en principio apuntarían a un aporte positivo de la 

estructura inhibidora de receptores de tirosin-quinasas cuando son fusionadas al 

núcleo carborano que presenta una actividad antiviral intrínseca. Para el compuesto 

112 y para el biscarborano de cobalto, no así para el 113, parte de su actividad 

Actividad antiviral IC50 = 36,2 μM  
Actividad inhibitoria contra Mpro a 25 μM = 7,3% 
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antiviral podría deberse a la capacidad de inhibir a la Mpro (IC50 de 3.9 μM y 93% 

inhibición a 25 μM, respectivamente; Resultados no publicados aún).  

Exceptuando al derivado de lapatinib (114) o al de sunitinib con el linker diéter 

derivado de [1,2,3]triazol (118), fue llamativa la falta de actividad antiviral de otros 

derivados de erlotinib (115 y 116) y sunitinib (117). Una de las razones que 

explicaría este comportamiento sería atribuible a un rol funcional del linker en la 

actividad o estabilidad del complejo carborano-fármaco pudiendo intervenir 

directamente en la unión al blanco molecular o facilitando la interacción de otras 

secciones de la molécula con este. Por ejemplo, el compuesto 113 incorpora un 

cluster de boro enlazado al sunitinib mediante un [1,2,3]-triazolpropilo, lo que lo 

distingue del compuesto 117, inactivo, que contiene en su estructura etinilbencilo 

como enlace. Los 1,2,3-triazoles, como el usado en el enlace del compuesto 113, 

como se comentó anteriormente, tienen propiedades medicinales y se han 

empleado en el diseño de estructuras para diversas aplicaciones terapéuticas, por lo 

que no podemos descartar que esta subestructura aporte a la bioactividad del 

compuesto (188). A su vez, los químicos responsables de la síntesis y 

caracterización de estos compuestos notaron que los derivados de sunitinib o 

erlotinib con mayor actividad contra células tumorales eran aquellos que tenían al 

grupo triazolilpropilo como linker (188–190). Otra diferencia notable entre el [1,2,3]-

triazolpropilo y el etinilbencilo radica en la flexibilidad y polaridad del primero frente a 

la rigidez e hidrofobicidad del segundo.  

Sin embargo, los resultados del experimento 1 (Tabla 4.5.) muestran que cuando el 

linker triazolpropilo es incorporado al complejo erlotinib-carborano (116) su efecto 

sobre la actividad antiviral es negativo respecto del compuesto con un derivado 

diéter de triazol como linker (112), lo cual sugiere una relación más compleja entre 

los múltiples componentes de estos compuestos.  

Otra posibilidad es que en las configuraciones de los compuestos 112 y 113, los 

enlaces entre el carborano y los fármacos sean más débiles en medio acuoso dando 

lugar a la fragmentación del compuesto en sus módulos farmacofóricos individuales. 

Por ejemplo, la descomposición podría llevar a la liberación del triazolilpropilo del 

113, que como mencionamos presenta propiedades medicinales y que unido al 
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derivado del erlotinib en la molécula 116 podría no estar alcanzando el blanco 

molecular debido a un posible impedimento estérico.  

También podría liberarse el biscarborano de cobalto, el cual es per se bioactivo 

contra el virus, en parte por su capacidad de inhibir a la Mpro. Siguiendo esa línea de 

razonamiento, decidimos re-evaluar la actividad del compuesto 116 el cual contiene 

erlotinib y un linker idéntico al del derivado 113 con sunitinib. Luego de un ciclo de 

congelamiento-descongelamiento, que esperábamos induzca la conversión del 

compuesto en sus precursores, 116 mostró ser tan activo (IC50 ~10 μM) como su 

análogo 112 o la variante con sunitinib (113). Este resultado puede tomarse como 

un indicio preliminar de la hipótesis de inestabilidad de ciertos enlaces, y para su 

confirmación restaría determinar si las especies químicas individuales están 

presentes en el medio de ensayo, así como evaluar la actividad antiviral de los 

fármacos erlotinib y sunitinib, ya que los derivados que los incluían (112 y 113) 

fueron más activos que el biscarborano. 
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4.1 Conclusiones 

Cuando se inició este trabajo de tesis nos encontrábamos inmersos en plena 

pandemia, en ese momento aún no existían vacunas disponibles y el desenlace era 

incierto. La imperante necesidad de encontrar fármacos efectivos contra el SARS-

CoV-2 se presentaba como una urgencia. Inhibir la interacción Spike/ACE2 aparecía 

como una estrategia válida para bloquear el ciclo replicativo desde su fase inicial. A 

pesar de los desafíos que presenta la inhibición de PPIs mediante moléculas 

pequeñas, la ciencia y tecnología han avanzado en múltiples áreas en las últimas 

dos décadas para hacer frente a estos desafíos siendo que las PPIs representan 

una gran parte de las interacciones moleculares en la naturaleza.  

En el transcurso de esta tesis: 

● De un total de 2244 compuestos disponibles en las quimiotecas nacionales, 

se realizó una selección racional (blanco molecular-dirigida) de compuestos 

candidatos a ser inhibidores de la interacción RBD/ACE2.  

● Agrupados en 21 familias de acuerdo con su similitud química, se evaluaron 

266 de esos compuestos candidatos empleando dos kits comerciales de 

ELISA de las empresas EpigenTek y Adipogen. Además de por algunos 

aspectos técnicos, estos ensayos se distinguían por tener a la S1 o solo al 

RBD, respectivamente, de la Spike como dianas proteicas virales. 

● Se evaluaron 218 compuestos con el kit de EpigenTek, de los cuales 44 

pertenecientes a 17 familias diferentes mostraron actividad inhibitoria superior 

al 50%, resaltando la diversidad química entre los compuestos efectivos. 

● Con el kit de Adipogen se evaluaron 131 compuestos. Solo 12 compuestos, 

pertenecientes a 7 familias químicas distintas, presentaron actividad 

inhibitoria superior al 50%. 

● Se probaron 74 compuestos con ambos ensayos de ELISA. La mayoría de 

estos compuestos presentó actividad, sin embargo, solo 5 de estas moléculas 

presentaron una actividad inhibitoria superior al 50% de acuerdo con las 

condiciones de cada ensayo: 52, 53 (arilidenonas), 82 (hidrazinotiazoles), 171 

(glucósidos y precursores) y 263 (misceláneos). Estos compuestos podrían 
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estar actuando sobre un mismo blanco molecular presente en ambos tests de 

ELISA: RBD o ACE2. El resto de los compuestos que resultaron activos por 

uno u otro ensayo podrían estar estableciendo interacciones con secuencias 

(NTD, intermedia I, para el kit de EG) o regiones conformacionales (ej. 

interfaz de las anteriores con RBD o ACE2) de las especies moleculares 

presentes en cada uno de ellos.   

 

Figura 5.1 Estructura de los 5 compuestos que presentaron actividad inhibitoria > 50% en ambos ensayos de 
ELISA. 

 

● Se seleccionaron 30 compuestos para validar los resultados obtenidos 

mediante un ensayo celular por citometría de flujo, solo 4 de ellos fueron 

capaces de inhibir la interacción RBD/ACE2 en más de un 50%. De los 5 hits 

identificados como activos en ambos ELISA, solo dos calificaron como hits en 

este ensayo: 52 y 53.  

● La mayoría de los compuestos clasificados como hits en los ensayos de 

ELISA y celular no resultaron citotóxicos a concentraciones ≥100 μM en 

líneas celulares humanas de tejidos de relevancia clínica para COVID-19 

(epitelio pulmonar e intestinal). 

● Se ensayó la actividad antiviral de 20 compuestos y 4 polipéptidos (control) 

no citotóxicos y activos en ensayos previos. Siete compuestos 

(pertenecientes a 3 familias químicas: arilidenonas, bis-heterociclos y 

carboranos) y los 4 polipéptidos paratópicos inhibieron la proliferación de 
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SARS-CoV-2 con IC50 5,6 a <50 μM o sub-μM, respectivamente. La actividad 

antiviral de 4 de estos compuestos (dos arilidenonas: 50 y 52 y dos 

carboranos: 113 y 116) fue igual o menor que la de los fármacos control 

(lopinavir, remdesivir y cloroquina, IC50 = 9-22 μM). El índice de selectividad 

de las moléculas bioactivas estuvo entre 1,3 a 9, destacándose el 52 como el 

más selectivo.   

 

 

 

 

 

 

 

 

● El análisis de REA permitió identificar determinantes químicos y estructurales 

de la actividad para la familia de las arilidenonas, bis-heterociclos y 

precursores y carboranos. 

 

● Algunos de los compuestos con destacada actividad inhibitoria in vitro no 

presentaron actividad antiviral. Las discrepancias entre resultados de 

diferentes ensayos resaltan la complejidad y necesidad de múltiples enfoques 

a la hora de abordar este tipo de interacciones. Hemos reconocido la 

complejidad de evaluar interacciones proteína-proteína, la necesidad de 

utilizar múltiples ensayos y métodos para validar resultados, y la importancia 

de considerar las variables experimentales que pueden influir en la 

interpretación de los datos.  

 

 

Figura 5.2. Estructura de los 4 compuestos que presentaron actividad antiviral igual o menor que la de 
los fármacos control (lopinavir, remdesivir y cloroquina, IC50 = 9-22 μM). 
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4.2 Perspectivas 

La aparición de nuevos CoVs o la remergencia de variantes más letales de SARS-

CoV-2, representa una amenaza permanente para la salud pública. Su alta 

prevalencia y distribución mundial, su capacidad de saltar la barrera de especies, su 

gran diversidad y capacidad de recombinación genética sumado a la globalización y 

al crecimiento de actividades que involucran animales-humanos-ecosistemas, 

vuelve altamente probable el surgimiento de nuevos CoVs. Una evidencia clara de 

ello ha sido que en solo dos décadas han surgido tres nuevos CoVs altamente 

patogénicos para los humanos (MERS, SARS y SARS-CoV-2). Este escenario 

epidemiológico se ve agravado por factores ambientales/ecológicos (cambio 

climático e invasión de hábitats naturales de vectores y reservorios, etc), sociales 

(pobreza, saneamiento y agua potable) y de salud pública (falta o limitada asistencia 

médica) adversos en amplias regiones del mundo superpobladas. Por otro lado, un 

dato no menor expuesto dramáticamente por la última pandemia ha sido la ausencia 

casi total de fármacos dirigidos contra CoV. Esta situación agravó el control primario 

de los focos epidémicos y dejó sin opciones terapéuticas a los casos severos de 

COVID-19. Todo esto realza la necesidad de seguir investigando y desarrollando 

nuevos fármacos y herramientas de estudio para estos virus (16–18).  

En este estudio, se han identificado compuestos con actividad contra la interacción 

Spike/ACE2 y/o anti-SARS-CoV-2 en las condiciones mencionadas. Sin embargo, 

las condiciones de ensayo empleadas no permiten discriminar de manera certera el 

origen de la actividad biológica observada, aunque aportan indicios preliminares. 

Por ejemplo, una baja carga viral puede ser causada no solo por bloqueo del 

ingreso del virus a la célula, sino también por actividad virucida o por la inhibición de 

la replicación viral por acción de los compuestos sobre (otros) blancos moleculares 

virales y/o de la célula huésped. 

A futuro, para aquellos compuestos que han demostrado una destacada actividad 

antiviral, como los compuestos 50, 52 y 116, habría que realizar estudios 

adicionales para confirmar que esta actividad está vinculada exclusivamente a la 

inhibición de esta interacción o si son otros los blancos moleculares de su acción. 

