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RESUMEN

El incremento en la prevalencia de infecciones virales y parasitarias
transmitidas por mosquitos vectores, se ve favorecida en zonas
tropicales por el aumento de su dispersiéon, promovida por el cambio
climatico, fendémenos de la globalizacién y el desarrollo de poblaciones
silvestres con distintos tipos de resistencia a pesticidas. En
consecuencia, se requieren de compuestos con un nuevo enfoque de
precision molecular, capaces de solventar las actuales y futuras
problematicas que surjan entorno a este problema de salud mundial.

Por lo cual, se realizaron estudios sobre acoplamiento molecular usando
AutoDock Vina (1.1.2) con la estructura cristalina del transportador de
homonas JH Ill, mJHBP de Aedes aegypti (Vector de 54 virus y 2 especies
de del género Plasmodium), procedente de la base de datos del PDB y
estructuras de los ligandos tedricos generados y optimizados a partir del
farmacéforo disefiado in silico que mostraron mayor fuerza de unién.

Los resultados mostraron que los ligandos sintéticos creados a partir de
un disefio racional, poseen alta afinidad como inhibidores competitivos
del bolsillo de unién interno altamente discriminante de la hormona JH
[1I-10R. Ademas, se aplicaron filtros ADME y de toxicidad con el fin de
seleccionar las estructuras mas 6ptimas para su posible aplicaciéon en un
contexto real, lograndose un inhibidor con las caracteristicas necesarias
para ser considerada en fases de experimentacion in vitro.

Palabras clave: Hormona juvenil, mosquito, disefno, inhibidor.
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ABSTRACT

The increase in the prevalence of viral and vector parasitic infections
transmitted by vectors are favored in tropical zones by the increase of
their dispersion, promoted by the climate change, globalization
phenomena and the accretion in resistance to conventional pesticides.
Consequently, compounds with a new molecular precision approach are
required.

Therefore, molecular docking studies were performed using AutoDock
Vina (1.1.2) with the crystalline structure of the Aedes aegypti odorant
carrier mJHBP, (vector of 54 viruses and 2 plasmodium species), from
the PDB database and structures of the theoretical ligands generated
and optimized in silico that showed greater bond strength.

The results showed that the synthetic ligands created from a rational
design, possess high affinity as competitive inhibitors of the highly
discriminating internal binding pocket of the hormone JH IlI-10R. In
addition, ADME and toxicity filters were applied in order to select the
most optimal structures for possible application in a real context,
achieving an inhibitor with the necessary characteristics to be
considered in in vitro experimentation phases.

Key words: Juvenile hormone, mosquito, design, inhibitor.
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INTRODUCCION
Dispersion de los Culicidos: Un problema global en aumento

El actual cambio ambiental global ha favorecido la alteracién
significativa de la climatologia a nivel mundial de forma drastica,
aumentandole a tal grado que en latitudes templadas es posible hallar
organismos tropicales viviendo alli sin gran dificultad. Esto junto con la
migracién humana creciente y la alta conectividad entre naciones, ha
promovido la dispersidn de mosquitos (Familia Culicidae) hematéfagos, y
por tanto, vectores de virus y parasitos causantes de enfermedades
entre distintos continentes, paises y regiones (Originalmente mayoria
con dispersién cosmotropical, ocupando el area propia de la isoterma de
verano entre latitudes 35° Ny 35° S (GOmez & Ibafiez, 1994 y Lépez y
Neira, 2016).

Recientemente, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha generado
un listado con los vectores de enfermedades con mayor impacto en la
poblacion humana global destacandose los mosquitos de los géneros:
Aedes, capaces de transmitir: Chikungunya, fiebre amarilla, dengue, zika
(Arbovirus), filariasis linfatica (nematodos de la superfamilia Filarioidea);
Anopheles, que transmiten Malaria (Plasmodium falciparum) y filariasis
linfatica. Mientras que especies del género Culex, que transmiten Fiebre
del Nilo Occidental y filariasis linfatica. En México, dada la colindancia de
la regién nedrtica y neotropical, asi como su orografia, existe una gran
diversidad en la culicofauna, con la superposicién de poblaciones de
mosquitos de climas tropicales y templados, siendo que el territorio
mexicano alberga 211 especies de estos insectos, ocupando el 14#
lugar a nivel mundial en diversidad de mosquitos culicidos (Bohart &
Whasino, 1978; Foley et al., 2007 y World Health Organization, 2020a).

En el estado de Hidalgo se han contabilizado entre el 2004 y 2014 solo 9
egresos hospitalarios por fiebre virica por picadura de mosquito, en
tanto que en el estado de Veracruz se reportaron 3239 casos, siendo un
foco de alarma dada la colindancia geografica. Se han descubierto
nuevas especies de virus asociados a enfermedades mortales e
incapacitantes, donde los mosquitos son vectores destacados, de los
cuales varias especies de virus pueden ser transmitidos por una sola
especie de mosquito. Estos factores son de alta prioridad a considerar
por los distintos sectores de salud a nivel mundial, respecto a la alta
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tendencia de dispersién de estas especies vectoras y a la grave
amenaza que representa esta situacion a la salud de la poblacién
humana global (Atoni et al., 2019 y Manzanares, 2018).

Incidencia global de infecciones

El comportamiento pandémico de estas enfermedades son un foco de
alarma latente, debido a que el constante aumento de la poblacion
humana en zonas intertropicales (principalmente), predispone a un gran
ndmero de sus integrantes a padecer (Por probabilidad) dengue, zika
malaria, etc; por lo que es menester generar alternativas a las ya
existentes y por aplicarse, que permitan una alta eficacia para combatir
a estos vectores.

A saberse, aunque ha habido cierta reducciéon en casos de infecciéon de
malaria a nivel mundial, por ejemplo, este fendbmeno parece no ser
constante en todas las situaciones y en todas las latitudes, pues las
diferencias econdmicas entre los distintos paises; asi como en las
herramientas y técnicas para la prevencién, proteccién y tratamiento de
estas enfermedades, han tenido resultados variables que podrian
comprometer seriamente la salud puUblica de las generaciones actuales y
venideras. Ejemplificando, en el periodo comprendido entre el 2015-
2018, hubo un descenso en las muertes estimadas a nivel global de 585
000 a 405 000 casos (tomando en cuenta que la tasa de mortalidad por
malaria es del # muertes por cada 100,000 habitantes en riesgo) (Brady
et al., 2020; Kilpatrick, 2008 y World Health Organization, 2019 vy
2020Db).

Riesgos ecoldgicos y laborales de los plaguicidas convencionales

Como medidas de control y saneamiento contra estos vectores, se
suelen ejecutar de forma peridédica y ligada a la temporada de lluvias,
campanas de fumigacién en espacios abiertos y cerrados, con el objetivo
de eliminar la viabilidad de uso de algunos sitios de recepcion de agua y
humedad, como lugar de puesta de huevos de mosquito, desarrollo de
larvas y supervivencia de las formas adultas. Para ello se pulverizan
compuestos quimicos de actividad neurotéxica con accién especifica
sobre estos organismos, como los piretroides (Derivados de piretrinas),
cuyo grupo funcional ciclopropano carboxilato, es el responsable de
actuar afectando el transporte de iones sodio en la vaina de mielina de
los axones. Los compuestos organoclorados, los cuales poseen cloro en
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sus anillos heterociclicos, actuando a nivel electroquimico, dafiando el
potencial de accién de manera antagonista a los canales de sodio en los
axones. En cuanto a los compuestos organofosforados (que poseen P en
lugar de Cl) actdan como disruptores de la enzima acetilcolinesterasa en
la sinapsis (DOF, 2014).

Debe de considerarse que, asi como los culicidos son afectados por
estos compuestos pulverizados y liberados al ambiente, otros
organismos también pueden sufrir afectaciones considerando su
toxicocinética, ya que estos compuestos son rapidamente absorbidos
por los tejidos superficiales de los organismos y via epitelio respiratorio;
pasando a la sangre y distribuyéndose hacia tejidos y 6érganos (por su
alta liposolubilidad penetran con gran eficacia barreras biolégicas). Con
ello, bioacumulandose entre los distintos organismos con los cuales
entra en contacto, acentudndose asi la inclusién de estos compuestos
xenobioticos en las distintas cadenas tréficas y posiblemente afectando
en grado variable a los distintos ciclos bioldgicos (Gasca et al., 2011 y
Ozkara et al., 2016).

También se ha de destacar que la exposicién prolongada, paulatina y/o a
altas concentraciones puede desembocar en problemas crénicos, al
actuar como cancerigenos, teratdgenos, neurotdxicos, dafios en tejidos
pulmonares (y el sistema respiratorio en general), ojos, sistema
inmunoldgico, etc. Sin embargo, existen diversos mecanismos
moleculares que permiten la eliminacién de xenobibticos, minimizando
el dafio a nivel sistémico (también dependiendo de la concentracion y
modo de accién) (Karam et al., 2004).

Desarrollo de mecanismo destoxificantes y resistencia a los
insecticidas por parte de culicidos

Es evidente que acontecen cambios en la dindmica poblacional de la
fauna de culicidos vectores, tanto genéticos como ambientales, algunos
mas aleatorios, periédicos o controlados, otros temporales o
permanentes, siempre asociados en algln grado a la aplicacién de los
distintos plaguicidas. A saberse, la intensidad y presion de seleccion
ejercido por los diferentes tipos de plaguicidas actuardn como factores
desequilibrantes en el nimero de generaciones por afio, durabilidad del
ciclo de vida, cambios en las frecuencias de genotipos resistentes en las
poblaciones, estabilidad de la mutacién, niUmero de genes responsables
de la resistencia heredados (si la resistencia es monogénica o poligénica
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(si es regulada por un solo gen o es la suma funcional de varios genes)),

tasa de inmigracién, emigraciéon y reproduccién entre los mosquitos
establecidos y los que emigraron, historial de la exposicién previa a
otros insecticidas etc. (Bisset, 2002 y Dzul et al., 2007).

Aunado a lo anterior, otros son los factores operativos propios de la
ejecucién de las campafas de prevencion contra estos dipteros, tales
como el o los tipos de moléculas usados, dosis, frecuencia de aplicacion,
residualidad y persistencia ambiental de la molécula; rotacién de los
distintos tipos de plaguicidas, tipo de equipo de aspersidn, calibracion de
equipos de fumigacién, uso de coadyuvantes, calidad de las aguas,
sinergismo entre los productos mezclados, etc. Estos puntos
mencionados, han ejercido una presién selectiva diferencial en las
poblaciones de mosquitos vectores; pues solo aquellos que presentan la
o las mutaciones sobreviven sin tanta dificultad (seleccién direccional, el
uso de compuestos insecticidas paulatinamente a resultado de forma
inconsciente en favorecer la proliferacién de diversas cepas cada vez
mas resistentes a un mayor nimero de compuestos y combinaciones de
los mismos), quedando solo algunos individuos capaces de reproducirse
y heredar estos genes a la siguiente generacion (futura poblacién plaga)
(Bisset, 2002 y Lenormand et al., 1999).

Los culicidos poseen multiples estrategias contra los compuestos
insecticidas usualmente pulverizados, clasificados en 4 tipos basicos:
Metabdlicos, fisioldgicos, fisicos y etolégicos (cada uno consecuencia del
anterior); con implicaciones desde insensibilidad a los compuestos en los
sitios blanco, hasta el engrosamiento cuticular (Miller, 1988).

La resistencia metabdlica consiste en el aumento en la tasa metabdlica
de un compuesto determinado, generando la rapida descomposicion de
las moléculas, desactivando su funcién y expulsando la sustancia antes
de que causen un dafo. La clave estd en la rapida sobretraduccién de
enzimas especificas para cada compuesto insecticida (induccién
enzimatica) antes de que ingresen en gran cantidad, evitando una
saturacion del sustrato y facilitando la veloz descomposicion de las
moléculas antes de que causen dafio dada su alta concentracién y
mecanismo de accién. La resistencia fisiolégica estd determinado por
cambios estructurales en los receptores/moléculas objetivo, lo que evita
la unidén/accién de los compuestos insecticidas (organofosforados,
carbamatos y piretroides, por ejemplo). En cambio, la resistencia fisica
conlleva cambios estructurales que desencadenan en el grosor de la

15



cuticula o por modificaciones en las véalvulas de los espiraculos de su
sistema respiratorio, inhibiendo o retardando la penetracién de estos
compuestos hacia su hemolinfa. Esto evita que su sistema de
desintoxicacién sea sobrecargado.

Tambien pueden presentar cambios etolégicos, por ejemplo,
modificaciones en su conducta comiUn que les permite escapar de la
nube rociada del plaguicida, como ubicarse en las partes altas de los
arboles, paredes, techos, rocas etc; esconderse en depresiones,
rugosidades u oquedades de superficies varias. O evitar el contacto con
superficies previamente rociadas. No obstante, también es plausible
afadir dos tipos mas, que hacen énfasis en la pérdida de sensibilidad a
la acciéon de uno o multiples compuestos: Resistencia cruzada, es la
aplicacién de un Unico mecanismo de resistencia contra 2 diferentes
clases de insecticidas molecularmente diferentes. Y por dltimo la
resistencia multiple. Representada por la insensibilidad a diversos
compuestos derivados de distintas familias y/o con distintos mecanismos
de accion, presentes en poblaciones de mosquitos con varios modos de
resistencia (Bisset, 2002; Chaverra et al., 2012; Fonseca & Quinones,
2005 y Gonzales, 2013.)

Ya que frecuentemente, las resistencias a pesticidas conllevan la
ejecucion de distintos mecanismos de desintoxicacion, que suele
implicar la accién de multiples enzimas, el uso frecuente de distintos
compuestos insecticidas resultara en una intensa seleccién. Por lo
anterior, aumentara la obvia probabilidad de aparicién de resistencia
cruzada y/o mdltiple en las nuevas generaciones, ello dependiendo del
grado de dominancia o heredabilidad del gen o genes responsables de
estos mecanismos de defensa.

Mecanismos moleculares de defensa de los mosquitos

Estos estdan mediados por mutaciones (puntuales no silentes, en genes
estructurales) y sobretrasncripcion de los genes codificantes
responsables de la traduccion de enzimas con capacidad desintoxicante.
Como resultado se obtienen diferentes grados de resistencia
polifactorial, pues son multiples los mecanismos implicados en la
neutralizacién y resistencia hacia los pesticidas comidnmente usados. En
otras palabras, los mosquitos poseen navajas suizas moleculares, es
decir, disponen de multiples herramientas moleculares eficientes, con
las cuales hacer frente de forma eficaz a los problemas de origen
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antrépico que pudieran amenazar su existencia (conjunto de genes y
moléculas que le confieren resistencia a una especie concreta a
compuestos xenobidticos: Pesticidas, antibidticos, antimicéticos, etc.).

Por ejemplo, las acetilcolinesterasas cuya funcién es catalizar hidrélisis
de moléculas de acetilcolina, sobre el plasmalema de nervios
postsindpticos. Suele ser molécula objetivo de carbamatos y plaguicidas
organofosforados, inhibida por carbamilatacién de la Serina del sitio
activo o por fosforilaciones covalentes. Las enzimas AChEl y AChE2
presentes en culicidos, pierden sensibilidad (knockdown) al sufrir
mutaciones por sustitucién de aminodacidos especificos préximos al sitio
activo (Modificando su capacidad de unidn), especificamente Phe-por-Val
del residuo 290, que forma parte estructural del sitio activo. Son
responsables de una resistencia diferencial segun el plaguicida usado, y
a su vez, es consecuencia de un minimo de 3 duplicaciones recientes en
el locus ace-1 (demostrado en Culex pipiens, en el locus G119S del exén
5, correspondiente al tercer exdn de codificacién), dando como
consecuencia polimorfismos que se traducen en cambios estructurales
diferenciales en las enzimas objetivo; y por ello los desiguales grados de
resistencia (Alout et al., 2007; Elanga-Ndille et al., 2019; Fonseca &
Quifiones, 2005; Knutsson et al., 2018 y Labbé et al., 2007).

Las carboxilesterasas, cuya funcién es catalizar la hidrélisis de enlaces
ésteres y amidas en multiples sustratos, estan implicadas en vias de
detoxificacion de xenobidticos a compuestos a carbamatos,
organofosforados y en Ultima instancia a piretroides. Esta enzima ha
favorecido la resistencia a plaguicidas gracias a la duplicacién de genes
codificantes, generando sobreexpresion (constitutiva) (en géneros:
Aedes albopictus (CCEAE3A y CCEAEG6A) y Aedes aegypti (AAEL023844)
Anopheles y Culex), actuando como mecanismo de seleccién y evolucién
adaptativa. Suelen encontrarse asociadas a mutaciones puntuales en
genes como: ace-1G119S (en Culex pipiens), brindando y aumentando la
capacidad de metabolismo de fosforotionatos y malatién (Cattel et al.,
2020).

Como en el caso de las isoenzimas Glutation S tranferasas, implicadas
en el metabolismo de xenobiéticos como los organoclorados, actuando
como catalizadores de las uniones de capacidad electrofilica con el SH
de glutatiéon reducida (GSH). Su funcién es proteger las moléculas
bioldgicas del dafio téxico, oxidativo, etc. que provocan moléculas de
pesticidas al unirse covalentemente a ellas, generando subproductos de
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facil excrecion al ser hidrosolubles (Hemingway et al., 2004 y Wang et
al., 2008).

Ademas de las anteriores, las enzimas citocromo p450, se encuentran
particularmente implicadas en el metabolismo de compuestos
insecticidas en culicidos. Se encargan de catalizar la oxidacién de
xenobioticos o compuestos enddgenos en presencia de CPR (NADPH-
citocromo P450 reductasa), que es el donante de e- obligado y en ciertas
ocasiones reemplazada por citocromo b5. En culicidos esta enzima es
traducto de mas de 100 genes CYP. También se ha demostrado que
podria actuar sinérgicamente con otras enzimas (glutatiéon S-transferasa,
esterasa a y esterasa B), generando resistencia multiple a insecticidas
neurotéxicos, mediada por mutaciones en genes P450 y P450s
(Fagbohun et al., 2020; Ishak et al., 2016 y Weedall et al., 2019)

Evidentemente la gran mayoria de plaguicidas estan dirigidos a dianas
moleculares de fuerte implicacién en el funcionamiento del sistema
nervioso, y ya que estos receptores estan presentando alteraciones, es
conveniente focalizarnos en alternativas funcionales. En general, es
obvio que el uso indiscriminado y sin rotacion de los distintos
plaguicidas, han generado una fuerte presidn selectiva, desencadenando
en cambios estructurales en las enzimas u otras moléculas objetivo,
mediadas a su vez por duplicaciones génicas (resultante en mayor
margen de amplitud en los haplotipos) y mutaciones varias,
sobreexpresién génica, etc; evitando y/o disminuyendo la capacidad de
unién a los sitios activos, asi como optimizando el metabolismo de estos
compuestos. Esta alarmante situacién nos inclina a la imperiosa
necesidad de buscar otras moléculas con propiedades plaguicidas,
capaces de sustituir a las ya usadas comercialmente, que se encuentran
en vias de total ineficacia ante la alarmante y pandémica amenaza de
las enfermedades propagadas por esta fauna tan ampliamente
extendida. Pero para vislumbrar nuevos mecanismos de accién, se
requiere comprender mejor la biologia de estos insectos.
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MARCO TEORICO

Funcidn e importancia de las hormonas JH como mecanismos de
regulacion fisioldgica

La JH posee grandes implicaciones fisiolégicas en cuanto la madurez
reproductiva, uniéndose a varios receptores altamente especificos segun
via a iniciar, por lo cual, posee mayor diversidad estructural a
comparaciéon de otras hormonas: JH I, Il y Ill, JH 0, 4-metil JH, JHB3, MF,
FA y el acido de JH I. Sin embargo, la que tiene mayor importancia en el
desarrollo gonadal y crecimiento es la JH 1lI-10R, con frecuente presencia
en la mayoria de los insectos, englobando a los culicidos.
Estructuralmente son sesquiterpenos con un epéxido y un «a, B- éster
metilico insaturado, una en cada extremo (Fig. 1).

