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RESUMEN

El céncer Cérvicouterino (CC) es la neoplasia maligna asociada al VPH mdas comun,
particularmente causada por los tipos 16 y 18 de alto riesgo, tanto a nivel mundial como en
Meéxico. Se han descrito variantes de estos tipos con alteraciones que afectan su interaccion
con proteinas de la célula huésped, la persistencia viral y la progresion del cancer. La
oncoproteina viral E6 es crucial para la infeccion debido a su interaccion con diversos
blancos celulares, lo que la convierte en un objetivo terapéutico clave para la prevencion y el
tratamiento de fenotipos cancerosos. E6 se une al péptido LXXLL de la enzima celular EGAP
para promover la degradacion de P53. Sin embargo, las diferencias estructurales de EO6,
especificas de las variantes 16 y 18 del VPH no se han considerado en el desarrollo de
tratamientos personalizados que inhiban la interaccion E6-E6AP; este es el objetivo principal
de este estudio. Se utilizan modelos moleculares de la interaccion entre variantes y sus
blancos, junto con la triple interaccion con farmacos conocidos y farmacos modificados
disefiados para mejorar la capacidad inhibitoria. Se seleccionaron dos variantes del VPH-16
y dos variantes del VPH-18 con base en su prevalencia global y presencia en México.
Flumatinib muestra una amplia afinidad por todas las variantes del VPH-16 (AA-a, AA-c, E-
G131, E-G350, E-A176/G350 y E-C188/G350), mientras que nelfinavir se considera solo
para las variantes asiatico-americanas (AA-ay AA-c). Para el VPH-18, el firmaco darapladib
se utiliza independientemente de la variante (Af o E). La modificacion de flumatinib para
aumentar los enlaces de hidrogeno con el dimero E6-E6AP resulté en una mayor afinidad
contra todas las variantes del VPH-16 en comparacion con el firmaco original. Sin embargo,
para el VPH-18, ninguna modificacion farmacologica mejoro la afinidad en relacion con los
farmacos originales. En conclusion, el estudio experimental de cada variante podria permitir
un tratamiento personalizado, ya que interactuan con sus dianas a diferentes intensidades.
Proponemos modificar dos fAdrmacos para mejorar su afinidad contra las variantes del VPH-
16 como estrategia para el desarrollo de farmacos, basandonos en la bioestructura de los

complejos proteina viral-farmaco-proteina diana.
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ABSTRACT

Cervical cancer (CC) is the most common HPV-associated malignancy, particularly caused
by high-risk types 16 and 18, both worldwide and in Mexico. Variants of these types with
alterations affecting their interaction with host cell proteins, viral persistence, and cancer
progression have been described. The viral oncoprotein E6 is crucial for infection due to its
interaction with various cellular targets, making it a key therapeutic target for preventing and
treating cancerous phenotypes. E6 binds to the LXXLL peptide of the cellular EGAP enzyme
to promote P53 degradation. However, the structural differences of E6 specific to HPV
variants 16 and 18 have not been considered in developing personalized treatments that
inhibit the E6-E6AP interaction; this is the main goal of this study. Molecular models of the
interaction between variants and their targets are used, along with the triple interaction with
known drugs and modified drugs designed to improve inhibitory capacity. Two HPV-16
variants and two HPV-18 variants were selected based on their global prevalence and
presence in Mexico. Flumatinib shows broad affinity for all HPV-16 variants (AA-a, AA-c,
E-G131, E-G350, E-A176/G350, and E-C188/G350), while nelfinavir is considered only for
Asian-American variants (AA-a and AA-c). For HPV-18, the drug darapladib is used
regardless of the variant (Af or E). Modifying flumatinib to increase hydrogen bonds with
the E6-E6AP dimer resulted in greater affinity against all HPV-16 variants compared to the
original drug. However, for HPV-18, no pharmacological modifications improved affinity
relative to the original drugs. In conclusion, studying each variant experimentally could allow
for personalized treatment, as they interact with their targets at different intensities. We
propose modifying two drugs to enhance their affinity against HPV-16 variants as a strategy
for drug development, based on the biostructure of viral protein-drug-target protein

complexes.
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INTRODUCCION

A nivel mundial, el Cancer Cérvicouterino (CaCu) ocupa el cuarto lugar como el cancer mas
comun en mujeres (Mufioz-Bello et al, 2022). En Estados Unidos, para 2021, se estimé que
295,748 mujeres vivian con CaCu, aunado a que aproximadamente 0.6% de las mujeres
serian diagnosticadas con este tipo de cancer en algin momento de su vida, segun datos
estadisticos obtenidos en The website of the National Cancer Instituto
(https://www.cancer.gov). El CaCu en México, durante el 2020 fue el segundo mas
diagnosticado (+9,000 casos), y la segunda causa de muerte en mujeres (+4,000 muertes).
Para 2021, el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), reportd 1,155 casos nuevos y
1,059 defunciones, concluyendo con una tasa de incidencia de 2.26 y una mortalidad de 5.7
por 100 mil (Medrano-Guzman, 2022).

Los VPH tipo 16 y 18, son los mas prevalentes en pacientes con el virus, seguidos de
los tipos 45, 31, 33, 52, 58 y 35. El VPH-16 tiene una prevalencia de mas del 50% y el VPH-
18 tiene 15% a nivel mundial (Mufoz et al, 2003). La proteina E6 del VPH, interviene en
funciones reguladoras del ciclo celular y aumenta la proliferaciéon de los queratinocitos
infectados. En los tipos de alto riesgo (HR), E6 se expresa continuamente transformando las
c€lulas hacia la tumorigénesis. Por lo anterior, se estudia como inhibir la acciéon de E6
mediante fAirmacos candidatos a tratamientos para la infeccion por VPH. En el presente
trabajo, ademas de realizar un modelado in silico entre los farmacos reportados con accion
competitiva respecto a E6 y su blanco molecular principal, la ligasa E3 E6AP, se analiz6 la
variacion natural de dicha proteina en los tipos de alto riesgo, especificamente 16 y 18.

El trabajo tiene como objetivo determinar si existen cambios en los puntos de union
de las variantes modeladas que sean susceptibles de inhibicion, comparar las interacciones
entre la proteina viral y la proteina blanco y probar farmacos contra cada variante de E6, con
el fin de proponer tratamientos de mayor especificidad mediante un acoplamiento molecular.
Proponer este tipo de tratamientos parte de la premisa de que cada variante responde de forma
unica a determinados compuestos. Ademas, analizar las interacciones de las variantes con
mayor actividad oncogénica contra los firmacos propuestos, permite proponer mejoras a sus

estructuras quimicas para aumentar la obstruccion entre la union E6-E6AP.
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ANTECEDENTES

Mecanismo de infeccion por VPH

El Virus del Papiloma Humano (VPH) es un grupo de virus especialista de epitelios cutdneos
y mucosos, que completan su ciclo de vida en las capas superiores de estos. La evolucion de
este grupo ha derivado en méas de 200 tipos de VPH. Algunos de ellos tienen la capacidad de
producir lesiones benignas como verrugas en la piel, hasta causar diversos tipos cancer como
CaCu, que es el mas consistente entre la poblacion mundial y de las principales afecciones
relacionadas con este virus (Jenkins & Bosch, 2020).

A nivel mundial, se ha informado que mas del 99% de los pacientes que presentan
lesiones cervicales son positivos a marcadores de ADN del VPH, por lo que se considera un
serio problema de salud publica (Kolluru et al, 2019). Otros tipos de cancer también tienen
relacion con este virus, como son los de vagina, vulva, pene, cabeza y cuello, cavidad oral y
orofaringeo (Juneja et al, 2021).

Los VPH son virus de ADN de doble cadena circular, sin envoltura, que contienen
aproximadamente 8,000 pb. Su tinica molécula de ADN contiene secuencias homologas a
segmentos génicos del hospedero, asociadas con histonas y esta contenida en una cépside
proteica de 72 capsOmeros pentaméricos. El genoma de estos virus codifica
aproximadamente ocho marcos de lectura abiertos (ORF, “Open Reading Frame"), divididas
en tres secciones 4) una region temprana (E, “Early”), que codifica las proteinas E1 a E7,
necesarias para la replicacion; B) una region tardia (L, “Late”), que codifica las proteinas L1
y L2 necesarias para el ensamblaje del viridon; y por Ultimo C) que es una seccidon no
codificante llamada region de control larga (LCR, “Long Control Region”) con elementos
necesarios para la replicacion y transcripcion del ADN viral (IARC, 2007).

Una infeccion producida por VPH se da en el epitelio diferenciado. Sin embargo, para
que sea eficiente, debe presentarse una herida o una microabrasion del tejido. Las capas
celulares que brindan proteccion y defensa contra agentes externos, son las mismas que al
presentar una ruptura, permiten el acceso de los viriones a las células basales. La infeccion
unicamente se dara en estas células mitéticamente activas porque el virus no codifica ninguna
polimerasa para su autorreplicacion, por lo que depende completamente de las células del

huésped para replicar su genoma. En el caso especifico del cuello uterino, las células basales
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se encuentran mas expuestas en la zona de transformacion, que es un area donde se unen
células epiteliales del endocérvix (parte interna), con epitelio escamoso estratificado del
ectocérvix (parte externa). En esta zona es posible no requerir de una herida para establecer
la infeccion siempre que existan condiciones patologicas o fisiologicas, como la
menstruacion o coinfecciones fungicas (Ozbun, 2019; Pippa et al, 2021).

La interaccion inicial entre el virus y los queratinocitos se produce a través de cadenas
de glicosaminoglicanos (GAGs, “Glycosaminoglycan Chains”) del receptor Proteoglicano
de Heparan Sulfato (HSPG, “Heparan Sulfate Proteoglycan”), que se expresan en la
superficie celular o secretadas hacia la matriz extracelular. Las cadenas de GAG estan unidas
a proteinas centrales que facilitan la union con el VPH, el cual se adhiere especificamente a
los HSPG sindecano 1 y sindecano 4 (Sdcl y Scd4, respectivamente) de los queratinocitos.
La unién promueve cambios conformacionales en las proteinas de capside, principalmente
en L1 que es la mas abundante, y que a su vez es fundamental para que sea transferido a
receptores de entrada secundarios (Ozbun, 2019).

El virus se endocita, el endosoma se une al lisosoma donde ocurre el desensamble de
la cépside viral promovida por un bajo pH. La proteina de capside L2 permanece asociada al
ADN viral y media el trafico de este por la via red Trans-Golgi (TGN, “Trans-Golgi
network™). De esta manera tiene acceso al nucleo del huésped. El virus evade el
reconocimiento inmunoldgico de la célula gracias a que su material genético permanece en
el lumen del TGN (Pippa ef al, 2021).

El ciclo productivo se entiende en tres fases, el cual estd ligado a la diferenciacion
celular: 4) la primera es el establecimiento, donde se da la transcripcion viral y la replicacion
del genoma en el nucleo celular; para la amplificacion del genoma estan involucradas las
proteinas E1 y E2, que mantienen la expresion de este regulada y en su forma episomal (ADN
viral circular no agregado al genoma del hospedero) (50 a 100 episomas por célula). B) La
segunda fase es de mantenimiento, donde el nimero de episomas virales es constante para
lograr una infeccion persistente. En esta fase, los episomas pueden permanecer durante varios
afios en las células epiteliales basales, generando lesiones premalignas y displasias que se
pueden revertir o progresar a un cancer invasivo. C) la ultima fase es la replicacion
productiva, la cual se presenta en las células diferenciadas en la superficie del epitelio. Estas

células mantienen la sintesis de ADN porque su maquinaria de replicacion continta activa
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gracias a las proteinas virales E6 y E7, incluso cuando no son mitdticamente activas bajo
condiciones normales. El ensamblaje, la maduracién y la liberacion del virus esté relacionado
con la expresion de las proteinas L1 y L2, que se da en las capas mas externas de forma no

litica (Pippa et al, 2021).

VPH-HR

Liberaciéon del Sobreexpresion
virus . ’\ E6, E7

Epitelio
cornificado
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del virus
L1,L2
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Figura 1. Proceso replicativo del VPH. Se observa la infeccion viral asociada con la
diferenciacion celular en el epitelio escamoso estratificado, mediante la entrada a través de

lesiones tisulares.

Variacion de VPH

Los diferentes papilomavirus se describen como “tipos”. El ORF L1 es la region mas
conservada dentro del genoma viral, por lo que es empleada para determinar nuevos tipos de
papilomavirus. Se reconoce un nuevo tipo cada que se hace una clonacién del genoma
completo y esa secuencia varia en mas del 10% del tipo conocido méas cercano (IARC, 2007).
Con ello, los VPH se clasificaron en 5 géneros: Alphapapilomavirus (a) (los que
generalmente infectan la mucosa epitelial), Betapapillomavirus () , Gammapapillomavirus
(y) , Mupapillomavirus () y Nupapillomavirus (v). De igual manera, de acuerdo con su
potencial oncogénico, los Alphapapilomavirus se pueden clasificar en HR (“High-Risk”), o
bajo riesgo (LR, “Low-Risk™) (Mufioz-Bello ef al/, 2022). Los LR incluyen los tipos 6, 11,
40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72 y 81, que pueden causar lesiones genitales
(condilomas/verrugas) pero no de tipo cancerosas, mientras que los tipos 16, 18, 31, 33, 35,

39, 45, 51, 52, 58, 59, 68, 73 y 82 estan clasificados como HR por ser cancerigenos y
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principalmente asociados al CaCu (Juneja et al, 2021). Estos tipos oncogénicos de
Alphapapilomavirus se agrupan en especies como alpha-5 (AS), alpha-6 (A6), alpha-7 (A7)
y alpha-9 (A9) (Burk ef al, 2013).

El VPH-16, perteneciente al grupo de especies A9, causa mas de la mitad de los casos
de CaCu en el mundo. Tiene variantes intratipicas asociadas con la progresion de lesiones
premalignas, siendo el mas patégeno y el de mayor importancia médica (Burk ef a/, 2013;
Antafo-Arias et al, 2021). Trabajos como el de Ho et al, (1993), fueron de los primeros en
clasificar al tipo 16 en 4 linajes principales de acuerdo al origen geografico de las poblaciones
con mayor prevalencia: europea (Eu), asiatica (As), asidtico-americana (AA) y dos linajes
africanos (Afl y Af2). Posteriormente, Yamada et al, (1997) identificaron el linaje
norteamericano (NA). Actualmente, con el uso de genomas completos, se identifican 4
linajes: A (europeo-asidtico, EuAs), B (africano 1, Afl), C (africano 2, Af2) y D
(norteamericano/asidtico-americano, NA/AA) y 9 sublinajes: Al, A2, A3 (Eu), A4 (As), Bl
(Afla), B2 (Aflb), D1 (NA), D2 (AA1) y D3 (AA2) (Burk ef al, 2013; Cornet et al, 2012).
Los linajes son nombrados mediante cddigos alfanuméricos, y el clado “A” contiene el
genoma de referencia de cada tipo; se establece uno nuevo cuando las diferencias en el
genoma son de 1% o mas, mientras que para los sublinajes el rango de diferencias va de 0.5%
a 1% (Burk et al, 2013).

En cuanto al VPH-18, perteneciente al grupo de especies A7, es el segundo tipo mas
comun asociado al CaCu. Tiene presencia en 16% de los canceres de cuello uterino a nivel
mundial, aunque es menos prevalente que HPV-16 (Burk ef al, 2013). Anteriormente, sus
variantes se clasificaron de acuerdo a cambios de nucledtidos en el gen L1: europea (Eu),
asiatica-amerindia (AA) y africana (Af) (Ong et al, 1993). Después, con trabajos donde
utilizaron el LCR completo y el gen E6 para analisis filogenéticos, las variantes se agruparon
en tres linajes: A, B y C, con sublinajes adicionales: A1 a A5 y B1 a B3. En la nomenclatura
historica Al y A2 corresponden a AA; A3 a AS corresponden a E; B/C corresponden a Af
(Chen et al, 2015).
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Variacion de E6

Dentro de las ocho proteinas que codifican el VPH, E6 y E7 son denominadas oncoproteinas
debido a su expresion en todos los tipos, ademds de que sus mutaciones se asocian con una
mayor progresion al cancer. (Juneja ef al, 2021 y Antafio-Arias et al, 2021).