Una vez confirmado el blanco molecular, se propone llevar a cabo estudios 

estructura-actividad para elucidar el farmacóforo con el objetivo de optimizar la 
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molécula y mejorar la eficacia del compuesto, así como también ensayos que 

permitan comprender el mecanismo de acción. Un foco especial de estudio debería 

ser elucidar el sitio específico de Spike y/o ACE2 al cual los mismos se están 

uniendo, ya que los hits identificados pertenecen a familias químicas que no 

guardan relación estructural. Posiblemente, estos compuestos se estén uniendo a 

regiones diferentes de estas proteínas. Este análisis podría llevar a plantearnos 

posibles combinaciones de compuestos y al diseño de nuevas moléculas mediante 

hibridación molecular, preservando los farmacóforos de cada molécula. Como se 

mencionó en la introducción la terapia combinada se presenta como una opción 

ideal a la hora de tratar infecciones por virus de ARN, considerando sus altas tasas 

mutacionales. También es importante determinar si los compuestos con actividad 

antiviral afectan a múltiples blancos ya que cada vez hay más evidencia que varios 

compuestos tienen actividad sobre más de un blanco molecular. Los fármacos 

multitarget ofrecen ventajas significativas, como mayor eficacia, reducen el riesgo de 

surgimiento de resistencia a fármacos al afectar múltiples puntos en una vía 

biológica, menor toxicidad (191). También sería importante estudiar los hits aquí 

identificados contra las variantes actualmente en circulación, así como evaluar la 

actividad inhibitoria contra la Spike de al menos las variantes identificadas como de 

preocupación, ya que esta información sería valiosa para comprender el mecanismo 

de unión ligando-receptor.  

En el caso de compuestos que han mostrado actividad contra la interfaz Spike 

/ACE2, pero no han presentado actividad antiviral, como lo son compuestos 

pertenecientes a la familia de las arilidenonas, carboranos, bis-heterociclos, entre 

otros, se deberían realizar estudios para comprender los posibles mecanismos 

subyacentes a esta discrepancia con el fin de optimizar las moléculas.  

Por último, más allá de su potencial aplicación como fármacos, estos compuestos 

podrían desempeñar un papel crucial como herramientas valiosas para continuar 

esclareciendo los procesos moleculares involucrados en la interacción entre estas 

dos proteínas y por ende comprender los complejos mecanismos de relación entre 

el virus y la célula huésped, principalmente a nivel de reconocimiento e 

internalización del patógeno.  
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Tabla A1
Compuesto SMILES Ensayos Referencias

VE607

Luteolin

Tetra-o-galoil-β-d-glucosa

Hesperidina

Emodin

SSAA09E2

Atovacuona

Ivermec�na

Anfotericina b

Moxidec�na

Arbidol

Spike_RM03
Spike_RM14
Spike_RM15
Spike_RM25
Spike_RM30
Spike_RM29
Spike_RM09
Spike_RM24

Promazine

AP-NP
AP-3-OMe-P
AP-4-Me-P

Hidroxicloroquina
Artemisinina

Ácido artelínico
Artesunato
Artemisona
Artemisida
Artenimol
Artemo�lo
Arteméter

PubChem CID: 90667934
PubChem CID: 122185220
PubChem CID: 10380074

Kaempferol

Querce�na

Fise�na

Glicirrizinato de diamonio

Digitoxina

Rapamicina

Rifaximina

Ru�na

C1CCN(CC1)C[C@@H](COC2=CC(=CC=C2)OC[C@H](CN3CCCCC3)O)
O

C1=CC(=C(C=C1C2=CC(=O)C3=C(C=C(C=C3O2)O)O)O)O

C1=C(C=C(C(=C1O)O)O)C(=O)OC[C@@H]2[C@H]([C@@H]([C@H]([
C@@H](O2)OC(=O)C3=CC(=C(C(=C3)O)O)O)OC(=O)C4=CC(=C(C(=C

4)O)O)O)OC(=O)C5=CC(=C(C(=C5)O)O)O)O
C[C@H]1[C@@H]([C@H]([C@H]([C@@H](O1)OC[C@@H]2[C@H](
[C@@H]([C@H]([C@@H](O2)OC3=CC(=C4C(=O)C[C@H](OC4=C3)C

5=CC(=C(C=C5)OC)O)O)O)O)O)O)O)O

CC1=CC2=C(C(=C1)O)C(=O)C3=C(C2=O)C=C(C=C3O)O

CN1CCN(CC1)C2=CC=C(C=C2)CNC(=O)C3=CC=NO3

C1CC(CCC1C2=CC=C(C=C2)Cl)C3=C(C4=CC=CC=C4C(=O)C3=O)O
CCC(C)C1C(CCC2(O1)CC3CC(O2)CC=C(C(C(C=CC=C4COC5C4(C(C=C(
C5O)C)C(=O)O3)O)C)OC6CC(C(C(O6)C)OC7CC(C(C(O7)C)O)OC)OC)C

)C
CC1C=CC=CC=CC=CC=CC=CC=CC(CC2C(C(CC(O2)(CC(CC(C(CCC(CC(C
C(=O)OC(C(C1O)C)C)O)O)O)O)O)O)O)C(=O)O)OC3C(C(C(C(O3)C)O)

N)O
CC1CC(=CCC2CC(CC3(O2)CC(=NOC)C(C(O3)C(=CC(C)C)C)C)OC(=O)C

4C=C(C(C5C4(C(=CC=C1)CO5)O)O)C)C

CCOC(=O)C1=C(N(C2=CC(=C(C(=C21)CN(C)C)O)Br)C)CSC3=CC=CC=C
3

OC1=CC=CC(CC(N[C@@H]2C[C@H](C3=NN=C(CO)N3CCOC)C2)=O)
=C1

OCCC(N1CC[N](C=C(C(NCCC2=CC(C([O])=O)=CC=C2)=O)[N]3)=C3[C
@H]1C4=CC=CC=C4)=O

[O]C(C1=CC=CC(C(N2[C@H](C3=NC(C)=NN3)CCN(C(CC4=CC=CC=C4
)=O)CC2)=O)=C1)=O

FC(F)OC1=C(C=CC=C1)[C@@H](C)NC(CC2=CSC(N3CCNC3=O)=N2)=
O

O=C1NC(N(CC(N2C[C@@H](O)[C@H](CC3=CC(C)=NN3)C2)=O)C=C1
)=O

NC(C1=CC=C(NC([C@H]2CCCN(C(C3=CC=C(F)C=C3)=O)C2)=O)C=C1)
=O

CC1=CC(N2)=C(C=C(C[N@H]3C[C@@H](O)[C@H](CC4=CC(C)=NN4)
C3)C2=O)C=C1

O=C1N(C2=CC=C(C(NC3=CC(C4=NC=CN4)=CC=C3)=O)C=C2)CCN1

CN(C)CCCN1C2=CC=CC=C2SC3=CC=CC=C31

OC1=CC=CC=C1C2=C(C3=CC4=CC=CC=C4C=C3)C=NC(N)=N2

OC1=C(C2=NC(N)=NC=C2C3=CC(OC)=CC=C3)C=CC=C1

OC1=CC=CC=C1C2=C(C3=CC=C(C)C=C3)C=NC(N)=N2

CCN(CCCC(C)NC1=C2C=CC(=CC2=NC=C1)Cl)CCO

CC1CCC2C(C(=O)OC3C24C1CCC(O3)(OO4)C)C
CC1CCC2C(C(OC3C24C1CCC(O3)(OO4)C)OCC5=CC=C(C=C5)C(=O)O)

C

CC1CCC2C(C(OC3C24C1CCC(O3)(OO4)C)OC(=O)CCC(=O)O)C

CC1CCC2C(C(OC3C24C1CCC(O3)(OO4)C)N5CCS(=O)(=O)CC5)C

CC1CCC2C(C(OC3C24C1CCC(O3)(OO4)C)N5CCSCC5)C

CC1CCC2C(C(OC3C24C1CCC(O3)(OO4)C)O)C

CCOC1C(C2CCC(C3C24C(O1)OC(CC3)(OO4)C)C)C

CC1CCC2C(C(OC3C24C1CCC(O3)(OO4)C)OC)C

CC1CCC2C(C(OC3C24C1CCC(O3)(OO4)C)N5CCS(=O)CC5)C

CC1CCC2C(C(OC3C24C1CCC(O3)(OO4)C)CCCO)C

CC1CCC2C(C(OC3C24C1CCC(O3)(OO4)C)S)C

C1=CC(=CC=C1C2=C(C(=O)C3=C(C=C(C=C3O2)O)O)O)O

C1=CC(=C(C=C1C2=C(C(=O)C3=C(C=C(C=C3O2)O)O)O)O)O

C1=CC(=C(C=C1C2=C(C(=O)C3=C(O2)C=C(C=C3)O)O)O)O
CC1(C2CCC3(C(C2(CCC1OC4C(C(C(C(O4)C(=O)O)O)O)OC5C(C(C(C(O
5)C(=O)O)O)O)O)C)C(=O)C=C6C3(CCC7(C6CC(CC7)(C)C(=O)O)C)C)C)

C.N.N
CC1C(C(CC(O1)OC2C(OC(CC2O)OC3C(OC(CC3O)OC4CCC5(C(C4)CCC

6C5CCC7(C6(CCC7C8=CC(=O)OC8)O)C)C)C)C)O)O
CC1CCC2CC(C(=CC=CC=CC(CC(C(=O)C(C(C(=CC(C(=O)CC(OC(=O)C3C
CCCN3C(=O)C(=O)C1(O2)O)C(C)CC4CCC(C(C4)OC)O)C)C)O)OC)C)C)

C)OC
CC1C=CC=C(C(=O)NC2=C(C3=C(C4=C(C(=C3O)C)OC(C4=O)(OC=CC(C
(C(C(C(C(C1O)C)O)C)OC(=O)C)C)OC)C)C5=C2N6C=CC(=CC6=N5)C)O)

C
CC1C(C(C(C(O1)OCC2C(C(C(C(O2)OC3=C(OC4=CC(=CC(=C4C3=O)O)

O)C5=CC(=C(C=C5)O)O)O)O)O)O)O)O

in silico
 in vitro, contra SARS-CoV

in silico
 in vitro, contra SARS-CoV

in silico
 in vitro, contra SARS-CoV

in silico
in silico

 in vitro, contra SARS-CoV
in silico

 in vitro, contra SARS-CoV
in silico

in silico

in silico
in silico
in silico

 in vitro, contra SARS-CoV-2
in silico
in silico
in silico
in silico
in silico
in silico
in silico
in silico
in silico

 in vitro, contra SARS-CoV-2
in silico
in silico
in silico
in silico
in silico
in silico
in silico
in silico
in silico
in silico
in silico
in silico
in silico
in silico
in silico
in silico
in silico

 in vitro, contra SARS-CoV
in silico

in silico
in silico

in silico

in silico
in silico

1–3

1,4–6

1,4,2006

7–9

10–12

4,13
14

10,14

14
14

21

22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
23

6, 23
23

24
24

24

24
25,26

15–18
19
19
19
19
19
19
19
19

11, 20

21
21
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Ritonavir
Eriodic�ol
Naloxegol

Nitrofurantoina
Piruvato de isoniazida

Hipericina
Ergoloide

Cefaran�na
Pemirolast
Bisoxa�na

Nitazoxanida

Azitromicina

Niclosamida

Ácido glicirrícico

Metasulfobenzoato de dexametasona
Nilo�nib

Sonidegib
Enasidenib

Regorafenib
Capma�nib
Escutelarina
Lurasidona

Fananserina
Nico�anamina

HCQ1
CQ1

Mirce�na
Morin

Galangina
Herbace�na

Querce�na-O-pentósido
Querce�na-O-ramnósido
Kaempferol-O-pentósido

Querce�na-3-O-vicianósido

querce�na-3-O-glucurónido-7-O-glucósido

querce�na-7-O-galactósido
Tizoxanida

Dolutegravir
Bictegravir

Ti-1
Ti-2
Ti-3
BD1
BD2
BD3

Clorhidrato de bromhexina
Clorhidrato de ambroxol

Rojo Congo

CC(C)C1=NC(=CS1)CN(C)C(=O)NC(C(C)C)C(=O)NC(CC2=CC=CC=C2)C
C(C(CC3=CC=CC=C3)NC(=O)OCC4=CN=CS4)O

C1C(OC2=CC(=CC(=C2C1=O)O)O)C3=CC(=C(C=C3)O)O
COCCOCCOCCOCCOCCOCCOCCOC1CCC2(C3CC4=C5C2(C1OC5=C(C

=C4)O)CCN3CC=C)O

C1C(=O)NC(=O)N1N=CC2=CC=C(O2)[N+](=O)[O-]