Tedricamente, el grupo éster le confiere resistencia a la degradaciéon por
hidrélisis o a la accién de enzimas nucleofilicas presentes en la
hemolinfa mientras es transportada. Suelen ser sintetizadas
primordialmente en los corpora allata, ubicada en la aorta, en el
protérax del mosquito. Pero en A. aegypti, puede ser sintetizada en las
glandulas accesorias. Estas hormonas tienen una gran polivalencia, dado
que esta comprometida en varios procesos fisiolégicos con fuertes
consecuencias etolégicas: Reproduccién, produccidn de feromonas,
alimentacion, ecdisis (Y por tanto, crecimiento), busqueda de alimento,
etc. (Areiza et al., 2014; Kamita & Hammock, 2010; Li et al., 2004; Meuti
& Short, 2019 y Nouzova et al., 2018).
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Acido de JH-I

Fig. 1. Estructuras de las 9 formas de hormonas juveniles encontradas
en insectos.

Esta familia de sesquiterpenoides esta implicada en una gama
ampliamente extendida de regulacién fisiolégica de vital importancia
para el crecimiento, desarrollo, maduracién y fertilidad en estos
artropodos. Las formas principales biolégicamente activas poseen un
epdxido y un a, B metil ester insaturado en extremos opuestos de la
cadena principal (Siendo las JH 0, JH I, JH Il, JH 1lI-10R y JHB3 las mas
destacables). Las estructuras restantes estan identificadas como
precursores e intermediarios, pero pueden actuar como analogos con
actividad biolégica. JH 0, JH I, JH ll, se encuentran Unicamente en el
orden Lepidéptera, mientras que JHb3 parece ser exclusiva
Cyclorrhapha. La JH llI-10R , es la estructura mas recurrente en culicidos
y en el resto de insectos (Hagedorn, 2004 y Kamita & Hammock, 2010).

Los aumentos en los titulos de determinadas hormonas en la hemolinfa
de culicidos (y de cualquier insecto) siempre conllevan cambios y
repercusiones multidimensionales, que desembocan desde aumento de
la fertilidad hasta blsqueda de alimento, de pareja reproductora; y en
dado caso, de zona de puesta. Es por eso que el correcto entendimiento
de los mecanismos de acciéon de estas hormonas, asi como de otras
moléculas implicadas en su biosintesis, transporte y degradacion,
podrian favorecer el desarrollo de moléculas de disefio racional capaces
de contrarrestar su funcién, comprometiendo la reproduccién vy
esperanza de vida de culicidos vectores de enfermedades (Swevers,
2009).

Al iniciar el estado adulto, justo después de la eclosién, los culicidos
experimentan un marcado incremento de los titulos de JH en la

hemolinfa (llegando a su maximo a las 48 h, tras eclosién); sin embargo,

22



esta disminuye progresivamente tras la ingesta de sangre (nivel inferior
después de 24 h), para luego volver a aumentar. Tras la ingestiéon de
sangre, los culicidos experimentan liberacibn de hormona
esteroidogénica ovarica (OEH) y la concentracidon de 20-hidroxiecdisona
incrementa (4-6 h posterior a consumo de sangre y de nuevo entre las
12-30 h), volviendo el cuerpo graso mas sensible a esta. Ello evidencia
que los picos en las concentraciones de la JH disminuyen mientras la 20-
hidroxiecdisona incrementa (Duvall, 2019 y Hernandez et al., 2015).

Cada ciclo gonotréfico termina a las 24-36 h finalizada cada ingesta de
sangre, mientras tanto, la acumulaciéon de YPP en ovocitos, asi como su
traduccién van cesando simultdneamente. Esto ocurre por el cierre de
los canales interfoliculares que la suministran y la unién de las paredes
de las placas endocéricas. También el cuerpo graso sufre cambios
celulares que le llevan a dejar de producir hormonas, para comenzar a
almacenar glucégeno y lipidos (Rua et al., 2005 y Kaulenas, 2012).

Las dianas hormonales no suelen ser ubicuas, por lo que las hormonas
requieren ser transportadas, para actuar sobre sus respectivos
receptores, cuya concentracion y nivel de respuesta debe ser ajustado
dentro de rangos especificos. Por ejemplo, la JH es de vital importancia
para el progreso de la previtelogénesis, ya que es responsable del
aumento de la concentracién de los precursores YPP para el crecimiento
del ovocito, hasta alcanzar la etapa de reposo. En el intestino y cuerpo
graso, esta hormona induce la transcripcién de RNAs codificantes para
determinadas proteinas ribosomales y tripsina, las cuales seran
sintetizadas tras la ingestion de sangre (La cual proveerd los
aminoacidos necesarios durante la traduccién) (Zhu et al., 2010 y Wu et
al., 2021).

Es en esta fase cuando los titulos de JH disminuyen, que coincide con la
sintesis y aumento en la capacidad de respuesta ovarica a OEH,
igualmente en el cuerpo graso para responder a la presencia de 20-
hidroxiecdisona. La cascada de sefalizacién devenida por los
correspondientes receptores hormonales, inducen a A. aegypti a la
blsqueda de pareja para apareamiento y en C. pipiens, resulta en
estimulos para la busqueda de comida de sangre. Es decir, tras la
eclosiéon donde JH aumenta, cerebro, intestino, cuerpo graso y foliculos
ovaricos, se vuelven tejidos diana para JH. Ello toma obviedad, pues
cada estado conlleva al progreso en la madurez del insecto. Por tanto,
hay concentraciones diferenciales y antagdnicas entre la presencia de
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esta hormona, y otras como la 20-E en los distintos procesos fisiolégicos
en progreso (Bowen, 1991; (Gulia et al., 2015; Sieglaff et al., 2005 y Zhu
& Noriega, 2016).

Para el progreso de las etapas finales de la maduracién del 6vulo, es
necesario que la concentracion de JH circulante se suprima, por lo que se
degrada rapidamente tras la ingesta de sangre, gracias a la accion
enzimatica de JH-epoxidasa y JH-esterasa. Por lo cual, solo hay niveles
traza de JH 24h después de la ingesta de sangre (Hernandez et al., 2019;
Kamita & Hammock, 2010 y Noriega & Nouzova, 2020).

No obstante, tras cada comida de sangre, posterior a un nuevo conjunto
de ovocitos en desarrollo; es necesario disminuir los niveles de 20-E,
mientras los niveles de JH aumentan para desencadenar su desarrollo
previtelogénico. Es decir, el culicido dispone de una regulacién
endocrina que le permite la acumulacion de vitelogenina en los ovocitos
actuales, mientras ha de asegurar la previtelogénesis de los futuros.
Esto ya que la 20-E estimula tanto el desarrollo de foliculos primarios,
como la aparicién de los secundarios (Areiza et al., 2014 y Li et al,
2011).

También el consumo de néctar induce la sintesis inicial en los corpora
allata de JH en adultos recién eclosionados. También se ha demostrado
gue los culicidos machos pueden sintetizar cierta cantidad de JH en las
glandulas accesorias, por lo que las hembras pueden recibir JH extra tras
cada inseminacién. Asegurando y aumentando asi la fertilidad de la
hembra, y con ello el nimero de huevos en la puesta (Clifton et al., 2014
Vrzal et al., 2010).

Consecuentemente en este sentido, los niveles de JH disminuyen
restableciendo el sistema tras la ingestibn de sangre, para
posteriormente  volver a incrementarse para la siguiente
previtelogénesis de los foliculos secundarios. Esto ejemplifica la
competencia o aptitud de cada tejido diana dispuesto a responder a
cada hormona liberada, mostrando su estado receptivo segin cada fase
de maduracién (Hansen et al., 2014).
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Funcion de las OBPs

Los receptores olfativos captan los estimulos detectados con grado
distinto de especificidad e intensidad segun el odorante (Molécula que
genera una respuesta olfativa en el insecto al estimular receptores
especificos) identificado. Estos odorantes son transportados por
proteinas especiales denominadas proteinas de unién a odorantes
(OBPs), de circulacién hemolinfatica (Anton & Réssler, 2021 y Schmidt &
Benton, 2020).

Las OBPs son una familia de proteinas con alta diversidad y gran
divergencia en su estructura primaria en insectos, pero coincidentes en
su reducido peso y tamafio (aproximadamente 14 kD). Estas OBPs estan
especializadas en el transporte de moléculas de olor provenientes de
alimento, humedad ambiental, feromonas, etc. La mayoria se unen a
compuestos altamente variables, los cuales suelen ser mayormente
hidréfobos. Por lo cual al unirse a su OBP especifica se solubilizan en la
hemolinfa, protegiéndose de la degradaciéon y haciendo posible su
transporte, para conducirlos hasta los receptores especificos
correspondientes (Kim et al., 2017; Jablonka et al., 2019 y Sun et al.,
2018).

Dentro de la familia OBP (relativamente relacionadas a ellas), se
encuentran las proteinas salivales D7, caracteristicas de Dipteros
hematofagos; y por tanto, presentes en la familia y subfamilia Culicidae
y Phlebotominae respectivamente. Tipicamente estas proteinas poseen
2 formas, una denominada corta, de un dominio activo y la otra larga,
con 2 dominios activos (En ambas formas se trata de dominios del tipo
OBP, por tanto, son algo conservados). Lo anterior es debido a que los
multiples genes codificantes del grupo de las proteinas D7, sufrieron
duplicaciones seriadas a lo largo de su historia evolutiva, lo que a su vez
resultd en una divergencia funcional. Al haber multiples copias del gen
con mutaciones distintas, generaron variabilidad en la disposicién,
ndmero y longitud de los dominios de los respectivos traductos, asi
como en su capacidad de unién y reconocimiento de distintos ligandos
(Jablonka et al., 2019).
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Ello resultando en una forma de dominios largos y otra de dominios
cortos. Estos dominios conforman parte de un bolsillo de unién a
tromboxanos vy cisteinil leucotrienos, asi como algunas aminas
biogénicas sintetizadas por los hospederos de estos Dipteros. Es
evidente su preferencia de union a estos derivados de eicosanoides,
dado que tienen participacién en procesos de inflamacién, coagulacién y
agregacion plaquetaria, dificultando la succiéon de sangre por parte de
insectos como los mosquitos. Por lo tanto, son secretadas en la saliva
gue usan como vehiculo para entrar en contacto con la superficie interna
del epitelio que los mosquitos perforan con sus estiletes, evitando la
coagulacién y reacciones de inflamacién, asegurando asi; un suministro
rapido y fluido de alimento de sangre (Calvo et al., 2006 y Martin et al.,
2020).

Estas D7 tienen dentro de un bolsillo alargado interno, ubicado en el
dominio OBP N-terminal, un sitio de unién conformado por aminoacidos
con grupos R- apolares (a manera de residuos conservados); que
revisten dicha cavidad y le confieren la afinidad necesaria para facilitar
la atraccién y el acoplamiento para ligandos estructuralmente
relacionados con cadenas largas de acidos grasos poliinsaturados. Las
proteinas D7 de culicidos manifiestan por otra parte, relaciéon evolutiva
con OBPs, demostrada en las secuencias de los residuos que conforman
el dominio C-terminal, este Ultimo mantiene relacién estructural con
parte del canal interno de unién a aminas biogénicas (Calvo et al., 2006;
Jablonka et al., 2019 y Mans et al., 2007).

Funcion y estructura de las mJHBP en insectos

A su vez estructuralmente relacionadas con las D7 en culicidos, se
encuentran las proteinas mJHBP (proteinas de uniéon a hormona juvenil
en mosquitos), las cuales presentan un dominio doble tipo OBP y una
configuracién 3D funcional con el mismo ordenamiento. En el dominio N-
terminal se encuentran dispuestas en un plegamiento denso, un total de
7 hélices a, cuyos residuos a su vez, son mayoria de los integrantes que
conforman las paredes de un bolsillo alargado interno, con similares
propiedades hidréfobas de las D7. Ello le confiere a la mJHBP, la
capacidad de unién a las hormonas JH Il y JH IllI-10R, en estos
plegamientos proteicos propios de la familia Culicidae; ambas proteinas
paralogas dentro de este clado, pues presentan homologia en sus
secuencias aminoacidicas y en su conformacion 3D.
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Debido a que la JH 1lI-10R es insoluble en agua, para poder circular por la
hemolinfa y llegar hasta sus receptores, requiere de la unién altamente
especifica a proteinas transportadoras. Es aqui donde la mJHBP ejerce su
funcién, al permitir la union altamente selectiva del enantiémero -10R de
JH 1lI-10R a cada uno de sus 3 sitios de unién (siendo un homotrimero,
uno por cada subunidad), gquedando protegidas de la degradacion
durante su transporte en bolsillos internos. Es decir, esta proteina evita
que la JH 1lI-10R quede restringida en la periferia de las células
secretoras y sea rapidamente degradada por enzimas de accion
nucleofilica al llegar a ingresar a la hemolinfa y Por lo anterior, es légico
gue existan mas proteinas con estas funciones en otros grupos de
insectos, dada la importancia fisiolégica de esta hormona (Kim et al.,
2017 y Jablonka et al., 2019).

Concretamente los autores Kim et al., 2017 en su investigacion,
encontraron que especies de los géneros Aedes, Anopheles y Culex,
poseen genes ortdlogos codificantes para el traducto mJHBP, el cual se
encuentra ausente en otros grupos de insectos, siendo entonces una
sinapomorfia molecular entre las especies de este clado. Sin embargo
cabe mencionar que hay proteinas analogas en funcion como
transportadoras de JHs en otros insectos (Proteinas de unién a JH
hemolinfatica (hJHBP)) (Orth et al., 2003), con ejemplos en los
lepidopteros Manduca sexta, Galleria mellonella y Bombyx mori
(BmJHBP), pero pertenecen a familias proteicas distintas y difieren
drasticamente en sus secuencias aminoacidicas; asi como en su
estructuras 3D, teniendo entonces diferentes conformaciones vy
dominios, cambiando la configuracién de cada bolsillo de unién (ello
sobre todo comparando con la mJHBP) (Kotodziejczyk et al., 2003; Li et
al., 2016 y Suzuki et al., 2011).

Enfatizando, las BmJHBP como un subtipo de las hJHBP propias de
lepidépteros, se les incluyen dentro de la familia takeout, debido a la
presencia de caracteristicos dominios altamente lipofilicos, denominados
dominios TULIP (constituidos de wuna lamina B antiparalela
marcadamente arqueada, que envuelve a manera de rollo una hélice a
dextrdgira); que conforman los respectivos bolsillos con sitios de unién
internos, de alta afinidad a ligandos hidréfobos, lo que evidentemente,
les engloba dentro de la superfamilia TULIP (proteinas conservadas y
propias del dominio Eucariota). Los miembros proteicos de esta
superfamilia, suelen estar implicados igualmente en el transporte de
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multiples moléculas lipidicas (Alva y Lupas, 2016; Dupas et al., 2020 y
Suzuki et al., 2011).

En el caso de la BmJHBP (PDB: 2RQF, ver Fig. 2.), se trata de una
proteina con una arquitectura tipo o, B super roll, y dado su tipo de
plegado, presenta una conformacion topoldgica dispuesta en 3 pares de
laminas B antiparalelas formando un cilindro, cuya cavidad parece
abrazar o enrollar sobre una hélice a larga, con segmentos tipo loop
hacia ambos extremos. Se constituye de los motivos 4 B hairpins
antipararlelos, 4 B bulges antiparalelos, 9 strands, 24 giros 3, 2 giros vy, y
4 hélices a dextrégiras con 3 interacciones a-a. El orden secuencial de
ello les confiere una conformacién alargada. Esta constituida de una sola
cadena de 227 residuos (Buxbaum, 2007 y Suzuki et al., 2011).

Por el contrario, la mJHBP (PDB: 5V13, ver fig. 2.) posee una arquitectura
tipo a,a complex, con una conformacidn topolégica constituida
principalmente por hélices a,a dextrogiras; integrada por los siguientes
motivos: 16 a hélices, formando un total de 32 interacciones a-a, con 1
par B bulge antiparalelo, 1 B hairpin, 2 strands antiparalelas, 14 giros By
algunos loops. Consta de 288 residuos por subunidad. Presenta una
estructura cuaternaria integrada por 3 subunidades de ensamble
homomérico (Buxbaum, 2007 y Kim et al., 2017).

Aunado a lo anterior, la disposicién espacial en el acoplamiento con las
respectivas hormonas en cada caso (fig. 3), dicha conformaciéon también
determina al sitio de unién, presentando este una morfogeometria
espacial concreta al conféormero especifico de cada ligando. Ello
actuando como un factor discriminante y por ende, de especificidad.
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Fig. 2. Vista de ambas proteinas del tipo JHBP descritas en los parrafos
anteriores. En la BmJHBP (2RQF) podemos apreciar su arquitectura tipo
a, B super roll, en la cual la disposicién de las laminas B le dan una
conformacién alargada y algo tubular. A diferencia de la mJHBP (5V13),
cuya cercania intrinseca entre sus 16 hélices a le brindan una
conformacién mdas compacta.
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Fig. 3. Detalle de los bolsillos internos con los respectivos sitios de unién.
Los ligandos JH Il (2RQF) y JH 1lI-10R (5V13) se muestran en morado. La
morfologia dada la disposicion de cada residuo interactuante con el
bolsillo, brinda una serie de depresiones del revestimiento interno que
restringe la orientacién de la longitud de cada sitio de unién.
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Ciertamente en la fig. 4 es apreciable como la posicién y predominancia
de las laminas B en la parte media de la secuencia, favorece el
enrollamiento sobre las hélices a. La longitud de cada motivo estd
determinado por el nimero de residuos concatenados en esa region
especifica, se indican como ndmeros en los extremos. En cilindros color
rojo se muestran las hélices a, y en flechas rosas laminas B. El
plegamiento de estas estructuras supersecundarias es responsable de la
disposicién conformacional de la proteina transportadora.

Por lo anterior mostrado en los mapas topoldgicos (Figs. 4 y 5), se puede
inferir que dadas las marcadas diferencias estructurales presentes en
ambas proteinas transportadoras, y al no haber relacién evolutiva entre
ellas, la mJHBP podria ser usada como diana de nuevos compuestos
dirigidos exclusivamente a esterilizar con alta selectividad hembras de
culicidos y con ello frenar y reducir su expansion global. Un compuesto
liberado al ambiente, entre mas afinidad y selectividad tenga para su
diana, es decir, entre mas discriminante sea, presentara menor
probabilidad de afectaciéon colateral para con otros organismos no diana
(Goulart et al., 2015).
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Fig. 4. Mapa topoldgico de la BmJHBP, donde se muestra longitud,
disposicién y los distintos motivos estructurales presentes en la proteina
2RQF.
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Fig. 5. Diferente disposicién de cada uno de los motivos en la mJHBP
(5V13). Las hélices a son bastante numerosas, espaciadas y en su
mayoria, se presentan como segmentos medianos y cortos.
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Ello toma gran importancia, ejemplificando con el alto nimero de
insecticidas liberados en cultivos agricolas, que frecuentemente, suelen
también matar insectos polinizadores de gran importancia para el mismo
cultivo (Sponsler et al.,, 2019). Al igual que la posible toxicidad que se
podria presentar por exposicidn humana durante y posterior a su
aplicacién o por posible bioacumulaciéon. Por lo cual, una correcta
metodologia aplicada al disefio racional de nuevas moléculas con un
buen enfoque podria generar nuevos candidatos poseedores de nuevas
caracteristicas capaces de suplir a los compuestos insecticidas usados
para la mitigacién de esta entomofauna vectorial (Main et al., 2020).