Debido a las interacciones de E6 con diversas proteinas celulares del hospedero, estas
se pueden dividir en cuatro clases: coactivadores transcripcionales, se unen a p300, myc y el
factor regulador del interferon 3; proteinas implicadas en la polaridad, motilidad y muerte
celular como MAGI-1 y MUPP1, supresores tumorales e inductores de apoptosis como p53
y BAK; y finalmente factores de replicacion y reparacion del ADN como mem7 y MGMT
(IARC, 2007).

A nivel mundial, las variantes representativas por continente ya se han identificado.
Clifford et al, (2019) analizaron frotis cervicales positivos a VPH-16 de mujeres de 57 paises,
incluyendo Europa, América, Asia (parte Sur) y Oceania. El sublinaje Al es el mas
extendido, mientras que las pruebas correspondientes a Africa fueron las Gnicas donde se
identificaron los sublinajes B y C. De igual manera, reportan que los sublinajes A3, A4y D
representan un mayor riesgo de desarrollar CaCu en comparacion con Al. Se probo que las
variantes no europeas son clave en las lesiones premalignas de alto grado (Mufioz-Bello et
al, 2022).

Para México, se rescatan variantes de E6 del VPH-16. Especificamente en la Ciudad
de México, algunos estudios reportan las siguientes: E-G131 (A1); E-G350, E-C188, E-A176
(A2); NA1 (D1), AA-ay AA-c (D2) (Berumen et al, 2001; Pérez-Quintanilla, 2020; Escobar-
Escamilla, 2019). En estados del sur del pais, como Yucatan, se reportan las variantes E-
G131 (A1), E-G350 (A2), Af2 (C) y AA (D2) (Gonzélez-Losa et al, 2004). Otro estudio
realizado en Guerrero report6 27 variantes, siendo predominantes E-G350 E-C188/G350, E-
176/G350 (A2); AA-ay AA-c (D2) (Ortiz-Ortiz et al, 2015).

Docking molecular E6

Recientemente, los trabajos se centran en el uso del acoplamiento molecular para proponer
inhibidores potenciales de la proteina E6 del VPH, tales como moléculas pequeiias con alta
afinidad con miras al desarrollo de fairmacos. El acoplamiento molecular, es un método

bioinformatico que busca aleatoriamente la mejor posicion de interaccion entre un ligando y
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una macromolécula (blanco) a partir de sus representaciones tridimensionales. Se encuentran
blancos terapéuticos (acidos nucleicos o proteinas) en unién con posibles ligandos (farmacos,
compuestos aislados, hormonas) que promuevan una actividad biologica, ya sea de
activacion o inhibicion (Ballon-Paucara & Grados-Torrez, 2019).

Otro campo para la evaluaciéon de moléculas interactuantes es el desarrollo de
vacunas. La aplicacion de vacunas contra el VPH actualmente se basa en dos tipos: las
profilacticas y las terapéuticas; las primeras inducen una respuesta inmune humoral
preventiva, mediada por anticuerpos especificos contra las proteinas de capside L1y L2 que
destruyen el virus antes de que pueda penetrar en las células de la membrana basal. El
segundo tipo de vacuna se basa en la induccion de componentes celulares del sistema inmune
que atacan a las células infectadas por el virus, utilizando las proteinas E6 y E7 por estar
constantemente expresadas en las células cancerigenas (Sanclemente, 2003). Sin embargo,
en el caso de las vacunas profilacticas, estas no presentan utilidad alguna en pacientes ya
infectados, y en el caso de las vacunas terapéuticas, muchas todavia se encuentran en fase
experimental o son de dificil acceso para la mayoria de la poblacion por su alto costo (Kolluru
et al, 2019). Cabe mencionar que el aislamiento de las proteinas de céapside requiere
garantizar el plegamiento adecuado para la generacion de epitopes, por lo que el docking
facilita la eleccion y ahorra tiempo en pruebas.

El costo y acceso universal a estas vacunas representa un reto en la busqueda de
nuevas terapias efectivas para la infeccion cronica por VPH, y es por ello que para encontrar
alternativas farmacéuticas o inhibidores que actien en las principales oncoproteinas del virus,
se evaluan diferentes sustancias mediante trabajos de docking.

Actualmente, los farmacos citotdxicos, asi como los tratamientos quirurgicos, se
centran en tratar verrugas genitales y lesiones precancerosas cervicales que limiten
rapidamente el dafio. Sin embargo, un medicamento antiviral que trate la infeccion de forma
eficaz no ha sido descrito, lo que es fundamental para que los pacientes no desarrollen un
cancer invasivo (He et al, 2023).

Uno de los blancos principales de E6, es el gen supresor de tumores p53. En las
primeras etapas infectivas de los VPH de alto riesgo, E7 interactia con la proteina del
retinoblastoma (PRB) para aumentar la proliferacion celular, y en respuesta, p53 se

sobreexpresa para detener el ciclo celular e inducir la apoptosis. Sin embargo, E6 se une a
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ella con ayuda de la proteina celular EOAP (ubiquitina-proteina ligasa E3A), responsable de
mediar la ubiquitinacién y degradacion de p53 en el proteosoma (Jave-Suarez et al, 2015).
La union ademas, es facilitada por la ubiquitina ligasa E3, a la cual se une E6 en un dominio
con secuencia Lxx¢Lsh (L es lisina, x es cualquier aminoacido, ¢ un residuo hidréfobo, s un
aminodcido con cadena lateral pequefia y h es un aminoacido con multiples interacciones de
enlaces de hidrogeno en su cadena lateral). En la interaccion E6/E6-AP, el dominio LXXLL,
propio del dimero, media la union con las oncoproteinas. Este dominio contiene leucina de
cinco residuos, tres de ellas de forma conservada. Cuando E6 se une con E6-AP, el complejo
es capaz de juntarse con otras proteinas (ademas de p53), como Bak, MCM7, E6TP1 y -myc
(la mayoria ya mencionadas anteriormente) y degradarlas (Tungteakkhun & Duerksen-
Hughes, 2008).

Otro de los objetivos de los trabajos de docking molecular, es la identificacion de
posibles sitios de unién de oncoproteinas virales y el potencial terapéutico al inhibir dichas
uniones. Por ejemplo, Kolluru et al, (2019), identificaron un dominio de unién en E6 del
VPH-16 que inhibe la apoptosis en células infectadas al interactuar con la molécula
adaptadora FADD (dominio de muerte asociado a Fas) y procaspasa 8 mediante la via
apoptotica extrinseca; por lo tanto la inhibiciéon de E6-FADD/procaspasa 8 representa un
posible tratamiento profilactico. En el estudio se propone un dominio de unién de flavonol
en E6 a partir de seis inhibidores previamente reportados en el estudio de Yuan ef al, (2012).
En un principio, identificaron 28 sitios de union, pero redujeron el nimero de acuerdo a los
valores de afinidad de los acoplamientos. Observaron que algunos de ellos se superponen
entre si y presentan aminoacidos en comun; de estos, se concluyd que Leu50 y Cys51 son
clave en E6 por interactuar con la mayoria de ligandos, aunque Argl02 y Argl31 también
fueron interacciones frecuentes. En conclusion los aminoacidos Cys51, Leu50, Argl02,
Argl31, Leu67, Val62 y GInl07 de E6 son los principales blancos de evaluacion.
Curiosamente, estos se superponen con los aminoacidos del dominio LXXLL; los inhibidores
de este péptido inducen la apoptosis.

Wang et al, (2024), desarrollaron una estructura de una sola particula del complejo
ternario E6AP con E6 (VPH-16) y p53 del VPH-16; identificaron una gran interfaz de
interaccion proteina-proteina entre VPH-16 E6 y E6AP (que conduce a una proliferacion

celular descontrolada y tumorigénesis), para posteriormente incorporar el dominio central de
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p53. El estudio se bas6 en que no se contaba con un amplio conocimiento de las interacciones
E6AP y E6 fuera del péptido LXXLL, el cual estabiliza las secciones N y C- terminales de
la proteina viral mediante la union a un surco hidrofobico en interacciones con la triada de
leucina de E6AP en L(409)XXLL(413). Por ello, describieron interacciones alternativas
entre E6 y E6GAP mas alla de las conocidas para el dominio LXXLL.

Aunque E6 y E6AP forman una interfaz contigua, Wang et al, (2024) la dividieron
en tres segmentos: 4) Sitio uno (entre los residuos E403-D426 de E6AP que incluye el
dominio LXXLL), B) Sitio 2 (entre los residuos S503—Q515 de E6AP) y C) Sitio 3 (entre los
residuos F467-N473 de E6AP). Al incorporar en el modelo p53, indicaron que las principales
interacciones son enlaces de hidrogeno e interacciones idonicas con EGAP en R417 y R418 'y
con p53 en D148 y R110. Dirigir la atencion a los sitios descritos, ademés de tomar en cuenta
que hay residuos especificos de EOAP que median la ubiquitinacion de p53 al mismo tiempo

que se une con E6, es una propuesta para futuras terapias contra el VPH.

Farmacos y compuestos propuestos contra el VPH

Varios farmacos, asi como compuestos naturales, han sido probados para inhibir las
infecciones por el VPH, que apuntan principalmente a la proteina E6. Analisis in vivo e in
vitro apoyan los tratamientos con compuestos naturales como la dihidrotanshinona 1,
compuestos polifenodlicos (CPF), el pterostilbeno, resveratrol, witaferina A, quercetina y
tanshinona IIA; todos ellos con un potencial inhibitorio alto de E6 y con accion en diferentes
vias celulares (Sahu ef al, 2022). De igual manera, varios flavonoides como la luteolina han
sido propuestos para inhibir la accidon de p53 (Cherry ef al, 2013). Pal & Kundu, (2019),
recopilan varios compuestos naturales que se han probado son inhibidores directos de E6 y
E7, como la curcumina, la berberina, la jaceosidina, la wogonina y el 4cido
nordihidroguaiarético. Finalmente, mediante el uso de docking molecular, Jeque et al, (2012)
destacan la nicandrenona como potencial contra el CaCu debido a su interaccion molecular
con las proteinas supresoras de tumores y las oncoproteinas E6 y E7.

Sahu et al, (2022) hacen un recuento de algunos compuestos con potencial
terapéuticos como el trioxido de arsénico (Trisenox), que provoca una desregulacion de E6,
pero a su vez una regulacion de p53 y desencadena la detencion del ciclo celular en las etapas

S, G2 y M. Mencionan también que la proteina E6 regula la traduccion del Factor de
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Iniciacion Eucariota 4E (eIF4E), que causa su sobreexpresion y una transformacion
tumorigénica en las células. Al respecto, farmacos como Indinavir, Ribavirin y Cidofovir
inhiben eIF4E, e incluso andlisis in vitro muestran que promueven la apoptosis y una
disminucién en las secreciones de las Metaloproteinasas de Matriz (MMP). En esta misma
literatura se mencionan otros antivirales como el Ritonavir, Saquinavir y Nelfinavir, los
cuales regulan negativamente las proteinas E6 y E7 y aumentan la expresion de p53 y la
apoptosis.

En el articulo de Tan et al, (2012), se menciona el bortezomib (o Velcade), como un
medicamento con accioén en el bloqueo del proteosoma. E6, al unirse con p53 para su
degradacion, lo hace mediante la via ubiquitina-proteasoma, por lo que este tipo de
inhibidores son candidatos para incrementar la expresion de p53, y por lo tanto promover la
apoptosis en células de carcinoma cervical. También se menciona que el lopinavir y el
compuesto succinil-alanina-alanina-prolina-fenilalanina clorometil cetona (AAPF(CMK))
son inhibidores del proteasoma e inhibidores del crecimiento de queratinocitos. Ademas, en
células SiHa infectadas por VPH-16, AAPF(CMK) inhibi6 su crecimiento (Duncan et al,
2009).

Tan et al, (2012) igual indican que el Valproato y la Tricostatina A son inhibidores
de la Histona Deacetilasa (HDAC). Se buscan farmacos con accion sobre esta enzima porque
las regiones promotoras de genes, ademas de ser reguladas por fosforilaciones y metilaciones,
son reguladas por acetilaciones de las histonas presentes en los nucleosomas de la cromatina.

Gorshkov et al, (2019) enfatiza en la importancia de identificar compuestos dirigidos
a los canceres de tipo ginecologico debido a la baja supervivencia por la falta de tratamientos,
aunque el CaCu usualmente se identifica en etapas tempranas y por ello se obtienen
resultados mas favorables que en otros. La terapia utilizada incluye agentes
quimioterapéuticos como gemcitabina, cisplatino y doxorrubicina, asi como algunas con
topotecan (inhibidor de la topoisomerasa) y bevacizumab (anticuerpo monoclonal). El
problema de farmacos como el cisplatino, es que los pacientes suelen desarrollar resistencia
al platino. En el estudio, se identifico el mocetinostat y entinostat como inhibidores de HDAC
tanto para CaCu, cancer de ovario y cancer de placenta, y otros compuestos especificos del
CaCu y cancer ovario como el TG-89 y el Fredatinib; este ultimo es un inhibidor que ha

completado ensayos clinicos en tumores solidos.
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Las células con un crecimiento rapido, son mas susceptibles a interrupciones del
crecimiento. Distintos fArmacos interrumpen la progresion en algunas etapas del ciclo, por
ejemplo: S5-fluorouracilo (interrupcion en la fase S), docetaxel (interrupcion de la fase M) y
seliciclib (interrupcion de la fase G1) (Gorshkov et al, 2019; Focaccetti et al, 2015;
Hennequin et al, 1995; Khalil et al, 2015). Sin embargo, aunque estos fAirmacos pueden ser
prometedores para el tratamiento general de la expresion de oncogenes, no son blancos para
la evaluacion del acoplamiento molecular por la complejidad en sus interacciones. Probar
reguladores de expresion (metil transferasas, HDAC, inhibidores de topoisomerasa o
moduladores de la progresion del ciclo celular), implica la evaluacion simultanea de cientos
de blancos, por lo que son excluidos de este analisis sin demeritar su potencial terapéutico.
Para este trabajo, se utilizaran bloqueadores especificos de la uniéon E6 con blancos celulares.

Dentro de este marco, algunos trabajos recientes utilizan metodologias in silico con
el fin de identificar compuestos dirigidos a la inhibicion entre las interacciones especificas
de E6 con otras proteinas celulares, como lo son E6AP y p53. Se realizan busquedas de
compuestos estructuralmente relacionados a farmacos con actividad en células positivas a
VPH (Ricci-Lopez et al, 2019; Soumia et al, 2022), o bien, se recopilan aquellos que van
dirigidos a sitios conservados en las proteinas (He et al, 2023). Mediante programas
computacionales de docking molecular, se proponen compuestos que evitan potencialmente
las interacciones y la proliferacion celular. Aunado a esto, la urgencia por desarrollar
tratamientos ante enfermedades emergentes derivd en nuevas estrategias como la
reutilizacion de farmacos ya aprobados para acelerar este proceso. Los modelados de
proteinas diana y la identificacién de un espacio en 3D tienen un papel importante en las
primeras etapas del desarrollo de medicamentos (Chen et al, 2024).

Chen et al, (2024) identificaron antivirales, farmacos reutilizados y moléculas de
colorante como propuesta contra E6, que al mismo tiempo son activos contra otras proteinas
como 3ay E del SARS-CoV y SARS-CoV-2. En el acoplamiento general de este estudio, los
principales candidatos para E6 fueron la Suramina y el Isometamidio en la categoria de
ligandos colorantes; Lopinavir y Pradimicina A en la categoria de farmacos reutilizados; y
Benzamilo como el mejor antiviral.

Ademas del docking molecular, otros métodos computacionales son ttiles para

identificar candidatos contra el VPH. Ahmed et al, (2023) mediante una construccion de
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redes fArmaco-diana, reportaron 142 posibles farmacos que atacan diferentes vias del CaCu,
ademas de proponer 13 combinaciones con actividad anticancerigena. Mencionaron que 51
compuestos de los 147 ya son utilizados como terapia contra este tipo de cancer y 33 tienen

actividad antiviral y son propuestas de tratamiento.