CC(=NNC(=O)C1=CC=NC=C1)C(=O)O
CC1=CC(=O)C2=C(C3=C(C=C(C4=C3C5=C2C1=C6C(=CC(=O)C7=C(C8

=C(C=C(C4=C8C5=C67)O)O)O)C)O)O)O
CC1(C(=O)N2C(C(=O)N3CCCC3C2(O1)O)CC4=CC=CC=C4)NC(=O)C5C

C6C(CC7=CNC8=CC=CC6=C78)N(C5)C
CN1CCC2=CC3=C(C4=C2C1CC5=CC=C(C=C5)OC6=C(C=CC(=C6)CC7C

8=CC(=C(C=C8CCN7C)OC)O4)OC)OCO3

CC1=CC=CN2C1=NC=C(C2=O)C3=NNN=N3

C1=CC=C2C(=C1)NC(=O)C(O2)(C3=CC=C(C=C3)O)C4=CC=C(C=C4)O

CC(=O)OC1=CC=CC=C1C(=O)NC2=NC=C(S2)[N+](=O)[O-]

CCC1C(C(C(N(CC(CC(C(C(C(C(C(=O)O1)C)OC2CC(C(C(O2)C)O)(C)OC)
C)OC3C(C(CC(O3)C)N(C)C)O)(C)O)C)C)C)O)(C)O

C1=CC(=C(C=C1[N+](=O)[O-])Cl)NC(=O)C2=C(C=CC(=C2)Cl)O

CC1(C2CCC3(C(C2(CCC1OC4C(C(C(C(O4)C(=O)O)O)O)OC5C(C(C(C(O
5)C(=O)O)O)O)O)C)C(=O)C=C6C3(CCC7(C6CC(CC7)(C)C(=O)O)C)C)C)

C
CC1CC2C3CCC4=CC(=O)C=CC4(C3(C(CC2(C1(C(=O)COC(=O)C5=CC(=

CC=C5)S(=O)(=O)O)O)C)O)F)C
CC1=C(C=C(C=C1)C(=O)NC2=CC(=CC(=C2)C(F)(F)F)N3C=C(N=C3)C)N

C4=NC=CC(=N4)C5=CN=CC=C5
CC1CN(CC(O1)C)C2=NC=C(C=C2)NC(=O)C3=CC=CC(=C3C)C4=CC=C(

C=C4)OC(F)(F)F
CC(C)(CNC1=NC(=NC(=N1)C2=NC(=CC=C2)C(F)(F)F)NC3=CC(=NC=C

3)C(F)(F)F)O
CNC(=O)C1=NC=CC(=C1)OC2=CC(=C(C=C2)NC(=O)NC3=CC(=C(C=C3

)Cl)C(F)(F)F)F
CNC(=O)C1=C(C=C(C=C1)C2=NN3C(=CN=C3N=C2)CC4=CC5=C(C=C4

)N=CC=C5)F
C1=CC(=CC=C1C2=CC(=O)C3=C(C(=C(C=C3O2)OC4C(C(C(C(O4)C(=O

)O)O)O)O)O)O)O
C1CCC(C(C1)CN2CCN(CC2)C3=NSC4=CC=CC=C43)CN5C(=O)C6C7CC

C(C7)C6C5=O
C1CN(CCN1CCCN2C3=CC=CC4=C3C(=CC=C4)S2(=O)=O)C5=CC=C(C=

C5)F
C1CN([C@@H]1C(=O)O)CC[C@@H](C(=O)O)NCC[C@@H](C(=O)O)

N

C1CC(CN(C1)C2CCN(CC2)C3=C4C=C(C=CC4=NC=C3)Cl)O

C1CCC(C(C1)N)NC2=C3C=CC(=CC3=NC=C2)Cl

C1=C(C=C(C(=C1O)O)O)C2=C(C(=O)C3=C(C=C(C=C3O2)O)O)O

C1=CC(=C(C=C1O)O)C2=C(C(=O)C3=C(C=C(C=C3O2)O)O)O

C1=CC=C(C=C1)C2=C(C(=O)C3=C(C=C(C=C3O2)O)O)O

C1=CC(=CC=C1C2=C(C(=O)C3=C(O2)C(=C(C=C3O)O)O)O)O
O=C1C(O[C@H]2[C@@H]([C@H]([C@H](CO)O2)O)O)=C(C3=CC=C(

O)C(O)=C3)OC4=CC(O)=CC(O)=C14
O=C1C(O[C@@H]2[C@H]([C@H]([C@@H]([C@@H](C)O2)O)O)O)=

C(C3=CC=C(O)C(O)=C3)OC4=CC(O)=CC(O)=C14
O=C1C(O[C@H]2[C@@H]([C@H]([C@H](CO)O2)O)O)=C(C3=CC=C(

O)C=C3)OC4=CC(O)=CC(O)=C14
C1C(C(C(C(O1)OCC2C(C(C(C(O2)OC3=C(OC4=CC(=CC(=C4C3=O)O)O

)C5=CC(=C(C=C5)O)O)O)O)O)O)O)O
O=C1C(O[C@@H]2[C@@H]([C@H]([C@@H]([C@@H](C(O)=O)O2)
O)O)O)=C(C3=CC=C(O)C(O)=C3)OC4=CC(O[C@@H]5[C@@H]([C@

H]([C@@H]([C@@H](CO)O5)O)O)O)=CC(O)=C14
OC1=C(C2=CC=C(O)C(O)=C2)OC3=CC(O[C@@H]4[C@@H]([C@H]([

C@H]([C@@H](CO)O4)O)O)O)=CC(O)=C3C1=O

C1=CC=C(C(=C1)C(=O)NC2=NC=C(S2)[N+](=O)[O-])O
CC1CCOC2N1C(=O)C3=C(C(=O)C(=CN3C2)C(=O)NCC4=C(C=C(C=C4)

F)F)O
C1CC2CC1N3C(O2)CN4C=C(C(=O)C(=C4C3=O)O)C(=O)NCC5=C(C=C(

C=C5F)F)F

OC1=C(C(NC2=NC=C(C(O)=O)S2)=O)C=CC=C1

OC1=C(C(NC2=CC(N(=O)=O)=CC=N2)=O)C=CC=C1

OC1=C(C(NC2=NC=C(C(O)=O)S2)=O)C=C(C(O)=O)C=C1

OC1=CC=C(NC(C2=CN(CCN(C(C)(C)C)C3=O)C3=C(O)C2=O)=O)C=C1

NC1=CC=C(NC(C2=CN(CCN(C(C)(C)C)C3=O)C3=C(O)C2=O)=O)C=C1
O=C(C1=CN(CCN(C(C)C)C2=O)C2=C(O)C1=O)NC3=C(C)C=C(S(=O)(N)

=O)C=C3

CN(CC1=C(C(=CC(=C1)Br)Br)N)C2CCCCC2.Cl

C1CC(CCC1NCC2=C(C(=CC(=C2)Br)Br)N)O.Cl

C1=CC=C2C(=C1)C(=CC(=C2N)N=NC3=CC=C(C=C3)C4=CC=C(C=C4)N
=NC5=C(C6=CC=CC=C6C(=C5)S(=O)(=O)[O-])N)S(=O)(=O)[O-].[Na+].

[Na+]

in silico
in silico
in silico
in silico
in silico
in silico
in silico
in silico
in silico
in silico
in silico

 in vitro, contra SARS-CoV
in silico

 in vitro, contra SARS-CoV-2
in silico

 in vitro, contra SARS-CoV-2
in silico

 in vitro, contra SARS-CoV-2
in silico
in silico
in silico
in silico
in silico
in silico
in silico
in silico
in silico
in silico
in silico
in silico
in silico
in silico
in silico
in silico
in silico
in silico
in silico
in silico

in silico
in silico
in silico
in silico
in silico
in silico
in silico
in silico
in silico
in silico
in silico

in vitro, contra SARS-CoV-2
in vitro, contra SARS-CoV-2

in silico
 in vitro, contra SARS-CoV-2

27,28
28
27

29
29
29
29
29

30,31

31

31

32
33
33
33
33
33
33
34
35
35
10
33
33
36
36
36
36
36
36
36
36

36
36
15
15
15
15
15
15
15
15
15
37
37

38

29

29



Tabla A1
Compuesto SMILES Ensayos Referencias

Direct violet 1

Azul de Evans

DRI-C23041

DRI-C91005

Carvacrol
Cinamaldehído

Acetato de cinamilo
Geraniol

L-4-terpineol
Anetol
Timol

Pulegona
Denopamina

Bometolol
Naminterol
Ro�gap�da

Benzquercina

Corilagina
Simeprevir
Lumaca�or
Rilapladib

Resveratrol
Lifitegrast de sodio
Azul de me�leno

Ce�azidima

CC1=CC(=C(C(=C1)S(=O)(=O)[O-])N=NC2=CC(=C(C=C2C)N=NC3=C(C
=C4C=C(C=CC4=C3O)NC5=CC=CC=C5)S(=O)(=O)[O-])OC)C.[Na+].[N

a+]

CC1=C(C=CC(=C1)C2=CC(=C(C=C2)N=NC3=C(C4=C(C=C3)C(=CC(=C4
N)S(=O)(=O)[O-])S(=O)(=O)[O-])O)C)N=NC5=C(C6=C(C=C5)C(=CC(=C

6N)S(=O)(=O)[O-])S(=O)(=O)[O-])O.[Na+].[Na+].[Na+].[Na+]

O=C(NC1=CC=C(C2=CC=C(C(NC3=CC=CC4=CC(S(=O)(O)=O)=CC=C34
)=O)C=C2)C=C1)C5=CC=C([N+]([O-])=O)C=C5

OC1=CC(S(=O)(O)=O)=CC2=CC=C(NC(C3=CC=C(C4=CC=C(C(NC5=CC
6=C(O)C=C(S(=O)(O)=O)C=C6C=C5)=O)C=C4)C=C3)=O)C=C12

CC1=CC=C(C(C)C)C=C1O

C1=CC=C(C=C1)C=CC=O

CC(=O)OCC=CC1=CC=CC=C1

CC(=CCCC(=CCO)C)C

CC1=CCC(CC1)(C(C)C)O

CC=CC1=CC=C(C=C1)OC

CC1=CC(=C(C=C1)C(C)C)O

CC1CCC(=C(C)C)C(=O)C1

COC1=C(C=C(C=C1)CCNCC(C2=CC=C(C=C2)O)O)OC
CC(=O)COC1=C2C(=C(C=C1)OCC(CNCCC3=CC(=C(C=C3)OC)OC)O)CC

C(=O)N2

CC(CC1=CC=C(C=C1)OC)NCC(C2=CC(=CC(=C2)CO)N)O
CC(C(=O)NCC(=O)N)NC(=O)CNC(=O)C1CC(CN1C(=O)C2CCCN2C(=O)

C(CC3=CC=C(C=C3)O)NC(=O)C)O
C1=CC=C(C=C1)COC2=C(C=C(C=C2)C3=C(C(=O)C4=C(O3)C=C(C=C4O
CC5=CC=CC=C5)OCC6=CC=CC=C6)OCC7=CC=CC=C7)OCC8=CC=CC=

C8
C1C2C(C(C(C(O2)OC(=O)C3=CC(=C(C(=C3)O)O)O)O)OC(=O)C4=CC(=

C(C(=C4C5=C(C(=C(C=C5C(=O)O1)O)O)O)O)O)O)O
CC1=C(C=CC2=C1N=C(C=C2OC3CC4C(C3)C(=O)N(CCCCC=CC5CC5(N

C4=O)C(=O)NS(=O)(=O)C6CC6)C)C7=NC(=CS7)C(C)C)OC
CC1=C(N=C(C=C1)NC(=O)C2(CC2)C3=CC4=C(C=C3)OC(O4)(F)F)C5=C

C(=CC=C5)C(=O)O
COCCN1CCC(CC1)N(CC2=CC=C(C=C2)C3=CC=C(C=C3)C(F)(F)F)C(=O)

CN4C5=CC=CC=C5C(=O)C=C4SCC6=C(C(=CC=C6)F)F

C1=CC(=CC=C1C=CC2=CC(=CC(=C2)O)O)O
CS(=O)(=O)C1=CC=CC(=C1)CC(C(=O)[O-])NC(=O)C2=C(C=C3CN(CCC

3=C2Cl)C(=O)C4=CC5=C(C=C4)C=CO5)Cl.[Na+]