El producto del disefio racional de un inhibidor de mJHBP de alta
especificidad con poca y/o nula toxicidad colateral, podria ser usado
como complemento combinado con otras estrategias de control y
reduccién poblacional de culicidos vectores, sobre todo aquellos de
enfermedades virales. Aunado a que seria una nueva alternativa para
solventar la frecuente resistencia por parte de culicidos a los distintos
pesticidas presentes actualmente. Por ello, una comprensiéon profunda
de las interacciones moleculares entre el ligando natural y su respectiva
diana, son fundamentales al mostrar las tendencias en el tipo de
preferencias por determinadas interacciones, conferidas por los residuos
en el o los sitios de unién posibles y/o demostrados.

Interacciones Proteina-ligando

En cuanto a las interacciones entre moléculas dentro de contextos
bioldgicos, en entornos de alta dinamicidad, la formaciéon de complejos e
interacciones moleculares son dictaminadas por la intensidad de la
energia libre intrinseca a los actores interactuantes, al igual que
determinadas por las propiedades geométricas y fisicoquimicas en los
ordenamientos atémicos de las superficies a entrar en contacto entre si
para la formacién de dicho complejo (Du et al., 2016). La asociacion de
un complejo, en este caso de proteina-ligando, requiere de un encuentro
espacio-temporal coordinado y simultaneo entre las superficies de los
interactuantes, es decir; implica una co-localizacién de al menos 2
moléculas con afinidades mutuas en ambientes muy “poblados” de otras
moléculas con diferentes potenciales y afinidades sobre sus superficies.
Igualmente, de sus concentraciones diferenciales en dicho medio. Por lo
que evolutivamente hablando, la enantioespecificidad suele ser buena
herramienta de selectividad a escala fina (Desdouits et al., 2015y
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Barbera et al., 2019), entre las entidades moleculares que requieren de
interacciones optimizadas mutuas para cumplir con determinados
objetivos biolégicos y especificos. Con ello, evitando interacciones
negativas o indeseadas potenciales para con otras moléculas en el
mismo medio.

Dado lo anterior, el conocer las propiedades que determinan Ila
especificidad de unién de una proteina o enzima para con un ligando
concreto, son de vital importancia para justificar el disefio tedrico de
ligandos sintéticos competitivos para el mismo sitio de unién. Por ello, a
este nivel de interacciones, el poder vislumbrar las estructuras 3D de
estas moléculas, mejora drasticamente la comprension del acoplamiento
entre ambas. Para solventar estas cuestiones, las técnicas de
cristalizacién de alta resolucién atémica como cristalizacién de rayos x,
resonancia magnética nuclear (RMN), microscopia crioelectrénica (cryo-
Electron Microscopy, cryo-EM), etc; aplicadas a proteinas de interés
(Jones et al., 2018 y Liebschner et al., 2019), han brindado estructuras
de alta resolucién que permiten la apreciacién espacial del orden de los
plegamientos exhibidos por una proteina particular. Con ello, la
elucidacion de su conformacién 3D mas estable.

La visualizacién de estas estructuras en ordenadores con softwares
adecuados facilita su comprensién topoldgica, identificacién de posibles
cavidades y sitios de unién, asi como volumen, cargas, motivos
estructurales presentes, entre otros caracteres de importancia. Estos
analisis in silico, permiten una aproximacién teédrica de alta fidelidad,
gue facilitan la manipulacién estructural y de las interacciones proteina-
ligando de interés (Shi et al., 2017). Estos procedimientos actiuan como
un filtrado selectivo de los posibles compuestos tedricos a usar como
candidatos a farmacos, toxinas, pesticidas, etc; ahorrando
significativamente tiempo y costes de andlisis durante las primeras
etapas de desarrollo del estudio (Opo et al., 2021).

La constituciéon de un sitio de unién debido a los motivos estructurales y
nimero de plegamientos conformantes, asi como del tipo y distancias
entre cada residuo concatenado, brindan las caracteristicas vy
distribucién de cargas superficiales con una disposicién especifica, que
le conferira afinidad a un ligando o conjunto de ligandos que posean a su
vez; grupos funcionales insertos en un andamio atémico con cargas y
distancias concretas (Duan et al., 2016), cuya conformacién estructural

35



les permita tener una alta y discriminante afinidad a el sitio de unién
(Seo et al., 2021). Ya gue las depresiones y “topografia” especifica de
cada sitio de unién, brindan a dicha cavidad un arreglo o emplazamiento
espacial concreto, para la acepcién de los ligandos con los cuales
coevolucioné (Caro et al., 2017).

Los mecanismos que permiten la unidon entre ligandos y los respectivos
sitios de unién son variados, y suelen atender a las peculiaridades
presentes entre la unién de ambos factores moleculares, como carga,
geometria, longitud y la flexibilidad del ligando o la profundidad de las
depresiones presentes en el bolsillo de unién. Generalmente se agrupan
en 3 modelos basicos, los cuales describen la dinamicidad en la
motilidad tanto del ligando como del bolsillo de unién, que permiten un
acoplamiento lo suficientemente estable como para retener al ligando en
dicho sitio de unién (Plattner & Noé, 2015), y a su vez; generar los
subestados proteicos, responsables de conferirle una funciéon especifica.

Estos modelos tedricos son:

-Llave-cerradura (lock and key): Considera al ligando y al sitio de unién
de la proteina fijas o estaticas (no implica cambios conformacionales). El
ligando embona perfectamente en un sitio de unién especifico en una
proteina concreta.

-Complemento inducido (induced fit): En este caso, se propone al ligando
como estructuralmente estatico, mientras que el sitio de unién proteico
se acopla a este (el receptor sufre leves cambios conformacionales, para
permitir la unién al ligando).

-Seleccién conformacional (conformational selection): El receptor exhibe
subestados alternos seriados (cambios conformacionales subsecuentes),
de los cuales, solo uno dispone espacialmente al sitio de unién en forma
correcta, como para permitir la unién de un ligando especifico. En este
modelo, para que se logren uniones estables, el ligando debe poseer
igualmente cambios conformacionales, lo cual le permitird un
acoplamiento mas estable (Amaral et al., 2017 y Du et al., 2016).

Como todo modelo, no son absolutos, en multiples casos y en un
contexto bioldgico, dichas interacciones no presentan un acoplamiento
donde embonen perfectamente. Se espera que, en mayor o menor
medida, el ligando promueva en el receptor proteico o viceversa,
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cambios estructurales, como una forma de maximizar la estabilidad y
aumentar la afinidad; acortando distancias entre los grupos funcionales
o atomos interactuantes. También es plausible que estos modelos no
sean Unicamente posibles y mutuamente excluyentes, es decir, podrian
presentarse al unisono con cierto grado de variabilidad e intensidad.

Desarrollo de ligandos in silico

Con miras al desarrollo de un ligando de alta afinidad a un sitio de unién
concreto, entendida la demanda de afinidad que exige este, se suelen
desarrollar  estructuras moleculares denominadas farmacoéforos
(ensamble a nivel atémico de un andamio cuyas rasgos estéricos y
electrénicos necesarios en una interacciéon funcional para con el receptor
proteico, sean lo suficientemente estables como para mantener cierta
afinidad constante entre el receptor y los ligandos derivados de dicho
andamio), los cuales son concebidos a manera de una abstraccién en 3D
de los requerimientos minimos a considerar estructuralmente, para que
ese conjunto de moléculas derivadas, posean una configuracién y
conformacién que satisfaga el filtro discriminatorio del sitio de union.
Siendo este el primer paso a la formacién de un conjunto de moléculas
aceptables como ligandos de un receptor especifico (Akram et al., 2017
y Seidel et al., 2020).

Es por esto, que las técnicas de disefio de farmacos asistido por
computadora (Computacional Aided Drug Designe, CADD), son de vital
importancia para generar acercamientos a escala precisa de las
interacciones presentes entre los residuos que conforman el sitio de
uniéon y los ligandos con afinidad al mismo. Dichas interacciones pueden
ser resumidas y caracterizadas en modelos farmacoféricos, de los cuales
pueden derivar candidatos viables con rasgos de alta afinidad vy
estabilidad (Prieto y Medina, 2019). Las caracteristicas quimicas
eventualmente buscadas en el modelado de farmacéforos, son aquellas
que evidentemente aumentan la probabilidad de creaciéon de
interacciones proteina-ligando, como: Sitios ionizables, hidrofébicos
alifaticos y anillos aromaticos, puentes de H donantes y aceptores. Se
suelen representar a manera de esferas en 3D punteadas, diferenciadas
en color y volumen, de tal manera que al menos 2 o mas estructuras
diferentes derivadas, comparten similares caracteristicas fisico-quimicas
apreciables en los visualizadores moleculares (Schaller et al., 2020).
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El uso de farmacéforos para la obtencién de ligandos in silico,
teéricamente puede llegar a favorecer en el desarrollo de nuevos
compuestos activos, aunados a estructuras de novo con la capacidad de
aumentar la afinidad a determinados sitios de union, en comparacién de
los ligandos tipicos con los cuales coevoluciond. La creacién y aplicaciéon
de softwares de gran resolucién y computadoras con la capacidad de
manejar simultaneamente cantidades astrondmicas de datos, ha
favorecido la posibilidad de realizar experimentalmente, multiples
acoplamientos moleculares (molecular docking) y seleccionar las
mejores estructuras como candidatos de alta afinidad al sitio de unién
estudiado.

El desarrollo y validacién de una nueva entidad quimica puede tomar de
10 a 15 afos e incluir costes superiores a los 50 millones de délares (Pan
et al., 2013), por lo que realizar estos analisis in silico presenta un gran
aporte en la reduccion de ambos factores en términos de costos (Opo et
al.,, 2021). Igualmente facilita una comprensién al momento del
acoplamiento y en la escala correcta sobre las deficiencias y ventajas
gque podrian presentar cada uno de los candidatos generados. Siendo
este tipo de andlisis, uno de los magnos éxitos de la quimica
computacional. Por ellos, el presente trabajo se basé en la evaluacién y
estudios in silico de ligandos tedéricos modelados como inhibidores
selectivos de mJHBP, utilizando a su vez técnicas de disefio racional de
farmacos, para la generacién de nuevas estructuras quimicas; con la
capacidad de inhibir especificamente la reproduccién de culicidos
vectores, mediante un enfoque de esterilizacion ambiental.

Acoplamiento molecular

La activacién e inhibicién de la capacidad y funcionalidad de una
proteina se basa en las interacciones que tenga con el o los ligandos
cuyo acoplamiento sea correcto en los respectivos sitios de unién. Estos
acoplamientos moleculares han logrado ser emulados a manera de
aproximaciones bioinformaticas, que permiten predecir la postura o
conformacién mas estables de un ligando para generar y/o aumentar el
ndmero de interacciones entre los grupos funcionales de dicho ligando y
los residuos del sitio de unién del blanco proteico. Ello se basa en
funciones y algoritmos computacionales para predecir las mejores
representaciones 3D de los acoplamientos a analizar, asi como la
afinidad de cargas y las energias de acoplamiento entre cada postura. A
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mayor estabilidad en las interacciones, mejor embonamiento segun la
geometria del del ligando y el sitio de unién, mayor especificidad,
afinidad de cargas y estabilidad; presentard consecuentemente mayor
actividad bioldgica (Pinzi & Rastelli, 2019).

Las funciones de puntuacion empleadas por softwares para
acoplamiento muestran en orden descendente las energias de union de
cada postura, actuando asi, en primer lugar como filtro en cuanto a las
posturas de mayor estabilidad/afinidad posibles con el ligando; vy
secundariamente, como un filtro de cada estructura evaluada de forma
independiente. Sin embargo, hay que considerar estos procedimientos
como relativos, pues evidentemente existen limitaciones. Por lo general,
la proteina diana se considera como un receptor rigido, no atiende a su
dindmica intrinseca de subestados, el sitio de unién es visto como una
cavidad cuya superficie es sésil. Aunado a lo anterior, se puede
presentar desfase en las puntuaciones brindadas. Esto debido a las
limitaciones de los algoritmos empleados que pueden llegar a
malinterpretar datos generados durante el acoplamiento (Huang et al.,
2021 y Salmaso & Moro, 2018) .

Dada l|a variabilidad de las estructuras proteicas y los ligandos
disefados, atendiendo igualmente que cada software posee enfoques
distintos al momento de considerar a las estructuras durante el analisis,
se debe tener en cuenta que cada software usa diferentes algoritmos
durante el procedimiento, lo que podria complicar la replicacién de los
resultados. Entendido  esto, implementar  una metodologia
rigurosamente homologada, puede ser complicado e incluso
contraproducente, al momento de correr los analisis y valorar los
resultados. Es por ello, que se debe atender a las particularidades en
cada caso, desde un enfoque racional y profesional en la materia.

El cribado virtual de los datos generados en estos analisis fundamenta la
creacidn de enormes bases de datos y bibliotecas de posibles nuevos
compuestos, aumentando el multiverso quimico de bioisdsteros
(compuestos con diferentes estructuras, pero misma actividad bioldgica)
de fuerte potencial farmacoldgico, desarrollo de pesticidas, etc. Con ello,
brindando nuevas herramientas a problemas, desde cotidianos hasta
excepcionales, si es que pasan todos los filtros (Gogoi et al., 2017 y Maia
et al., 2020).
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Se han realizado busquedas exhaustivas de nuevas moléculas de
actividad biocida via relaciéon cuantitativa estructura-actividad (QSAR),
generando modelos estadisticos cuantitativo-predictivos sobre la posible
actividad bioldgica de las estructuras a usar como representaciones
homdlogas funcionales de las estructuras y propiedades moleculares
que cada compuesto figura en el conjunto, para el descubrimiento y
desarrollo de farmacos afines a una actividad biolégica o reactividad
quimica concreta (Esfahani et al., 2021). Ademas, el uso de técnicas
como acoplamientos moleculares y simulaciones de dinamica molecular
han facilitado la elucidacion de estructuras de gran potencial insecticida
contra especies de culicidos vectores como Culex pipiens (Rao et al.,
2021). Asi como el modelado por homologia y deteccién virtual de
compuestos como las sulfonamidas, evaluadas mediante técnicas CADD,
para la obtencién de estructuras lider de capacidad insecticida (Gang et
al., 2020).

Es evidente que el descubrimiento y desarrollo de nuevos compuestos
via técnicas in silico, dirigidos contra dianas moleculares expresadas en
culicidos y otros insectos vectores de enfermedades, asi como plagas de
cosechas, etc. (Loza et al., 2018); ha favorecido el incremento de
opciones provenientes del multiverso quimico, a usar como medida a
estos problemas milenarios. Aunado a lo anterior, el descubrimiento y
cristalizacién de la mJHBP, asi como la elucidacién de su funcién como
transportadora de JH IlI-10R, provee un entendimiento mas detallado
sobre la importancia a nivel molecular y fisiolégico de esta proteina.
Igualmente las caracteristicas estructurales del sitio de unién e
interacciones entre la mJHBP y su ligando hormonal, son una opcién
viable a usar como objetivo para el desarrollo de nuevos compuestos
con capacidad insecticida (Kim et al., 2017).

JUSTIFICACION

Dado que existe una marcada tendencia por parte de culicidos a
desarrollar resistencia a compuestos comunmente usados como
insecticidas, puesto que el uso frecuente de un solo tipo de compuesto
durante el tiempo suficiente genera una fuerte presién selectiva sobre
sus poblaciones; heredando a las siguientes generaciones dicha
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capacidad de supervivencia, obteniéndose poblaciones enteras cada
vez mas resistentes. Por ello, aunque se apliquen las 2 estrategias
tipicas que son: Reduccién de sitios de criadero y el uso de pesticidas
guimicos, se tratan solo de soluciones virtuales, basadas en la
probabilidad de reduccién de las tasas de natalidad y supervivencia del
mosquito vector, que no parecen tener mucho efecto en proyecciones
futuras (Gonzales, 2013 y Lopez & Neira, 2016).

En cuanto a la liberacién de culicidos infectados con Wolbachia sp, la
reproduccién entre machos y hembras infectados con esta bacteria, no
suelen presentar incompatibilidad citoplasmatica, por lo que la
descendencia se desarrolla de forma viable, originando individuos que
les reemplazaran en la poblacién. Aunado a lo anterior, se requieren de
liberaciones periédicas de mosquitos infectados para mantener reducida
o suprimida las poblaciones salvajes de vectores objetivo, de lo
contrario, rapidamente se recuperaran. Esta estrategia esta pensada
para prevenir brotes, no para frenarlos. Ademas, se debe considerar la
naturaleza de la dindmica poblacional de las especies vectoras objetivo,
pues pueden llegar a emigrar y reproducirse con individuos provenientes
de poblaciones aledanas, o las poblaciones locales pueden verse
incrementadas en nimero por la llegada de mas individuos; desplazando
a los infectados con Wolbachia sp. Requiriendo por tanto, de la
liberacién de mas individuos infectados, para superar y favorecer la
probabilidad de reproducciéon con estos (Alkuriji et al.,, 2020; Ndii &
Supriatna, 2021 y Ogunlade et al., 2020).

La liberacion ambiental de culicidos genéticamente modificados,
también puede conllevar problemas imprevistos. Se ha demostrado que
los individuos transgénicos portadores de genes letales, pueden llegar a
hibridar con individuos de las poblaciones salvajes a suprimir, generando
descendientes con parte del genoma modificado, siendo estos capaces
de reproducirse en condiciones agrestes. Se desconocen las
implicaciones ecoldégicas y en la dinamica de poblaciones de la
existencia de hibridos viables en la naturaleza, y cdémo esto puede
afectar en la resistencia a las técnicas existentes para su control
poblacional (Evans et al., 2019 y World Health Organization, 2021).

Dado lo anterior, se requiere del desarrollo de pesticidas de alta
especificidad y nula toxicidad colateral, que permita su aplicaciéon en
estrategias cruzadas con otras técnicas, a fin de maximizar la eficacia en
la reduccion y consecuente supresién de poblaciones de culicidos
vectores.
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HIPOTESIS

El desarrollo in silico de estructuras de unién altamente especificas al
receptor mJHBP de mayor afinidad que el ligando natural JH IlI-10R,
inhibirian su acoplamiento con la mJHBP, desplazando a esta hormona
hacia el medio hemolinfatico, donde es degradada por enzimas de
acciéon nucleofilica. Con ello, evitando que esta hormona llegue a su
destino y se una a sus respectivas proteinas de reconcieminto. Estos
compuestos diseflados racionalmente actuarian como disruptores
altamente selectivos de este acoplamiento, afectando la maduracién y
crecimiento, asi como el desarrollo gonotréfico en las hembras de
culicidos vectores de enfermedades.