JUSTIFICACION

El VPH, especificamente los tipos 16 y 18, se han relacionado con la mayoria de los casos
de cancer Cérvicouterino en el mundo. La mayor patogénesis se produce por la accion de las
proteinas E6 y E7 durante la fase temprana, ya que pueden inhibir la presentacion de
antigenos en el complejo mayor de histocompatibilidad I, eliminar la capacidad pro-
apoptdtica del sistema inmunologico mediante interacciéon con P53 y otros promotores,
ademads de inducir la division celular de los epitelios infectados para incrementar la carga
viral con consecuencias neoplasicas. E6 es uno de los principales objetivos farmacologicos
en el desarrollo de vacunas contra el VPH, asi como de tratamientos que buscan la inhibicion
en su interaccion con otras proteinas de las células huésped. Sin embargo, no se ha
considerado ampliamente la variacion en las secuencias de estos genes ni los cambios
estructurales en la proteina que pudieran modificar su capacidad infecciosa. Analizar las
diferentes variantes y su acoplamiento con distintos farmacos, propone mejorar
sustancialmente la eficiencia de los tratamientos al considerar las interacciones y la afinidad
puntual para cada una.

Por ello, este trabajo aportard informacion relevante para el desarrollo de tratamientos
que puedan inhibir la neoplasia desde los primeros indicios de lesiones Cérvicouterinas al ser
mas especificas para cada variante, asi como enfocarse en aquellas que circulan y tienen
mayor relacion con una progresion al cancer entre la poblacion. Por lo tanto, las principales
beneficiarias, en el largo plazo, son pacientes femeninas diagnosticadas con lesiones
cervicales de alto y bajo grado, y en el corto plazo doctores que requieran un tratamiento
diferencial y fabricantes de farmacos, ya que se hacen modificaciones en el disefio de

antivirales y medicamentos como propuesta farmacoldgica asociada al tratamiento por VPH.
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HIPOTESIS

La medicina personalizada propone métodos diferenciales de tratamiento dependiendo de la
variacion en el paciente, el ambiente o el agente etioldgico. Sin embargo, poco se conoce del
efecto de las variaciones del gen E6 de los VPH de alto riesgo en su interaccion con los
blancos moleculares durante los procesos de infeccion viral. Es por ello, que si estas proteinas
en complejo con distintos fArmacos de accion antiviral muestran una relacion diferencial,
entonces el comportamiento particular de estas moléculas dada su variacién permitiria
proponer un tratamiento especifico para el agente etioldgico, y permitira proponer mejoras
en la conformacion quimica del fA&rmaco al contemplar las interacciones bioldgicas con sus

dianas celulares.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la variacion natural de la proteina E6 del VPH 16-18 en sus variantes mexicanas
sobre el acoplamiento molecular de farmacos y el ligando celular mas estudiado susceptible
de inhibicion E6AP, mediante modelado in silico para establecer posibles tratamientos

personalizados.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Obtener todas las variantes estructurales reportadas para la proteina E6 de los tipos de
VPH mayormente asociados a oncogénesis (16 y 18) en México, mediante una biisqueda
exhaustiva en bases de datos que permita establecer la totalidad de variantes en
circulacion de estas moléculas.

2. Obtener la estructura tridimensional de farmacos propuestos contra VPH mediante
investigacion bibliografica, asi como una recopilacion en distintas bases de datos que
permita establecer las interacciones moleculares entre estas sustancias y la proteina viral
y proponer un tratamiento especifico para cada una.

3. Evaluar la interacciéon entre E6AP y las variantes de E6 mediante modelado de
acoplamiento molecular, para realizar modificaciones de los farmacos antivirales que

potencien la inhibicion entre E6 y la molécula diana.
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MATERIALES Y METODOS

Busqueda de farmacos con actividad antiviral y anticancerigena

Se llevd a cabo una busqueda bibliografica exhaustiva con el fin de hacer una seleccion de
farmacos con actividad antiviral y/o anticancerigena conocida. La recopilacion se centrd en
farmacos previamente utilizados en el tratamiento de pacientes con CaCu, asi como en
medicamentos potencialmente candidatos para el tratamiento contra el VPH o que presentan
reaccion cruzada por utilizarse como tratamiento con otros virus. La estructura tridimensional
de dichos farmacos y algunas moléculas con actividad asociada, se obtuvieron en la base de

datos PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/). Todos los compuestos evaluados estan

aprobados por la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA, por sus siglas en
inglés). Sin embargo, aun asi se realizdé un andlisis con base en la “Regla de cinco” de
Lipinski y una prediccion de toxicidad para cada uno. Ambos andlisis se llevaron a cabo en

el servidor ProTox-II (https://tox.charite.de/protox3/).

La regla de Lipinski establece 5 parametros para que una molécula tenga una
biodisponibilidad oral beneficiosa: < 5 donantes de enlaces de hidrogeno, < 10 aceptores de
enlaces de hidrogeno, peso molecular < 500 Daltons y lipofilicidad (Log P) < 5. Estas pautas
ayudan a cumplir con los parametros ADME (Absorcion, Distribucién, Metabolismo y
Excrecion), ya que se centran en mejorar la solubilidad y permeabilidad de la membrana
(Hajji et al, 2022). Por otro lado, la prediccion de toxicidad evalta los rubros de

hepatotoxicidad, carcinogenicidad, inmunotoxicidad, mutagenicidad y citotoxicidad.

Busqueda estructural de moléculas blanco del VPH

Mediante una busqueda exhaustiva en la literatura, se identificaron una serie de blancos
celulares conocidos a los que E6 de los VPH-16 y 18 se unen para modular la apoptosis y el
ciclo celular, entre ellas proteinas con un dominio PDZ (MAG-1, MUPP1), USP15, BAK,
E6AP, P53, FADD y AIF, algunas de ellas ya reportadas previamente (Kolluru et al, 2019;
Lee et al, 2000; Vos et al, 2009; Thomas & de Lawrence, 1998; Shimada et al, 2020; Wang
et al, 2024). Sin embargo, para este estudio se trabajo tinicamente con el blanco proteico
E6AP, debido a que se ha estudiado ampliamente como la interaccion de E6 con E6AP es

clave para destruir p5S3 y promover la proliferacion celular (Sahu & Khare, 2022).
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La estructura de la proteina se obtuvo mediante la base de datos RCSB PDB

(https://www.rcsb.org/). Sin embargo, debido a que se encuentran en complejo con la

oncoproteina E6 (ID 4GIZ), se limpio la estructura en el programa UCSF Chimera

(https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/) para inicamente obtener la cadena de interés.

Busqueda de variantes virales

Mediante una recopilacion en la literatura, se consideraron variantes genémicas de los tipos
de VPH-HR (16 y 18) con mayor incidencia en México, asociadas con el desarrollo de
lesiones premalignas o con una fuerte tendencia al cancer. La informacion obtenida se
contrasto con las variantes reportadas en el portal de “La Episteme del Virus del Papiloma”
(PaVE)(https://pave.niaid.nih.gov/index),  especificamente de las especies de
Alphapapilomavirus 7y 9, donde se encuentran algunos IDs de las secuencias reportadas por
Burk, Harari & Chen (2013). Seis y dos secuencias (VPH 16 y 18 respectivamente) se
tomaron directamente de la pagina de GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/),
las cuales se alinearon y compararon entre si en el programa UCSF Chimera
(https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/), con el fin de identificar las regiones o residuos que
cambian con respecto a las proteinas de referencia. Las variantes se seleccionaron y se
abordaron en consonancia con la nomenclatura previa de linajes, aunque se conoce y se hace
referencia a lo largo del trabajo a la clasificacion actual con andlisis filogenéticos del genoma

completo y la proteina E6 que agrupa y nombra de forma diferente los linajes principales.

Tabla 1. Variantes seleccionadas del VPH-16/18 con incidencia en México.

VARIANTES VPH-16

Variante Cédigo de Citas
acceso
E-G350 AGS42265.1 Ortiz-Ortiz et al, 2015.
Muiioz-Bello et al, 2022.
AA-a AAO 85408.1 | Berumen et al, 2001.
Lizano et al, 2006.
E.GI31 AAQ 10712.1 Zacapala-Gomez et al, 2016.
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AA-c AF404706.1 Rodriguez-Ruiz et al, 2019.

E-C188/G350 ACKS57853.1

E-A176/G350 AAV91676.1

VARIANTES VPH-18

Variante Codigo de Citas
acceso
Af ABP99776.1 Lizano et al, 2006.

Fragoso-Ontiveros et al, 2012.
E ABP99760.1

La conformacion tridimensional de la proteina E6 del VPH-16 de referencia fue

obtenida en la base de datos RCSB Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/) con el coédigo

de acceso 4GIZ. Esta estructura se encuentra en complejo con la ubiquitina ligasa E6AP, por
lo que fue necesario eliminar las cadenas no pertenecientes a E6, asi como remover los
residuos y  atomos  mediante el software ~ UCSF ChimeraX 1.8

(https://www.rbvi.ucsf.edu/chimerax/). El procedimiento fue el mismo para la proteina E6

de referencia del VPH-18, con codigo de acceso 6SJV.

Prediccion estructural de la proteina E6 para cada variante

Una vez descargadas las secuencias de las variantes elegidas, en total se disefiaron ocho
predicciones estructurales para E6 de los VPH 16 y 18. El modelado tridimensional de las
proteinas se llevo a cabo en la plataforma SwissModel (https://swissmodel.expasy.org/) y la
verificacion de ellas se baso en dos evaluaciones: grafico de Ramachandran y valor de factor
de calidad general (ERRAT), ambos mediante el uso del servidor de validacion de estructuras
SAVESvV6.1 (https://saves.mbi.ucla.edu/). Para definir si existian cambios estructuralmente
visibles entre los modelos de las variantes se utiliz6 el programa UCSF ChimeraX 1.8

(https://www.rbvi.ucsf.edu/chimerax/), en donde se elabor6 un traslape de todas las

estructuras propuestas y la proteina E6 de referencia segun el tipo viral al que correspondia

cada variante.
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Docking molecular

Para realizar una propuesta de tratamiento robusta y especifica para una infeccién por VPH-
HR, se hicieron dos fases de acoplamiento molecular: 1) Interaccion farmaco-proteina y 2)

Interaccidn proteina-proteina.
Fase 1. Interaccion farmaco-proteina

La primera fase de acoplamiento se llevd a cabo entre las estructuras predichas para la
proteina E6 y las estructuras en 3D de los farmacos mediante el uso del programa AutoDock
Vina (https://vina.scripps.edu/) para seleccionar candidatos inhibidores de la interaccion
entre el hospedero y la proteina viral de acuerdo a los valores de afinidad, nimero y tipo de
interacciones que se presentan en el sitio de unidon. Se ubico el sitio activo ligando-proteina
a partir de la hendidura de union entre E6 y E6GAP reportado en la bibliografia (Huibregtse et
al, 1993), lo que también permitié observar si las modificaciones en los residuos de las
proteinas alteraban la region interactuante o se conservaba a pesar de las variaciones. El
andlisis detallado de las interacciones intermoleculares se realizd unicamente con los
farmacos de mayor afinidad en el programa BIOVIA Discovery Studio Visualizer

(https://www.3ds.com/products/biovia/discovery-studio/visualization). Se considerd una

distancia de 5A para discriminar las interacciones atémicas validas y relevantes a nivel
biologico (punto de corte Optimo), ya que es el umbral mas robusto para establecer contactos
reales independientemente del campo de fuerza y tamafio de las proteinas (Salamanca-Viloria
et al, 2017). Sin embargo, las interacciones Pi ocurren a través de nubes electronicas
deslocalizadas y tienden a un radio de accidon mayor, por lo que se dio flexibilidad a
interacciones <6A, como lo establecen estandares de software de interaccion

(https://github.com/pharmai/plip/blob/master/DOCUMENTATION.md). En el caso de los

puentes de hidrégeno se considerd una distancia por debajo de 3.8A para especificidad

(Khazanob & Carlson, 2013)
Fase 2. Interaccion proteina-proteina

La segunda fase de acoplamientos se llevd a cabo entre la proteina viral E6 (todas las
estructuras modeladas y la de referencia) y el blanco molecular E6AP (estructura 3D
previamente preparada) utilizando el servidor AlphaFold Server

(https://alphafoldserver.com/welcome). Los resultados de la interaccion y posicion en 3D se
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analizaron con el programa UCSF ChimeraX 1.8 (https://www.rbvi.ucsf.edu/chimerax/) y

BIOVIA Discovery Studio Visualizer (https://www.3ds.com/products/biovia/discovery-

studio/visualization).

Modificacion estructural de farmacos

Una vez elaboradas las propuestas de los tratamientos para una infeccioén especifica por
alguna variante de los VPH de alto riesgo (16 o 18) y haber analizado toda la interfaz de
interacciones en cada acoplamiento, se realizd una propuesta de modificacion para la
estructura quimica de los farmacos seleccionados con mayor afinidad de union, para ambas
cepas, con el objetivo de proponer nuevos compuestos con mayor actividad contra E6. Esta
modificaciéon se llevdo a cabo mediante el software Marvinsketch (Marvin 17.21.0,
Chemaxon) (https://www.chemaxon.com). Debido a que los puentes de hidrégeno son
enlaces que confieren rigidez a la estructura de las proteinas y especificidad en las
interacciones intermoleculares (Hubbard & Kamran-Haider, 2010), las modificaciones de los
grupos funcionales en los medicamentos se dirigieron al aumento en la formacién de dichos
enlaces, lo que a su vez mejoraria la afinidad de union. De los diferentes métodos que existen
para la optimizacion de estructuras modificadas, se utilizaron los semiempiricos mediante el
software TmoleX2023, TURBOMOLE 7.8, TURBOMOLE GmbH,
(http://www.turbomole.com).

Para evaluar la actividad biolégica ADME de los farmacos modificados se considerd
laregla de Lipinski y los pardmetros de hepatotoxicidad, carcinogenicidad, inmunotoxicidad,
mutagenicidad y citotoxicidad, mediante el software ProTox-II

(https://tox.charite.de/protox3/), tal como se probd previamente con los farmacos en uso.

Docking molecular de las variantes + farmacos modificados

Se realiz6 un acoplamiento adicional entre los farmacos modificados y todas las variantes E6
del VPH-16 y VPH-18 con el software AutoDock Vina (https://vina.scripps.edu/), con el fin
de proponer un tratamiento mas efectivo y respaldado por valores de afinidad superiores entre
ambas estructuras. El andlisis detallado de las interacciones se realizd Unicamente con
aquellos que obtuvieron mejores resultados, en el programa BIOVIA Discovery Studio

Visualizer (https://www.3ds.com/products/biovia/discovery-studio/visualization).
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Interaccion proteina-farmaco modificado-proteina

Para analizar de forma integral la accion de los fArmacos seleccionados (fueran modificados
o de uso actual) como inhibidores de la union entre E6 y E6AP, se superpusieron las
estructuras de los docking anteriormente realizados. Es decir, se utilizaron los resultados de
los complejos “proteina viral-farmaco™ y “proteina viral-proteina blanco” mediante el uso de
la  herramienta  “MatchMaker” en el programa UCSF  ChimeraX 1.8

(https://www.rbvi.ucsf.edu/chimerax/), ya que se alinean las secuencias por pares y se

generan coincidencias para superponer las estructuras (UCSF Computer Graphics Laboratory
, 2015).

RESULTADOS

Listado de farmacos con potencial, estructura y toxicidad

Una busqueda inicial de farmacos con potencial antiviral y/o anticancerigeno arroj6 mas de
100 resultados, de los cuales Uinicamente se seleccionaron 20 por su potencial inhibitorio

contra la proteina E6 del VPH previamente reportado.

Tabla 2. Listado de los farmacos elegidos que tienen potencial anticancerigeno contra los

VPH-16/18 y su cddigo de acceso a PubChem.