CN(C)C1=CC2=C(C=C1)N=C3C=CC(=[N+](C)C)C=C3S2
CC(C)(C(=O)O)ON=C(C1=CSC(=N1)N)C(=O)NC2C3N(C2=O)C(=C(CS3)

C[N+]4=CC=CC=C4)C(=O)[O-]

in silico
 in vitro, contra SARS-CoV-2

in silico
 in vitro, contra SARS-CoV-2

in silico
 in vitro, contra SARS-CoV-2

in silico
 in vitro, contra SARS-CoV-2

in silico
in silico
in silico
in silico
in silico
in silico
in silico
in silico
in silico
in silico
in silico
in silico

in silico
in vitro, contra SARS-CoV-2

in silico
in vitro, contra SARS-CoV-2

in silico
in silico

in vitro, contra SARS-CoV-2
in vitro, contra SARS-CoV-2
in vitro, contra SARS-CoV-2

38

38, 39

38

38
40
40
40
40
40
40
40
40
41
41
41
41

41
42
43

39,43
44
45
39
47
46
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Tabla A2

N° de
compuesto Estructura / SMILES

Actividad
 Inhibitoria (%)

Epigentek
Conc. inicial =

100 µM

Actividad
 Inhibitoria (%)

Adipogen
Conc. inicial =

20 µM

Actividad
 Inhibitoria (%)
Ensayo celular
HEK 293/RBD
Conc. inicial =

100 µM

CC50 (µM) ENSAYO ANTIVIRAL
Experimento 1

ENSAYO ANTIVIRAL
Experimento 2

A549  HT29
Método A 

IC50 SARS-CoV-2 (µM) / CC50 (µM) / IS 

Método A
IC50 SARS-CoV-2

(µM) / CC50 (µM) / IS

Método B
IC50 SARS-CoV-2

(µM) / CC50 (µM) / IS

84,2 ± 3,6 0 ± 0,4 34,9 ± 10,8 >100 >100 > 50 / > 50 / > 1 > 50 / > 50 / > 1 > 50 / > 50 / > 1

23,9 ± 3,0 8,6 ± 0,5

8,9 ± 1,3

37,0 ± 12,3

11,3 ± 1,2 0 ± 6,5

0 ± 14,3

14,7 ± 8,7

83,9 ±  7,2 9,8 ± 6,3

0 ± 13,1

32,8 ±  0,6

7,5 ±  1,4

18,2  ± 15,8

0,4 ± 6,5 14,5 ± 6,2

31, 0 ± 2,1

22,5 ± 2,3

30,2 ± 1,2

36 ± 10,5

2,2 ± 11,5

60,3 ± 3,0 7,7 ± 1,6 25,6 ± 5,1 >100 >100

26,5 ± 8,7

0 ± 16,4

5,5 ± 2,0

27,5 ± 13,8

63,1 ± 12,4 0 ± 0,6 26,9 ± 6,1

Benzisotiazolonas y precursores

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

IC1=CC=CC=C1C(NCC2=CC=C(OC)C=C2)=O

O=C1N(CC2=CC=C(OC)C=C2)SC3=CC=CC=C31

O=C1N(CC2=CC=CC=C2)SC3=CC=CC=C31

IC1=CC=CC=C1C(NC2=CC=C(C)C=C2)=O

O=C1N(C2=CC=C(C)C=C2)SC3=CC=CC=C31

IC1=CC=CC=C1C(NC2=CC=CC=C2)=O

O=C1N(C2=CC=CC=C2)SC3=CC=CC=C31

O=C1N(C2=CC=C(Cl)C=C2)SC3=CC=CC=C31

IC1=CC=CC=C1C(NC2=C(Cl)C=CC=C2C)=O

O=C1N(C2=C(Cl)C=CC=C2C)SC3=CC=CC=C31

IC1=CC=CC=C1C(NC2=NC3=C(C=CC(SC4=CC=CC=C4)=C3)N2)=O

IC1=CC=CC=C1C(NC2=CC=C([N+]([O-])=O)C=C2)=O

O=C1N(C2=CC=C([N+]([O-])=O)C=C2)SC3=CC=CC=C31

IC1=CC=CC=C1C(NC2=C(OC)C=CC=C2OC)=O

IC1=CC=CC=C1C(NCC2=CC=C(C(F)(F)F)C=C2)=O

IC1=CC=CC=C1C(NC2=C(C=CC=C3)C3=CC=C2)=O

O=C1N(C2=CC=C(C=CC=C3)C3=C2)SC4=CC=CC=C41

O=C1N(C2=NC3=C(C=CC(SC4=CC=CC=C4)=C3)N2)SC5=CC=CC=C51

IC1=C(C)C=CC=C1C(NC2=CC=CC=C2)=O

O=C1N(C2=CC=CC=C2)SC3=C(C)C=CC=C31

O=C1NSC2=CC=CC=C21

IC1=CC=CC=C1C(NC2=CC=C(C(F)(F)F)C=C2)=O

O=C1N(C2=CC=C(C(F)(F)F)C=C2)SC3=CC=CC=C31

IC1=CC=CC=C1C(N)=O
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N° de
compuesto Estructura / SMILES

Actividad
 Inhibitoria (%)

Epigentek
Conc. inicial =

100 µM

Actividad
 Inhibitoria (%)

Adipogen
Conc. inicial =

20 µM

Actividad
 Inhibitoria (%)
Ensayo celular
HEK 293/RBD
Conc. inicial =

100 µM

CC50 (µM) ENSAYO ANTIVIRAL
Experimento 1

ENSAYO ANTIVIRAL
Experimento 2

A549  HT29
Método A 

IC50 SARS-CoV-2 (µM) / CC50 (µM) / IS 

Método A
IC50 SARS-CoV-2

(µM) / CC50 (µM) / IS

Método B
IC50 SARS-CoV-2

(µM) / CC50 (µM) / IS

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

IC1=CC(Cl)=CC(C)=C1C(NC2=CC=C(C)C=C2)=O

O=C1N(C2=CC=C(C)C=C2)SC3=CC(Cl)=CC(C)=C31

IC1=CC(Cl)=CC(C)=C1C(NCC2=CC=CC=C2)=O

O=C1N(CC2=CC=CC=C2)SC3=CC(Cl)=CC(C)=C31

O=C(C1=CC=CC=C1S2)N2C3=NC=CN3CC(NCC4=CC=CC=C4)=O

IC1=C(C)C=CC=C1C(NCC2=CC=CC=C2)=O

O=C1N(CC(OCC)=O)SC2=CC=CC=C21

NC1=NC=CS1

NC1=NC=C([N+]([O-])=O)S1

O=C(C1=CC=C(Cl)C=C1)NC2=NC=C([N+]([O-])=O)S2

O=C(C1=CC=C(Cl)C=C1)NC2=NC=CS2

O=C(C1=CSC(NC(OC(C)(C)C)=O)=N1)NC2=NC=CS2

O=C(C1=CC=CC=C1OC(C)=O)NC2=NC=C([N+]([O-])=O)S2

OC1=CC=CC=C1C(NC2=NC=CS2)=O

OC1=CC=CC=C1C(NC2=NC=C([N+]([O-])=O)S2)=O

O=C(C1=CC=CC=C1NC(OCC2C3=C(C=CC=C3)C4=C2C=CC=C4)=O)NC5=NC=C([N+]([O-])=O)S5

O=C(C1=CSC(NC(OC(C)(C)C)=O)=N1)NC2=NC=C([N+]([O-])=O)S2

O=C(O)C1=CC([N+]([O-])=O)=CN1C

O=C(O)C1=CSC(NC(OC(C)(C)C)=O)=N1

O=C(NC1=NC(C(OCC)=O)=CS1)C2=CC=CC=C2I

38,4 ± 10,2

10,3 ± 5,8

0 ± 1,5

23,1 ± 7,0

35,1 ±  7,1

0 ± 10,1

19,5 ± 5,2

15,3 ± 7,2

0 ± 7,2

42,5 ±  0,8 14,3 ± 3,2

13,0 ± 6,2

0 ± 11,7

16,9 ± 13,0

14,7 ± 9,1 5,0 ± 2,6

22,2 ± 14,7

38,4 ± 3,8

84,7 ±  2,5 24,5 ± 7,5 11,8 ± 2,8 >100

63,3 ± 6,7 7,8 ± 0,5

20,7 ± 1,3

59,3  ±  5,8 0 ± 9,8 17,7 ± 10,9 >100 >100 > 50 / > 50 / > 1 > 50 / > 50 / > 1 > 50 / > 50 / > 1

23,6 ± 2,5

1,6 ± 10,2

80,4 ±  9,8
Conc. inicial

de 5 µM

29,9 ± 2,0
Conc. inicial

de 1 µM

44,1 ± 0,5
Conc. inicial

de 5 µM

20,3 ± 2,1 5,8 ± 7,9

Aminotiazoles y derivados

Arilidenonas

O=C(C1=CC([N+]([O-])=O)=CN1C)NC2=NC=C([N+]([O-])=O)S2

O=C(C1=CSC(NC(C2=CSC(NC(OC(C)(C)C)=O)=N2)=O)=N1)NC3=NC(C(O)=O)=CS3

O=C(/C=C/C=C/C1=CC=CO1)/C=C/C=C/C2=CC=CO2

O=C/2/C(CCCC2=C/C3=CC=CO3)=C/C1=CC=CO1
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Actividad
 Inhibitoria (%)

Epigentek
Conc. inicial =

100 µM

Actividad
 Inhibitoria (%)

Adipogen
Conc. inicial =

20 µM

Actividad
 Inhibitoria (%)
Ensayo celular
HEK 293/RBD
Conc. inicial =

100 µM

CC50 (µM) ENSAYO ANTIVIRAL
Experimento 1

ENSAYO ANTIVIRAL
Experimento 2

A549  HT29
Método A 

IC50 SARS-CoV-2 (µM) / CC50 (µM) / IS 

Método A
IC50 SARS-CoV-2

(µM) / CC50 (µM) / IS

Método B
IC50 SARS-CoV-2

(µM) / CC50 (µM) / IS

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

O=C(/C(CCC/1)=C/C=C/C2=CC=CC=C2)C1=C\C=C\C3=CC=CC=C3

O=C(/C=C/C1=CC=CS1)/C=C/C2=CC=CS2

O=C/2/C(CCCC2=C/C3=CC=CC=C3)=C/C1=CC=CC=C1

O=C(/C=C/C1=CC=CO1)/C=C/C2=CC=CO2

O=C(/C=C/C1=CC=C(CO)O1)/C=C/C2=CC=C(CO)O2

O=C(/C=C/C1=CC=C(COC)O1)/C=C/C2=CC=C(COC)O2

O=C(CCC(OC)=O)/C=C/C1=CC=CO1

O=C(/C=C/C1=CC=CO1)CCC(O)=O

O=C(/C=C/C1=CC=C(CO)O1)CCC(O)=O

O=C(/C(CC(OC)=O)=C/C1=CC=C(COC)O1)/C=C/C2=CC=C(O2)COC

O=C(/C=C/C1=CC=CO1)/C(CC(O)=O)=C/C2=CC=CO2

O=C(/C=C/C=C/C1=CC=C(N(C)C)C=C1)/C=C/C=C/C2=CC=C(N(C)C)C=C2

O=C(/C=C/C1=CC=C(C(F)(F)F)O1)/C=C/C2=CC=C(C(F)(F)F)O2

O=C(/C=C/C1=CC=C(F)C=C1)/C=C/C2=CC=C(F)C=C2

O=C(/C=C/C=C/C1=CC=C(O)C(OC)=C1)/C=C/C=C/C2=CC(OC)=C(O)C=C2

O=C(/C=C/C1=CC=C(S(=O)([O-])=O)O1)/C=C/C2=CC=C(S([O-])(=O)=O)O2.[Na+].[Na+]

O=C1CC(C2=CC=CC=C2)N(C)C(C3=CC=CC=C3)C1

O=C(/C(CN(C)C/1)=C/C=C/C2=CC=CC=C2)C1=C\C=C\C3=CC=CC=C3

O=C(/C(CN(C)C/1)=C/C=C/C2=CC=CS2)C1=C\C=C\C3=CC=CS3

70,2 ± 23,8 12,8 ± 3,6 41,8 ± 3,1 >100 >100 > 50 / > 50 / > 1 > 50 / > 50 / > 1 > 50 / > 50 / > 1