OBJETIVO GENERAL

Desarrollo y modelado de estructuras tedricas, evaluadas in silico, de
alta afinidad al objetivo proteico mJHBP, mediante el uso de técnicas de
disefio racional y evaluacién de compuestos. Con la finalidad de generar
nuevas estructuras quimicas de alta precisidon inhibitoria, asi como
predicciones sobre el posible comportamiento téxico de las estructuras
disenadas para con otros organismos no objetivo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

a Andlisis estructural del receptor mJHBP y del ligando JH Ill 10-R.

b Disefio racional in silico del farmacéforo y creaciéon de estructura
lider.

c Disefio de nuevos compuestos quimicos derivados, analisis
estructural y distribucién de cargas.

d Realizar acoplamientos moleculares seriados con el receptor
diana.

e Validar la estabilidad del acoplamiento molecular con las
estructuras de mayor puntuaciéon generada.

f Predecir el grado de toxicidad de los ligandos seleccionados contra
bases de datos y realizar acoplamientos de control con otras
estructuras proteicas similares, expresadas en organismos nho
diana.

g Seleccionar la estructura mas optima, segun los criterios
considerados.
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MATERIALES Y METODOS

Materiales

Hardware

-Descripcién Primera computadora: Macbook, Intel CoreTM i5- 2 nucleos ,
GPU Intel Iris Graphics 6100 1536 MB and Random Access Memory
(RAM), 8 GB 1867 MHz DDR3 con sistema operativo MacOS Big Sur.
-Descripcién Segunda computadora: Hp, Intel Core i3 de 10° generacién,

8 GB de SDRAM DDR4-2666 (1 x 8 GB), disco duro SATA de 1 TB y 5400
RPM, con Windows 10.

Software

a USCF Chimera (Pettersen et al., 2004).

b Autodock Vina (Trott y Olson, 2010).

c Discovery Studio Visualizer (DASSAULT SYSTEMES, 2021).
d MarvinScketch (CHEMAXON ,2021).

e Lisica (LesSnik et al., 2015).

Webtools

a PDBsum (Laskowski et al., 2018).

b CASTp 3.0 (Tian et al., 2018).

c ZINCPharmer (Koes y Camacho, 2012).
d Swiss ADME (Daina et al., 2017).

e ProTox-Il (Banerjee et al., 2018).
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Método

RECEPTOR-LIGANDO

o -
o ﬂ(.._((\’ - = AMALISIS ESTRUCTURAL

OBETEMCION DE CARACTERISTICAS
DISEAQ ¥ AMALISIS DE LAS FARMACOFORICAS ¥ CREACION DE
ESTRUCTURAS DERIVADAS ESTRUCTURA LIDER

ACOPLAMIENTOS
SERIADOS COM EL

RECEFTOR v

VALIDACION AFINIDAD- ACOPLAMIENTOS DE
ESTAEBILIDAD DE PREDICCION GRADD DE CONTROL SELECCIOM DEL

ACOPLAMIENTOS TOXICIDAD LIGANDO MAS OPTIMO
min Z Xz
“ o [(£2)=3 )
IN SILICO
o 10

Fig. 6. Resumen grafico de la metodologia seguida.
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Analisis estructural del receptor proteico y las interacciones con
el ligando JH I1I-10R

Se procedid a la busqueda y descarga de la proteina mJHBP (PDB: 5V13)
de la base de datos del PDB y en seguida, se continud con la realizacién
de un mapa topoldgico en la web PDBsum (Laskowski et al., 2018), asi
como su analisis estructural en acoplamiento con su ligando co-
cristalizado JH 1lI-10R, con la ayuda del visualizador USCF Chimera
(Pettersen et al., 2004). Posteriormente se procedié al analisis visual de
los motivos estructurales conformantes del bolsillo de unién interno, asi
como de los residuos interactuantes con dicha hormona, en este ultimo
caso generando un mapa de interacciones, con el uso del software
Discovery Studio Visualizer versién 4.5, 2021. Subsecuentemente, se
estudid la topologia de los bolsillos internos de interés de las 3 cadenas,
obteniéndose volumen, area, dimensidn de canales interiores, bolsillos
adyacentes, orificios de acceso a cavidades, entre otros rasgos
geomeétricos y topoldgicos. Esto con el uso del servidor web CASTp 3.0
(Tian et al., 2018), y los resultados analizados con el software USCF
Chimera.

Desarrollo del farmacoéforo

Se continud con un andlisis estructural in silico del enantiémero -10R de
la JH lll, identificAandose los grupos funcionales interactuantes con los
residuos mas préximos, asi como el tipo de fuerzas e interacciones,
distribucién de cargas y la geometria de dicho ligando, con los softwares
anteriormente mencionados y el uso de MarvinScketch version 21.14.
Posteriormente la estructura se sometid6 a la interfaz online de
ZINCPharmer (Koes & Camacho, 2012), esto para la identificacién de los
nucleos de mayor interacciéon y la identificacion de rasgos haptoféricos
optimizables para el desarrollo de un farmacéforo modelo. Los rasgos de
mayor afinidad fueron usados como criterios guia para el desarrollo de
nuevas propuestas estructurales, las cuales fueron dibujadas en Marvin.
Seguidamente, la estructura lider derivada del farmacéforo disefado, se
compard contra los rasgos presentes del ligando JH 1lI-10R, mediante la
aplicacién del coeficiente de Jaccard-Tanimoto, para validar similitudes
con el uso del software lisica (LeSnik et al., 2015).
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Diseno de las estructuras 3D de los ligandos

Para esto, se consideré la distribucién y distancias de los nucleos activos
presentes en el farmacoéforo disefado y seleccionado. A partir de ello, se
derivaron estructuras quimicas tedricas como posibles inhibidores del
receptor mJHBP. Cada posible ligando fue creado, protonado y
optimizado con el software MarvinSketch, y de aquellos mas viables, se
analizaron los conférmeros que exhibieron mayor estabilidad y menor
energia expresada en kcal/mol de cada uno, considerandose como
estructuras distintas y por tanto, candidatos distintos. Posteriormente,
se analizé la distribucién de las cargas en la superficie molecular y el
momento dipolar de cada ligando.

Realizacion de acoplamientos moleculares seriados

Anterior a los analisis in silico, se realizé un acoplamiento con su propio
ligando JH [lI-10R, que fue previamente protonado, pero dejando la
conformacién estructural original intacta, la cual corresponde al
conférmero -10R para obtener un indice a considerar como umbral de
afinidad biolégica entre el ligando y el receptor de estudio a superar.
Para el acoplamiento molecular, se parametrizaron las estructuras
disefiadas y el receptor proteico con las herramientas de USCF Chimera.
Se removieron los ligandos co-cristalizados y se agregaron campos de
fuerza AMBER a los residuos estandart. Se protonaron tanto los residuos
interactuantes como cada una de las estructuras a someter al analisis
como ligandos.

Tanto receptor proteico como los ligandos tedricos a analizar, fueron
guardados con las conformaciones que expresaron el minimo de energia
en formato “.pdbqt”. Posteriormente, se realiz6 un acoplamiento
molecular semi flexible con los ligandos generados, utilizando el plugin
Chimera-AutoDock Vina (Trott & Olson, 2010), con las 3 cadenas de la
proteina mJHBP (PDB: 5V13) usada como objetivo. Enseguida, se
determinaron las interacciones entre los residuos implicados en la
formacion del bolsillo de unién y los atomos de los grupos funcionales de
cada una de las estructuras generadas a partir del farmacéforo
propuesto. Los mapas de interacciones fueron generados con el software
Discovery Studio Visualizer, para cada uno de los acoplamientos
realizados. Consecuentemente, se registraron las afinidades arrojadas y
se seleccionaron los ligandos que mostraron mayor afinidad, y en
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funcién de ello, se redisefaron estructuras derivadas, con el objetivo de
generar otras de aun mayor afinidad.

Validacidon de la afinidad, fidelidad y estabilidad estructural de
los acoplamientos

Para ello, con el uso de Marvin, se determind el area de la superficie
molecular, volumen, y la distribucién de cargas de los ligandos. Después,
se aplicd la prueba de Jaccard-Tanimoto, entre la estructura base
derivada del farmacéforo y las estructuras derivadas de mayor afinidad,
con el uso del software lisica. Del conjunto de acoplamientos
moleculares generados, se seleccionaron aquellos que mostraron mayor
afinidad al sitio de unién propuesto. De cada uno se analizaron los
mapas de interacciones realizados tras los acoplamientos, asi como con
cada interaccidn a nivel atdmico, eliminando las menos estables,
consecuentemente seleccionando las 3 estructuras con mejores
resultados.

Estimacion del grado de toxicidad de los candidatos

Luego, se utilizo el servidor web Swiss ADME, con el fin de someter a
andlisis al total de las estructuras generadas. Realizandose una
prediccién in silico mediante modelos bioinformaticos de absorcién,
distribucion, metabolismo y excrecién (ADME,) de cada propuesta. El
filtrado usé reglas como Veber, Lipinski y Ghose, mostrando también
indices del grado de hidrosolubilidad y lipofilicidad. Posteriormente se
aplicé un segundo filtro, mediante el servidor web ProTox-Il, con el cual
se identificaron criterios toxicolégicos, que valoraron la posible
citotoxicidad, inmunotoxicidad, hepatotoxicidad, etc; como dianas indice
de su posible actividad (Banerjee et al., 2018 y Daina et al., 2017).

Acoplamientos moleculares de control

Seguidamente, con cada una de las 3 estructuras filtradas, se realizaron
acoplamientos moleculares con las estructuras proteicas co-cristalizadas
con sus propios ligandos, provenientes de organismos no diana. Esto con
el objetivo de valorar la afinidad de los ligandos filtrados a sitios de
unién presentes en proteinas transportadoras de ligandos hidrofobos,
siguiendo la misma metodologia anteriormente descrita. Todas las
proteinas objetivo fueron obtenidas de la base de datos del PDB,
correspondientes a los siguientes organismos: 20BP, 4EWS, ambas
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transportadoras de lipidos y el bactericida 1BP1 expresadas en
humanos. Asi como de las proteinas de unién a hormonas 2RQF y 2RCK
de los lepidépteros Bombyx mori y Galleria mellonella. Se usaron los
mismos sitios de unién reconocidos por los ligandos co-cristalizados en
cada una de las estructuras proteicas, como objetivo de cada
acoplamiento molecular.

Seleccidon de la estructura mas éptima

De las 3 estructuras disefiadas y filtradas, se selecciond solamente una
de ellas como la mas destacable, dada su afinidad al receptor proteico y
su tedricamente baja toxicidad estimada, como posible candidato a
considerar para analisis mas profundos. Y si es el caso, para su posible
sintesis, analisis in vitro y en sistemas biolégicos. Aunado lo anterior,
coincidente a su probabilidad de sintesis.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Estructura y acoplamiento de la JH [lI-10R con el receptor
mJHBOP

Los plegamientos de mayor densidad suceden entre los primeros 6
motivos del extremo N terminal de la mJHBP (5v13), de los cuales gran
parte de los residuos concatenados en los motivos H3, loop 3 y H6 (fig.
7), se encuentran mayormente implicados en la formacién del orificio de
entrada/salida del tunel que conecta a la cavidad interna. Las hélices a
son bastante numerosas, espaciadas y en su mayoria, se presentan
como segmentos cortos que no superan los 6 giros (exceptuando la H6
de 8 Y2). Los segmentos de los motivos interactuantes en el sitio de
unién para con la JH 1lI-10R son: Ultima media vuelta de la H1, H2, H3,
H4, H5, y primer residuo de la H6; hasta los medios segmentos de las
H10 Y H11 respectivamente. Aunado a parte del giro B 10 y 2 giros de la
H14. Estos presentes en las 3 cadenas (fig. 8), poseedoras del sitio de
unién de interés, mostrado en la fig. 9.
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Fig. 7. Diagrama de cableado de la proteina mJHBP (PDB: 5V13). En
amarillo se muestran los puentes disulfuro, los puntos rojos sobre el
cédigo de una letra, sefalan a los residuos gue interactdan en el bolsillo
de union interno, los cuales a su vez estan numerados segun su
posicién. Los motivos estructurales se encuentran en color rojo, algunos
sefalados por letras griegas.
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Fig. 8. Vista superficial de las cadenas A, B y C separadas mostrando el
orificio de entrada/salida del tunel que conduce a la cavidad interna del
sitio de union (contrastada en distinto color, el cual muestra el
revestimiento interno del bolsillo de unién).
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Fig. 9. Se muestra la cadena A a manera de referencia, donde se
exponen los motivos estructurales, cuyos residuos se encuentran
implicados en la formacién del canal de entrada/salida del ligando JH IlI-
10R (el cual se muestra en morado).
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Es importante destacar que, las 3 cadenas que conforman la mJHBP
poseen un bolsillo de unién interno morfogeométricamente disimil entre
si, tomando como referencia el volumen calculado, siendo la cadena A la
de mayor volumen (fig. 10). Concretamente, En el caso de la cadena A,
posee un area de 830.994 A2 y un volumen de 733.045 A3. Para la
cadena B, el 4rea corresponde a 896.876 A2 y el volumen a 716.479 A3.
Mientras que para la cadena C, el area esta dimensionada en 701.637
A2, y el volumen en 561.203 A3.

Dado lo anterior, obtenemos una diferencia de 171.842 A3 con el bolsillo
interno de la cadena C, sabiendo que esta es la de menor volumen, y
para con la cadena B es de solo 16. 566 A3. Esto nos muestra una
aparente falta de razén, dado que las tres cadenas se unen con el
mismo ligando, por lo que deberian tener un volumen més aproximado,
considerando que el volumen global de la JH IlI-10R es constante. Pero
es bastante plausible que, el receptor independiente de los subestados
que experimente previo al reconocimiento y acoplamiento con esta
hormona, puedan tener ciertos cambios conformacionales regionalizados
a nivel de superestructura, que acerquen o alejen los residuos
interactuantes a una distancia tal que permita un acoplamiento
espontaneo y lo mas estable posible.

Es decir, se trataria de acoplamientos de alta dinamicidad, donde ambos
interactuantes moleculares sufririan cambios estructurales diferenciales
(solo a partir de ciertos enlaces, el ligando cambiaria su conformacion,
mientras que parte de los motivos del bolsillo de unién, podria
experimentar ciertos cambios espaciales, a fin de lograr una
concordancia geomeétrico-espacial que maximice la fuerza de unién).
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Fig. 10. Disposicion de las cavidades del sitio de unién interno de las
cadenas A, B y C, las cuales son presentadas como esferas huecas
superpuestas sefialadas en distinto color, rodeadas de las cadenas
laterales que conforman sus respectivas paredes.
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Los residuos clave que interactlan directamente con la hormona JH llI-
10R, VAL-34 y LEU-37, constituyentes de los Ultimos 2 1/2 giros de hélice
H1, TRP-50, VAL-51, de la ultima vuelta de la H2 y TRP-53, del loop 3,
interactian con el primer segmento del ligando JH IlI-10R (tomando
como referencia el C1, ver fig. 11). Es decir, desde el metilo de la
posicidn 4, hasta el metilo enlazado al carbono 6, lo cual orienta sobre la
regionalizacion de plegamientos con los residuos interactuantes dentro
del bolsillo de unién con el ligando acoplado.

Fig. 11. Atomos numerados de la estructura JH 1lI-10R.

En el segmento opuesto se tiene que TYR-129 y TYR-133, ambas
conformantes de los giros 3 y 4 de la H6; asi como PHE-144 del loop 8,
PRO-55 del loop 3, VAL-65 y VA-68 de los giros 3 y 4 de la H3 ayudan al
acoplamiento del segmento opuesto al descrito primeramente (del C 11
al C 18 y C 19 implicados en la formaciéon del grupo epodxido) y la
estabilizacién de la estructura durante el acoplamiento. Ello gracias a las
interacciones m-alquil y n-o principalmente, al ser las interacciones no
covalentes de mayor energia implicados como fuerzas de estabilizacién
(Giese y Albrecht, 2020 y Tiekink y Zukerman, 2012) (fig. 12). En este
caso se destaca al residuo TRP-53, pues presenta ambos tipos de las
interacciones nombradas, con 5 C de la estructura JH [lI-10R, en las
posiciones 7, 9, 12, 14 y 18. Similar situacién con VAL-68, que muestra
interacciones alquil y m-alquil con 4 C de la estructura, en las posiciones
9,14, 18y 19.

Solamente TYR-129 presenta un enlace convencional de hidrégeno,
entre el oxigeno de su hidroxilo fendlico y el oxigeno del grupo epdxido,
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con una distancia de 2.75 A., TRP-53 posee interaccién m-o con una
distancia de 3.86 A, con el metilo enlazado al carbono de la posicién 6.
Los residuos TYR-33, TYR-64, PHE-144, PHE-269 y TRP-278 presentan
interacciones alquil y n-alquil, siendo todos residuos neutros aromaticos.

Mismas interacciones para VAL-34, VAL-51, PRO-55, VAL-65, VAL-68 y
ALA-281; en este caso neutros apolares. El carbono de la posicién 1, con
un doble enlace al grupo a, B metil éster, genera un puente de H con
una molécula de agua, con una longitud de 2.86 A. Mientras que el
carbono enlazado al primer oxigeno, genera interacciones con: VAL-34,
PHE-269, TRP-278 y ALA-281. Aunado a lo anterior, el carbono en la
posicién 9 mantiene interacciones con: TYR-33, TRP-53, TYR-64, VAL-68.
Por ultimo, el carbono sustituyente en la posicién 7 con: TYR-33, VAL-51
y TRP-53. Tras el acoplamiento con su propio receptor proteico, género
una puntuacién de -9 kcal/mol.
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Fig. 12. Mapa de interacciones entre el ligando JH IlI-10R y residuos en el
bolsillo de unién de mJHBP.
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La forma de esta cavidad, cuya disposicién espacial se asemeja a una L
(fig. 13), que al no estar totalmente cerrada en ninguna de sus 3
cadenas, permite la entrada de moléculas de agua; cuya interaccién con
alguna de ellas, facilita la estabilidad coordinada del ligando para el
acoplamiento, mediante un puente de H. Aunque los autores Kim et al.,
2017, co-cristalizaron receptor y ligando con una sola molécula de agua
presente, es plausible que esta proteina que actla como transportadora
de ligandos de estructura fuertemente hidrofoba, pueda recibir mas
moléculas de agua provenientes del medio hemolinfatico dentro de esta
cavidad; si otro ligando distinto acoplado, tuviera cierta polaridad y/o los
atomos enlazados en el sitio correcto, como para permitir mas
interacciones mediante puntes de H con esta moléculas de agua.

S~

H-Bonds

Donor

Acceptor Ll

Fig. 13. Disposicion espacial del ligando dentro del bolsillo de unién
interno. Destacable como la JH 1lI-10R se encuentra en concordancia en
cuanto a su conformacién, permitiéndole un acoplamiento en sintonia
con la forma de L de la cavidad.
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Diseno del farmacéforo basado en ligando

Los residuos neutros apolares LEU-30, LEU-33, VAL-34, VAL-51, PRO-55,
VAL-65, VAL-68, LEU-72, LEU-74, ILE-140 y ALA-281, presentes en los
motivos estructurales que conforman el bolsillo de unidén interno, le
confieran una hidrofobicidad discriminatoria por moléculas con un
componente estructural sesquiterpenoide. Ademas concretamente los
residuos LEU-30, LEU-37, TRP-50, SER-69, LEU-72, LEU-74, TYR-133 e
ILE-140, mantienen interacciones tipo Van deer Waals con la superficie
molecular del ligando JH IlI-10R, esto al parecer mayormente en
direccién hacia los extremos de esta molécula, ambos con presencia de
1 y 2 atomos de oxigeno. Es decir, la longitud de la molécula, asi como
la presencia de cargas a una intensidad y distancia concretas, favorecen
la proximidad y atraccién entre los polos de esta hormona y los residuos
presentes de las hélices a interactuantes (fig. 14).