. 1 ., :
Farmaco ID G0 Funcién Cita
compuesto

Antiviral en el tratamiento

Cidofovir 60613 a contra citomegalovirus en Snoeck et al,

pacientes con SIDA. 1999
Nelfinavir | 64143 b Tratamiento contra el VIRY g o/ 472022
propiedades anticancerigenas
Levotiroxina | 23666112 c Antiinflamatorio Fahe;é;; tal,
Metadona | 4095 d Antiinflamatorio Fahe;gnzgt al.
o Inhibidor de la proteasa del | Sharma et al,
Indinavir 5362440 e VIH 2016
.. . . Borden &
Ribavirin | 37542 £ Antiviral, antimebolioy | cyjijkovie-
Kraljacic, 2010
Lidocaina 3676 g Anestésico Faheem ef al,
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Lovastatina 53232
Benzamilo 108107
Bit225 12004418
Darapladib | 9939609
Flumatinib | 46848036
Pravastatina 54687

Belinostat 6918638

Vorinostat 311

Benzotriazol 7220

Valganciclovir| 135413535

Citarabina 6253

Fludarabina 657237
Acido
valproico —

2023
Faheem et al,
2023

Chen et al, 2024

Modulador de dislipidemias

Bloquea canales epiteliales de
sodio
Antiviral en el tratamiento
contra el VIH y la Hepatitis C
Inhibidor de fosfolipasa AIl
(LPPA 1I)
Actividad antineoplasica contra

la leucemia

Chen et al, 2024
Chen et al, 2024
Chen et al, 2024

Modulador de dislipidemias | | 20eem ¢f @/,

2023
Actividad antineoplasica Faheem et al.,
inhibidor de la HDAC 2023
Anticancerigeno inhibidor de Faheern ef al
la HDAC e inductor de la ?
: 2023
apoptosis
Ant1V1.ral, ant‘lfunglco, Mohan et al,
antibacteriano y
.. . 2023
antiinflamatorio
Antiviral contra
) . Kumar et al,
citomegalovirus en personas 2020
con SIDA
Anticancerigeno contra la Kumar et al.,
leucemia 2020
Tratamiento d§ geoplasms Chen ef al, 2024
hematologicas

Fahemm et al,

Inhibidor de HDAC y otros 2023

Los resultados de la evaluacion farmacocinética de todos los compuestos se muestran

en la Tabla 3, donde se indican los valores que comprueban que todos cumplen con al menos

tres de los criterios establecidos en “La Regla de cinco de Lipinski” para asegurar una buena

absorcion oral (Hajji et al, 2022). En cuanto al perfil de toxicidad, ocho compuestos presentan

hepatotoxicidad “activa”.

Tabla 3. Regla de Lipinski de similitud con farmacos (*) y perfil de hepatotoxicidad.

*Peso
molecular

compuesto rotativos
(<15)

(<500 DA)

*No. de
Clave del enlaces

*No. de
agleq{)atsgzsdge *Lipofilicidad Violaciones T(Zzgff:
hidrégeno (LOGP <5) hepatotoxico)
(<10)
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a 279,19 6 4 7 -0.60 0 Inactivo
b 567.78 12 4 8 5.47 2 Inactivo
c 776.87 5 3 5 2.89 1 Activo
d 309.45 7 0 2 3.42 0 Inactivo
e 613.79 14 4 9 3.52 0 Activo
f 244.20 3 4 7 0.35 0 Inactivo
g 234.34 6 1 2 2.86 0 Activo
h 404.54 7 1 5 42 0 Inactivo
j 319.75 5 4 4 0.87 0 Inactivo
k 293.32 3 2 3 191 0 Activo
1 666.77 15 0 6 7.22 2 Inactivo
m 562.59 9 2 9 5.03 1 Activo
n 424.53 11 4 7 2.44 0 Inactivo
o 318.35 6 3 4 0.61 0 Inactivo
p 264.32 10 3 3 1.84 0 Inactivo
r 119.12 0 1 2 0.59 0 Activo
s 354.36 9 4 8 0.72 1 Inactivo
t 243.22 2 4 6 0.99 0 Activo
u 285.23 2 4 8 0.88 0 Inactivo
v 285.23 2 4 8 0.88 0 Activo

Analisis estructural del blanco molecular

De la estructura cristalina en rayos X de E6AP reportada en heterodimero (ID 4GIZ), se
informa que el principal sitio de interaccion con E6 es a través de regiones 4cidas ricas en
leucina (Charged Leucine Motif), especificamente la secuencia LXXLL, donde L es leucina
y x corresponde a cualquier aminodcido. Esta seccion forma una estructura hélice alfa
anfipatica, donde los residuos de leucina hidrofobicos se agrupan en una cara de la hélice,
mientras que los residuos circundantes (aminoacidos cargados negativamente) se sitian en
la otra cara (Bohl et al, 2000) . El péptido LXXLL es esencial para la interaccion proteina-
proteina, el reclutamiento de p53 y estimular su ubiquitinacién (Zanier et al, 2013). Se
identificd en esta zona los residuos ricos en leucina mencionados, tal como se visualiza en la
Figura 2.
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Y362 LAAAQTNAAAEL TIEEEMGE er

Figura 2. Estructura de la cadena A de la Ubiquitina-proteina ligasa E3A (E6AP): Se amplia
la region del péptido LXXLL que interactua con E6. En la parte inferior derecha de la imagen
se indica la secuencia de aminodcidos que la conforman y se resalta en color rosa el segmento

de interés.

Descripcion y analisis estructural de las variantes de E6

De las variantes reportadas para México de VPH-HR, se seleccionaron 6 correspondientes al
tipo 16 y 2 del tipo 18 (Tabla 1).

Como se observa en las Figuras 4 y 6, las proteinas E6 son de tamafio pequefio
(aproximadamente 150 aminodacidos), forman una estructura tipo mancuerna y sus extremos
N- y C-terminales tienen dominios de union a zinc (dedos de zinc). Estos extremos se
conectan por un péptido de enlace a-helicoidal, que en conjunto forman una hendidura
hidrofobica, donde el péptido LXXLL de E6AP hace contacto (Vande-Pol & Klingelhutz,
2013). Se reporta que en la hendidura de union de E6, la eliminacion de 18 aminoacidos en
la parte central de la proteina es clave para evitar la actividad con E6AP y p53 (Huibregtse
et al, 1993). Por ello, al no observar cambios estructurales visibles en el modelado de las
proteinas, se delimitd dicha hendidura como objetivo farmacoldgico para el acoplamiento
con farmacos. Esto se aplico tanto para las proteinas del VPH-16 como para las de VPH-18

(Figuras 4A y 6A). La prediccion en 3D de las variantes del tipo 16 (Figura 3) mostrd que
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visualmente las estructuras son similares, ademds que el sobrelape de todas ellas con la E6
de referencia lo confirm¢é (Figura 4A). Del mismo modo, para el VPH-18, el sobrelape entre
la proteina de referencia y las dos variantes modeladas (Figura 6A) muestra que la variacion

en las secuencias de aminoacidos tampoco genera cambios considerables en las estructuras.

A) Q. B)

E6 (E-G131)

E) _\

L

\\

\'\7\ <4

E6 (E-A176-G350) L 7 ’ E6 (E-G350)
G) \‘\

E6 (E-C188-G350)

E6 (AA-a)

Figura 3. Modelado en 3D de las seis variantes del VPH-16 con mayor incidencia en México.
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SECUENCIA % ID
E6-Referencia 100%
E-G330 95.74%
E-C188/G350 95.04%
E-A176/G350 95.04%
E-G131 95.04%
AAa 94.33%
Ad-c 93.62%

74
74
74
74
74
74
74

142
141
141
LER
141
141
141

Figura 4. Empalme de las variantes modeladas de E6 del VPH-16 con relacion a la proteina

E6 de referencia. A) Sobrelapamiento de las estructuras en 3D con respecto a la referencia

en color gris: se sefiala que el sitio activo de unién permanece a pesar de los cambios en las

posiciones de los aminoacidos. B) Tabla de porcentajes de identidad entre la secuencia de

referencia y las secuencias de las variantes. C) Alineacion de todas las secuencias en color

azul. Las letras sin color resaltan las mutaciones no sinénimas.

a)

E6 (Referencia)

b)

E6 (A

Figura 5. Modelado en 3D de las dos variantes del VPH-18 con mayor incidencia en México.
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Figura 6. Empalme de las variantes modeladas de E6 del VPH-18 con relacion a la proteina
E6 de referencia. A) Sobrelapamiento de las estructuras en 3D con respecto a la referencia
en color rosa: se sefiala que el sitio activo permanece como bolsillo de unién a pesar de los
cambios en las posiciones de los aminoacidos. B) Tabla de porcentajes de identidad entre la
secuencia de referencia y las secuencias de las variantes. C) Alineacion de todas las
secuencias en color azul. Las letras sin color resaltan las mutaciones no sindnimas.

En la alineacion de las secuencias (Figura 4C) todas las variantes del VPH-16
presentan modificaciones no sindnimas (cambios en los aminoacidos), principalmente en los
extremos amino y carboxilo terminal. De hecho, hay cinco cambios de aminoacidos que se
conservan en todas las variantes: F46, V82, C96, C110, C139. La proteina con menos
variaciones con respecto a E6 de referencia fue E-G350 (>95% de identidad), ya que sus
cambios solo son estas cinco posiciones. Por otro lado, E-G131, E-C188/G350 y E-
A176/G350 obtuvieron el mismo valor de identidad (95.04%) con respecto a la de referencia.
También tienen las cinco posiciones conservadas, pero cada una presenta cambios propios:
E-G131 en C79 y G9, E-C188/G350 en Q28 y E-A176 en N24.

Las variantes AA-a y AA-c con porcentajes de identidad de 94.33 y 93.62%,
respectivamente, ademas de coincidir con las cinco mutaciones generales, ambas conservan

dos cambios mas en HI13 y Y77; AA-c ademas cambia en R26.
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En cuanto a las dos variantes del VPH-18, ambas tienen un porcentaje de identidad
bajo con respecto a la de referencia (~50%) (Figura 6B), tienen cambios numerosos en su
secuencia (mutaciones no sindnimas), pero al igual que en las variantes del VPH-16, el
desorden estructural no modifica el sitio activo. La variante Af tiene segmentos faltantes o
cortes en los extremos de su secuencia, ya que en general es la proteina mas pequefia que se
model6 (Figura 6C).

Las estructuras de las variantes se evaluaron para comprobar la calidad de los
modelos. El primer analisis se realizd6 con ERRAT, que sefiala el valor de calidad general
para las interacciones atomicas no enlazadas. Valores mas altos indican que la calidad es
mayor. Se considera que el rango aceptado de las puntuaciones debe ser >50 para ser un
modelo de alta calidad (Omar et al, 2018). Todas las estructuras de las proteinas E6 del VPH-
16 mostraron valores de 100, lo que demuestra que son modelos aceptables (Figura 7). El
segundo andlisis se realiz6 con el grafico de Ramachandran, el cual predice las propiedades
estereoquimicas estructurales (Figura 8). En la Tabla 4 se muestra que el 94.5% de los
residuos de todas las estructuras del VPH-16 caen dentro de las regiones favorables. Estos
resultados son positivos por la alta cantidad de residuos en zonas favorecidas (>90%) (Omar

et al, 2018) y la ausencia de residuos en regiones no permitidas (Agnihotry et al, 2022).

Program: ERRAT2 B) Program: ERRAT2 Cc) Program: ERRAT2

A}l File: 16E6AA-a.pdb ) F"e?‘sgﬁmc_pab ) File? 16EGE-A176G350,pdb
Chain#:A Chain#:A Chain#:A
Owverall quality factor**: 100.000 Overall quality factor**: 100.000 Overall quality factor®*: 100,000

§

g
§

£

Error value®

Error value*
Error valua®
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D) E.’r"*_?"”": ERRAT2 E)  program: ERRAT2 F} program: ERRAT2
ile: 1BEGE-G350.pdb File: 16E6E-C188G350.pdo File: 16E6AZ.pdb
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Figura 7. Graficos de Errat para los modelos E6 del VPH-16, todas las estructuras con un
valor de calidad general de 100: 4) Evaluacién de la variante AA-a; B) Evaluacion de la
variante AA-c; C) Evaluacion de la variante E-A176-G350; D) Evaluacion de la variante E-
G350; E) Evaluacion de la variante E-C188-G350; D) Evaluacién de la variante E-G131.
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Figura 8. Graficos de Ramachandran de las estructuras predichas para VPH-16: 4A) Variante
AA-a; B) Variante AA-c; C) Variante E-A176-G350; D) Variante E-G350; E) Variante E-
C188-G350; F) Variante E-G131.

Tabla 4. Porcentajes de residuos de aminoacidos en cada region del grafico de

Ramachandran para las variantes del VPH-16.

Modelo de Favorecidas Permitidas Generosamente | No permitidas
variante permitidas
AA-a 94.5 5.5 0.0 0.0
AA-c 94.5 5.5 0.0 0.0
E-A176-G350 95.5 5.5 0.0 0.0
E-G350 94.5 55 0.0 0.0
E-C188-G350 94.5 5.5 0.0 0.0
E-G131 94.5 5.5 0.0 0.0

Las dos variantes E6 del VPH-18 obtuvieron una valoracidon menor en ambos analisis,
pero de igual manera fueron aceptables. Los valores de puntuacion de calidad general en
ERRAT para lambas fue >97, como se muestra en la Figura 9. Para el analisis del grafico de
Ramachandran (Figura 10), el modelo con mas baja validacion corresponde a la variante Af

(Tabla 5).
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Figura 9. Gréficos de Errat para los modelos E6 del VPH-18, todas las estructuras con un

valor de calidad general >97: a) Evaluacion de la variante Af; b) Evaluacion de la variante

E.
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Figura 10. Graficos de Ramachandran de las estructuras predichas para VPH-18: a) Variante

Af; b) Variante E.

Tabla 5. Porcentajes de residuos de aminoacidos en cada region del grafico de

Ramachandran para las variantes del VPH-18.

Modelo de variante Favorecidas Permitidas Generosamente No permitidas
permitidas
Af 92.9 6.3 0.8 0.0
E 93.1 6.2 0.8 0.0

Docking molecular farmacos + variantes de E6

El modelado de las proteinas mostrd que los cambios en las secuencias de los aminoacidos

de las variantes no generan cambios estructurales. Sin embargo, aun asi se realiz6 el primer

acoplamiento con todos los farmacos seleccionados y las proteinas modeladas en una interfaz
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completa, es decir, no solo se consider? el sitio activo si no cualquier punto posible de union,
con el objetivo de conocer si las variaciones, mas alla de no tener cambios visibles, pudieran
presentar modificaciones alostéricas. Se corrieron un total de 120 dockings del VPH-16 y 40
correspondientes al VPH-18 en el acoplamiento proteina-farmaco. Se obtuvieron valores en
el grado de afinidad (kcal/mol) y el filtro de aquellos medicamentos considerados como

mejores candidatos inhibidores de E6 segun la variacion, se observa en las Tablas 6 y 7.

Tabla 6. Resultados de los valores de afinidad de unién entre los acoplamientos farmaco-
proteina de las variantes E6 del VPH-16 a una exhaustividad de 100. Los compuestos
aparecen segun su clave en la Tabla 2. Las filas en color gris resaltan los farmacos cuya

energia de enlace es mas fuerte y son candidatos a inhibidores.