87 ±  4,3 5,2 ± 6,0 41,0 ± 5,4 >100 16 / 23,5 / 1,5 10,3 / 21,6 / > 2,1 21 / > 50 / > 2,4

20 ± 14,1 6,4 ± 2,2

105,7 ± 0,8 57,1 ± 0,5 70,2 ± 1,2 >100 >100 > 50 / > 50 / > 1 > 50 / > 50 / > 1 5,6 / > 50 / > 8,9

91,5 ± 0,8
Conc. inicial

de 50 µM

52,9 ± 2,0
Conc. inicial

de 10 µM

60,4  ± 4,6
Conc. inicial

de 50 µM
>100 >100 > 50 / > 50 / > 1 > 50 / > 50 / > 1

0 ± 4,8

13,4 ± 9,2

5,5 ± 8,5

0 ± 3,0

1,3 ± 2,8

19,1 ± 8,7

8,7 ± 8,2

2,4 ± 6,2

40,0 ± 2,4
Conc. inicial

de 10 µM

29,2 ± 0,1

26,1 ± 4,5

11,2 ± 0,4

16,6 ± 0,2

3,4 ± 2,1

35,1 ± 0,1

14,3 ± 0,8

41,4 ± 14,7 58,14 ± 4,8 0 ± 0,7 >100 >100 > 50 / > 50 / > 1 > 50 / > 50 / > 1

Hidrazinotiazoles y precursores

0 ± 4,2

33,9 ±  12,6 26,3 ± 2,1

O=C(/C1=C/C=C/C2=CC=CS2)/C(CC1)=C/C=C/C3=CC=CS3

O=C(/C1=C/C=C/C2=CC=CO2)/C(CCC1)=C/C=C/C3=CC=CO3

CN(C/C(C/1=O)=C\C2=CC=C(S([O-])(=O)=O)O2)CC1=C/C3=CC=C(S(=O)([O-])=O)O3.[Na+].[Na+]

C=CCN1/C(SC=C1C2=CC=C(Cl)C=C2)=N/N=C/C=C/C3=CC=CO3

C=CCN1/C(SC=C1C2=CS/C(N2CC=C)=N\N=C\C=C\C3=CC=CO3)=N/N=C/C=C/C4=CC=CO4
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Conc. inicial =
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A549  HT29
Método A 

IC50 SARS-CoV-2 (µM) / CC50 (µM) / IS 

Método A
IC50 SARS-CoV-2

(µM) / CC50 (µM) / IS

Método B
IC50 SARS-CoV-2

(µM) / CC50 (µM) / IS

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

C=CCN1/C(SC=C1C2=CC=C(C=CC=C3)C3=C2)=N/N=C/C=C/C4=CC=CO4

O=C(C1=CS/C(N1CC=C)=N\N=C\C=C\C2=CC=CO2)N3CCN(C/C=C/C4=CC=CC=C4)CC3

O=S(C(O1)=CC=C1/C=N/N=C(N2C3=CC=CC=C3)\SC=C2C(N/4C5=CC=CC=C5)=CSC4=N/N=C/C6=CC=C(S(=O)([O-])=O)O6)([O
-])=O.[Na+].[Na+]

C=CCN1C(C(CN2CCN(C/C=C/C3=CC=CC=C3)CC2)=O)=CS/C1=N\N=C\C=C\C4=CC=CO4

C=CCN1C(C(CNN2CCN(C/C=C/C3=CC=CC=C3)CC2)=O)=CS/C1=N\N=C\C=C\C4=CC=CO4

C=CCN1C(C(NN2CCOCC2)=O)=CS/C1=N\N=C\C=C\C3=CC=CO3

S=C(NCC=C)N/N=C/C1=CC=C(/C=N/NC(NCC=C)=S)C=C1

OC1CC[C@]2(C)[C@@]3([H])CC[C@]4(C)[C@@H](/C(C)=N/N=C5SC=C(C(N6CCN(C/C=C/C7=CC=CC=C7)CC6)=O)N/5)CC[C
@@]4([H])[C@]3([H])CC=C2C1

O=C(NNC(NCCN1CCOCC1)=[Se])C2=CSC(N/N=C/C=C/C3=CC=CO3)=N2

CCC(CCCC)CN(C1=C2C=C(/C=N/NC(NCC=C)=S)C=C1)C3=C2C=C(/C=N/NC(NCC=C)=S)C=C3

C=CCN1C(C(CN(CC2=CC=CC=N2)CC3=NC=CC=C3)=O)=CS/C1=N\N=C\C=C\C4=CC=CO4

O=C(/C=C/C1=C([N+]([O-])=O)C=CC=C1)O

O=C(/C=C/C1=CC([N+]([O-])=O)=CC=C1)O

O=[N+](C1=CC=C(/C=C/C(O)=O)C=C1)[O-]

COC1=CC(/C=C/C(O)=O)=C(OC)C=C1

OC1=C(OC)C=C(/C=C/C(O)=O)C=C1OC

OC1=C(OC)C=C(/C=C/C(O)=O)C=C1

0 ± 12,03 24,7 ± 1,6

7,4 ± 2,1

97,0 ± 0,0 28,4 ± 2,1 40,2 ± 3,7 >100 >100 > 50 / > 50 / > 1 > 50 / > 50 / > 1

10,2 ± 6,8 31,6 ± 7,4

0 ± 13,3 24,7 ± 1,6

0 ± 15,9
Conc. inicial

50 µM

8,9 ± 3,7

19,0 ± 1,8

0 ± 12,3
Conc. inicial

50 µM

22,9 ± 9,4
Conc. inicial

10 µM

50,7  ±  17,5 54,1 ± 3 43,9 ± 10,5 >50 >100 > 50 / > 50 / > 1 > 50 / > 50 / > 1 > 50 / > 50 / > 1

0 ± 8,9

47,6 ± 9,9

18,5 ± 12,9

44,9 ± 13,4

57,8 ± 16,1

0 ± 17,1

42,5 ± 14,3

Derivados del ácido cinámico



Tabla A2

N° de
compuesto Estructura / SMILES

Actividad
 Inhibitoria (%)
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Conc. inicial =

100 µM
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 Inhibitoria (%)
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20 µM

Actividad
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HEK 293/RBD
Conc. inicial =

100 µM

CC50 (µM) ENSAYO ANTIVIRAL
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ENSAYO ANTIVIRAL
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A549  HT29
Método A 

IC50 SARS-CoV-2 (µM) / CC50 (µM) / IS 

Método A
IC50 SARS-CoV-2

(µM) / CC50 (µM) / IS

Método B
IC50 SARS-CoV-2

(µM) / CC50 (µM) / IS

90

91

92

93

94

95

96

97

98

99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

O=C(/C=C/C1=CC=C(OC)C=C1)O

OC1=C(OC)C=C(/C=C/C2=CC=CC=C2)C=C1

OC1=C(O)C=C(/C=C/C(O)=O)C=C1

ClC1=CC=C(/C=C/C(O)=O)C=C1

CN(C)C1=CC=C(/C=C/C(OCC)=O)C=C1

[H][C@@]12OC[C@@H](C3CCCCC3)N1[C@@H](CS)SC2

SC[C@]1(C(OCC)=O)SC2=C(C=CC=C2)N1

[H][C@@]12SC3=C(C=C(C(F)(F)F)C=C3)N1[C@@H](CSC(C)=O)SC2

[H][C@]12SC[C@H](C(O)=O)N1[C@H](CS)SC2

C[C@@]1(CS)SC2=C(C=CC=C2)N1

[H][C@@]12SC[C@@H](C(OCC)=O)N1[C@@H](CS)SC2

[C@H]12SC[C@@H](N2C3=C(N4[C@@H]5S[C@H]4CSC5)C=CC=N3)SC1

[H][C@@]12SC[C@@H](C(O)=O)N1[C@@H](CSC(C)=O)SC2

O=C(O)[C@@H]1CS[C@@H](C2=CC=CC=C2B(O)O)N1

[H][C@@]12SC[C@@H](C(O)=O)N1[C@@H](CS)SC2

[H][C@@]12SCCN1C(CS)SC2

SCC1(C(OCC)=O)SCCN1

SC[C@]1(C(OCC)=O)SC[C@@H](C(OCC)=O)N1

SC[C@@]1(C(OCC)=O)SC[C@@H](C(OCC)=O)N1

SC[C@@]1(C(OCC)=O)SC(C)(C)[C@H](C(O)=O)N1

SC[C@@]1(C(OCC)=O)SC[C@H](C(O)=O)N1

10,5 ± 17,1

44,9 ± 10,1

18,2 ± 1,6

18,2  ± 3,3

26,4 ± 9,8

0,3 ± 11,3

Bis-heterociclos y precursores

64,8 ± 9,4 35,6 ± 9,4 0 ± 3,1 >100 >100 > 50 / > 50 / > 1 > 50 / > 50 / > 1 > 50 / > 50 / > 1

56,5 ± 12,4 31,6 ± 6,7 24,9  ± 1,2 >100 >100 - 37,3 / > 50 / > 1,34 36,9 / > 50 / > 1,4

70 ± 13,9 17,5 ± 5,4

67,6 ± 17,5 7,4 ± 3,2

64,4 ± 6,9 17,4 ± 1,6

79,4 ± 5,8 9,5 ± 9,5

19,5 ± 16,3 20,1 ± 4,7

0,3 ± 3,5 26,3 ± 2,1

18,9 ± 19 11,6 ± 0,0

7,3  ± 16,7

23,9 ± 12,2

23,3 ± 3,8

16,6 ± 6,5

10,5 ± 1,0

18,5 ± 9,8

12,6 ± 1,0

Carboranos

O=C(OC1=CC=C(C(SS2)=CC2=S)C=C1)/C=C/C3=CC=CC=C3
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IC50 SARS-CoV-2
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112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

122

123

124

125

COCCOC1=C(OCCOC)C=C(C(NC2=CC=CC(C3=CN(CCOCCOB456[BH]78C9%10([H])C%11%12([H])[BH]9
%13%14[BH]%15%16%11[BH]4%17([BH]%166%12)[BH]57%18[BH]%138%10[BH]%18%14%17%15)N=N3)=
C2)=NC=N%19)C%19=C1.[H]C%20%21%22C%23%24([H])[�BH]%25%26[�BH]%27%28[�BH]%25%29%30
[�BH]%26%23%31[�BH]%20%24%32[�BH]%33%34%21[�BH]%29%27([BH]%34%28%22)[�BH]%30%31%

32%33.[Na].[Co]

CC1234[BH]56([BH]783[BH]9%104%11)[BH]1%12%13C2%14%11(CCCN(N=N%15)C=C%15CN(C/%16=O)C
%17=CC=C(F)C=C%17C%16=C\C%18=C(C)C(C(NCCN(CC)CC)=O)=C(C)N%18)[BH]%12%19%20[BH]%21

%10%14[BH]%2289[BH]5%237[BH]%196%13[BH]%23%20%22%21

CS(=O)(CCN(CC1=CN(CCOCCOB234[BH]56C78[C@@]9%10[BH]7%11%12[BH]%13%149[BH]2%15([BH]%
144%10)[BH]35%16[BH]%1168[BH]%16%12%15%13)N=N1)CC%17=CC=C(C%18=CC=C(C(NC%19=CC(Cl)
=C(OCC%20=CC(F)=CC=C%20)C=C%19)=NC=N%21)C%21=C%18)O%17)=O.[BH]%22%23%24%25[BH]%
26%27%28[BH]%29%30%31[BH]%32%33([BH]%34%25%31%28)[BH]%22%35%34[BH]%36%32C%35%23[

C@@]%24%26[BH]%29%27[BH]%36%33%30.[Co].[Na]

COCCOC1=C(OCCOC)C=C(C(NC2=CC=CC(C#CC3=CC=C(CC4567[BH]89%10[BH]%11%12([BH]%10%136
[BH]%14%15%167)[BH]%17%13%16[BH]%11%18%19[BH]%128%20[BH]49%21[BH]%22%155[BH]%18%17