Fig. 14. Vista rotada que muestra la disposicidon espacial de la mayoria
de las cadenas laterales de los residuos interactuantes con la estructura
de la hormona JH 1lI-10R.
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El farmacdéforo derivado de las caracteristicas mas destacables
presentes entre las interacciones de JH IlI-10R y el receptor mJHBP (fig.
15), posee 4 puntos de anotacion, distribuidos en 6 ubicaciones
distintas. A saberse 3 hidrofobas, 2 de las cuales se encuentran
superpuestas a los 2 aromaticos existentes y 3 aceptoras de H
dispuestas en ambos extremos. Estas representaciones en esferas de
colores corresponden a las caracteristicas que fueron buscadas, con
miras a aumentar la afinidad y estabilidad de las estructuras derivadas
del farmacéforo disefiado basado en el ligando JH IlI-10R. Es decir, el
presente farmacéforo, posee los requerimientos minimos a considerar en
interacciones, como para tener la capacidad de generar nuevas
estructuras con alta afinidad y estabilidad al bolsillo de unién del
receptor mJHBP. Consecuentemente, se compararon tanto los rasgos de
la estructura JH I1lI-10R y los de la estructura lider generada del
farmacéforo, mediante la métrica de Jaccard-Tanimoto, obteniendo un
valor de 0.15625. Si conocemos que 1 equivale a una igualdad absoluta
entre ambas, vemos que el valor es muy bajo (chung et al., 2019). No
obstante, es apreciable como los puntos de anotacidn poseen una
distribucién espacial similar, aunque las estructuras que las originaron
son distintas en su configuracion.
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Fig. 15. A corresponde a las caracteristicas derivadas de las
interacciones con el ligando JH IlI-10R. B, las esferas de color verde
muestran las caracteristicas hidréfobas, mientras en naranja, se
encuentran los aceptores de hidréogeno. Las primeras 4 esferas verdes
(de izquierda a derecha) marcan la region mas hidréfoba del ligando,
dada su ubicaciéon y cercania.

Dado esto, sirvi6 como parametro para brindar un valor cuantitativo a
los nlcleos de interaccién y la dilucidacién de rasgos haptoféricos
optimizables a considerar, manteniendo aquellos que parecen brindar
estabilidad y la facultad de acoplamientos de alta afinidad. Es por ello
por lo que las estructuras generadas poseen un patrén de andamiaje
basico, facilmente apreciable, dada la configuracién de la cadena
principal y la mayoria de sus sustituyentes. Concretamente en la fig. 16,
podemos apreciar que la ubicacion de los puntos de anotacién
(distribucién espacial de los puntos que muestran la presencia o
ausencia de una caracteristica) (Pérez, 2009) dispuestos
longitudinalmente, evidencian cierto patrén espacial resultante de las
caracteristicas propias del ligando JH IlI-10R presentes en la estructura
lider derivada del farmacéforo, representadas en A. Siendo esta la
estructura lider de la cual se derivaron nuevos ligandos tedricos.

Lo anterior facilitd la inferencia de colocar 2 anillos aromaticos
separados por un maximo de 5 C a un minimo de 2 C; con 1-2 dobles
enlaces conjugados en el centro de esta regién de la cadena principal.
Los anillos aromaticos fueron colocados en posiciones concretas, con
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atomos electronegativos o relativamente electronegativos en los
sustituyentes enlazados a estos, con el fin de favorecer la creacién de
interacciones por puentes convencionales de H y puentes de haldégeno,
buscando proximidad espacial con residuos de cadena lateral neutro
polar y aromatica previamente identificados a una distancia menor de 5.
50 A de la posible superficie del ligando tedrico a evaluar dentro del sitio
de unién. Con ello, originandose una estructura lider, a partir de la cual
basar el diseno de nuevas estructuras. La longitud de la cadena
principal, facilitd la reduccion de distancia entre esta y residuos
especificos, todos parte de algunos de los giros de las hélices a H1, H2,
H3, y H6, siendo estos destacados.

Esto pues los residuos TYR-33, VAL-34 y LEU-37 de los ultimos 3 giros de
la H1, igualmente de TRP-50, VAL-51 y TRP-53 al final de la H2, TYR-64 y
SER-69 de los giros 2 y 4 de la H3, asi como de TYR-129 y TYR-133 de los
giros 3 y 5 de la H6 principalmente; son los que interaccionan
directamente con la JH llI-10R, contribuyendo a la estabilidad dentro del
bolsillo de unién interno. El conocimiento de las interacciones de estos
residuos con esta hormona favorecié la direccién y creacién de mas
interacciones dirigidas a los anillos aromaticos de las estructuras
derivadas del farmacoéforo disefiado, asi como un aumento teérico de la
afinidad hacia esta estructura relativamente apolar, ayudada por la
reduccién en la presencia de atomos de oxigeno.
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Fig. 16. A. Estructura lider derivada del farmacoéforo. Las esferas verdes
corresponden a la posicion de las caracteristicas hidrofobas, pero en la
posicion de las esferas moradas, promotoras de interacciones
aromaticas, se encuentran superpuestas con 2 esferas verdes. Las
esferas naranjas, que corresponden a aceptores de hidrégeno, se
encuentran en posiciones periféricas hacia ambos extremos. En el caso
de B, se presenta un resumen de los requerimientos minimos necesarios
para superar la afinidad a la mostrada por la estructura de la JH I1I-10R.

Ligandos disenados y analisis estructural

Las estructuras derivadas de la estructura lider, poseen wuna
configuracidn dirigida a maximizar la estabilidad y afinidad del
acoplamiento, mediante la ubicacidon de estructuras cicladas hacia los
extremos, enlazadas a su vez con al menos 3 sustituyentes; portadores
de atomos electronegativos como F y 02 principalmente. Esto puesto
que el centro molecular hidréfobo favorece la afinidad y reconocimiento
molecular por parte del bolsillo de unién interno, demostrado por el
ndmero y ubicacién espacial de residuos de cadena lateral apolar en
dicha cavidad y el analisis in silico del acoplamiento e interacciones con
la hormona JH 1lI-10R. Sin embargo, la adicién de &tomos de 02
fomentan cierta polaridad, lo cual es positivo al considerar que estos
ligandos tendrian que desplazarse en un medio hemolinfatico
fuertemente acuoso, facilitando su movilidad y disminuyendo su
probable degradacién y metabolizacién antes de reconocer y unirse a su
objetivo (Figs. 17, 18 y 19).
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Ademas, el espaciado que generan los atomos de C con el doble enlace
entre los ciclos, favorecen la separacién de cargas originadas por estos
atomos, evitando su repulsién por parte de los residuos encargados del
reconocimiento molecular, favoreciendo también, un aumento en el
ndmero de residuos implicados en la formacién de interacciones tipo van
der Waals en el sitio de unién.

Descriptivamente D145 posee 2 anillos aromaticos presentes hacia
ambos extremos de la estructura, ambos separados por 2 carbonos
unidos por un doble enlace, del C 6 la C 9, lo cual le confiere la longitud
necesaria para generar un mayor numero de interacciones. Los
sustituyentes del primer anillo, poseen 4 atomos de F en posiciones
orientadas para externar su electronegatividad, en las posiciones: 19,
20, 22 y 23. Pro estos 2 ultimos separados por un O en la posicién 21. En
el segundo anillo, enlazado al C 13, el C 27 esta enlazado a su vez con
un metilo y un O con un doble enlace. Mientras que el sustituyente
enlazado a la posicion 10, esta constituido de un OH en la posicién 26 y
un metilo en la 25. El valor arrojado tras la aplicaciéon del coeficiente de
Jaccard-Tanimoto entre la presente estructura y la estructura lider fue de
0.46875.

Fig. 17. Estructura del ligando 1-{3-[(1S)-1-hydroxyethyl]-5-[(1E)-2-{4-
[(2S)-1,1,3,3-tetrafluoro-1-hydroxybutan-2
yllphenyl}ethenyllphenyl}ethan-1-one, segin denominacion IUPAC,
2021. Estd denominada como D145, constituida por 29 dtomos.
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D180 tiene un grupo indol, enlazado mediante el C de la posicién 3, a 2
grupos con F, unidos por un enlace simple al C de la posicién 22. El pirrol
presenta un NH en la posicién 7, mientras el C 8 le une a la cadena
principal mediante un enlace sencillo al C 10. Presentando este a su vez,
un doble enlace con el C 11, unido a un hexahidronaftaleno, por un
enlace sencillo al C 12. En este caso, el valor obtenido del coeficiente de
Jaccard-Tanimoto, fue de 0.268293.

Fig. 18. Estructura (1R,4aR,8R,8aR)-1,8-dimethyl-4a-[(1E)-2-{6-[(2S)-
1,1,3,3-tetrafluoro-1-hydroxybutan-2-yl]-1H-indol-2-yl }ethenyl]-
1,2,4a,7,8,8a-hexahydronaphthalene-1,8-diol, denominada D180.

En el caso de D194, los 2 anillos aromaticos se encuentran separados
por 3 C, para aumentar longitud, estando un enlace doble entreel C 7 y
C 8. Ambos anillos con sustituyentes portadores de &tomos
electronegativos, el primero con enlace al C de la posiciéon 3, con 4
atomos de F en las posiciones 12, 13, 15 y 16. Con un OH en la posicion
14 y un metilo en la 17. En el segundo anillo, el C 28 del sustituyente,
enlazado a 2 metilos con las posiciones 29 y 30, asi como un OH en la
31; se enlaza al C de la posicién 22. Mientras que el C 20 se enlaza al C
25 del segundo sustituyente, enlazado también a un metilo en la
posiciéon 26 y un OH en la 27. Para esta estructura, el coeficiente de
Jaccard-Tanimoto arrojé un valor de 0.484848.
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Fig. 19. Atomos numerados de la estructura (2R)-1,1,3,3-tetrafluoro-2-
{4-[(1E)-3-{3-[(1S)-1- hydroxyethyl]-5-(2-hydroxypropan-2-
yl)phenyl}prop-1-en-1-yllphenyl}butan-1-ol, denominada D194.

En cuanto a las similitudes estructurales entre estos ligandos y la
estructura lider, los resultados arrojados por el coeficiente de Jaccard-
Tanimoto, mostraron que D145 y D194 poseen similares rasgos
haptoféricos constantes, cuya cadena principal funge como un andamio
con capacidad de incluir sustituyentes a una distancia clave de los
residuos considerados de interés fundamental para el reconocimiento y
desarrollo de interacciones estabilizadoras. No obstante, la estructura
D180 arrojé un valor mucho mas bajo. Ello debido a que se considerd
optimizar algunos rasgos con miras a aumentar la afinidad, como la
adicién de un grupo indol y cambios en la posicidn de algunos atomos
electronegativos en los sustituyentes. Lo que eventualmente disminuye
la similitud estructural y la identidad de la configuracién de la cadena
principal, para con la estructura lider de la cual derivé.
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Distribuciéon de cargas y momento dipolar

La cuantificacién de los efectos de separacidn de cargas presentados
(fig. 20), enmarcan su distribucién en un sistema poliatdmico asimétrico,
gue muestra graficamente la tendencia de disefio hacia el desarrollo de
multiples polos en ambos extremos de las moléculas. Con el fin de
presentar ligandos con propiedades relativamente apolares, con dicha
propiedad desplazada del centro, el cual debe tener mayor
hidrofobicidad, y por tanto, menor carga posible en esa regién concreta
de la cadena principal (en color gris, abarcando desde el centro, en
proximidad a ambos extremos de los 3 ligandos). Ello, ya que
tebéricamente, esta regién actla como centro de reconocimiento
molecular por parte de la proteina objetivo mJHBP.

También es apreciable como en D145 (A), la distribucién de cargas es
mas ubicua y regionalizada, siendo esto medianamente en D180 (B) y
ligeramente menor en D194 (C); asi como la conformacién relativamente
curva de las 2 dltimas moléculas de mayor longitud, a comparacién de
C. Se denota la predominancia de un continuo hidrofébico (Color gris),
sobre todo desde el centro de cada molécula. Evidentemente su disefio
considerd la ubicacion de cargas presentes en ambos extremos de cada
estructura, lo cual le confiere relativa polaridad, siendo ubicua la
distribucion de cargas electronegativas.

En cuanto al cédlculo las magnitudes escalar-espacial de cada una de las
estructuras representadas en 3D, se determind que A posee un volumen
de 330.8 A3 y un &rea de 346.5 A2, en B es de 393.9 A3, con un &rea de
371.4 A2, y C presenta un volumen de 367.8 A3, con un &rea de 378.1
A2. También se muestra que D180 posee mayor volumen, pero D194 es
guien presenta mayor area superficial, esto por el ordenamiento de los
atomos, que le confieren una superficie molecular mas accidentada.
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Fig. 20. Distribucién de cargas moleculares en la superficie de los
ligandos D145 (A), D180 (B) y D194 (C), columna derecha. En la
izquierda de forma parcial, se muestran las cargas individuales por
atomo enlazado.

Lo anterior tiene cierta relevancia, ya que, a mayor distancia entre las
cargas, menor energia global molecular expresada (fig. 21). Esta es
determinada a partir de las cargas parciales presentes y la geometria
molecular de cada una. A saberse, para A consta de 13.4 D (13.36 X, -
0.7 Yy -0.67 Z), para B esde 8.05D (-5.12 X, 3.34 Yy 5.23 Z), y en el
caso de C es de 7.44 D (6.66 X, 2.48 Yy 2.2 Z). Hecho demostrado ya
que, A es quien expresa un mayor momento dipolar calculado, mientras
que D180 y D194 poseen valores algo mas reducidos.

Considerado esto, se denota como la diferencia en las cargas de los
atomos enlazados en los sustituyentes, son un factor fundamental que
tomar en cuenta durante el disefio de estructuras de alta afinidad. Ya
gue su orientacién relativa espacial, puede favorecer contactos mas
proximos y dirigidos hacia las cadenas laterales aminoacidicas
consideradas prioritarias, dada su posicibn en los motivos
supersecundarios (en este caso, tipicamente hélices a) responsables de
la conformacién del bolsillo de unién interno. En consecuencia,
favoreciendo atracciones o evitando repulsiones entre las superficies
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moleculares interactuantes, en funcién del tipo e intensidad de carga,

asi como de las distancias. Dado lo anterior, se consideré la colocacién
de atomos electronegativos en posiciones alejadas del centro de las
estructuras disefadas.

Fig. 21. Momento dipolar de D145 (A), D180 (B) y D194 (C). Al ser una
magnitud vectorial son representadas graficamente con flechas, desde
el centro de cada estructura.
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Acoplamientos moleculares y validacion de estabilidad

El disefo racional basado en las caracteristicas farmacoféricas derivadas
del ligando JH IlI-10R, busco la elucidacion de estructuras con un centro
flexible, con el objetivo especifico de mantener una relativa facilidad de
aparicion de cambios conformacionales por parte de las estructuras
disefiadas, reciprocas hasta cierto punto, de la disposicidon espacial y
volumen de la cavidad interna para con los residuos a interactuar. Esto
con el fin de buscar un empalme o ajuste acorde a su forma en L
curvada.

Las interacciones tipo n suelen formarse con los dobles o triples enlaces
presentes en las estructuras interactuantes, frecuentemente se complica
asumir su formacién en enlaces simples, por lo que colocar anillos
aromaticos con esta caracteristica enlazados a una cadena carbonada
con presencia de dobles enlaces, aumentdé la probabilidad de
reconocimiento y afinidad entre las estructuras derivadas a partir del
farmacéforo para con el sitio de unién donde se encuentran residuos de
cadena lateral aromatica. Pero al considerar la afinidad, se debe tomar
en cuenta que las interacciones tipo m-nm son menos estables y por tanto,
débiles a comparacion de las tipo o (Arendorf, 2011 y Johnson & Hof,
2016).

Lo anterior como consecuencia de una marcada reduccién en la
distancia entre los orbitales p, resultado de la disposicién espacial
paralela de los mismos. Sin embargo, a diferencia de las interacciones 1-
mn, las tipo o se presentan directamente entre los nicleos de los dtomos
interactuantes, es decir, contribuyen a la formacion de orbitales
intermoleculares, a partir de las nubes electrénicas préximas entre los
atomos mas cercanos de las distintos residuos interactuantes. Este tipo
de interacciones, originan un aumento en la fuerza de atraccién y en la
superposicién de las estructuras, por lo que la formacién simultdnea de
interacciones m-o son marcadamente mas estables a comparacién del
resto (Wheeler & Bloom, 2014).

La recepcion de cada uno de los ligandos experimentales por parte del
bolsillo de unién interno estuvo supeditada a las atracciones generadas
por la distribucién de cargas y su relativa apolaridad regionalizada en su
parte media, lo cual es apreciable, dado que las interacciones
resultantes se intensificaron hacia los atomos dentro de estructuras
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cicladas (desplazadas hacia ambos extremos de la estructura); asi como
de enlaces dobles. Esto ultimo justificable, ya que la nube de e- en
ambas caras de los anillos aroméaticos implicados generan en conjunto,
un continuo de bandas con diferencias energéticas relativas, producto
de multiples atomos enlazados influencidndose mutuamente,
intercompartiendo su nube electrénica, lo que magnifica la diferencia y
atraccidon entre cargas opuestas de 2 o0 mas moléculas estructuralmente
independientes, pero lo suficientemente préoximas como para interactuar
entre si (por ello, su eleccién para la formacién de estos ligandos).

Ya que los sustituyentes con atomos electronegativos enlazados a los
ciclos matizan las fuerzas resultantes de las interacciones n entre estos
anillos aromaticos, dado su efecto de desplazamiento sobre la densidad
electrénica del sistema. Esto por que los sustituyentes con &atomos
electronegativos reducen la densidad de e-nt de los anillos a través de
efectos de resonancia i, lo que conlleva a la reduccién de la repulsion e-
e- entre las nubes de e-nt del apilamiento entre los 2 anillos y mejora las
interacciones 1 en dicho sistema acoplado (Johnson & Hof, 2016).

La distribucién de cargas de ligandos es reconocida por residuos
especialmente concatenados en un arreglo concreto que forma un
patron espacial de reconocimiento (en este caso se trata de los residuos
ALA-281, TYR-148, PHE-144, VAL-68, TRP-53, TYR-33 y VAL-51
principalmente, presentes con la mayoria de los ligandos evaluados en
los acoplamientos moleculares efectuados), gracias a que los residuos se
disponen a una distancia especifica, insertos en los motivos plegados
conformantes del bolsillo de unién, como para permitir la lectura y
posterior reconocimiento de un patrén de cargas propio de este tipo de
moléculas o ligandos habituales con los cuales coevolciond. Es decir,
actian como lectores de huellas digitales moleculares estructurales y
naturales.