Variantes
Clave del E6 E- E-
compuesto Rgfere AA-c | AA-a | E-G350 | A176/G3 | C188/G3 | E-G131
ncia 50 50
Energia libre de enlace (kcal/mol)

a -5.7 -6 -6 -6 -6.8 -6 -6
b -8.4 -84 -84 | -8 -8 -8 -8.1
c -6 57 156 |-5.6 -5.6 -5.6 -5.6
d -6.1 -64 | -64 |-64 -6.4 -6.4 -6.4
e -8.2 -8.1 -82 | -7.8 -7.8 -1.7 -7.8
f -5.7 -6.1 -6.1 -6.1 -6.1 -6 -6.1
g -5.7 -6.2 | -62 |-6.2 -6.2 -6.2 -6.1
h -7 -7.1 -7.1 -7.1 -7.1 -7.1 -7.1
] -7.5 -7.3 -7.3 -7.2 -7.2 -7.2 -7.2
k -7.2 -8 -8 -8 -8 -8 -7.3
1 -7.3 -6.8 -6.4 | -6.7 -6.5 -6.5 -6.5
m -8.1 -8.3 -84 | -83 -8.3 -8.3 -8.3
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n -6.5 -6.5 -6.3 -6.3 -6.3 -6.3 -6.2
0 -7 -7.1 -7.1 -7.2 -7.2 -7.2 -7.2
p -6.2 -6.2 -6.4 -6.2 -6.3 -6.2 -6.1
r -4.9 -5 -6.2 -5 -5 -5 -5

S -6.7 -6.3 -6.8 -6.8 -6.5 -6.8 -6.8
t -5.6 -5.6 -5.6 -5.5 -5.5 -5.6 -5.6
u -6.1 -6.8 -6.8 -6.8 -6.8 -6.8 -6.8
v -4.2 -4.4 -4.4 -4.4 -4.5 -4.4 -4.4

Tabla 7. Resultados de los valores de afinidad de union entre los acoplamientos farmaco-
proteina de las variantes E6 del VPH-18. Los compuestos aparecen segun la clave indicada

en la Tabla 2. Las filas en color gris resaltan las interacciones cuya energia de enlace es mas

fuerte.
Variantes
c?)i?l;flgseti) E6 Referencia Af E
Energia libre de enlace (kcal/mol)

a -5.7 -6 -6.1
b -8 -8.8 -8.8
c -6.4 —6.7 -6.8
d -5.9 -6.5 -6.4
e -8.5 -8.4 -8.2
f -6.3 —6.2 -6.2
g -6.1 5.7 -6
h -7.4 -7.8 -7.8
] -7.9 -7.1 -7.1
k -7.3 -7.9 -7.9
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m -7.9 -9.2 -9.2
n -7.3 -6.9 -6.9
0 -7.9 -8 -8.1
P -7.1 -6.2 -6.3
r -5 -5 -4.9
s -7.2 -6.4 -6.7
t -5.6 -6.4 -6.4
u -6.5 -6.7 -6.5
v -4.6 -4.6 -4.6

El acoplamiento molecular se basa en identificar conformaciones con la menor
energia de enlace, las cuales son consideradas como las posiciones mas favorables. Con base
en este criterio de seleccion, se eligieron aquellos fArmacos con la menor energia de enlace
(<-8 kcal/mol) como posibles candidatos en cada variante. En el caso del VPH-16 (Tabla 6),
para AA-c y AA-a se identificaron cuatro firmacos como los mejores inhibidores: Nelfinavir
(b), Indinavir (e), Bit225 (k) y Flumatinib (m); para las variantes E-G350, E-A176/G350 y
E-C188/G350, se eligieron tres: Nelfinavir, Bit225 y Flumatinib; la tltima variante E-G131
obtuvo afinidad favorable con dos farmacos: Nelfinavir y Flumatinib. En el caso de las
variantes del VPH-18 (Tabla 7), aunque tres farmacos coinciden con los propuestos para las
variantes del tipo 16, aqui los valores de afinidad son mas altos (<-9 kcal/mol). Ademas,
tanto para Af como E se identificaron cinco candidatos: Nelfinavir, Indinavir, Darapladib,
Flumatinib y Belinostat.

Para comprender mejor los resultados obtenidos en el acoplamiento y visualizar como
cada variante interactiia de forma tinica con un ligando en especifico independientemente del
puntaje obtenido, los analisis farmaco-proteina (Tablas 8-15) contemplan los residuos
involucrados, las fuerzas intermoleculares entre ellos y la posicion que favorece la union

entre el ligando y el receptor. Los elementos de interaccion especificos entre los farmacos y
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sus blancos virales se especifican en las tablas 16 y 17, considerando los residuos de

aminoacidos, la posicion y el tipo de interaccion.

Tabla 8. Interacciones de la variante AA-c del VPH-16 con sus cuatro farmacos de mayor

afinidad. Se muestra el acoplamiento tridimensional, diagrama en 2D de los residuos

interactuantes en el sitio activo y el tipo de fuerzas intermoleculares.

Variante AA-c

Ligando . .
£ Complejo en 3D Diagrama en 2D
(farmaco)
Nelfinavir( .
b) A8 Aes @, E/ /»/\
& o t /
LN
e P A117 vaL
/’\r’"/ Aes
ILE ( \"'o
A83 N
= ALA
AT71
4
s TYR
A0 A6l AT0
Interactions
|:] van der Waals [:] Carbon Hydrogen Bond

- Conventional Hydrogen Bond [:] Pi-Alkyl
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Flumatinib
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AS3 vaL SER Ags i
241 481 i

™
420
As3 ARG
g7
Interactions
[:] van der-Waals [ ] Pi-Donor Hydrogen Bond

[ ] carbon Hydrogen Bond [] Akvt
[ Helogen (Fiuorine) [ Pl

Tabla 9. Interacciones de la variante AA-a del VPH-16 con sus cuatro farmacos de mayor

afinidad. Se muestra el acoplamiento tridimensional, diagrama en 2D de los residuos

interactuantes en el sitio activo y el tipo de fuerzas intermoleculares.

Variante AA-a

Ligando
(farmaco)

Complejo en 3D

Diagrama en 2D
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Tabla 10. Interacciones de la variante E-G350 del VPH-16 con sus tres firmacos de mayor

afinidad. Se muestra el acoplamiento tridimensional, diagrama en 2D de los residuos

interactuantes en el sitio activo y el tipo de fuerzas intermoleculares.
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Tabla 11. Interacciones de la variante E-A176/G350 del VPH-16 con sus tres farmacos de

mayor afinidad. Se muestra el acoplamiento tridimensional, diagrama en 2D de los residuos

interactuantes en el sitio activo y el tipo de fuerzas intermoleculares.
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Tabla 12. Interacciones de la variante E-C188/G350 del VPH-16 con sus tres farmacos de

mayor afinidad. Se muestra el acoplamiento tridimensional, diagrama en 2D de los residuos

interactuantes en el sitio activo y el tipo de fuerzas intermoleculares.
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Tabla 13. Interacciones de la variante E-G131 del VPH-16 con sus dos fArmacos de mayor

afinidad. Se muestra el acoplamiento tridimensional, diagrama en 2D de los residuos

interactuantes en el sitio activo y el tipo de fuerzas intermoleculares.

Variante E-G131
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Tabla 14. Interacciones de la variante Af del VPH-18 con sus cinco fairmacos de mayor
afinidad. Se muestra el acoplamiento tridimensional, diagrama en 2D de los residuos

interactuantes en el sitio activo y el tipo de fuerzas intermoleculares.
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Tabla 15. Interacciones de la variante E del VPH-18 con sus cinco firmacos de mayor

afinidad. Se muestra el acoplamiento tridimensional, diagrama en 2D de los residuos

interactuantes en el sitio activo y el tipo de fuerzas intermoleculares.

Variante E
Ligando . .
(f4rmaco) Complejo en 3D Diagrama en 2D
Nelfinavir( .
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3 e s
e k&l{ - y .@
ABS — x
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No se detallan las fuerzas atractivas o repulsivas no enlazantes, débiles ni

dependientes de la distancia en las tablas 16 y 17, porque no aportan un valor significativo

en la interaccion. En las tablas 8-15, se muestran las fuerzas intermoleculares consideradas

en la interaccion variante-ligando de mayor afinidad. Las interacciones de van der Waals son

ubicuas en todas las interacciones.
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Interacciones entre variantes y farmacos: VPH-16

Los valores de energia son similares en todos los casos al interior de los grupos:
Grupo 1 AA-a y AA-c (Asiatica-Americana); Grupo 2 E-G350, E-A176/G350 y E-
C188/G350 (Europea clase G350); Grupo 3 E-G131 (Europea clase T350) (Huertas-Salgado,
2011). Sin embargo, cada grupo mostrd afinidades diferentes a los farmacos propuestos,
como se muestra en la tabla 6; lo que concuerda con las energias obtenidas en la interaccion,

que se detallan a continuacion.
-Interacciones entre las proteinas del VPH-16 y Nelfinavir (b):

Nelfinavir es consistente como posible tratamiento para todas las variantes, pero no
es el mejor en todos los casos. Tanto AA-a como AA-c obtuvieron un puntaje de -8.4
kcal/mol con el farmaco. Las fuerzas hidrofobicas de van der Waals destacan y en ambas
proteinas hay una interaccion de enlace de hidrégeno en un residuo de tirosina en diferente
posicion (TYR 42 en AA-cy TYR 39 en AA-a) (Tablas 8 y 9). Tres interacciones Pi-Alquilo
son consistentes en ambas y se forman en los mismos aminoécidos (TYR, LEU y VAL),
aunque en posiciones diferentes. Solo AA-c forma un segundo enlace de hidrogeno en SER
81, el cual conecta con un hidrogeno que no se presenta en AA-a. Por lo tanto, Nelfinavir
tiene mayor interaccion contra VPH-16 AA-c.

Las tres variantes de E-G350 obtuvieron un valor de -8 kcal/mol con el farmaco,
menos favorable que contra las variantes AA. Sin embargo, la variante E-G350 es la tnica
que formd dos enlaces de hidrogeno, uno en SER 78 y otro en ALA 68. Ambos enlaces tienen
mayor distancia que los dos formados en AA-c (Tabla 16). Tres interacciones Pi-Alquilo son
iguales con E-G350 y E-A176/G350, en los residuos VAL 69 y LEU 57; estos dos residuos
son idénticos con la variante AA-a, mientras que con AA-c coincide con los aminoacidos
mas no con la posicion. E-C188/G350 solo presenta dos interacciones Pi-Alquilo, pero
coinciden con los residuos anteriores (VAL 69 y LEU 57) (Tabla 12)

Por ultimo, E-G131 tiene afinidad de -8.1 kcal/mol con el farmaco, forma tres
interacciones Pi-Alquilo idénticas a las de E-G350 y E-A176/G350 y dos enlaces de
hidrégeno en los mismos aminoacidos y en la misma posicion que la variante AA-c (Tabla

13), lo cual explica su afinidad intermedia.
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-Interacciones entre las proteinas del VPH-16 e Indinavir (e):

Las variantes AA-c y AA-a son las Unicas que tienen a Indinavir como propuesta de
tratamiento con un valor de -8.1 kcal/mol y -8.2 kcal/mol, respectivamente (Tabla 6). En la
interaccion no se forman enlaces de hidrogeno, pero se forman algunas que se consideran No
favorables (principalmente estructurales sin intervencion de cargas isoeléctricas de los
radicales del aminoécido) segin la posicion espacial del farmaco (Tablas 8 y 9). En
comparacion con el Nelfinavir, se forman mas tipos de fuerzas intermoleculares, como Pi-
Cation, Pi-Alquilo, de Apilamiento ©m (Pi-Pi Stacked) y C-H (carbono-hidrégeno). La
principal diferencia entre las dos variantes de AA, radica en la posicion que toma el farmaco
en el sitio activo (Tablas 8 y 9), ya que el tipo y numero de interacciones, asi como el residuo

involucrado (aunque no en la misma posicion) es igual en ambas proteinas.
-Interacciones entre las proteinas del VPH-16 y Bit225 (k):

Para todas las variantes, excepto E-G131, se selecciond a Bit225 como posible
tratamiento. En todos los casos se obtuvo el mismo valor de afinidad (-8 kcal/mol) y el mismo
tipo de interacciones (Tablas 8-12), entre las que se forman dos enlaces de hidrogeno,
especificamente en residuos de ARG y TYR aunque en posiciones diferentes para todas las
variantes; una interaccion de tipo No favorable en ARG 138, excepto en AA-c que cambia
de posicion a ARG 141; por altimo interacciones Pi-Catién y Pi-Alquilo en la misma

proporcion (1 y 4, respectivamente).
-Interacciones entre las proteinas del VPH-16 y Flumatinib (m):

Junto al Indinavir, Flumatinib obtuvo los valores de afinidad mas altos con todas las
variantes del tipo 16 (Tabla 6). Todas con una energia de -8.3 kcal/mol, excepto AA-a que
obtuvo -8.4 kcal/mol. La mayoria de los puntajes son iguales. Sin embargo, segin la
rama/clase a la que pertenecen las variantes, las interacciones son distintas (Tablas 8, 9, 10,
11y12).

Las variantes AA forman diversos tipos de interacciones “Pi” (Pi-Alquilo, Pi-Pi
Stacked y enlaces de hidrégeno con Donador ). No hay enlaces por puentes de hidrégeno,
pero si interacciones C-H (carbono-hidrogeno), que interactiian a una menor distancia que
todas las demas (Tabla 16). Las variantes Europeas no difieren mucho en sus interacciones

del anterior grupo, aunque E-A176/G350, E-C188/G350 y E-G131 forman una interaccién
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No favorable Positiva-Positiva en ARG 84, que se une a un nitrégeno de una estructura

ciclica del farmaco (Tablas 11, 12 y 13). E-G350, aunque también es Europea, no presenta

dicha interaccion debido a la diferencia en la posicion espacial del ligando (Tabla 10).
Debido a la conformacion estructural del farmaco, también se forman enlaces de

halégeno (en este caso con una molécula de flior) en todas las variantes en un rango de 2.94
A a2.99 A de distancia.

Interacciones entre variantes y farmacos: VPH-18

Las tablas 14 y 15 muestran las interacciones del acoplamiento entre las variantes del
VPH-18 y los farmacos seleccionados con mayor afinidad. Tanto“Af” como “E” pertenecen
a ramas diferentes, pero a diferencia de la propuesta farmacologica del tipo 16, en este caso
los cinco farmacos seleccionados coinciden en ambas, e incluso con valores de afinidad
similares (Tabla 7). Tres de esos cinco (Nelfinavir, Indinavir y Flumatinib) también forman
parte de los seleccionados para las variantes del VPH-16. Sin embargo, en este caso ninguno

de ellos obtuvo la mejor afinidad.
-Interacciones entre las proteinas del VPH-18 y Nelfinavir (b):

Afy E obtuvieron una energia de union de -8.8 kcal/mol. En ambos casos, residuos
de arginina forman interacciones No favorables y al mismo tiempo establecen enlaces de
hidrogeno (Tablas 14 y 15). Por ejemplo, la variante E forma dos enlaces de hidrogeno, uno
en ARG 75, donde también surge la interaccion No favorable, y otro en ARG 103 (ambos
estabilizados por un oxigeno). En el caso de Af, solamente se forma un enlace de hidrégeno
en ARG 104 (también estabilizado por un oxigeno), pero a diferencia de E, en esta posicion
no hay mas uniones. De hecho, las interacciones No favorables se encuentran en ARG 76, la
cual enlaza dos interacciones de este tipo y no solo una.