%14C%19%20%21%22[H])C=C3)=C2)=NC=N%23)C%23=C1

COCCOC1=C(OCCOC)C=C(C(NC2=CC=CC(C3=CN(CCCC4567[BH]89%10[BH]%11%12([BH]%10%136[BH]
%14%15%167)[BH]%17%13%16[BH]%11%18%19[BH]%128%20[BH]49%21[BH]%22%155[BH]%18%17%14

C%19%20%21%22[H])N=N3)=C2)=NC=N%23)C%23=C1

O=C1N(CC#CC2=CC=C(CC3456[BH]789[BH]%10%11([BH]9%125[BH]%13%14%156)[BH]%16%12%15[BH]
%10%17%18[BH]%117%19[BH]38%20[BH]%21%144C%17%16%13C%18%19%20%21[H])C=C2)C%22=CC

=C(F)C=C%22/C1=C/C%23=C(C)C(C(NCCN(CC)CC)=O)=C(C)N%23

COCCOC1=C(OCCOC)C=C(C(NC2=CC=CC(C#CC3=CC=C(CC4567[BH]89%10[BH]%11%12([BH]%10%136
[BH]%14%15%167)[BH]%17%13%16[BH]%11%18%19[BH]%128%20[BH]49%21[BH]%22%155[BH]%18%17

%14C%19%20%21%22[H])C=C3)=C2)=NC=N%23)C%23=C1

C12=NON=C1C=CC=C2>>[O]

ClC1=CC2=NON=C2C=C1>>[O]

COC1=CC2=NON=C2C=C1>>[O]

C12=CC3=NON=C3C=C1OCCO2>>[O]

[N2O]C1=CC2=NON=C2C=C1>>[O]

[N2O]C1=CC2=NON=C2C(/N=N\[O])=C1>>[O]

O=C1N(C)C2=CC3=NON=C3C=C2N1C.[O]

81,44 ± 0,9 20,7 ± 2,6 47,0 ± 0,9

45,9 ± 20,4 51,6 ± 1,1 60 8,4 / 32,9 / 3,9

0 ± 2,1

32,6 ± 1,1

56,3 ± 15,1 67  ± 2,4 >100 > 50 / > 50 / > 1 11,3 / > 50 / > 4,4 10 / > 50 / > 5

40,7 ± 12,2 43,7 ± 9,9 >100 > 50 / > 50 / > 1 > 50 / > 50 / > 1 > 50 / > 50 / > 1

- 6 ± 3,1

Furoxanos y benzofuroxanos

0 ± 17,6
Conc. inicial

de 5 µM

21,7 ± 15,7
Conc. inicial

de 5 µM

19,8 ± 20,7
Conc. inicial

de 5 µM

36,1 ± 4,5
Conc. inicial

de 50 µM

36,9 ± 6,9
Conc. inicial

de 50 µM

32,8 ± 1,6
Conc. inicial

de 5 µM

0 ± 11,6
Conc. inicial

de 5 µM
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IC50 SARS-CoV-2
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126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

147

C12=NON=C1C3=NON=C3C4=NON=C24.[O]>>[O]

C12=NON=C1C3=NON=C3C=C2.[O]>>[O]

C12=CC3=NON=C3C=C1OCO2

O=C1NC2=CC3=NON=C3C=C2NC1=O>>[O]

FC(C1=CC2=NON=C2C=C1)(F)F>>[O]

34,8 ± 17,3
Conc. inicial

de 5 µM

50,8 ± 10,9
Conc. inicial

de 5 µM

0 ± 3,2
Conc. inicial

de 1 µM

0 ± 4,8

36,4 ± 11,2

0 ± 18,2

0 ± 11,2

73,5  ± 3,4 40,4 ± 2,8 27,2 ± 5,8

25,5 ± 17,8

0 ± 21,5

0 ± 4,0

48,5 ± 16,5 8,9 ± 0,5

0 ± 18,9

44,3 ± 8,5 17,8 ± 5,7

0 ± 12,1

6,9  ± 8,1

7,7  ± 11,9

0 ± 10,5

9,5 ± 6,8

12,2  ± 1,6

76,5 ± 15,5 14,2 ± 1,6

29,7 ± 11,4 10,1 ± 2,8

80,7 ± 6,7 9,4 ± 5,8

O=C(N1CCOCC1)C2=CC3=[N+]([O-])ON=C3C=C2

ClC1=CC2=[N+]([O-])ON=C2C(NC3=CC=C(S(=O)(C4=CC=C(N)C=C4)=O)C=C3)=C1[N+]([O-])=O

OC(=O)C1=CC2=[N+]([O-])ON=C2C=C1

OCCS(=O)(=O)CC1=CC2=[N+]([O-])ON=C2C=C1

[O-][N+]1=C2C=C(\C=N\NC(=S)NCC=C)C=CC2=NO1

OC(=O)C1=CC=C(\C=C\C2=CC3=[N+]([O-])ON=C3C=C2)C=C1

[O-][N+](=O)C1=CC=C(\C=C/C2=CC3=[N+]([O-])ON=C3C=C2)C=C1

[O-][N+]1=C2C=C(\C=C/C3=CC=C4OCOC4=C3)C=CC2=NO1

NC(=O)N\N=C\C1=CC=C(OCC2=CC3=[N+]([O-])ON=C3C=C2)C=C1

[O-][N+]1=C2C=C(\C=C\SC3=CC=C(Cl)C=C3)C=CC2=NO1

[O-][N+]1=C2C=C(\C=C/S(=O)C3=CC=C(Cl)C=C3)C=CC2=NO1

[O-][N+]1=C2C=C(\C=C\S(=O)C3=CC=C(F)C=C3)C=CC2=NO1

[O-][N+]1=C2C=C(\C=C/S(=O)(=O)C3=CC=C(Cl)C=C3)C=CC2=NO1

[O-][N+]1=C2C=C(\C=C\S(=O)(=O)C3=CC=C(F)C=C3)C=CC2=NO1

[O-][N+](=O)C1=CC=C(CS(=O)(=O)\C=C\C2=CC3=NON=C3C=C2)C=C1

CN(CC[N]CC1=CC2=[N+]([O-])ON=C2C=C1)C/C=C/C3=CC=CC=C3

C[O].C12=NC=CC=C1C3=NON=C3C=C2
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(µM) / CC50 (µM) / IS

Método B
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148

149

[O][N]1=C2C(C=CC(/C=C(C#N)\C#N)=C2)=NO1

C1=CC=C(C=C1OC2=NO[N+](=C2[S](=O)(C3=CC=CC=C3)=O)[O-])C(N(C(C(N(C(C)(C)C)[H])=O)C4=CC=CC=C4)C5=CC=C(C=C5)
C)=O

54,3 ± 12,9

41,9 ±  1,8
Conc. inicial

50 µM

31,3 ± 7,3
Conc. inicial

de 50 µM

12,5 ± 9,6
Conc. inicial

de 50 µM

32,9 ± 10
Conc. inicial

de 50 µM

0 ± 5
Conc. inicial

de 50 µM

0 ± 7,2
Conc. inicial

de 50 µM

0 ± 14,7
Conc. inicial

de 50 µM

4,5 ± 2,2
Conc. inicial

de 50 µM

0 ± 11,2
Conc. inicial

de 50 µM

9,9 ± 1,9
Conc. inicial

de 50 µM

29,4 ± 7,3
Conc. inicial

de 50 µM

16,6 ± 4,1
Conc. inicial

de 50 µM

54,9 ± 1,0
Conc. inicial

de 5 µM

9,2 ± 12,5
Conc. inicial

de 1 µM

35 ± 2,2
Conc. inicial

de 5 µM

19,5 ± 8,3
Conc. inicial

de 5 µM

25,6 ± 10,5
Conc. inicial

de 5 µM

0 ± 2,5
Conc. inicial

de 5 µM

0 ± 10,3
Conc. inicial

de 50 µM

32,6 ± 13,3
Conc. inicial

de 50 µM

0 ± 10,2
Conc. inicial

de 50 µM

Benzoimidazoles

Nitrofuranos

Alcaloides

150

151

152

153

154

155

156

157

158

159

160

161

162

163

164

165

166

167

168

O=C(OC)NC1=NC(C=CC=C2)=C2N1

CSC1=NC(C=C(C(N(C)C)=O)C(Cl)=C2)=C2N1

CSC1=NC(C=C(C(NC2=CC=CC(Cl)=C2)=O)C(Cl)=C3)=C3N1

CSC1=NC(C=C(C(N2CCC(C)CC2)=O)C=C3)=C3N1

CSC1=NC(C=C(C(NC)=O)C(Cl)=C2)=C2N1

CN1C2=C(C=C(Cl)C(C(OC)=O)=C2)N=C1SCCN3C=CN=C3

CSC1=NC(C=C(C(NC2=NC=C([N+]([O-])=O)S2)=O)C(Cl)=C3)=C3N1

CSC1=NC(C=C(C(NC)=O)C=C2)=C2N1C

CS(O)C1=NC(C=CC(Cl)=C2)=C2N1C

S=C1N(C)C2=C(C=CC=C2)N1CCSC(N)=N.Cl

CN1C2=C(C=CC=C2)N=C1SCCNC(N)=N

O=[N+](C1=CC=C(O1)CCCC2=NC3=CC=CC=C3C(C(O)=O)=C2)[O-]

O=[N+](C1=CC=C(O1)CCCC2=NC3=CC=CC=C3C(C(N)=O)=C2)[O-]

O=[N+](C1=CC=C(O1)CCCC2=NC3=CC=CC=C3C(C(NCC)=O)=C2)[O-]

O=C(NCCCN1CCOCC1)C2=CC(CCCC3=CC=C([N+]([O-])=O)O3)=NC4=CC=CC=C42

CC(N(CC1)/N=C/C2=CC=C([N+]([O-])=O)O2)CS1(=O)=O

O=C(N/N=C/C1=CC=C([N+]([O-])=O)O1)C2=CC=C(NC=N3)C3=C2

O=C(N/N=C/C1=CC=C([N+]([O-])=O)O1)C2=CC=C(NC(C(F)(F)F)=N3)C3=C2

O=C(N/N=C/C1=CC=C([N+]([O-])=O)O1)C2=CC=C(N(C)C(C(F)(F)F)=N3)C3=C2
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169

170

171

172

173

174

CC1=C[C@@H](OC(C2=CC=CC=C2)=O)[C@H](OC(C3=CC=CC=C3)=O)[C@H](O)[C@@H]1O

CC1=C[C@@H](OCC2=CC=C(OC)C=C2)[C@H](OCC3=CC=C(OC)C=C3)[C@H]4[C@@H]1OC(C)(C)O4

CC[C@@H]1C2[N@](C3)CCC4=C([C@]2(C(OC)=O)C[C@@H]3C1)NC5=CC([C@@]6([H])C[C@H](/C(CN7C)=C\C)[C@H](C(O
C)=O)[C@H]7CC8=C6NC9=C8C=CC=C9)=C(OC)C=C54

C[C@@]1(CO)N([C@@H](C(OCC)=O)[C@H](CO)[C@H]2[C@@H]1OC(C)(C)O2)S(C3=CC=C(C)C=C3)(=O)=O

CC1(C)O[C@@H]2[C@H](O1)[C@]3(C)C=C[C@H]2[C@H](COC(CC4=CNC5=C4C=CC=C5)=O)N3CCC6=CNC7=C6C=CC=C7

CC1(C)O[C@@H]2[C@H](O1)[C@]3(C)C=C[C@H]2[C@H](CO)N3CCC4=CNC5=C4C=CC=C5

24,7 ± 1,6

0 ± 9,6

53,8 ±  16 50,0 ± 5,8 41,2 ± 2,1 27,2 < 100

16,3 ± 1,6

- 34,2 ± 4,7

- 13,7 ± 1,0

Glucósidos y precursores

9,1  ±  5,5

17 ± 12,6

21,1 ± 5,3

0 ± 9,0

75,7 ± 1 38,8

16 ± 2,4 >100

175

176

177

178

179

180

O[C@H]1[C@H](O)[C@@H](O)[C@H]([Se]CC(C(C=C(OC)C=C2)=C2O3)=CC3=O)O[C@@H]1CO

O=C(C1=CC=C([N+]([O-])=O)C=C1)[Se][C@H]2[C@H](OC(C)=O)[C@@H](OC(C)=O)[C@H](OC(C)=O)[C@
@H](COC(C)=O)O2

O=C(C)O[C@H]1[C@H](OC(C)=O)[C@@H](NC(C)=O)[C@H]([Se]SCC(NC(OC(C)(C)C)=O)C(OC)=O)O[C@
@H]1COC(C)=O

O=C1C(C)=C(CSC(C)=O)N2N1C(C(C)=C2CSC(C)=O)=O

O=C1C(C)=C(CS)N2N1C(C(C)=C2CS)=O

O=C1C(C)=C(CSS[C@]2([H])O[C@]([H])(COC(C)=O)[C@@](OC(C)=O)([H])[C@]([H])(OC(C)=O)[C@@]2([H])
OC(C)=O)N3N1C(C(C)=C3CSS[C@]4([H])O[C@]([H])(COC(C)=O)[C@@](OC(C)=O)([H])[C@]([H])(OC(C)=O)