Para tener un indice del umbral biolégico de afinidad entre el conférmero
JH llI-10R y el receptor mJHBP, se realizé6 un acoplamiento molecular
respetando la conformaciéon del ligando con el cual fue cristalizado,
generando una afinidad de -9 kcal/mol. Se analizaron las interacciones
resultantes y se compararon con las ya vistas en las estructuras co-
cristalizadas. Posteriormente de cada una de las estructuras disefiadas
con las cuales se realizaron acoplamientos, inicialmente con la cadena A,
se analizaron los mapas de interacciones generados. De estas,
destacandose 3, las cuales son dadas a conocer en el presente trabajo.
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Los acoplamientos generados (fig. 22), mostraron un mayor nimero de
interacciones y una conformacidbn mas adecuada para con la
morfogeometria del bolsillo de unién interno del ligando.

LYS274

LEUI13

METTTS

ARG149
11

152

Fig. 22. Se muestran los 3 ligandos de mayor afinidad y estabilidad
disenados D145, D180 y D194 (de izquierda a derecha), cada uno con
sus respectivos residuos interactuantes.
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Acoplamientos con D145

El acoplamiento con D145 (fig. 23), para el sitio de unién de la cadena A,
produjo interacciones estabilizadoras tipo n-n Stacked, como en el caso
de TYR-33 con el segundo anillo aroméatico, a una distancia de 5.02 A.
Mientras que TYR-129 mostré 2 interacciones, una tipo m-alquil a 5.22 A
y un puente de H convencional a 2.93 A con los 2 F contiguos de los
sustituyentes enlazados al primer anillo aromatico. El puente de
halégeno entre VAL-65 y el F de la posicién 19, mantuvo una longitud de
3.51 A, una interaccién débil entre el C-H y el F de la posicién 20 a 2.35
A y una alquil con el C de la posicién 17 a una distancia de 3.91 A,
también fueron logradas.

VAL-51 presentd 2 interacciones, un puente de H convencional de 2.84 A
con el H enlazado al O2 de la posicién 26. Asi como una interaccién tipo
n-alquil con el segundo anillo, a una distancia de 4.48 A. Sin embargo, el
residuo contiguo VAL-68, mostré interacciones tipo m-alquil y alquil a una
distancia de 4.66 Ay 4.21 A, con el primer anillo y el C de la posicién 15
respectivamente. SER-69 desarrollé 2 puentes de H convencional, a una
distancia de 2.82 Ay 2.59 A, con los 2 F enlazados al C de la posicién 17.
Un total de 13 residuos estan implicados directamente en la formacién
de fuerzas tipo van der Waals, 5 de los cuales son aromaticos (TYR-133,
PHE-269, TYR-48, y PHE-284), se encuentran a una distancia mayor a 6.5
A de la superficie molecular del ligando, como para formar interacciones
tipo m.
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Fig. 23. Mapa de interacciones obtenido tras el acoplamiento entre el
ligando D145 con la cadena A de mJHBP.

Su acoplamiento en el bolsillo de unién interno de la cadena B (fig. 24),
generd interacciones tipo m-m Stacked con TYR-33, a una distancia de
538 A y de 4.38 A con el segundo anillo aromético. Es decir, se
presentaron 2 interacciones de este tipo con el mismo anillo, una de las
cuales, mostré mayor longitud a comparacién de la presentada en la
cadena A. TYR-129 formd un puente convencional de H con el F de la
posicién 22 a una distancia de 2.99 A y una interaccién n-alquil a 5.17 A.

El residuo VAL-65 siguié manteniendo las 3 interacciones anteriormente
descritas, generando una interaccién débil entre un C-H a 2.95 Ay el F
de la posicion 20, un puente de haldgeno a una distancia de 4.32 A con
el F de la posicién 19, y una interaccién alquil a 3.87 A con el C de la
posicién 17. Lo que significa que hay una cercania relativamente mas
estrecha entre las superficies del ligando D145 y del bolsillo interno de la
cadena B, a comparacion del sitio de unién en la cadena A.
Concretamente entre estos residuos y la regién del ligando del C de la
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posicion 15 hacia su extremo inmediato. Un tercer puente de H
convencional fue formado por SER 69 con el F de la posicién 19, a una
distancia de 2.81 A. Esto aunado a un Gltimo puente de H convencional
entre VAL-51 y el H enlazado al O2 de la posicién 26, a una distancia de
2.15 A. Pero también presenté una segunda interaccién m-alquil con el
segundo anillo aroméatico a 4.38 A. Por ultimo, VAL-68 formé 2
interacciones mas, m-alquil con el primer anillo y alquil con el C de la
posicién 17, a distancias de 4.69 A y 4.19 A respectivamente. 15
residuos forman interacciones tipo van der Waals, estando TYR-64, TRP-
50 y PHE-284 a una cercania mayor de la periferia entre el primer anillo
aromatico y la parte central del ligando.
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Fig. 24. Mapa de interacciones tras el acoplaiento entre D145 y la
cadena B de la mJHBP.
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En cuanto al acoplamiento en en la cadena C (fig. 25), el ligando
experimental D145 presentd una interaccién tipo n-n stacked entre TYR-
33 y el segundo anillo, a una distancia de 5.02 A y n-alquil con TYR-129 y
el C de la posiciéon 17 a 5.24 A. También este Ultimo mantuvo una
segunda interaccion tipo puente de H convencional, con el F de la
posicidon 22. VAL-65 generd 3 interacciones, a saberse: Un puente de C-H
de 2.29 A con el F de la posicién 20, un puente de halégeno de 3.35 A,
con el F de la posicién 19 y una interaccién alquil de 3.84 A con el C de
la posiciéon 17. Como en los 2 casos anteriores, VAL-51 mantuvo un
puente de H convencional con el H enlazado al O2 de la posicién 26, a
una distancia de 2.20 A. Mientras VAL 68 gener6 una interaccién m-alquil
de 4.76 A con el primer anillo aroméatico y una alquil de 4.12 A de
longitud con el C de la posicién 17. Finalmente SER-69 presentd un
puente de H convencional de 2.77 A, con el F de la posicién 19. Solo 11
residuos forman interacciones van der Waals, encontrandose a mayor
cercania TRP-50, PRO-55, PHE-284, LEU-37 Y TRP-278.
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Fig. 25. Mapa de interacciones entre la estructura D145 y el bolsillo de
unién de la mHJBP.
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Los residuos en comun con interacciones mostrados (fig. 26), se toman
como fundamentales para generar el requisito minimo de
reconocimiento del ligando. Ello dada su frecuencia en los 3
acoplamientos, asi como el tipo y nimero de interacciones generadas
con segmentos estructurales clave del presente ligando. El resto se
consideran de estabilidad, al fomentar un aumento en la afinidad con
diferente posicién, interaccion e identidad en cada sitio de unién, pero
no son tan criticos como los primeramente descritos. El diferente arreglo
espacial disminuyd en 2 décimas la puntuaciéon generada en las cadenas
B y C a comparacion de la cadena A.

TYRI29

H-Bonds

Donor

Acceptor L

Fig. 26. Disposicidn espacial del ligando D145, acoplado en la cadena A,
en color amarillo, dentro del bolsillo de unién interno de la mJHBP. En
color gris se representa parte de la superficie de la pared interna de
dicha cavidad, asi como de la externa, que habra de estar en contacto
con la hemolinfa, aislando al ligando del medio acuoso.
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Se considera que las diferentes afinidades inferiores a la mostrada entre
D145 y el sitio de unién de la cadena A (-12 kcal/mol) a comparacién de
las dos cadenas restantes, es debido concretamente a que en el caso de
B, la afinidad global se reduce a -11.5 kcal/mol, pues TYR-64 ya no
presenta la interaccion n-nm T-shaped que si se encuentra en A y B.
Igualmente debido a la reduccién en el nUmero de interacciones en TYR-
129 (por pérdida de una interaccién m-alquil) y en SER-69 (pérdida de un
puente de H convencional con uno de los 2 F). Ello a pesar de que TYR-
148 y ALA-285 presentan interacciones m-alquil y alquil ausentes en el
acoplamiento en la cadena A.

En el caso del acoplamiento en la cadena C, D145 mostré una afinidad
de -11.8 kcal/mol, pero practicamente presenta las mismas
interacciones que en el sitio de unién en la cadena A. Excepto por la
pérdida de un puente de H convencional con VAL-51, aun asi, C generd 2
interacciones ausentes en A pero presentes en B. Se trata de una
interaccién m-alquil con TYR-148 y una alquil con ALA-285, ambas
llevadas a cabo en el C de la posicion 25. También mantuvo las
interacciones n-nt T-shaped y n-nt stacked con los mismos residuos y a
distancias muy similares que en el acoplamiento de la cadena A, por lo
gue se infiere que la afinidad no se vio tan drasticamente afectada por la
presencia de estas 2 interacciones.

Acoplamientos con D180

Los acoplamientos con el ligando D180 realizados en el sitio de unién de
la cadena A (fig. 27), lograron un puente de H n-donante entre TYR-33 y
el H enlazado al N de la posicién 57, con una distancia de 2.30 A.
Ademds de 2 interacciones mas: Una m-alquil de 4.50 A con uno de los
ciclos del hexahidronaftaleno y otra tipo n-n T- shaped con el pirrol, a
una distancia de 4.81 A. También se logré6 que VAL-51 generd 2
interacciones m-alquil a distancias de 4.96 Ay 5.18 A con los 2 ciclos del
hexahidronaftaleno, mientras que TRP-53 presentd una interaccién m-
alquil de 5.08 A de longitud con el C de la posicién 54 plegado detrds de
uno de los los ciclos mas préximos.

También con el grupo indol se desarrollaron 4 interacciones tipo mn-n

stacked, a distancias de 3.99 A, 5.20 A, 3.64 A y 4.26 A. En este
acoplamiento, el Unico puente de halégeno logrado se presenté entre el
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F de la posicién 28 y VAL-68, a una distancia de 3.69 A. Este residuo
generd 2 interacciones mas, una alquil de 4.34 A con el C de la posicidn
40 y otra m-alquil de 5.18 A de longitud con uno de los anillos arométicos
del indol. Un conjunto de 15 residuos esta implicados en la formacién de
fuerzas de van der Waals para con este ligando, estando PHE-284, LEU-
30 e ILE-140 mas proximos a la superficie molecular del ligando.
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Fig. 27. Mapa de interacciones resultante entre el ligando D180 vy la
cadena A del receptor mJHBP.

En cuanto a los resultados generados en la cadena B (fig.28), el puente
de H m-donante fue de 2.39 A, ligeramente mayor que en A. El ligando
disefiado también mostré6 mas distancia para con TYR-33 en las
interacciones restantes, n-alquil a 4.83 A y n-nt T- shaped a 4.60 A. Las
interacciones con VAL-51 tipo n-alquil, fueron de 4.98 Ay 5.20 A. TRP-53
mantuvo las mismas interacciones pero a distancias de 5.05 A para n-
alquil, 5.18 A, 3.60 Ay 4.18 A para n-nt stacked. En el caso de VAL-51, las
interacciones m-alquil con uno de los ciclos del hexahidronaftaleno,
mantuvo distancias de 4.98 A y 5.20 A. VAL-68 siguié presentando el
Unico puente de halégeno con el F de la posicién 38. La interaccién alquil
con el C de la posicidon 40, a una distancia de 4.29 A. SER-69 mostré el
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unico puente de H convencional de este acoplamiento con el F de la
posicién 37, a una distancia de 2.48 A. 16 residuos presentaron
interacciones van der Waals, estando los aromaticos PHE-87, PHE-144,
PHE-269, TYR-148, PHE-284, TRP-50 y TYR-133, como predominantes.

RiS3
| A%y
LEU AT]T§3 .
: TRP
PHE :
A87 : N
LEU '
A:74 I
i LEU
ILE ! :
A:140 Q39
TYR
PHE : PHE
Aldd &rn VAL Ri33 VAL  A:269
A:69 A:68 PHE A:51
A:284
A 2@5 GLY
TYR TYR Alds g
VAL A:129 A:64 '
A:65 HIS
A:145
Interactions
[ van der Waals [ Pi-Pi Stacked
[ Conventional Hydrogen Bond [ Pi-Pi T-shaped
‘ ydrog \ p
[ ] carbon Hydrogen Bond [ Alkyl
Halogen (Fluorine) | Pi-Alkyl
] g 1] y!

| Pi-Donor Hydrogen Bond

Fig. 28. Mapa de interacciones entre D180 y cadena B.

En el sitio de unién de la cadena C (fig. 29), las interacciones entre TYR-
33 y D180 demostraron poca variacién, ya que el puente de H n-donante
fue de 2.37 A, el m-alquil de 5,21 Ay el n-n T-shaped acontecié a 4.59 A.
Practicamente el ligando sigue manteniendo la misma conformacién que
en el resto de los bolsillos analizados, por lo que estas distancias
permanecen casi constantes, con muy poca variacién. VAL-51 mantiene
2 interacciones m-alquil a 5.19 A y 4.82 A con los dos ciclos del
hexahidronaftaleno.

La interaccién con TRP-53 tipo m-alquil, sucedié a 5.14 A de distancia,
mientras que las m-nt stacked se formaron a las siguientes distancias:
399 A, 519 A, 357 Ay 4.18 A con el grupo indol. Pero en este
acoplamiento se lograron 2 puentes de halégeno, con VAL-65 y VAL-68,
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este Ultimo de 3.65 A de distancia, presentando a su vez una
interaccién alquil a 5.25 A con uno de los ciclos del hexahidronaftaleno.

Finalmente, SER 69 mostré en este acoplamiento un puente de H
convencional, a una distancia de 2.73 A con el anillo aroméatico mas
proximo. El nUmero de residuos responsables de formar interacciones
tipo van der Waals fue de 17, presentandose los residuos aromaticos:
PHE-144, PHE-87, PHE-269, TYR-148, PHE-284, TRP-50, TYR-64 y TYR-
133. Estas interacciones se tornan indispensables para lograr una
afinidad minima en estos sitios de unién. El resto de los residuos
favorecen una marcada estabilidad para el acoplamiento, evidenciado
por el tipo de interacciones presentes, distancias, asi como su nimero y
los grupos funcionales del ligando con los que actua.
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Flg. 29. Mapa de interacciones entre D180 y cadena C.
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Las afinidades mas altas obtenidas para este ligando se lograron con las
cadenas Ay B (-13.4 kcal/mol), ello a pesar de la diferencia en el tipo de
interaccion con TYR-129 de un puente de H convencional en el
acoplamiento en A, por su reemplazo en el acoplamiento en B por una
interaccién m-alquil. Sin embargo, los mismos residuos generan
practicamente las mismas interacciones en los acoplamientos analizados
de ambas cadenas (fig. 30), y a distancias muy similares, por lo que su
afinidad no se ve alterada negativamente.

El acoplamiento entre D180 y el sitio de unién en la cadena C, fue de -
13.2 kcal/mol. La diferencia de 2 décimas puede ser adjudicada a que las
interacciones tipo puente C-H con GLY 146 y n-nt T-shaped con TYR-64 no
se generaron, sin embargo, en este acoplamiento, VAL 65 generd un
puente de Haldégeno. Esta interaccién ausente en los otros 2
acoplamientos, ayuddé a contrarrestar el impacto de la falta de las 2
interacciones anteriormente descritas, evitando una mayor diferencia en
las afinidades generadas.

H-Bonds

Donor

Acceptor

Fig. 30. La mayor aromaticidad presente en el ligando D180, debido al
grupo indol, favorece interacciones tipo n hacia la regién media de la
estructura, lo que aumenta su estabilidad, dada la fuerza implicada en
su formacién.
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Acoplamientos con D194

El acoplamiento con el ligando D194, efectuado en el bolsillo de unién
interno de la cadena A (fig. 31), como es apreciable en la fig. 25,
demostrdé las siguientes distancias con TYR-33: Una interaccién mn-m
stacked de 4.52 A de distancia al sequndo anillo aromético y una m-alquil
también de 4.52 A al C de la posicién 8. TRP-53 mostré 2 interacciones
n-alquil a 4.87 A y 4.88 A del C de la posiciéon anterior, asi como 2
interacciones m-n stacked de 5.55 A y 4.14 A con el primer anillo
aromatico del ligando. En cuanto a VAL 51, generé una interaccién alquil
a 4.79 A con el segundo anillo aromético y otra de 5.07 A con el C de la
posicién 26. El residuo PHE-269 mostrd una interaccién n-o con el C de la
posicién 26 a 3.83 A, asi como PHE-144 con el C de la posicién 17 a 4.09
A, y otra tipo m-alquil a 4.09 A. Un total de 13 residuos se encuentran
implicados en la formacidon de fuerzas de van der Waals, identificando
los aromaticos PHE-284, TYR-148, TRP-50, PHE-144, TYR-133, PHE-87 y
PHE-82.
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Fig. 31. Mapa de interacciones resultante entre el acoplamiento del
ligando D194 y la cadena A del receptor mJHBP.
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En el acoplamiento en la cadena B (fig. 32), el residuo TYR-33 mostré
una distancia de 4.64 A, en su interaccién m-alquil con el C de la posicién
8. Mientras que TRP-53 género 2 m-alquil de 4.95 Ay 4.92 A con el C de
la posicién 8, 2 n-n stacked de 5. 63 A y 4.21 A con el primer anillo
aromatico, asi como un puente de H convencional de 2.06 A con el 02
de la posicion 27. En cuanto a VAL-51, mostrdé una interaccion alquil de
5.08 A con el segundo anillo aromatico, y otra n-alquil de 4.48 A con el C
de la posicién 25. PHE-144 presenté 2 interacciones, una m-alquil de 4.11
A, y una m-o de 3.73 A con el C de la posicién 10. Una segunda
interaccién tipo -0, se presentd con PHE-269, a una distancia de 3.81 A,
con el C de la posiciéon 26. 16 residuos se encuentran implicados en la
formacién de interacciones van der Waals en este acoplamiento,
destacando por proximidad TYR-133, LEU-72, LEU-74, TYR-129 y GLY-
146.
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Fig. 32. Mapa de interacciones entre D194 y cadena B.
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Por dltimo, el acoplamiento en el sitio de unién en la cadena C (fig. 33),
TYR-33 generd una interaccién m-alquil de 4.61 A de distancia, mientras
gue en este caso, TRP-53 presenté 2 tipo n-nt stacked a una distancia de
5.66 A y 4.22 A. En el caso de VAL-51, se presenté un puente de H
convencional con el H enlazado al O2 de la posiciéon 31 y una interaccién
n-alquil de 4.57 A con el segundo anillo aromatico. PHE-144 generd una
interaccién n-o de 4.10 A, con el C de la posicién 17, y otra tipo m-alquil
de 3.71 A, con el C de la posicién 10. Finalmente, PHE-269 mostré una
interaccién m-o a 3.79 A, con el C de la posicién 26. Un conjunto de 17
residuos, donde destacan TYR-148, ALA-285, LEU-72, LEU-74 y VAL-65,
conforman los responsables de las interacciones van der Waals en este

acoplamiento.
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Fig. 33. Mapa de interacciones entre D194 y cadena C.

85



Las afinidades mostradas entre los acoplamientos con D194,
evidenciaron muy poca variacién, tomando el sitio de unién A como
referencia (fig. 34), los puentes de H convencinal con SER-69 y TYR-129,
no se lograron en el acoplamiento en B, estos residuos quedaron
relegados a interacciones tipo van der Waals. Sin embargo, presentd
interacciones tipo alquil y m-alquil con TYR-33, VAL-68, que en A
corresponden al tipo m-nt stacked. También el puente de halégeno con
VAL-68, no se logré formar, dado que el residuo mas préximo para
generar dicha interaccion es VAL-65, pero se encuentra a mayor
distancia.