En ambas proteinas se forman interacciones Pi-Pi Stacked en histidinas y
fenilalaninas a un rango de distancia de 3.85 a 4.36 A; dos interacciones Pi-Alquilo, una en
fenilalanina y otra en leucina a rangos de distancia de 5.36 a 4.65 A. La posicién exacta de

los aminoacidos se puede consultar en la Tabla 17.
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-Interacciones entre las proteinas del VPH-18 e Indinavir (e):

Con Af, Indinavir obtuvo -8.4 kcal/mol de afinidad y -8.2 kcal/mol con E. De los
cuatro farmacos seleccionados, este es de los menos afines y a su vez el que forma mas
interacciones intermoleculares No favorables. Af interactiia con tres enlaces de hidrogeno
mediante residuos de arginina enlazados a moléculas de oxigeno; dos de estos residuos (ARG
76 y ARG 135) también son mediadores de interacciones No favorables. En el caso de E
también ocurre esto, se forman tres enlaces de hidrogeno, dos de ellos en ARG 103 y ARG
134 que a su vez forman interacciones No favorables. Sin embargo, en E hay un tercer residuo
(ARG 75) que forma otros dos enlaces de este tipo, es decir, en total hay cinco uniones

consideradas como No favorables entre la variante E y el farmaco.
-Interacciones entre las proteinas del VPH-18 y Darapladib (1):

Darapladib obtuvo el mejor valor de afinidad entre todos los farmacos con ambas
variantes (-9.4 kcal/mol). En ambos acoplamientos hay interacciones con enlaces de
hidrégeno, aunque en Af Unicamente se forman dos, uno en ARG 135 y otro PHE 53,
mientras que en E se forman cuatro de este tipo, tres de ellas en residuos de arginina y una
en PHE (igual que Af pero en diferente posicion). Este residuo de PHE estabiliza otro tipo
de fuerzas en ambas proteinas, en el caso de E forma un enlace Pi-Pi Stacked y en Af, ademas
de este, forma uno de Pi-Alquilo y una interaccion No favorable de tipo donador-donador.
La variante E no presenta interacciones No favorables, pero la posicion que adopta el farmaco

es diferente en ambas proteinas (Tablas 14 y 15).
-Interacciones entre las proteinas del VPH-18 y Flumatinib (m):

Flumatinib es de los firmacos con mayor afinidad entre ambas variantes, ademas de
que sus interacciones son practicamente iguales. El puntaje obtenido en ambas fue de -9.2
kcal/mol (Tabla 7). Aunque es seleccionado por su alta afinidad, tiene un bajo nimero de
interacciones que se limitan a tres tipos: enlaces de hidrégeno, Pi-Pi Stacked y Pi-Alquilo
(Tablas 14 y 15). Residuos de arginina son consistentes para formar enlaces de hidrogeno
tanto en Af como en E. Otros aminoéacidos que destacan son LEU, ILE y TYR, que estabilizan

la estructura al formar enlaces de tipo Pi.
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-Interacciones entre las proteinas del VPH-18 y Belinostat (0):

Belinostat tiene un valor de afinidad de -8 kcal/mol con Af'y -8.1 kcal/mol con E. En
ambas variantes tres residuos forman enlaces de hidrogeno, dos de ellos en argininas y uno
en glutamina. Pero en total cada una forma cinco enlaces de hidrogeno, ya que dos de esos
residuos (ARG 75 y GLN 108 en E y ARG 76 y GLN 109 en Af) forman dos enlaces. Por
ultimo, en ambas hay un enlace Pi-Sulfuro a una distancia promedio de 5.87 A y tres

interacciones Pi-Alquilo en los aminoacidos ILE, ALA y LEU, con posiciones diferentes.

Tabla 16. Aminoécidos involucrados en el sitio interactuante de las variantes E6 del VPH.16
con su propuesta farmacologica. C-H: interaccion carbono-hidrogeno. NF: Interaccion No

favorable. Pi-Pi Stacked: de Apilamiento =.

Variante AA-c

Ligando Aminoécido Posicion Tipo de Interaccion Dis;zr)lcia
TYR 88 Pi-Alquilo 541
VALT72 72 Pi-Alquilo 4.38
LEU60 60 Pi-Alquilo 4.69
Nelfinavir
TYR42 42 Enlace de hidrogeno 2.44
Enlace C-H 3.63
SER 81 Enlace de hidrogeno 2.64
ARG 65 Pi-Cation 3.39
VAL 41 Pi-Alquilo 4.93
VAL 72 Pi-Alquilo 4.35
Indinavir LEU 60 Pi-Alquilo 4.45
ILE 83 Alquilo 5.44
SER 84 Enlace C-H 2.57
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TYR 42 NF Donador-Donador 2.07
Enlace de hidrogeno con
Pi-Donador 3.16
Pi-Stacked 4.59
ARG 141 NF Positivo-Positivo 4.56
TYR 42 Enlace de hidrogeno 2.33
ARG 112 Enlace de hidrogeno 2.80
Pi-Catién 4.90
VAL 72 Pi-Alquilo 5.27
BIT225 LEU 60 Pi-Alquilo 5.20
Pi-Alquilo 4.39
LEU 77 Pi-Alquilo 5.29
CYS 61 Pi-Alquilo 4.69
ARG 141 NF Positivo-Positivo 4.67
VAL 72 Pi-Alquilo 4.50
VAL 63 Pi-Alquilo 4.81
VAL 41 Pi-Alquilo 5.66
LEU 60 Pi-Alquilo o
Alquilo '
ILE 83 Alquilo 4.89
Flumatinib
SER 81 Enlace C-H 291
SER 84 Enlace C-H gg?
Enlace de hidrogeno con '

Pi-Donador
TYR 80 . E'ﬁ(‘}‘iﬁi’m) 5.5
08 2.94
TYR 88 Enlace C-H 3.52
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Variante AA-a

TYR 39 Enlace de hidrogeno 2.37
TYR 85 Pi-Alquilo 5.41
Nelfinavir
VAL 69 Pi-Alquilo 4.37
LEU 57 Pi-Alquilo 4.71
LEU 57 Pi-Alquilo 4.40
VAL 69 Pi-Alquilo 4.38
VAL 38 Pi-Alquilo 4.97
ILE 80 Alquilo 5.43
L SER 81 Enlace C-H 2.60
Indinavir
ARG 62 Pi-Cation 3.37
TYR 39 NF Donador-Donador 2.10
Enlace de hidrogeno con
Pi-Donador 3.14
Pi-Pi Stacked 4.63
ARG 138 NF Positivo-Positivo 4.51
ARG 109 Enlace de hidrogeno 2.80
Pi-Catién 491
TYR 39 Enlace de hidrogeno 2.29
LEU 57 Pi-Alquilo 5.28
Pi-Alquilo 4.38
BIT225
VAL 69 Pi-Alquilo 5.28
CYS 58 Pi-Alquilo 4.69
LEU 74 Pi-Alquilo 5.30
ARG 138 NF Positivo-Positivo 4.70
Flumatinib LEU 57 Pi-Alquilo 4.94

68



Pi-Alquilo 5.25
VAL 69 Pi-Alquilo 4.52
VAL 60 Pi-Alquilo 4.88
VAL 38 Pi-Alquilo 4.70
ILE 80 Alquilo 4.93
TYR 77 Pi-Alquilo 5.20
Halo6geno (fluor) 2.99
TYR 85 Enlace C-H 3.62
TYR 39 Pi-Pi Stacked 4.72
SER 81 Enlace C-H 3.00

Enlace de hidrogeno con
Pi-Donador 3.18

Variante E-G131

TYR 39 Enlace de hidrogeno 2.74
SER 78 Enlace de hidrogeno 291
Nelfinavir HIS 85 Pi-Alquilo 5.37
VAL 69 Pi-Alquilo 4.37
LEU 57 Pi-Alquilo 4.69
VAL 38 Pi-Alquilo 4.80
VAL 60 Pi-Alquilo 4.98
LEU 57 Pi-Alquilo 5.28
Flumatinib VAL 69 Pi-Alquilo 4.51
ILE 80 Alquilo 4.89
TYR 77 Pi-Alquilo 5.16
Halogeno (fluor) 2.95
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SER 81 Enlace de hidrogeno con
Pi-Donador 3.07
TYR 39 Pi-Pi Stacked 4.73
ARG 84 NF Positivo-Positivo 5.58

Variante E-G350
ALA 68 Enlace de hidrogeno 2.73
SER 78 Enlace de hidrogeno 2.81
Nelfinavir LEU 57 Pi-Alquilo 4.67
VAL 69 Pi-Alquilo 4.44
HIS 85 Pi-Alquilo 5.42
TYR 39 Enlace de hidrogeno 2.33
ARG 109 Enlace de hidrogeno 2.80
Pi-Catién 491
VAL 69 Pi-Alquilo 5.29
BIT225 LEU 57 Pi-Alquilo 5.27
Pi-Alquilo 4.42
LEU 74 Pi-Alquilo 5.29
CYS 58 Pi-Alquilo 4.68
ARG 138 NF Positivo-Positivo 4.68
VAL 60 Pi-Alquilo 4.99
VAL 38 Pi-Alquilo 4.79
VAL 69 Pi-Alquilo 4.51
Flumatinib

LEU 57 Pi-Alquilo 5.32
ILE 80 Alquilo 4.92
TYR 39 Pi-Pi Stacked 4.71
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SER 78 Enlace C-H 2.90

SER 81 Enlace de hidrogeno con
Pi-Donador 3.03
TYR 77 Pi-Alquilo 5.22
Halogeno (flaor) 2.96

Variante E-C188/G350
SER 78 Enlace de hidrogeno 2.97
Nelfinavir VAL 69 Pi-Alquilo 4.43
LEU 57 Pi-Alquilo 4.68
ARG 109 Enlace de hidrogeno 2.79
Pi-Cation 4.90
TYR 39 Enlace de hidrogeno 2.30
LEU 57 Pi-Alquilo 5.27
Pi-Alquilo 4.37
BIT225

CYS 58 Pi-Alquilo 4.69
LEU 74 Pi-Alquilo 5.30
VAL 69 Pi-Alquilo 5.27
ARG 138 NF Positivo-Positivo 4.68
VAL 69 Pi-Alquilo 4.51
VAL 38 Pi-Alquilo 4.80
VAL 60 Pi-Alquilo 4.98
Flumatinib LEU 57 Pi-Alquilo 5.28
TYR 77 Pi-Alquilo 5.19
Halogeno 2.95
TYR 39 Pi-Pi Stacked 4.73
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SER 81 Enlace de hidrogeno con
Pi-Donador 3.08
ILE 80 Alquilo 4.90
ARG 84 NF Positivo-Positivo 5.56
Variante E-A176/G350
LEU 74 Enlace de hidrogeno 2.81
HIS 85 Pi-Alquilo 5.43
Nelfinavir
VAL 69 Pi-Alquilo 4.45
LEU 57 Pi-Alquilo 4.66
TYR 39 Enlace de hidrogeno 2.30
ARG 109 Enlace de hidrogeno 2.78
Pi-Cation 4.89
VAL 69 Pi-Alquilo 5.26
BIT225 LEU 57 Pi-Alquilo 5.26
Pi-Alquilo 4.35
LEU 74 Pi-Alquilo 5.27
CYS 58 Pi-Alquilo 4.68
ARG 138 NF Positivo-Positivo 4.72
ILE 80 Alquilo 4.90
VAL 69 Pi-Alquilo 4.51
LEU 57 Pi-Alquilo 5.28
Flumatinib VAL 38 Pi-Alquilo 4.80
VAL 60 Pi-Alquilo 4.98
TYR 77 Pi-Alquilo 5.19
Halogeno (fltor) 2.94
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TYR

SER

ARG

39

81

84

Pi-Pi Stacked

Enlace de hidrogeno con

Pi-Donador

NF Positivo-Positivo

4.73

3.07

5.56

Tabla 17. Aminoacidos involucrados en el sitio interactuante de las variantes E6 del VPH.18

con su propuesta farmacologica. C-H: interaccion carbono-hidrégeno. NF: Interaccion No

favorable. Pi-Pi Stacked: de Apilamiento 7.

Variante Af

Ligando

Nelfinavir

Indinavir

Aminoacido

ILE

ALA

PHE

LEU

PHE

HIS

ARG

ARG

ARG

LEU

ILE

LEU

ALA

Posicion

69

64

47

102

53

133

104

135

76

102

69

52

64

Tipo de Interaccion

Alquilo
Alquilo
Pi-Alquilo
Pi-Alquilo
Pi-Pi Stacked
Pi-Pi Stacked
Enlace de hidrogeno
NF Donador-Donador

NF Donador-Donador
NF Positivo-Positivo

Pi-Alquilo
Pi-Alquilo

Pi-Alquilo

Distancia
(A)
5.38
4.26
5.39
4.64
3.85
4.36
2.81

247

2.38
4.80

431
5.20

4.99
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Pi-Alquilo 4.01
ARG 104
Pi-Alquilo 5.03
Enlace de Hidrogeno 2.37
ARG 135
Enlace de hidrogeno 1.93y2.71
NF Positivo-Positivo 5.46
ARG 76
Enlace de hidrogeno 2.71y2.23
NF Positivo-Positivo 5.26y4.34
TYR 2 Pi-Pi Stacked 3.75
Pi-Alquilo 4.48
PHE 53 Enlace de hidrogeno 2.25
Pi-Pi Stacked 5.07
Pi-Alquilo 5.46
Darapladib NF Donador-Donador 2.61
ARG 135 Enlace de hidrogeno 2.25Y 2.00
CYS 68 Halogeno (fluor) 3.38
ILE 69 C-H (flaor) 3.10
ILE 69 Pi-Alquilo 4.81
LEU 52 Pi-Alquilo 5.33
ARG 104 Enlace de hidrogeno 2.49
Flumatinib
ARG 76 Pi-Alquilo 2.36
Enlace de hidrogeno 4.97
TYR 72 Pi-Alquilo 3.95
Pi-Stacked 4.95
GLN 109 Enlace de hidrogeno 2.33y2.73
ARG 76 Enlace de hidrogeno 2.66y2.80
Belinostat ARG 135 Enlace de hidrégeno | 2.41y 2.46
ILE 69 Pi-Alquilo 4.00
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ALA 64 Pi-Alquilo 5.14
LEU 52 Pi-Alquilo 4.34
PHE 47 Pi-Sulfuro 593
Variante E
PHE 46 Pi-Alquilo 5.36
LEU 101 Pi-Alquilo 4.65
ILE 68 Alquilo 5.40
ALA 63 Alquilo 4.26
Nelfinavir HIS 132 Pi-Pi Stacked 4.33
PHE 52 Pi-Pi Stacked 3.87
ARG 103 Enlace de hidrogeno 1.92y2.63
ARG 75 Enlace de hidrogeno 2.50
NF Positivo-Positivo 4.78
ILE 68 Pi-Alquilo 4.87
HIS 132 Pi-Alquilo 5.22
VAL 54 Pi-Alquilo 4.98
Indinavir LEU 51 Alquilo 5.09y5.40
PHE 52 Pi-Pi Stacked 4.14
ARG 134 Enlace de hidrogeno 2.07y2.26
NF Positivo-Positivo 4.94y4.79
ARG 75 NF Positivo-Positivo 4.57y5.44
ARG 75 Enlace de hidrogeno 2.94y 298
Darapladib ARG 134 Enlace de hidrogeno 2.37
ARG 103 Enlace de hidrogeno 2.83
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PHE

HIS

LEU

TYR

ILE

LEU

TYR
Flumatinib

ARG

ARG

ILE

ALA

LEU

Belinostat GLN

ARG

ARG

PHE

52

132

101

11

68

51

71

75

103
68

63

51

108

75

134

46

Enlace de hidrégeno
Pi-Pi Stacked

Pi-Pi Stacked

Pi-Alquilo
Halogeno (flaor)

Pi-Pi Stacked
Halogeno (fluor)

Pi-Alquilo
Pi-Alquilo

Pi-Alquilo
Pi-Pi Stacked

Pi-Alquilo
Enlace de hidrogeno

Enlace de hidrogeno
Pi-Alquilo
Pi-Alquilo
Pi-Alquilo

Enlace de hidrogeno

Enlace de hidrogeno

Enlace de hidrogeno

Pi-Sulfuro

Docking molecular variantes + blanco molecular

2.08
4.76

4.09

4.81
3.06

3.79
4.34

4.85

5.46

3.92
4.96

4.94
2.38

2.46
3.99

5.13

4.31

2.53y2.35

2.85y2.59

243y2.52

5.82

El acoplamiento proteina viral-proteina blanco muestra una prediccion de la interfaz de

interaccion entre las variantes modeladas de E6 y E6AP, especifica para el péptido LXXLL,

pero ademads considera otras superficies de interaccion secundarias. Todas las variantes, tanto
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de VPH-16 como de VPH-18, tienen los siguientes aminoacidos para el péptido mencionado:
LEU 374, GLN 375, GLU 376, LEU 377 y LEU 378. La prediccion particular de las
interacciones (Tablas 18 y 19), muestran variacidon en las regiones de interfaz para ambas

cepas.