[C@@]4([H])OC(C)=O)=O
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(µM) / CC50 (µM) / IS

181

182

183

184

185

186

187

188

189

190

191

192

193

194

195

O=C1C(C)=C(CS[C@]2([H])O[C@]([H])(COC(C)=O)[C@@]([H])(OC(C)=O)[C@]([H])(OC(C)=O)[C@@]2(OC(
C)=O)[H])N3N1C(C(C)=C3CS[C@]4([H])O[C@]([H])(COC(C)=O)[C@@]([H])(OC(C)=O)[C@]([H])(OC(C)=O)[C

@@]4(OC(C)=O)[H])=O

O=C1C(C)=C(CSS[C@]2([H])O[C@]([H])(COC(C)=O)[C@@](OC(C)=O)([H])[C@]([H])(OC(C)=O)[C@@]2([H])
OC(C)=O)N3N1C(C(C)=C3CSS[C@]4([H])O[C@]([H])(COC(C)=O)[C@@](OC(C)=O)([H])[C@]([H])(OC(C)=O)

[C@@]4([H])OC(C)=O)=O

CC(N1C(C)=C2C3=CN([C@]4([H])O[C@]([H])(COC(C)=O)[C@@]([H])(OC(C)=O)[C@]([H])(OC(C)=O)[C@@]
4([H])OC(C)=O)N=N3)=C(C5=CN([C@]6([H])O[C@]([H])(COC(C)=O)[C@@]([H])(OC(C)=O)[C@]([H])(OC(C)=

O)[C@@]6([H])OC(C)=O)N=N5)C(N1C2=O)=O

CC(N1C(C)=C2C3=CN([C@]4([H])O5([C@]([H])(COC(C)=O)[C@@](OC(C)=O)([H])[C@]([H])(OC(C)=O)[C@
@]4(O5)[H])(C)=O)N=N3)=C(C6=CN([C@]7([H])O8([C@]([H])(COC(C)=O)[C@@](OC(C)=O)([H])[C@]([H])(O

C(C)=O)[C@@]7(O8)[H])(C)=O)N=N6)C(N1C2=O)=O

O=C1C(C)=C(CS[C@]2([H])O[C@]([H])(COC(C)=O)[C@@]([H])(OC(C)=O)[C@]([H])(OC(C)=O)[C@@]2(OC(
C)=O)[H])N3N1C(C(C)=C3CS[C@]4([H])O[C@]([H])(COC(C)=O)[C@@]([H])(OC(C)=O)[C@]([H])(OC(C)=O)[C

@@]4(OC(C)=O)[H])=O

O=C1C=C(OC2=CC=CC=C2)C(C3=CC=CC=C31)=O

O=C1C=C(OC2=CC=CC([N+]([O-])=O)=C2)C(C3=CC=CC=C31)=O

O=C1C(Br)=C(OC2=CC=CC([N+]([O-])=O)=C2)C(C3=CC=CC=C31)=O

O=C1C(Br)=C(OC2=CC(C=CC=C3)=C3C=C2)C(C4=CC=CC=C41)=O

8,9 ± 4,7 >100

73,4 ± 1,8 >100

85,5 ± 0,3
Conc. inicial

de 50 µM

22,6 ± 3,3
Conc. inicial

de 10 µM

55,5  ± 0,1
Conc. inicial

de 50 µM
>100

59,0 ± 2,5 >100

61,3 ± 1,5 >100

Quinonas

9,3 ± 10,1
Conc. inicial

de 50 µM

22,0 ± 12,1
Conc. inicial

de 50 µM

0 ± 8,6
Conc. inicial

de 50 µM

64,5 ± 2,2
Conc. inicial

de 50 µM

39,7 ± 4,3
Conc. inicial

de 10 µM

9,3 ± 0,6
Conc. inicial

de 50 µM
91,24 30,5 / 31,4 / 1,0 26,4 / 28,3 / 1,1

32,9 ± 1,3
Conc. inicial

de 50 µM

0 ± 3,2
Conc. inicial

de 50 µM

2,2 ± 9,1
Conc. inicial

de 50 µM

0 ± 1,2
Conc. inicial

de 50 µM

0 ± 4,1
Conc. inicial

de 50 µM

46,3 ± 8,3
Conc. inicial

de 50 µM

O(c1cc2ncccc2cc1)C=1C(=O)c2c(C(=O)C=1)cccc2

O(c1cc2c(cc(O)cc2)cc1)C=1C(=O)c2c(C(=O)C=1)cccc2

O=C1c2oc(-c3ccccc3)nc2C(=O)C=C1

BrC=1C(=O)c2oc(-c3ccccc3)nc2C(=O)C=1

O(c1ccccc1)C=1C(=O)c2oc(-c3ccccc3)nc2C(=O)C=1

BrC1=C(Nc2ccccc2)C(=O)c2oc(-c3ccccc3)nc2C1=O



Tabla A2

N° de
compuesto Estructura / SMILES

Actividad
 Inhibitoria (%)

Epigentek
Conc. inicial =

100 µM

Actividad
 Inhibitoria (%)

Adipogen
Conc. inicial =

20 µM

Actividad
 Inhibitoria (%)
Ensayo celular
HEK 293/RBD
Conc. inicial =

100 µM

CC50 (µM) ENSAYO ANTIVIRAL
Experimento 1

ENSAYO ANTIVIRAL
Experimento 2

A549  HT29
Método A 

IC50 SARS-CoV-2 (µM) / CC50 (µM) / IS 

Método A
IC50 SARS-CoV-2

(µM) / CC50 (µM) / IS

Método B
IC50 SARS-CoV-2

(µM) / CC50 (µM) / IS

196

197

198

199

200

201

202

203

204

205

206

207

208

209

O=C1c2oc(-c3ccccc3)cc2C(=O)C=C1

BrC=1C(=O)c2oc(-c3ccccc3)cc2C(=O)C=1

O(c1ccccc1)C=1C(=O)c2oc(-c3ccccc3)cc2C(=O)C=1

BrC1=C(Nc2ccccc2)C(=O)c2c(C1=O)oc(-c1ccccc1)c2

O=C1c2sc(-c3ccccc3)nc2C(=O)C=C1

O(c1ccccc1)C=1C(=O)c2sc(-c3ccccc3)nc2C(=O)C=1

BrC1=C(Nc2ccccc2)C(=O)c2nc(-c3ccccc3)sc2C1=O

O(C)c1ccc(OC=2C(=O)c3sc(-c4ccccc4)nc3C(=O)C=2)cc1

[F+]c1ccc(OC=2C(=O)c3sc(-c4ccccc4)nc3C(=O)C=2)cc1

52,3 ± 2,7
Conc. inicial

de 50 µM

34,6 ± 5,0
Conc. inicial

de 10 µM

29,7 ± 3,9
Conc. inicial

de 50 µM
>100 >100 30,1 / 30,6 / 1 30,1 / 40,7 / 1,4 44,5 / >50 / > 1,1

55,6 ± 4,8
Conc. inicial

de 50 µM

4,3 ± 8,3
Conc. inicial

de 10 µM

11,2 ± 13,9
Conc. inicial

de 50 µM

43,1 ± 8,3
Conc. inicial

de 50 µM

49,2 ± 11,8
Conc. inicial

de 50 µM

58,4 ± 17,4
Conc. inicial

de 50 µM

1,9 ± 3,5
Conc. inicial

de 50 µM

11,4 ± 5,3
Conc. inicial

de 50 µM

20,1 ± 8,9
Conc. inicial

de 50 µM

2, 8 ± 10,3
Conc. inicial

de 50 µM

18,8 ± 10,2
Conc. inicial

de 50 µM

Péptidos y Ciclopéptidos

14,7 ± 2,1

40 ± 12,8 31,6 ± 2,1

0 ± 6,5
Conc. inicial

de 50 µM

6,2 ± 1,5
Conc. inicial

de 10 µM

0 ± 0,4

43,7 ± 0,5

O=C(N(C)[C@@H](C)C(N[C@@H](COC(C)(C)C)C(N[C@@H](CC1=CC=CC=C1)C(N(C)C2)=O)=O)=O)[C@H](C)NC2=O

O=C([C@H]([C@H](OCC1=CC=CC=C1)C)NC(CN(C)C([C@H](CSCC2=CC=CC=C2)N3)=O)=O)NCC(N[C@@H](CS)C(N(C)CC3=O)
=O)=O

O=C([C@H](CCC(O)=O)NC(CN(C)C([C@H](CSCC1=CC=CC=C1)N2)=O)=O)NCC(N[C@@H](CS)C(N(C)CC2=O)=O)=O

CN(C1)C([C@@H](NC(C(CC2=CC=CC=C2)NC([C@@H](NC(CN(C)C([C@@H](NC1=O)CSC(C3=CC=CC=C3)(C4=CC=C
C=C4)C5=CC=CC=C5)=O)=O)CSC(C6=CC=CC=C6)(C7=CC=CC=C7)C8=CC=CC=C8)=O)=O)COC(C)(C)C)=O

N[C@@H](CSC(C1=CC=CC=C1)(C2=CC=CC=C2)C3=CC=CC=C3)C(N[C@@H]([C@H](CC)C)C(N[C@H](CSC(C4=CC=C
C=C4)(C5=CC=CC=C5)C6=CC=CC=C6)C(N[C@@H]([C@@H](C)CC)C(N[C@@H](CSC(C7=CC=CC=C7)(C8=CC=CC=C

8)C9=CC=CC=C9)C(NCC(O)=O)=O)=O)=O)=O)=O



Tabla A2

N° de
compuesto Estructura / SMILES

Actividad
 Inhibitoria (%)

Epigentek
Conc. inicial =

100 µM

Actividad
 Inhibitoria (%)

Adipogen
Conc. inicial =

20 µM

Actividad
 Inhibitoria (%)
Ensayo celular
HEK 293/RBD
Conc. inicial =

100 µM

CC50 (µM) ENSAYO ANTIVIRAL
Experimento 1

ENSAYO ANTIVIRAL
Experimento 2

A549  HT29
Método A 

IC50 SARS-CoV-2 (µM) / CC50 (µM) / IS 

Método A
IC50 SARS-CoV-2

(µM) / CC50 (µM) / IS

Método B
IC50 SARS-CoV-2

(µM) / CC50 (µM) / IS

210

211

212

213

214

215

216

217

218

219

220

221

222

223

224

N[C@@H](CSC(C1=CC=CC=C1)(C2=CC=CC=C2)C3=CC=CC=C3)C(N[C@@H](CCCNC(NS(=O)(C4=C(C)C(C)=C(OC(C)
(C)C5)C5=C4C)=O)=N)C(N[C@@H](CSC(C6=CC=CC=C6)(C7=CC=CC=C7)C8=CC=CC=C8)C(N[C@@H](CC9=CC=CC=