)

AL

H-Bonds

Donor

HIS145
* TYRI148

Acceptor bl

Fig 34. El ligando D194 mostré una conformaciéon mas armoniosa acorde
con la geometria de la cavidad en la cadena A, lo que facilitd la cercania
hacia los residuos con los cuales presenté interacciones.
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En cuanto a C, en VAL-51 la interaccidn tipo alquil es reemplazada por
un puente de H convencional, y en TYR-33 y TRP-53, las interacciones 1-
n stacked y 1 alquil, no lograron formarse debido a una mayor distancia
entre ambas superficies moleculares para con estos residuos. El puente
C-H desarrollado por GLY-146 y VAL-34 en las cadenas A y B
respectivamente, no se logré en este acoplamiento. Aun asi, la afinidad
global no disminuyd drasticamente (-12.7) a comparacion de A (-12.8),
pero se mantuvo una décima arriba de B (-12.6).

Evidentemente, las diferencias en el volumen de cada uno de los
bolsillos de unién internos en las 3 cadenas son consecuencia de la
protrusion de algunos residuos de mayor incidencia hacia adentro o
fuera de dicha cavidad, modificando su topologia, como lo observado en
la fig. 9. Con ello, también las distancias y cambios en la conformacién
del ligando acoplado, alterando en consecuencia, las interacciones a
generarse (figs. 26, 30 y 34 ). Sin embargo, es obvio que persisten cierto
tipo de interacciones, resultado de la posicién y distancia constantes en
la periferia del ligando acoplado dentro de la cavidad.

La disposicién espacial ordenada en el acoplamiento ligando-sitio de
unién, resultantes de las interacciones intermoleculares, que favorecen
un acoplamiento instantdneo-dependiente de fuerzas Van der Waals,
puentes de hidrégeno, interacciones hidrofébicas, etc; varid entre
cadenas para con un mismo ligando, y evidentemente entre ligandos.
Pero obviamente, se manifestd cierto patrén a considerar para el tipo de
interacciones obtenidas y los grupos del ligando interactuante.

En cuanto al segmento hidréfobo de la cadena principal, se fomentaron
interacciones dirigidas a esta region (sobre todo puentes de H, alquil y m-
alquil), estos Ultimos, debido a la presencia de enlaces dobles
mayormente energéticos, los cuales se inducen sustancialmente desde
la nube n de las tirosinas mas cercanas (dependiendo del ligando
experimental acoplado) principalmente; y los dtomos mas préximos
implicados en el doble enlace, dadas las diferencias en la magnitud de la
energia de dispersién generada por la disparidad de cargas. Esto actud
como factor discriminante a considerar para el desarrollo de las
subsecuentes estructuras derivadas, tomado como rasgo de importancia
estructural.
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Gracias a la adiciéon de atomos de F en los extremos de cada estructura
se lograron generar puentes de halégeno con el O enlazado de los
residuos Val-65 (D145 y D194) y Val-68 (D180) con alta frecuencia. Ello
de la forma mas racional posible, pues su correcta disposicién favorecio
un aumento en la estabilidad y afinidad entre los ligandos disefados y
los residuos de cadena lateral apolar mas préximos segun la
conformacién de estas estructuras dentro del bolsillo de unién (Hosny &
Sherif, 2020; Metrangolo et al., 2007 y Metrangolo & Resnati, 2008),

También, debido a la formacién de puentes de H favorecidos por la
electronegatividad de los F en los respectivos sustituyentes, se pudo
generar una mayor atraccion entre las superficies, resultado de
diferencias en el potencial de carga promovido en cada acoplamiento
(Das et al., 2021 y Grabowski, 2006).

En el caso de los anillos aromaticos, las interacciones tipo m-o, m-m
stacked y n-n T-shaped, con los residuos de cadena lateral aromatica
mas préximos, fueron los implicados en las formaciones de estas
interacciones consideradas de gran importancia, dado que aumentan las
puntuaciones tras cada acoplamiento donde se logren estas. También
frecuentemente los residuos apolares se encontraron implicados en la
generacién de puentes C-H, y tirosinas en la formacion de puentes de H
m donantes.

Evaluacion ADME y prediccion de toxicidad de las estructuras
generadas

Cada una de las estructuras disefiadas fueron sometidas a analisis
predictivos in silico de farmacocinética y toxicidad, posterior a cada
acoplamiento, mediante el uso de las webtools descritas en el
procedimiento, luego se seleccionaron aquellas estructuras que
expresaron una mayor afinidad y estabilidad en cada acoplamiento
analizado, siendo estos los resultados que se presentan (Tabla 1). En
cuanto al analisis con Swiss ADME, para el criterio de lipofilicidad se
tomé Log Po/w (XLOGP) como indicador principal (cuyo rango éptimo es
—0,7 y +5,0), aunque 2 estructuras se acercan demasiado al limite
superior, D145 presenta un valor algo mas permisible (4.57), mientras
gue D180 lo sobrepasa por 0.07 décimas.

88



El peso molecular para estas 3 estructuras se encuentra por debajo de
los rangos permisibles de 150-500 g/mol, por lo que si cumplen
satisfactoriamente este criterio, aunque todos superan los 400 g/mol
(D180 presenté un valor a 20.49 g/mol del limite permitido, siendo la
mas préxima). En cuanto al area de superficie polar, con rangos de 20-
130 A2, las presentes estructuras mostraron valores entre 50 y 80 A2,
cumpliendo con ello, sin embargo; D194 es quien menos se desvia del
valor medio por 4.31 A2, le sigue D145 con 7.47 A2, y por Gltimo D180
con 11.48 A2. Para cuantificar la solubilidad, se utiliz6 Log S (ESOL)
como indicador, con valores no mayores a 6. Las 3 presentan
insolubilidades relativamente altas, estando D180 practicamente en el
limite permisible (-5.87), mientras que D145 es la mas alejada (-5.11).
En el caso de la fraccién de carbonos en la hibridacién sp 3, que admite
valores de 0.25 a 1, D180 y D194 estdn muy cercanos a el valor medio,
sélo D145 se aleja por un valor de 0.32.

Su flexibilidad, expresada en un nimero menor a los 9 enlaces rotables,
D194 presenta un valor mas cercano al limite superior, seguido por
D145. No obstante, D180 fue quien presentd un valor mas cercano al
valor medio. Ninguna de los 3 ligandos presenta permeabilidad a la
barrera hematoencefalica, pero D145 y D194 presentaron absorcién
gastrointestinal alta. Los 3 ligandos son reconocidos por glicoproteinas P,
por lo que tedricamente, son excretadas activamente del sistema
nervioso central. También se cuantificé la probabilidad de inhibicién a
miembros de la superfamilia citocromo p450 (CIP), mostrando mayor
afinidad D194 (CYP1A2, CYP2D6 y CYP3A4). D145 mostré menor
afinidad, excepto por CYP1A2 y CYP3A4, mientras que D180, sélo
presentd afinidad a CYP3A4.

La similitud a fdrmaco de cada compuesto también fue registrada. Ello
ya que las reglas aplicadas pueden actuar como parametros de
orientacién para la exclusion de estructuras demasiado toxicas para
organismos no objetivo, considerando la posible afeccibn a seres
humanos. Para este caso D145 y D194 mostraron un menor nimero de
violaciones, exceptuando D180. Se toma en cuenta que estos 2 ligandos
son estructuralmente mas afines a la estructura lider disefada.
Igualmente se considerd el criterio de compuestos de interferencia de
ensayo panoramico (PAINS). Fue de 0 para estas 3 estructuras filtradas,
lo que muestra que al parecer no tiende a interactuar con receptores no
objetivo (compuestos no promiscuos).
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Empero, D180 Y D145 presentaron una violacién al indice de Brenck por
la presencia de un alqueno y estilbeno parte del andamio bésico. Solo
D194 pasé satisfactoriamente esta regla. Aun asi, para el criterio de
leadlikeness (compuestos con caracteristicas estructurales minimas para
derivar en mejores ligandos de mayor especificidad), D145 y D180
mostraron las mismas faltas, peso molecular superiora 350 g/mol y un
criterio de lipofilicidad (XLOGP3) mayor a 3.5. Para D194 fueron los 2
anteriores mas un numero de rotores mayor a 7. El analisis también
generé un valor de aproximacién sobre la probabilidad de
sintetizabilidad de los compuestos tedricos sometidos, siendo de 1 (facil)
a 10 (muy dificil). Técnicamente estas 3 estructuras mostraron valores
medios, pero D145 parece ser una estructura mas factible en este rubro
(Daina et al., 2017).
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Tabla 1. Resultados del andlisis ADME.

Ligandos D145 D180 D194

Propiedades fisicoquimicas

Formula C22H22F403 C26H29FANO3 C22H22F603
Peso molecular 410.0 g/mol 479,51 g/mal 448.40 g/mal
N.¢ &tomos pesados 2 3 kil
N.2 arom. Atomos pesados 12 9 12
Fraccion Csp3 0.32 0.46 0.3
N.° de rotameros 7 5 8
N.% de aceptores de H 7 7 9
N. de donadores de H 2 4 3
Refractividad molar 103.77 12387 1037
TPSA 51.53 ke 76.48 A2 60.69 A2
Lipofilicidad

Log Polw (ILOGP) 34 349 3.63
Log Po/w (XLOGP3) 4.57 5.07 5.03
Log Polw (WLOGP) 6.58 71 .34
Log Polw (MLOGP) 3.69 353 4.24
Log Palw (SILICOS-T) 6.06 55 6.21
Log Polw consenso 4.86 4.9 529
Hidrosolubilidad

Log S (ESOL) 511 5.87 5.5
Solubilidad 3.20e-03 mg/ml ; 7.80e-06 molll 6.42e-04 mg/ml ; 1.34¢-06 molll 1.27-03 mg/ml ; 2.84¢-06 molll
Clase Moderadamente soluble Moderadamente soluble Moderadamente soluble
Log S (Ali) 5.5 $.42 .05
Solubilidad 1.29e-03 mg/ml ; 3.15e-06 mol/l 1.83e-04 mg/ml ; 3.82e-07 moll 4.04e-04 mg/ml ; 9.02e-07 moll
Clase Moderadamente soluble Pobremente soluble Pobremente soluble
Log S (SILICOSHT) .19 549 -6.025
Solubilidad 2.66e-04 mg/ml ; 6.47e-07 moll 1.54e-03 mg/ml ; 3.22e-06 moll 4.04e-04 mg/ml ; 9.02e-07 mol/
Clase Pobremente soluble Moderadamente soluble Pobremente soluble
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Farmacocinética

Absorcion Gastraintestinal (GI) Alta Baja Baja
Permeabilidad Barrera hematoencefalica (BBB) No No No
P-gp substrato Si Si Si
[nhibidor CYP1A2 Si No Si
[nhibidor CYP2C19 No No No
[nhibidor CYP2C9 No No No
Inhibidor CYP2D6 No No Si
Inhibidor CYP3A4 Si Si Si
Log Kp (Permeabilidad cuténea) -5.56 cmis -5.63cmis -5.46 cm/s
Drogabilidad

Lipinski Si, 0 violaciones Si, 0 violaciones Si; 1 violacion: MLOGP>4.15
Ghose No; 1 violacion: WLOGP>5.6 No; 1 violacion: WLOGP>5.6 No; L violacion: WLOGP>5.6
Veber Si Si Si
Egan No; 1 violacion: WLOGP>5.88 No; 1 violacion: WLOGP>5.88 No; 1 violaci6n: WLOGP>5.88
Muegge Si No; 1 violacion: XLOGP3>5 No; 1 violacion: XLOGP3>5
Puntuacion de bioabilidad 0.5 0.5 0.5
Quimica medica

PAINS 0 Alertas 0 Alertas 0 Alertas
Brenk 1 Alerta: Estilbenos 1 Alerta: 1 alqueno aislado 0 Alertas

Leadlikeness

No; 2 violaciones: MW>350, XLOGP3>3.5

No; 2 violaciones: MW>350, XLOGP3>3.5

No: 3 violaciones; MW>350, Rotores>7, XLOGP3>3.5

Sintetizabilidad

3.78

491

43

La informacién generada por el servidor web consultado Swiss ADME, para los 3
ligandos de mayor afinidad y estabilidad obtenidos, demuestra su farmacocinética y
caracteristicas fiscoquimicas de importancia.

92



La estimacién de toxicidad llevado a cabo con el servidor web ProTox Il
(tabla 2), mostr6 que D180 y D194 poseen actividad tedrica
inmunotéxica e inhibidora de proteinas implicadas en el potencial de
membrana mitocondrial, en ese orden. Con una probabilidad bastante
alta en D180 y media en D194. Aunque D145 se muestra inactivo para
los objetivos analizados, la prediccién del valor LD50 de cada ligando,
mostré obvia peligrosidad a relativamente bajas concentraciones.

Para D145 fue de 1600 mg/kg, por lo que se le considera nocivo por
ingestiéon (clase 4). A manera de ejemplo, para generar toxicidad en un
individuo de 65 kg, se requeriria la administracién de 104 gramos.
Cuestion que considerar para una posible toxina de dispersiéon aérea. En
el ligando D194, el valor fue de 500 mg/kg, también considerado nocivo
por ingestién (clase 4). Para teorizar el grado de toxicidad, se requeriria
de 32.5 gramos para generar toxicidad en un individuo del mismo peso.
En el caso de D180, mostré una concentracién de LD50: 4mg/kg, lo que
le cataloga como fatal en clase de ingestion (clase 1), 0.26 gramos
serian fatales en un sujeto de 65 kg.
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Tabla 2. Resultados de actividad toxicoldgica

Estructura D145 D180 D194
OBJETIVO PREDICCION  |PROBABILIDAD |PREDICCION |PROBABILIDAD [PREDICCION |[PROBABILIDAD
Hepatotéxico Inactivo 0.57|  Inactivo 0.6 Inactivo 0.71
Carcinogénico Inactivo 0.66| Inactivo 0.62 Inactivo 0.68
[nmunotéxico Inactivo 0.88|  Activo 0.81 [nactivo 0.94
Mutagénico Inactivo 0.83| Inactivo 0.62 Inactivo 0.8
Citotoxico Inactivo 0.78|  Inactivo 0.73 [nactivo 0.81
Receptor Avril hidrocarbénico Inactivo 0.82| Inactivo 0.72 Inactivo 0.84
Receptor andrégeno Inactivo 0.97| Inactivo 0.89 Inactivo 0.97
Receptor androgénico con dominio de unién a ligando Inactivo 0.96| Inactivo 0.88 Inactivo 0.97
Aromatasa Inactivo 0.84| Inactivo 0.71 Inactivo 0.84
Receptor estrogénico alfa Inactivo 0.67|  Inactivo 0.74 Inactivo 0.64
Receptor estrogénico con dominio de unién a ligando Inactivo 0.77)  Inactivo 0.9 Inactivo 0.79
Receptor gamma activador de proliferacion de peroxisomas  |Inactivo 0.84| Inactivo 0.89 Inactivo 0.85
Factor nuclear/elementos de respuesta antioxidantes Inactivo 0.87|  Inactivo 0.88 Inactivo 0.83
Elementos de respuesta a shock térmico Inactivo 0.87|  Inactivo 0.88 Inactivo 0.83
Potencial de membrana mitocondrial Inactivo 0.5 Inactivo 0.52 Activo 0.58
P53 (Supresor tumoral) Inactivo 0.72|  Inactivo 0.75 Inactivo 0.66
Dominio AAA de TADS, familia ATPasa Inactivo 0.94]  Inactivo 0.91 Inactivo 0.96

Se resumen los productos de las evaluaciones toxicoldgicas in silico de las
estructuras experimentales D145, D180 y D194. El tipo de toxicidad esta dividido
en clases, determinado por el sistema GHS (sistema globalmente armonizado de
clasificaciéon de etiquetado de productos quimicos) (Banerjee et al; 2018)
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Acoplamientos moleculares de control

Para corroborar la posible afinidad a proteinas no objetivo expresadas
por otros organismos, en concreto con insectos y su posible toxicidad en
humanos, se eligieron estructuras proteicas obtenidas del PDB,
procedentes de 2 polillas de especies distintas y 3 expresadas en
humanos. En el caso de las polillas, las proteinas 2RQF y 2RCK fungen
como transportadoras de hormonas JH, por lo que se esperaria cierta
afinidad a los ligandos disefiados concretamente para el sitio de unién
de 5V13. Sin embargo, no fue el caso, puesto que ninguno de los 3
ligandos acoplados género una afinidad superior a -9 kcal/mol, es decir,
no superaron el umbral de afinidad biolégica para con el ligando natural
(tabla 3). Aun asi, D194 obtuvo la afinidad mas elevada para estos
acoplamientos, de -8.5 kcal/mol con 2RQF. No obstante, teéricamente no
podrian competir con dichas hormonas, de tal forma que puedan llegar a
presentar actividad téxica. En el caso de las estructuras humanas:
20BD, 4EWS y 1BP1, que reconocen ligandos hidréfobos, con rasgos
estructurales relativamente similares a esta hormona; los acoplamientos
generados obtuvieron valores de afinidad mas altos.

Ello debido a que algunos de sus bolsillos de unién son mas grandes
(Estas 3 estructuras poseen secuencias aminoacidicas casi el doble de
largas que la correspondiente para 5V13), lo que permite un ndmero
mayor de interacciones y cambios conformacionales por parte de los
ligandos acoplados en cuestién, dentro de dichos bolsillos. Ademas, los
bolsillos de estas proteinas de prueba poseen residuos similares que
permiten conformar el sitio de unidén, reconocer e interaccionar
concretamente con ligandos de caracteristica hidrofébas. El valor mas
alto fue de -10.9 en el primer sitio de unién identificado, entre el ligando
D194 y el receptor 1BP1.