Tabla 18. Acoplamiento proteina-proteina entre las variantes del VPH-16 Y E6AP. En la
imagen de la izquierda se identifica el péptido de unién LXXLL y la derecha muestra la

superficie de interaccion completa entre ambas proteinas.

AA-a (E6) y E6AP (Complejo 1)

Interfaz de

interaccion

AA-a (E6)

E6AP

Interfaz de
interaccion

AA-c(E6)
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E-G131(E6) + E6AP (Complejo 3)

EGAP

Interfaz de

interaccion

E-G131 (E6)

Interfaz de
E6AP interaccion

E-G350 (E6)

E-A176/G350 (E6) + E6AP (Complejo 5)
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cear Interfaz de

interaccion

E-Al176/G350 (E6)

E6AP
Interfaz de
interaccion

E-C188/G350 (ES6)

Tabla 19. Acoplamiento proteina-proteina entre las variantes del VPH-18 Y E6AP: En la

columna izquierda se muestra la superficie de interaccion del complejo con la variante Af'y

a la derecha la superficie del complejo con la variante E.

Af (E6) + EGAP (Complejo 7)

E (E6) + E6AP (Complejo 8)
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EGAP

Interfaz de
interaccion

Interfaz de
interaccion

Tabla 20. Resultados de la interaccion proteina viral-proteina blanco con las variantes del

VPH-16: Se reporta el nimero de interacciones favorables no covalentes en el complejo y

los residuos que interactuan por puentes de hidrogeno. El primero siempre corresponde a la

proteina viral y el segundo a la proteina blanco (en negritas se sefialan aquellas uniones que

se conservan en todas las variantes).

Modelo

Interacciones favorables
totales no covalentes (<
5.6)

Residuos implicados con puentes de

hidrogeno (< 4)

Complejo 1

24

ARG 54 - GLU 376
ARG 128 - GLU 371
ARG 130 - GLU 371
TYR 31 - ALA 370
CYS 50-LEU 377
ARG 54 - THR 373
TYR 80 - GLN 49
GLN 90 - GLN 49
ARG 128 - PRO 334
TYRS53-LYS 179
TYR 31-LEU 374

Complejo 2

25

ARG 54- GLU 376
ARG 130 - GLU 371
TYR 31 - ALA 370
CYS 50 - LEU 377
ARG 54 - THR 373
TYR 80 - GLN 49
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GLN 90 - GLN 49
ARG 128 - PRO 334
TYRS53-LYS 179
TYR 31-LEU 374
ARG 128 - GLU 371

Complejo 3 20 ARG 54 - GLU 376
ARG 76 - GLU 371
TYR 31 - ALA 370
CYS 50 - LEU 377
ARG 54 - THR 373
TYR 31 - LEU 374
CYS 50 - ARG 382

Complejo 4 22 ARG 54 - GLU 376
ARG 9 - GLU 381

TYR 31 -ALA 370

CYS 50 - LEU 377

ARG 54 - THR 373

ARG 128 - PRO 334

TYRS53-LYS 179

TYR 31 - LEU 374

GLY 129 - SER 73

Complejo 5 19 ARG 54 - GLU 376
TYR 31 - ALA 370
CYS 50 - LEU 377
ARG 54 - THR 373
ARG 128 - PRO 334
TYR 53 -LYS 179
TYR 31 - LEU 374

Complejo 6 18 ARG 54 - GLU 376
ARG 76 - GLU 371
TYR 31 - ALA 370
CYS 50 - LEU 377
ARG 54 - THR 373
TYR 31-LEU 374

Tabla 21. Resultados de la interaccion proteina viral-proteina blanco con las variantes del
VPH-18: Se reporta el nimero de interacciones favorables no covalentes en el complejo y

los residuos que interactuan por puentes de hidrogeno. El primero siempre corresponde a la
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proteina viral y el segundo a la proteina blanco. Se destaca que no hay interacciones comunes

entre complejos.

Modelo Interacciones favorables | Residuos implicados con puentes de
totales no covalentes (< hidrogeno (< 4)
5.6)
Complejo 7 17 ARG 53 - GLU 376

ARG 72 - GLU 380
TYR 30 - ALA 370
PHE 49 - LEU 377
ARG 53 - THR 373
LYS 125 - PRO 48
TYRS52-LYS 179
PHE 49 - LEU 377

Complejo 8 20 ARG 56 - GLU 376
ARG 75 - GLU 380
TYR 33 - ALA 370
PHE 52 - LEU 377
ARG 56 - THR 373
SER 81 - GLN 49
TYRS55-LYS 179

Como se observa en las tablas 20 y 21, la interfaz de unidn entre las proteinas virales
y la proteina celular involucran mas residuos que solamente el péptido LXXLL. De hecho,
en las tablas se muestra que en promedio 24 residuos para VPH-16, y 19 residuos para VPH-
18, forman parte de la interfaz de interaccidon, aunque el niimero exacto y los residuos
enlazados difieren en cada una. En el caso de las proteinas del VPH-16, el complejo 1 y 2
(AA-c + E6AP y AA-a + E6AP, respectivamente) tienen mads interacciones que las demas,
mientras que las variantes de los complejos 5y 6 (E-A176/G350 + E6AP y E-C188/G350 +
E6AP, respectivamente) son las de menor interaccion, es decir, menor numero de residuos
involucrados. Las variantes del VPH-18 tienen una interfaz con E6AP con menos
interacciones que todas las anteriores, 17 en Afy 20 en E.

En cuanto al tipo de fuerzas intermoleculares, los enlaces de hidrégeno son las
interacciones con menor distancia entre las variantes de VPH-16 y E6AP, todas <4 A:
Complejos 1 y 2 formaron once, Complejos 3 y 5 formaron siete, Complejo 4 formd nueve
y Complejo 6 formd seis. Dentro de estas interacciones, hay cinco que se conservan en las

seis variantes, es decir, mismos aminoacidos en la misma posicion que enlazan a ambas
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proteinas, el primer residuo siempre corresponde a la proteina E6 y el segundo a EOGAP: ARG
54 con GLU 376; TYR 31 con ALA 370; CYS 50 con LEU 377; ARG 54 con THR 373;
TYR 31 con LEU 374. Estas interacciones también involucran a algunos de los residuos del
péptido LXXLL (LEU 374, GLU 376 y LEU 377).

Destaca el hecho que para ambas variantes del VPH-18 solo se conservan dos
residuos del péptido LXXLL (GLU 376 y LEU 377) de E6AP, interactuando por puentes de
hidrégeno. En el virus ningun residuo se conserva, generando diferencias en los sitios donde
los puentes de hidrogeno se establecen en esta interaccion. No obstante, la distancia promedio
de los puentes es <3 A y en ambas variantes se establecen siete puentes de hidrogeno, ademas
de otro tipo de interacciones (Figura 11 y 12). Por lo que se puede afirmar que las variantes
de VPH-18 son mas heterogéneas entre si que las de VPH-16.

Visualmente la superficie del péptido cae en la hélice alfa de E6 (hendidura para
proteinas objetivo) (Tabla 19), pero en las Figuras 11 y 12, donde se detalla el contacto entre
ambas proteinas, se sefiala que el residuo GLN 375 (posicion dos en LXXLL) no se enlaza a
una distancia Optima que le permita formar parte de la interfaz de union. Esto ocurre en ambas

variantes.

Figura 11. Interaccion proteina-proteina entre Af del VPH-18 (esferas) y E6AP (lineas). La
zona en color verde corresponde a la superficie de E6 involucrada en la union. Los residuos
de E6AP en color rojo simbolizan la parte del péptido LXXLL que interacttia. El residuo en
azul (GLN 375, posicion 2 de LXXLL) no participa en la interfaz de union.

83



Figura 12. Interaccion proteina-proteina entre E del VPH-18 (esferas) y E6AP (lineas). La
zona en color verde corresponde a la superficie de E6 involucrada en la unién. Los residuos
de E6AP en color rojo simbolizan la parte del péptido LXXLL que interactua. El residuo en
azul (GLN 375, posicion 2 de LXXLL) no participa en la interfaz de interaccion.

Modificaciones propuestas de farmacos seleccionados

Los resultados del acoplamiento farmaco-proteina viral indican que las variantes del
VPH-16 tuvieron mayor afinidad con Nelfinavir (Tabla 6) y las variantes del VPH-18 con
Darapladib (Tabla 7), y contra ambas variantes Flumatinib (Tablas 6 y 7); por lo que la
propuesta de modificacion fue precisamente de estos tres medicamentos. En la Tabla 22 se
muestra que dichos cambios se basaron en agregar grupos polares pequefios: en los
modificados de Darapladib y Flumatinib se reemplazaron halégenos (fllior) por aminas y en
el modificado de Nelfinavir se agregd un grupo hidroxilo al tercer anillo aromatico, que tiene

una posicion isomérica respecto a la molécula.

Tabla 22. Modificacion estructural de los farmacos de mayor afinidad Primera columna:
nombre del compuesto seleccionado. Segunda columna: estructura quimica original. Tercera

columna: farmaco modificado.

Féarmaco Estructura original Estructura modificada
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La evaluacion farmacocinética de las estructuras modificadas (Tabla 23) muestran

que todas las modificaciones cumplen con al menos tres criterios de Lipinski. Flumatinib,

que fue el farmaco con afinidad para ambas cepas, al modificarlo mostré solo una violacion

a la regla de Lipinski.

Tabla 23. Regla de Lipinski de similitud con farmacos (*) y perfil de hepatotoxicidad. Clave

M1 es el modificado de Darapladib, M2 modificado de Flumatinib y M3 modificado de

Nelfinavir.
No. de *No. de *No. de
*Peso ’ donantes de aceptores de . . Toxicidad
Clave del enlaces *Lipofilicidad L
compuesto molecular rotativos enlaces de enlaces de (LOGP <5) Violaciones (enfoque
P (<500 DA) (<15) hidrégeno hidrégeno hepatotoxico)
(<5) (<10)
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M1 624.84 15 2 8 6.34 2 Inactivo
M2 551.69 9 3 10 49 1 Inactivo

M3 583.78 12 5 9 5.17 2 Inactivo

Docking molecular de las variantes + farmacos modificados

El acoplamiento molecular entre las variantes virales y Flumatinib modificado (M2), resulta
en el aumento de afinidad con todas las variantes del VPH-16. El acoplamiento con
Nelfinavir modificado (M3) obtuvo mayor afinidad pero solo con la variante G-131.
Darapladib modificado (M 1) no mostré cambios importantes en afinidad en comparacion con
los farmacos probados al inicio (Tabla 24). Por otro lado, las dos variantes del VPH-18 no
obtuvieron valores mas favorables con las nuevas propuestas que con los farmacos que ya se

encuentran en uso (Tabla 25).

Tabla 24. Resultados de los valores de afinidad de union entre los farmacos modificados y
las variantes del VPH-16. Clave M1 es el modificado de Darapladib, M2 modificado de
Flumatinib y M3 modificado de Nelfinavir. En color gris resaltan los resultados cuya energia
de enlace es mas fuerte. En la ultima fila se indica nuevamente el valor de acoplamiento con

el farmaco original.

Variantes
Clave de E- E-
modificacion AA-c AA-a E-G350 | A176/G3 | C188/G3 E-G131
(M#) 50 50

Energia libre de enlace (kcal/mol)

Ml -6.5 -6.8 -6.6 -7 -6.6 -6.7
M2 -8.9 -8.8 -9 -8.4 -8.5 -8.5
M3 -8.3 -8.3 -8 -8 -8 -8.8
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Féarmaco original

Darapladib -6.8 -6.4 -6.7 -6.5 -6.5 -6.5
Flumatinib -8.3 -8.4 -8.3 -8.3 -8.3 -8.3
Nelfinavir -84 -8.4 -8 -8 -8 -8.1

Tabla 25. Resultados de los valores de afinidad de unién entre los fArmacos modificados y
las variantes del VPH-18. Clave M1 es el modificado de Darapladib, M2 modificado de
Flumatinib y M3 modificado de Nelfinavir.

Variantes
Clave de modificacion (M#) Af E

Energia libre de enlace (kcal/mol)

Ml -8.2 -8.8
M2 -8.8 -8.8
M3 -8.8 -8.4

Féarmaco original

Darapladib -9.4 -9.4
Flumatinib 9.2 9.2
Nelfinavir -8.8 -8.8

Las interacciones especificas entre el ligando y la proteina viral se muestran para las
variantes del VPH-16 porque obtuvieron mayor afinidad con alguno de los farmacos
modificados que con los seleccionados al inicio (Tabla 24) y son posibles inhibidores de la
interaccion con E6AP. La tabla 26 muestra que todas las variantes probadas con M2
(Modificado de Flumatinib) cumplieron con el objetivo de aumentar las interacciones por
puentes de hidrégeno, ya que con la estructura del farmaco original no se formd ninguna

(Tablas 8-12). La variante E-G131, que se acoplé con M3 (Modificado de Nelfinavir),
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aunque no aument6 el numero de estas interacciones, el incremento en el valor de afinidad

se asocia a la formacion de otro tipo de fuerzas como las © Alquilo y las de Apilamiento (Pi-

Pi Stacked), que no estan presentes con la estructura original.

Tabla 26. Interacciones de las variantes del VPH-16 con las estructuras modificadas de los

farmacos de mayor afinidad: Se muestra el diagrama en 2D de las interacciones en el sitio

activo y el tipo de fuerzas intermoleculares.

Interaccion AA-a + M2

Interaccion AA-c + M2

- Conventional Hydrogen Bond

PHE
AS5
PHE
A52 VAL
AT72
vaL
A9 ;
ARG
A4l Y
™R
A2
Leu &0
Asp A109
™ A108 72 E&n
A39 VR
s LEU AB0
A101 A206 LEU GLN
AT4 A14 s
R o SER
Asp WAL A77 AB1
105 o
SER
ATS
Interactions
:] van der Waals [] carbon Hydrogen Bond
Interactions - Conventional Hydrogen Bond D Pi-Alkyl
[[] van der waals [ unfavorable Donor-Donor
- Conventional Hydrogen Bond D Pi-Alkyl
., .,
Interaccion E-G350 + M2 Interaccion E-A176/G350 + M2
o ARG SER
TRP LEU PHE a A136 ABL
A139 @ AS? AS2 o 1=
— - : ARG\ i
a E n n""‘l“" TR T R
- - \ P oas7 \:
—/ p VAL - .
H B = ABY -
P \ n —
e a133 T/
()
’ N .
A% N7 / AT7
- R SER
LEU A3 - ATE
s
A101 o A G s
< ™R e Aibs
L3t AT7 & :
SER
ATE Interactions
wvan der Waals Pi-Cation
Interactions I:I ) - .
E van der Waals :] Carbon Hydrogen Bond [ conventional HydrogenBond [ Fi-Donor Hydrogen Bond
I:I Carbon Hydrogen Bond I:I Pi-Alkyl

D Pi-Alkyl
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Interaccion E-C188/G350 + M2 Interaccion E-G131 + M3

VAL

ﬂ% AS4
A135 VAL
ARG :
LEU PHE A32 PHE
108 f s oy a52
ARG .
LEY A aas &Y
4107 ILE TR LEU
ABS
A33 AS1
r 0 —0
TRP ¥ ; 4 : 5eR
A139 : ) P
— Y
TR ~o
AT1 ARG
_ JIPPRLLE
TR g -
sER AT H /
= AT78 : 4
AsP AS7 . 4
= A0S G R o ae
s o N g i e
A101 A2 2.7% Al34
A1o1
A
Interactions <
. . HEE
I:I van der Waals D Pi-Cation A132
I:I Conventional Hydrogen Bond D Pi-Alkyl Interactions
I:I Carbon Hydrogen Bond [:] van der Waals [:] Pi-Pi Stacked

D Conventional Hydrogen Bond [:l Alkyl
- Unfavorable Positive-Positive :I Pi-Alkyl

Interaccion proteina-farmaco-proteina

El sobrelape de la proteina viral E6 y la proteina blanco E6AP en conjunto con la propuesta
farmacologica para todas las variantes del VPH-16 se muestra en la Tabla 27. Todos los
complejos se empalman con el firmaco modificado de Flumatinib, excepto la variante E-
G131 que se empalma con el modificado de Nelfinavir, de acuerdo con los resultados en el
valor de afinidad (Tabla 24). De forma general, ambos fdrmacos modificados obstruyen la
uniodn entre ambas proteinas, pero la interaccion con E6 siempre es mads amplia en cuanto a
superficie en comparacion con E6AP. A excepcion del complejo con la variante E-A176-
G350, ambas propuestas farmacologicas interactuan con el péptido LXXLL de E6AP
bloqueando todos los residuos de leucina de este sitio (Tabla 29), por lo que resulta en una
propuesta con mejor interaccion y obstruccion que los farmacos originales.