C9)C(N[C@H](COC(C)(C)C)C(NCC(O)=O)=O)=O)=O)=O)=O

46,8 ± 0,5

Pirazoles

0 ± 1,8

54,8 ± 8,4

82,9  ± 4,8 17,9 ± 0,0

50,0 ± 25,6 17,9 ± 3,2

21,1 ± 5,2

17,4 ± 15,5

13 ± 8,1

7,1 ± 12,2

0 ± 15,5 

21,9 ± 14,2

Cumarinas

85,0 ± 11,4 19,1 ± 9,7 10,3 ± 1,9

66,4 ± 2,3 10,6 ± 4,0 0 ± 0,2 >100 >100

94,7 ± 2,1 12,1 ± 6,8 15,6 ± 19,5

0 ± 8,7

10,7 ±  0,5
Conc. inicial

de 50 µM

CC(C)(C)N1C(C2=CC=CC=C2)=CC(C(NC3=CC=C([N+]([O-])=O)C=C3)=O)=N1

OC(C1=NN(C2=CC=CC=C2)C(C3=CC=CC=C3)=C1)=O

OC(C1=NNC(C2=CC=CO2)=C1)=O

O=C(NC1=CC=C(OC)C=C1)C2=NN(C3=CC=CC=C3)C(C4=CC=CC=C4)=C2

CC(C)(C)N1C(C2=CC=CO2)=CC(C(NC3=CC=C(OC)C=C3)=O)=N1

CC(C)(C)N1C(C2=CC=CC=C2)=CC(C(NC3=CC=C(OC)C=C3)=O)=N1

OC(C1=NNC(C2=CC=CC=C2)=C1Br)=O

CC(C)(C)N1C(C2=CC=CO2)=CC(C(NC3=C(Cl)C=C(C(F)(F)F)C=C3Cl)=O)=N1

CC(C)(C)N1C(C2=CC=CC=C2)=CC(C(O)=O)=N1

CC(C)(C)N1C(C2=CC=CO2)=CC(C(NC3=CC(F)=C(F)C(F)=C3)=O)=N1

C/C(C1=C(O)C2=CC=CC=C2OC1=O)=N\NC(NC3=CC=CC=C3)=S

C/C(C1=CC2=CC=CC=C2OC1=O)=N\NC(N)=[Se]

CC(C1=C(O[Pd@@]([P](C2=CC=CC=C2)(C3=CC=CC=C3)C4=CC=CC=C4)5S6)C7=CC=CC=C7OC1=O)=[N]5N=C6NC8=CC=CC=C
8

CC(C1=C(O[Pt@@]([P](C2=CC=CC=C2)(C3=CC=CC=C3)C4=CC=CC=C4)5S6)C7=CC=CC=C7OC1=O)=[N]5N=C6NC

[Se]=C(N/N=C(C)\C1=CC=C(Cl)C(Cl)=C1)N

Selenocarbazonas

225



Tabla A2

N° de
compuesto Estructura / SMILES

Actividad
 Inhibitoria (%)

Epigentek
Conc. inicial =

100 µM

Actividad
 Inhibitoria (%)

Adipogen
Conc. inicial =

20 µM

Actividad
 Inhibitoria (%)
Ensayo celular
HEK 293/RBD
Conc. inicial =

100 µM

CC50 (µM) ENSAYO ANTIVIRAL
Experimento 1

ENSAYO ANTIVIRAL
Experimento 2

A549  HT29
Método A 

IC50 SARS-CoV-2 (µM) / CC50 (µM) / IS 

Método A
IC50 SARS-CoV-2

(µM) / CC50 (µM) / IS

Método B
IC50 SARS-CoV-2

(µM) / CC50 (µM) / IS

226

227

228

[Se]=C(N/N=C(C)\C1=CC=CC(Br)=C1)N

[Se]=C(N/N=C([H])\C1=CC=C(Cl)C(Cl)=C1)N

OC1=C(C(/C=C/C2=CC=C(C=CC=C3)C3=C2)=O)C=CC4=C1C=CC=C4

O=C(C1=C(O)C=CC2=C1C=CC=C2)/C=C/C3=CC4=C(C=CC=C4)C=C3

CS(C1=CC=C(/C=C/C(C2=CC=CC=C2)=O)C=C1)(=O)=O

0  ± 5,5 12,6 ± 1,0

0 ± 6,8

17 ± 4,5

Chalconas

25,2 ± 11,5

17,4 ± 0,5

4,7 ± 2,6

0  ±  5,8
Conc. inicial

50 µM

51,0 ± 2,3
Conc. inicial

10 µM

0 ± 2,2
Conc. inicial

50 µM
>100 >100 33,3 / 30,2 / 1 > 50 / > 50 / > 1

Quinolinas

14,8 ± 1,6
Conc. inicial

de 5 µM

88,4 ± 9,8 18,3 ± 5,4

17,1 ± 5,6
Conc. inicial

de 25 µM

17,0 ± 3,0
Conc. inicial

de 5 µM

31,9 ± 11,8
Conc. inicial
de 6,25 µM

0 ± 8,3
Conc. inicial
de 1,25 µM

47,6 ± 3,5 3,1 ± 4,7

Benzodiazinas (Quinazolinas y Ftalazinas)

24,2 ± 5,9

7,0 ± 3,0

7,7 ± 5,2

[Se]=C(N/N=C([H])\C1=CC=CC(Br)=C1)N

229

230

231

232

233

234

235

236

237

238

239

240

O=C(/C=C/C1=CC=C(C(O)=O)C=C1)C2=CC=CC=C2O

ClC1=CC=C2C(N=CC=C2NC3=CC(C4=CC=CC=C4)=C(CN5CCCCC5)C=C3)=C1.Cl.Cl

ClC1=CC=C2C(N=CC=C2NC5=CC(C4=CC=CC=C4)=C(C=C5)CN3CCOCC3)=C1.Cl.Cl

ClC1=CC=C2C(N=CC=C2NC3=CC(C4=CC=C(Cl)C=C4)=C(CN5CCCCC5)C=C3)=C1.Cl.Cl

ClC1=CC=C2C(N=CC=C2NC3=CC(C4=CC=C(Cl)C=C4)=C(CN5CCOCC5)C=C3)=C1.Cl.Cl

ClC1=CC=C2C(N=CC=C2NC3=CC(C4=CC=CC=C4)=C(CN5CCCC5)C=C3)=C1.Cl.Cl

ClC2=NN=C(N/N=C/C3=CC=C([N+]([O-])=O)O3)C1=CC=CC=C12

ClC2=NN=C(N/N=C/C3=CC=CO3)C1=CC=CC=C12

C12=CC=CC=C1C(N/N=C/C4=CC=CO4)=NN=C2N/N=C/C3=CC=CO3



Tabla A2

N° de
compuesto Estructura / SMILES

Actividad
 Inhibitoria (%)

Epigentek
Conc. inicial =

100 µM

Actividad
 Inhibitoria (%)

Adipogen
Conc. inicial =

20 µM

Actividad
 Inhibitoria (%)
Ensayo celular
HEK 293/RBD
Conc. inicial =

100 µM

CC50 (µM) ENSAYO ANTIVIRAL
Experimento 1

ENSAYO ANTIVIRAL
Experimento 2

A549  HT29
Método A 

IC50 SARS-CoV-2 (µM) / CC50 (µM) / IS 

Método A
IC50 SARS-CoV-2

(µM) / CC50 (µM) / IS

Método B
IC50 SARS-CoV-2

(µM) / CC50 (µM) / IS

241

242

243

244

245

246

247

248

249

250

251

252

253

254

255

FC(C=C4)=CC=C4/C=N/NC2=NN=C(N/N=C/C3=CC=C(F)C=C3)C1=CC=CC=C12

C12=CC=CC=C1C(N4CCN(C5=NC=CC=N5)CC4)=NN=C2N3CCN(C6=NC=CC=N6)CC3

O=C2NC(C3=CC=CC(OC)=C3)=NC1=CC=CC=C12

ClC3=NN=C(C2=CC=CC=C23)NCCC1=NC=CN1

O=C3NN=C(C2=CC=CC=C23)N/N=C/C1=CC=C(O1)[N+]([O-])=O

ClC2=NN=C(N/N=C/C=C/C3=CC=CO3)C1=CC=CC=C12

0 ± 16,9 17,4 ± 10,6

6,6 ± 5,5

33,1 ±  1,0 13,7 ± 0,8

50,3  ±  2,1 17,4 ± 5,0

35,6 ± 5,6 15,2 ± 0,4

Misceláneos

57,2 ± 8,3 11,9 ± 10,6 35,9  ± 1,3

0 ± 0,3 

0 ± 6,6 

37,4 ± 3,7

0 ± 9

25,8 ± 6,9 

8,3 ± 2,2 

8,0 ± 7,0 

24,5 ± 4,9
onc. inicial 50 µM

16,7 ± 5,9
onc. inicial 10 µM

C1=CC(=C(C=C1O)O)C2=C(C(=O)C3=C(C=C(C=C3O2)O)O)O

O=C1N([H])C(C=C(Cl)C=C2)=C2C=C1C3C4=C(NC5=C3C(N)=NC(N)=N5)CC(C)(C)CC4=O

C1C(C(OC2=CC(=CC(=C21)O)O)C3=CC(=C(C=C3)O)O)O

O=C(NCC1=CC=C(C2=NN=C([H])N=N2)C=C1)CN3CCCNCCNCCCNCC3

O=C(OC)C1=CSC([C@H](CC2=CC=CC=C2)N3N=NC(C[C@H]4O[C@@H](CCC5=CC=CC=C5)C[C@@H](O[Si](C)(C)C(C)(C)C)C4)
=C3)=N1

OC1=C(OC)C=C(/C=C/C2=CC=CC=C2)C=C1

IC1=CC=CC=C1NC(NCCC2=CC=C(Cl)C=C2)=O

IC1=CC=CC=C1C(NCCC2=CC=C(Cl)C=C2)=O

IC1=CC=CC=C1NC(NC2=CC(OC(C)C)=CC=C2)=O



Tabla A2

N° de
compuesto Estructura / SMILES

Actividad
 Inhibitoria (%)

Epigentek
Conc. inicial =

100 µM

Actividad
 Inhibitoria (%)

Adipogen
Conc. inicial =

20 µM

Actividad
 Inhibitoria (%)
Ensayo celular
HEK 293/RBD
Conc. inicial =

100 µM

CC50 (µM) ENSAYO ANTIVIRAL
Experimento 1

ENSAYO ANTIVIRAL
Experimento 2

A549  HT29
Método A 

IC50 SARS-CoV-2 (µM) / CC50 (µM) / IS 

Método A
IC50 SARS-CoV-2

(µM) / CC50 (µM) / IS

Método B
IC50 SARS-CoV-2

(µM) / CC50 (µM) / IS

256

257

258

259

260

261

262

263

264

265

266

BrC(C=C1)=CC=C1C2=CC(C3=CC=CC=N3)=NC(C4=NC=CC=C4)=C2

O=P(OCC)(OCC)C(C=C1)=CC=C1C2=CC(C3=CC=CC=N3)=NC(C4=NC=CC=C4)=C2

OP(C(C=C1)=CC=C1C2=CC(C3=CC=CC=N3)=NC(C4=NC=CC=C4)=C2)(O)=O

CC1=CC=C(C2=NSC(S(=O)(C3=CC=C(C)C=C3)=O)=N2)C=C1

CC(N1CCN(C2=CC=C(OC[C@]3([H])O[C@@](CN4C=CN=C4)(C5=C(Cl)C=C(Cl)C=C5)OC3)C=C2)CC1)=O

O=C(C1=CN(C2=CC=CC=C2)N=C1)N/N=C/C=C/C3=CC=CO3

O=S(N/N=C/C=C/C1=CC=CO1)(C2=CC=C(C)C=C2)=O

O=S(CC1=CC=C([N+]([O-])=O)C=C1)(CC(O)=O)=O

C1(/C=C/C=N/N2C=NN=C2)=CC=CO1

O=C1N(C2=CC=C(S(=O)(N3CCSCC3)=O)C=C2)C(C4=CC=CC=C41)=O

C/C(C1=NC(/C(C)=N/NC(N)=O)=CC=C1)=N\NC(N)=O

38,3 ± 8,0

0 ± 11,2

0 ± 2,3

0 ± 8,8 46,8 ± 0,8

25,8 ± 17,0 23,7 ± 1,6

0 ± 18,6 36,5 ± 1,2

6,8 ± 0,5

76,3 ± 12,5 53,8 ± 0,3 14,4 ± 3,1 >100 >100 > 50 / > 50 / > 1 > 50 / > 50 / > 1 > 50 / > 50 / > 1

15,9  ± 2,2

3,7 ± 0,5

2,1 ± 3,7