Aunque la morfogeometria espacial entre los sitios de unién de las 3
cadenas conformantes del receptor mJHBP exhiben variaciones, el
bolsillo de unién esta constituido en los 3 casos por los mismos residuos,
por lo que las interacciones en estos acoplamientos con la hormona JH
[lI-10R son constantes. En su mayoria de cadena lateral aromatica,
destacando 2 por las interacciones desarrolladas: TYR-129, que forma un
puente de H convencional con el O de la posicién 16 y TRP-53, el cual
genera 5 interacciones con distintos atomos del ligando en cuestion.
Ambos residuos importantes para la estabilidad del acoplamiento, ya
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gue el resto conllevan sélo interacciones de menor energia y van der
Waals (Kim et al., 2017).
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Tabla 3. Resultados de los acoplamientos moleculares de control por ligando

Ligando/ Objetivo  [20BD 4EWS 1BP1 2RQF 2RCK 5V13
Cadenas AyB AyB A, con 2 sitios A AyB A

D145 1: -9; 2: 9.8 keal/mol 1: 9.1, 2: -8.8 kcal/mol  [1: -10.5; 2: -9.6 kcal/mol 1: -5.8 kcal/mol 1. -6; 2: 6.1 kcal/mol -12 kcal/mol
D180 1:-10.4; 2: 9.9 kcal/mol  |1:-10.6; 2: -10 kcal/mol  |1:-9.9; 2: -10 kcal/mol 1: 5.9 kcal/mol 1. -6.5; 2. -6.5 kcal/mol  |-13.4 kcal/mol
D194 1:-9.1; 2: 10.2 keal/mol ~ |1: -9.3; -10.3 kcal/mol 1:-10.9; 2: -10.3 kcal/mol  |1: -8.5 kcal/mol 1:-6.7; 2: -7 keal/mol -12.8 keal/mol

Para ello, solo se considerd la cadena A de cada uno. Todos mostraron 2 sitios de unidén
probables, excepto 2RQF. Los resultados se contrastan con los generados en mJHBP (5V13).
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A partir de las interacciones entre cada atomo de la JH IlI10-R y de los
residuos conformantes del bolsillo de unién, se pudo resolver junto con
los visualizadores moleculares, la distribucién de los puntos de anotacién
y cada rasgo haptoférico generado a partir de esta hormona, con miras
al desarrollo de un farmacéforo funcional. Con ello, la posibilidad de
optimizar dichos rasgos, para favorecer el desarrollo de un mayor
numero de interacciones con los residuos del bolsillo. Evidentemente
dichas modificaciones resultaron en la generacién de un farmacéforo
cuya distribucién espacial de rasgos, permitié la creacién de una
estructura lider, con los requisitos necesarios para derivar en estructuras
de afinidad superior a comparacién del ligando natural (Abdolmaleki,
Shiri, & Ghasemi, 2019). Sin embargo, dichas nuevas estructuras
tuvieron que ser modificadas en cuanto a la posicién y orden de atomos
de los sustituyentes, ello pues al elegir los conformeros mas estables, la
afinidad tras los acoplamientos se veian drasticamente afectada de
forma negativa. Lo anterior debido a que las distancias incrementaban
entre los sustituyentes de los ligandos disefiados y los residuos objetivo,
dificultando el desarrollo de interacciones estables.

Conforme se fueron diseflando estructuras nuevas, se fueron obteniendo
identidades moleculares con mejores puntuaciones. Esto generé que
algunas estructuras tuviesen una configuracién distinta entre si y para
con el farmacoforo del cual derivaron. Aun asi, es reconocible un patréon
basico, el cual es especialmente evidente por la ubicacion de los anillos
aromaticos y la longitud de la cadena principal, asi como la ubicacién de
los sustituyentes portadores de atomos electronegativos. Entendido
esto, las estructuras D145, D180 y D194 son disefios especificos para el
receptor mJHBP y por tanto, disefios nuevos.

Durante la planeacién de los acoplamientos, hay que considerar que las
interacciones desfavorables o afinidades relativamente bajas, no
implican necesariamente incompetencia como inhibidor de una proteina
especifica. Lo anterior ya que la flexibilidad y por tanto, los leves
cambios conformacionales que pueden experimentar los motivos
estructurales implicados en la formacion del sitio de unidén, no son
tomados en cuenta como tal durante los acoplamientos efectuados
(Wheeler & Bloom, 2014). Esto, debido a que Autodock Vina realiza
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acoplamientos semirrigidos, es decir, toma al ligando como flexible, no
asi a la proteina en su totalidad, ni a los dominios implicados.

Sin embargo, se pueden considerar ciertos residuos interactuantes
durante el acoplamiento, con miras a mejorar la puntuacion (Abreu et
al.,, 2012). La dinamicidad en cuanto a cambios conformacionales es
dirigida hacia el ligando y en algunos casos, hacia las cadenas laterales
de los residuos interactuantes mas cercanos. Estos modelos teéricos se
deben tomar como aproximaciones, ya que, en condiciones bioldgicas
reales, el bolsillo de unién interno presenta alta dinamicidad con el
ligando acoplado, debido a los constantes subestados globales que
exhibe la proteina receptora.

Ademas, hay que atender que el software usado para los acoplamientos
podria no generar interacciones correctas, debido a un muestreo
conformacional escaso, o no llegar a la puntuacién mas alta posible para
ese sitio de unidn concreto. Incluso es plausible que la estructura teérica
generada, posea una modalidad de accién inesperada (Schwede &
Peitsch, 2009).

No se consideré realizar acoplamientos con moléculas de agua, ya que
su presencia podria disminuir el volumen interno de la cavidad de
interés, y por tanto; afectar negativamente la entrada o el acoplamiento
con los ligandos de disefo, al actuar como un obstaculo o desviar
interacciones desestabilizando la unién. También interferiria en el disefio
estructural del ligando, al restringir teéricamente su tamafo a menos
atomos, por el volumen ocupado. A pesar de ello, evidentemente al
tratarse de una proteina transportadora que se mueve en un ambiente
molecular altamente acuoso, los acoplamientos tedéricos con los ligandos
diseflados podrian presentar variaciones en el tipo y numero de
interacciones y por tanto; en sus afinidades (Kim et al., 2017).

Sin embargo, el disefio estructural basico de los ligandos derivados,
pudo pasar el umbral de discriminacién por parte de la distribuciéon de
cargas de la superficie de la cavidad interna. Ya que la cadena
carbonada mantuvo a distancia admisible los anillos aromaticos
enlazados a los sustituyentes con dtomos fuertemente electronegativos,
lo que dispuso estas cargas en extremos parcialmente opuestos, para
dejar un centro apolar, similar a la hormona JH IlI-10R (Jablonka et al.,
2019). Indudablemente la distribuciéon e intensidad de las cargas,
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dirigidas a buscar interacciones puntuales con las valinas presentes, asi
como los triptéfanos a proximidad con los anillos aromaticos y puentes
de H estando en el acoplamiento, mantuvo relativamente una afinidad
mayor al umbral biolégico estimado entre este receptor y la mJHBP.

Las interacciones generadas entre los anillos aromaticos de las cadenas
laterales de estos residuos y los 2 anillos presentes en la estructura lider
derivada del farmacéforo, contribuyeron a aumentar la afinidad mutua
entre las estructuras disefiadas y los residuos de interés. Esto dado que
en sistemas moleculares envueltos en contextos bioldgicos, las
consecuencias mostradas por interacciones 1 conllevan un aumento en
la entalpia de unién entre las moléculas interactuantes (Pickett, 2006).

Es por ello que, suelen existir residuos aromaticos concatenados en
posiciones especificas, integrantes de los motivos estructurales
proteicos implicados en la formacién de sitios de uniéon a ligandos. Es
decir, los sistemas generados por interacciones tipo m, favorecen
reconocimientos y ensamblajes supramoleculares entre las superficies
de los participantes, consecuencia de las interacciones no covalentes
altamente afines con los distintos grupos funcionales presentes en un
ligando o grupo concreto de ligandos reconocidos en los bolsillos de
unién (Béhn, 2006 y Makwanan & Mahalakshmi, 2015).

Concretamente, con los acoplamiento con D145, D180 y D194, se buscé
y se logré generar interacciones los mas frecuente posible con los
resoduos: TYR-33, VAL-51, TRP-53, VAL-68, PHE-144, TYR-148 y ALA-281.
Cuyas cadenas laterales fueron capaces de entablar las interacciones de
estabilidad buscadas (puente de H convencional, puentes C-H, puentes
de halégeno, interacciones my o) para maximizar la afinidad entre estos
y el receptor, superando el umbral de afinidad -9 kcal/mol de la hormona
Jhlll-10R.  Sin  embargo, dada las diferentes conformaciones,
ordenamiento de los atomos, distribucién de cargas, etc; el tipo de
interacciones con estos residuos no fue siempre el mismo ndmero y tipo.
Ello ya que las diferentes posturas de los ligandos, cambiaban su
orientacién espacial a tal grado que, estos no podian interactuar a la
misma distancia y orientacion con estos (Kneuer et al., 2018). Aun asi, si
se generaron interacciones constantes con los residuos ya mencionados
en cada acoplamiento.

La informacién sobre la farmacocinética de un compuesto, es importante
de considerar al permitir a partir de este, inferir los riesgos relativos que
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implican para la salud de distintos organismos, incluido el ser humano;
el uso o contacto con estos. Los posibles efectos negativos que podria
conllevar el uso o aplicacién de un compuesto dado, viene de la funcién
de su concentracién en su posible forma bioactiva para con un receptor
en el cual desencadena algun efecto. Considerado esto, la duracién y el
nivel de intensidad de la respuesta tdéxica dependen de la concentracién
de la fraccién bioactiva que interactie con dicho receptor o sistema, asi
como su tiempo de permanencia (Aliferis & Jabaj, 2011). Por ello, la
aplicacién de estimadores in silico permite evaluar la dindmica en su
distribucién, interacciones con receptores proteicos considerados
prioritarios, etc. expresados en organismos comiUnmente usados como
control y en el ser humano, de nuevos compuestos quimicos disefiados.
Esto con el fin de generar resultados que puedan avalar o rechazar su
consideracion en un estudio, o incluso su sintesis (Daina et al., 2017 y
Kneuer et al., 2018).

El uso del servidor web Swiss ADME para este caso, buscé la aplicacién
de modelos predictivos concretos y robustos para propiedades
fisicoquimicas, farmacocinéticas y su similitud con compuestos
farmacoldgicos aceptados o de reportada toxicidad, lo que brinda
parametros tedricos sobre su posible comportamiento y reactividad para
con un sistema bioldgico. Las 3 vias basicas de exposicion a téxicos
como pesticidas, suelen ser dérmica, por ingestién e inhalacién.

En la piel humana, el estrato cérneo esta constituido por células
epiteliales altamente unidas y cubiertas por una capa sebosa. Por ello,
para predecir la posible absorcién cutdanea de compuestos téxicos, se
utiliza el valor log Kp, el cual define la tasa de penetracién a través del
estrato cérneo de un determinado compuesto. Entre mas negativo es el
valor, menor permeabilidad tendra. Como se observa en la tabla 1, las 3
estructuras poseen un valor entre -5.4 y -5.6 por consiguiente, de
relativamente poca absorcién cutanea (de -7 a 0). Destacando que D194
posee un valor de -5.46 cm/s, siendo este el mas bajo. El resto de
estimadores usados por el servidor, los coloca en rangos equivalentes
(Brand & Mueller, 2002; Daina et al., 2017 y Burli et al., 2020).

No obstante, para declarar el grado de absorciéon cutdnea en un contexto
real, se suelen utilizar roedores para su evaluacién, pero se debe tomar
en cuenta que la piel de los roedores suele ser mas permeable a
diversos xenobidticos que la piel humana (Poet, 2000).
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El ingreso gastrointestinal de esta clase de compuestos a través del
tracto, es comun en contaminantes presentes en agua y alimentos. Las
propiedades fisico quimicas de estos compuestos condicionan su
absorcién por el epitelio gastrointestinal, dependientes de las variables
que el medio pueda presentar. Cabe recalcar que el intestino delgado,
dada su superficie de absorcién y sus componentes superficiales, suele
experimentar absorcion con alta frecuencia de téxicos ingeridos (Zhao et
al., 2021). En este rublo, el valor de absorcién gastrointestinal (Gl) fue
baja para todas excepto D145, que fue alta.

Ya sea a través del epitelio intestinal o respiratorio, el compuesto
incorporado en el torrente sanguineo, se distribuye por todo el
organismo, por lo que se debe considerar también que su capacidad de
distribucién en el sistema circulatorio esta dada por la tasa de perfusion,
y por la tasa a la que estos compuestos salen de dicho sistema. Aunque
algunos compuestos toxicos tienen gran capacidad de unién a proteinas
plasmaticas, por lo que la unién a estas proteinas impide su salida del
torrente sanguineo, dificultando seriamente la capacidad de expulsién o
eliminacién (Fu et al., 2018). Este acoplamiento factiblemente puede
llegar a neutralizar su actividad téxica, pero pueden volverse
acumulativos y podrian extender sus efectos adversos a lo largo del
tiempo (Dixit, Ahsan & Khan, 2021).

En cuanto a los compuestos lipofilicos, estos suelen ser bioacumulados
en tejido adiposo, de donde son liberados lenta y progresivamente. Los
valores arrojados por el indice de lipofilicidad XLOGP3. Mostré que D145
tiene un valor por debajo del limite 4.57<5 permisible. Aun asi, estos 3
ligandos se consideran lipofilicos, por consiguiente, es muy probable que
sea depositado y acumulado en tejido adiposo. Pero referente a su
hidrosolubilidad, los valores de Log s (ESOL) fueron relativamente bajos,
sobre todo para D180 (-5.87), por lo que su flujo a través de tejidos
internos podria ser lento (Delaney, 2004).

Dados los valores presentados en la tabla 1, se infiere que los ligandos
diseflados tendrian mayor probabilidad de absorcién epitelial a través de
ingesta o inhalacién, segun lo predecido para organismos
experimentales o humanos, por lo que si poseen absorcién vy
distribucién. Empero, estas estructuras son reconocidas segun los
estimadores, por enzimas CIP, asi como glicoproteinas P, por ende;
metabolizadas y expulsadas (Daina et al., 2017).
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A pesar de los valores arrojados, se ha demostrado que
experimentalmente, los analisis in silico pueden fallar al representar los
resultados, a pesar de los reajustes en los calculos, pues se basan en
supuestos. No obstante, estas reglas de filtrado son un apoyo Util para la
evaluacién predictiva de riesgos al anteponerse a ensayos in vitro o en
sistemas bioldgicos y (Eleftheriadou et al., 2019 y Kneuer et al., 2018).

Con el servidor de Pro Tox Il, se buscé obtener la probabilidad de
afeccion a receptores especificos prioritarios, asi como el posible tipo de
toxicidad de las 3 estructuras presentadas, mediante aplicacién de
algoritmos de aprendizaje automaético; los cuales analizan, buscan y
comparan simultdneamente en multiples bases de datos, la identidad
total de la molécula y fragmentos de las mismas, contra otras ya
existentes. Posteriormente, desarrolla clasificaciones optimizadas para
cada estructura en particular, mediante el uso de huellas dactilares
moleculares y de Morgan. Seguidamente, ejecuta un sobremuestreo en
el cual, selecciona y comprueba las similitudes halladas para completar
el modelo de prediccion. Basicamente, este método se basa en la
comparacion de fragmentos para la identificacibn de alertas
estructurales implicadas en determinadas consecuencias bioldgicas, con
bases de datos categorizadas en patrones estructurales segin su
bioactividad reportada. (Hert et al., 2004; Reutlinger et al., 2013 y
Westermayr et al., 2021).

De las estructuras analizadas, D145 resulto ser teéricamente més inocua
a comparacién de D194 y D180, como se puede apreciar en la tabla 2.
Es decir, mostré menor probabilidad de unién a los receptores sensibles
a toxicidad usados como indicadores durante el analisis predictivo.
También dado su tamafio, menor peso molecular, su configuracion, entre
otras caracteristicas estructurales; exhibié mayor especificidad con el
bolsillo de unién de mJHBP, lo que le excluyo de la probable afinidad a
proteinas no objetivo (Kneuer et al., 2018 y Satpathy, 2018). También
enfatizando en la presencia y disposicion de atomos electronegativos en
los sustituyentes de D180 y D194, responsables de conferirle mayor
afinidad y en consecuencia, menos discriminantes. Evidentemente estas
aproximaciones estan orientadas a actuar como filtros tempranos, para
la seleccién las moléculas con menor o nula toxicidad estimada.
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La puntuacién de confianza para la toxicidad predecida para estas
estructuras supera el 0.70 en su gran mayoria, lo que indica un grado de
certeza admisible, pero también Banerjee et al., 2018, mencionan que la
comparacion simultanea y ejecucion de los predictores al unisono, puede
acarrear problemas en la interpretacién de los distintos umbrales de
probabilidad arrojados. No obstante, sus algoritmos de aprendizaje
automatico proporcionan precision en el rendimiento durante Ila
ejecucién de cada andlisis.

En un ligando disefiado, el aumento en la afinidad para con la proteina
objetivo, suele implicar un incremento en el nimero de sustituyentes de
alta afinidad para con los residuos constituyentes del sitio de unién. Sin
embargo, esas secuencias aminoacidicas suelen ser analogas a otras
presentes en proteinas muy diferenciadas estructuralmente, incluso
provenientes de organismos evolutivamente muy distintos (Jablonka et
al., 2019 y Kriehuber et al., 2010), por lo que el aumento de afinidad de
una estructura a un sitio concreto, implica también cierto aumento de
afinidad para con sitios de union de proteinas distintas no objetivo
(Anantharaman & Aravind, 2003).

Lo cual acarrea problemas de posible toxicidad colateral. Esto incluso,
aunque estos residuos generen motivos de muy distinto plegamiento,
pues si la flexibilidad de la estructura del ligando y/o su longitud son lo
suficiente como para reducir la distancia entre los residuos presentes y
generar las interacciones necesarias para favorecer cierto contacto
entre superficies moleculares se podria generar la estabilidad suficiente
entre este ligando sintético y la proteina no objetivo, como para superar
la afinidad con su ligando natural o habitual, actuando como un disruptor
en las funciones de dicha proteina, comprometiendo la salud y en
consecuencia la vida de otros organismos (Akkentli et al., 2012; Bisbal &
Sanchez, 2019 y Kumar, Moura y Cordeiro, 2019).

Por otro lado, se debe tomar en cuenta que estos ligandos fueron
diseflados para poseer gran afinidad a un receptor proteico Unicamente
expresado en culicidos, por lo que es de esperar una reducida o nula
toxicidad colateral. Lo que eventualmente permitiria la aplicacién de un
compuesto capaz de generar afinidad altamente focalizada y su actuar
como disruptor del acoplamiento entre el receptor mJHBP y la hormona
JH 1lI-10R, destacandose para ello la estructura D145.
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CONCLUSIONES

-Los ligandos disefiados para el receptor mJHBP poseen caracteristicas
estructurales que les confiere una configurcaién y conformacién de
especifica para con el bolsillo de unién de la mJHBP.

-Destacable tomar en cuenta las limitaciones tecnoldgicas para la
ejecuciéon de acoplamientos moleculares (Como en los modelos
semirrigidos), pues no suelen tomar en cuenta la alta dinamicidad
estructural que experimentan las proteinas al interactuar con distintos
ligandos (Empero hay excepciones segun el software a usar y los
recursos computacionales a disposicion).

- También considerar que las bases de datos generadas para la
identificacion de estructuras con potencial inhibidor suelen englobar
cierto niumero de estructuras con diferentes grados de toxicidad, sin
embargo; a partir de ellas se pueden aplicar conceptos de mejora
continla atendiendo y valorando la actividad de los grupos funcionales
que presentan efectos no deseados.

-Ademas, la inocuidad tedrica generada para algunos compuestos tras
cada analisis in silico, debe ser tomada como indicadores relativos, pues
evidentemente, no toma en cuenta una gran cantidad de posibles
proteinas con las cuales podria interaccionar actuando como disruptores
de su funcién normal.

-Concretamente basado en la evidencia, la estructura D145 fue la que
mejor relacion afinidad-ADME-toxicidad presentd, asi como menor
afinidad a las proteinas analizadas no objetivo. Ello, aunado a sus
caracteristicas fisicoquimicas, reducido tamano y alta afinidad para con
el receptor mJHBP, podria (sometida a mas analisis de respaldo y a
mayor profundidad) considerase un ligando del cual derivar nuevas
estructura.

-Dada toda la evidencia anterior, de estas aproximaciones tedricas
disefladas, la denominada D145 factiblemente podria ser sintetizada
para ser probada in vitro y si es el caso; validada, para considerar su
probable aplicacién en contextos reales.
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