En todos los casos se obstruyen principalmente residuos cercanos al extremo C-
terminal de E6AP, pero hay tres variantes donde se bloquea un residuo alejado de este
extremo. Es el caso de las dos variantes asiatico-americanas (AA), donde se inhibe la
interaccion en SER 73 y el caso de la variante E-G350, que se bloquea GLN 72. Es decir, el

farmaco modificado de Flumatinib en la variantes asiatico-americanas y en la europea E-
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G350, mas alla de cubrir el sitio de union con LXXLL, bloquea otras zonas en E6AP. Esto
no se observa en ninguna otra variante del VPH-16 ni del VPH-18.

En el trimero con E-A176/G350 no se identifica una superficie de bloqueo entre el
farmaco modificado de Flumatinib y LXXLL de E6AP (Tabla 27), mientras que con el
farmaco original si; sin embargo, la inhibiciéon de E6 por parte del farmaco modificado es
innegable, ya que la afinidad con la proteina viral supera a la obtenida con el farmaco original
(Tablas 6 y 24). Es decir, las fuerzas entre el farmaco modificado y la variante E-A176/G350
del VHP-16 son lo suficientemente fuertes para que las uniones mas favorables se formen
con esta proteina. Aunado a esto, la parte inhibida de E6 es similar en todos los complejos
en cuanto al tipo y nimero de aminodcidos implicados (9-12 residuos), que cabe sefialar es
mayor que con el firmaco original en todos los casos.

El resultado es que todos los trimeros “E6- modificado de Flumatinib- E6AP” son
favorables, tanto porque inhiben a E6 ,como porque cubren la hendidura de union con el
péptido LXXLL. El modificado de Flumatinib en las variantes AA-a, AA-c, E-G350 abarca
una interfaz de interaccién mayor en E6 que las otras variantes del VPH-16; la variante E-
A176/G350 es la unica que parece bloquear por completo a E6 sin unirse a E6AP, lo que no
se observa con el farmaco original.

El modificado de Nelfinavir, que unicamente fue seleccionado para la variante E-G131
de acuerdo con los resultados en el valor de afinidad, es consistente con los la cantidad y tipo
de residuos que se bloquean en el complejo, ya que este nimero aumenta en comparacion
con la interaccion del farmaco original (Tabla 28). En la mayoria de los trimeros, a excepcion
del complejo con E-G350, la cantidad de residuos que interactian con E6AP, no cambia
independientemente si se utiliza el farmaco original o el modificado, lo que cambia, e incluso
se incrementa, es la zona de obstruccion principalmente sobre la proteina viral. La interaccion
en el complejo de E-G131 es similar a lo que ocurre con E-G350 y el modificado de
Flumatinib; en ambos casos el farmaco original no logra inhibir todos los residuos en E6AP
como en los demds complejo; pero con las modificaciones estructurales realizadas, se
bloquea el residuo faltante que probablemente aporta cohesion a la obstruccidon proteina-

proteina favorablemente.
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En la Tabla 28 se muestran las mismas conformaciones triméricas pero con las dos
variantes del VPH-18 y el farmaco Darapladib, cabe reiterar que este farmaco al ser
modificado no mejord su afinidad por E6, por lo que se respeta la molécula original como
propuesta de tratamiento en este analisis. En ambas imégenes, la zona de interaccion (color
azul) muestra que el firmaco original cubre mas residuos del péptido LXXLL que las
variantes del VPH-16, lo que se confirma en la Tabla 30. Las Figuras 11 y 12 indican que las
proteinas E6 de ambas variantes del VPH-18 tienen mayor afinidad por dos residuos
especificos del péptido (GLU 376 y LEU 377), los cuales quedan bloqueados por el farmaco.
Aunado a estas dos posiciones, Darapladib también inhibe la union con el residuo LEU 374
solo en “Af” y LEU 378 tanto en “Af” como en “E”, ademas de interactuar con otros
aminoacidos cercanos al extremo N de la proteina blanco (Tabla 30). Esto confirma que la

hendidura de union de E6 queda cubierta por el farmaco.

Tabla 27. Comparacién entre complejos triméricos. En la columna izquierda la interaccion
entre la proteina viral del VPH-16-farmaco original-proteina blanco y en la columna derecha
la proteina viral del VPH-16-farmaco modificado-proteina blanco. Se observa el sitio y la
superficie de bloqueo entre por el farmaco seleccionado, asi como el numero de residuos

involucrados.

E6AP + Modificado de Flumatinib +

E6AP + Flumatinib + AA-a AA-a

Residuos implicados: 14 Residuos implicados: 17

Residuos de E6: 9 Residuos de E6: 12

Residuos de E6AP: 5 Residuos de E6AP: 5

E6AP + Flumatinib + AA-c E6AP + Modificado de Flumatinib +
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Residuos implicados: 14
Residuos de E6: 9
Residuos de E6AP: 5

Residuos implicados: 17
Residuos de E6: 12
Residuos de E6AP: 5

E6AP + Nelfinavir + E-G131

E6AP + Modificado de Nelfinavir + E-
G131

Residuos implicados: 15
Residuos de E6: 11
Residuos de E6AP: 4

Residuos implicados: 16
Residuos de E6: 11
Residuos de E6AP: 5

E6AP + Flumatinib + E-G350

E6AP + Modificado de Flumatinib + E-
G350

Residuos implicados: 13
Residuos de E6: 9

Residuos implicados: 17
Residuos de E6: 12
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Residuos de E6AP: 4

Residuos de E6AP: 5

E6AP + Flumatinib + E-A176/G350

E6AP + Modificado de Flumatinib + E-
A176/G350

Residuos implicados: 14
Residuos de E6: 10
Residuos de E6AP: 4

Residuos implicados: 11
Residuos de E6: 11
Residuos de E6AP: No se presentan

E6AP + Flumatinib + E-C188/G350

E6AP + Modificado de Flumatinib + E-
C188/G350

Residuos implicados: 14
Residuos de E6: 10
Residuos de E6AP: 4

Residuos implicados: 15
Residuos de E6: 11
Residuos de E6AP: 4

Tabla 28. Interaccion en trimérica de la proteina viral del VPH-18-farmaco-proteina blanco.

Se observa el sitio y la superficie de bloqueo entre la proteina viral y la proteina blanco por

el farmaco seleccionado.

E6AP + Darapladib + Af

E6AP + Darapladib + E
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Residuos implicados: 16 Residuos implicados: 14
Residuos de E6: 10 Residuos de E6: 10
Residuos de E6AP: 6 Residuos de E6AP: 4

Tabla 29. Residuos implicados en la interaccion del trimero de las variantes del VPH-16. Se
muestra cada complejo con dos columnas, la primera enlista los posibles aminoacidos que se
unen con mayor fuerza al firmaco modificado y la segunda indica la cadena a la que

pertenece el residuo.

TRIMERO CON AA-a TRIMERO CON AA-c TRIMERO CON E-G131
Residuo Cad?na de Residuo Cad?na de Residuo Cad?na de
origen origen origen
TYR 39 E6 TYR 42 E6 TYR 33 E6
LEU 57 E6 LEU 60 E6 LEU 51 E6
CYS 58 E6 CYS 61 E6 PHE 52 E6
VAL 60 E6 VAL 63 E6 VAL 54 E6
LEU 74 E6 LEU 77 E6 ILE 68 E6
LEU 106 E6 LEU 109 E6 ARG 75 E6
LEU 107 E6 LEU 110 E6 LEU 101 E6
ARG 109 E6 ARG 112 E6 ARG 103 E6
GLN 114 E6 GLN 117 E6 GLN 108 E6
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GLY 137 E6 GLY 140 E6 HIS 132 E6
ARG 138 E6 ARG 141 E6 ARG 134 E6
TRP 139 E6 TRP 142 E6

SER 73 E6AP SER 73 E6AP LEU 374 E6AP
LEU 374 E6AP LEU 374 E6AP LEU 377 E6AP
LEU 377 E6AP LEU 377 E6AP LEU 378 E6AP
LEU 378 E6AP LEU 378 E6AP GLY 379 E6AP
GLU 380 E6AP GLU 380 E6AP GLU 380 E6AP

TRIMERO E-G350

TRIMERO E-A176/G350

TRIMERO E-C188/G350

Residuo Cad?na de Residuo Cad?na de Residuo Cad?na de
origen origen origen
TYR 39 E6 LEU 57 E6 LEU 57 E6
LEU 57 E6 CYS 58 E6 CYS 58 E6
CYS 58 E6 SER 81 E6 SER 81 E6
VAL 60 E6 LEU 106 E6 LEU 106 E6
LEU 74 E6 LEU 107 E6 LEU 107 E6
LEU 106 E6 ARG 109 E6 ARG 109 E6
LEU 107 E6 GLN 114 E6 GLN 114 E6
ARG 109 E6 ARG 136 E6 ARG 136 E6
GLN 114 E6 GLY 137 E6 GLY 137 E6
GLY 137 E6 ARG 138 E6 ARG 138 E6
ARG 138 E6 TRP 139 E6 TRP 139 E6
TRP 139 E6 LEU 374 E6AP
GLN 72 E6AP GLN 375 E6AP
LEU 374 E6AP LEU 378 E6AP
LEU 377 E6AP GLU 380 E6AP
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LEU 378 E6AP

GLU 380 E6AP

Tabla 30. Residuos implicados en la interaccion del trimero de las variantes del VPH-18. Se
muestra cada complejo con dos columnas, la primera enlista los posibles aminoacidos que se

unen con mayor fuerza al firmaco Darapladib y la segunda indica la cadena a la que pertenece

el residuo.

TRIMERO CON Af TRIMERO CON E
Residuo Cadena de origen Residuo Cadena de origen
TYR 12 E6 TYR 11 E6
TYR 34 E6 TYR 33 E6
LEU 52 E6 LEU 51 E6
PHE 53 E6 PHE 52 E6
VAL 55 E6 VAL 54 E6

ILE 69 E6 ARG 75 E6
ARG 76 E6 LEU 101 E6
ARG 104 E6 ARG 103 E6
GLN 109 E6 GLN 108 E6
ARG 135 E6 HIS 132 E6
ARG 134 E6
LEU 374 E6AP GLU 376 E6AP
GLU 376 E6AP LEU 377 E6AP
LEU 377 E6AP LEU 378 E6AP
LEU 378 E6AP GLU 380 E6AP
GLU 380 E6AP ARG 382 E6AP
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ARG 382 E6AP

DISCUSION

Existen diferencias en la afinidad de union de los farmacos probados contra las variantes
seleccionadas de los VPH-HR (tipos 16 y 18), por lo que es plausible establecer un
tratamiento personalizado de acuerdo con la infeccion especifica por alguna de las variantes
en circulacion en México.

De acuerdo con los resultados obtenidos, Flumatinib es un farmaco de afinidad
general para todas las variantes, ya que de acuerdo con el criterio establecido para la seleccion
post acoplamiento (afinidad < -8 kcal/mol entre la proteina viral y el ligando), obtuvo valores
optimos en todos los casos (Tabla 6). Sin embargo, aunque es una buena opcion de
tratamiento para cualquiera de las seis variantes del VPH-16, las dos variantes Asiatico-
Americanas (AA-a y AA-c) también pueden ser tratadas con el antiviral Nelfinavir con la
misma certeza. De hecho, solo AA-a tiene mayor afinidad con este segundo farmaco que con
cualquier otro.

En el caso de las variantes del VPH-18, el antiinflamatorio Darapladib es la mejor
opcidn de tratamiento contra todas las variantes del VPH-18, ya que tanto con “Af” como
con “E”, obtuvo un puntaje de -9.4 kcal/mol (Tabla 7). Aunque Flumatinib también es una
posible propuesta farmacoldgica, a diferencia de las pruebas contra las proteinas del VPH-

16, con ninguna obtuvo la mejor energia de union.

Particularidades para el tratamiento

La medicina personalizada tiene como proposito realizar y mejorar el diagnostico de una
enfermedad de acuerdo con sus caracteristicas moleculares. Es decir, la eficacia de los
farmacos no radica en que sean exclusivos para un paciente, sino de que se puedan clasificar
de acuerdo con la susceptibilidad ante una enfermedad o variantes del agente causal (Diaz-
Fernandez & Rodriguez-Ferreiro, 2016). Diversos estudios in silico se han enfocado en
proponer medicamentos y/o compuestos naturales contra la proteina E6 del VPH debido a su
accion esencial para la transformacion celular e induccidon de tumores epiteliales (Vande-Pol

& Klingelhutz, 2013). Sin embargo, no se han considerado las variaciones naturales entre las
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diferentes cepas del virus, ni el efecto de estas en su interaccion con E6AP, incluso cuando
se conoce que difieren entre ellas en su capacidad para establecer infecciones persistentes y
en el desarrollo de la malignidad por sus caracteristicas biologicas (Escobar-Escamilla et al,
2019; Pérez-Quintanilla et al, 2020). En nuestros resultados del acoplamiento proteina viral-
farmaco, se prob¢ la proteina E6 de referencia (estructura reportada en la base de datos) y los
resultados indican que la variacion impacta indudablemente en la capacidad de unién con los
compuestos (Tabla 6). Probando asi que existen sutiles diferencias entre las variantes de E6
circulantes en México.

La proteina E6 de VPH-16 de referencia obtuvo la mejor afinidad con el
antirretroviral Nelfinavir y su puntaje coincide con el de las dos variantes Asiatico-
Americanas. Sin embargo, no es posible establecer un unico tratamiento a partir de este
resultado, ya que todas las variantes Europeas obtuvieron un puntaje superior con el
antineoplasico Flumatinib. Si solo consideramos los resultados con E6 de referencia,
ignorariamos un tratamiento con este ultimo farmaco porque se encuentra en tercera opcion
para esta proteina. Ademads, antes se consideraria a Nelfinavir (mejor afinidad), o bien,
Indinavir (segunda opcion). Cabe mencionar que sin considerar a E6 de referencia, ninguna
variante tiene entre su segunda opcion a Indinavir como posible tratamiento.

Chen et al, (2024) realizaron un estudio con moléculas colorantes, antivirales y
farmacos reutilizados para tres proteinas virales, incluida E6 del VPH-16 pero sin considerar
variables. Proponen el uso de ligandos de tinte mediante cuatro niveles de seleccion y
comparan sus resultados contra firmacos ya conocidos. En su trabajo, Flumatinib obtuvo un
alto valor de afinidad con E6 (<-9 kcal/mol). De alguna manera esto concuerda con nuestros
resultados, ya que con dicho farmaco obtuvimos los valores més altos contra las variantes
del VPH-16. Sin embargo, a diferencia con los valores que ellos reportan, la afinidad que
aqui se obtuvo fue ligeramente menor (de -8.1 a -8.4); relacionamos esta disparidad con la
variacion natural de las proteinas que nosotros probamos y consideramos que no debe
asumirse la misma eficiencia del farmaco con las demds variantes. Dentro de los
medicamentos reutilizados ellos también probaron Darapladib y obtuvieron un valor de
afinidad favorable con E6 (<-8 kcal/mol), lo que es completamente opuesto a nuestros
resultados, ya que dicho fArmaco ni siquiera tiene participacion dentro de los cuatro mejores

para el VPH-16, aunque es verdad que se posiciona como el mejor tratamiento para el VPH-
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18. El Benzamilo por otro lado, es un antiviral que en su trabajo obtuvo resultados favorables
en el acoplamiento con E6 (<-7 kcal/mol) y aunque el valor es similar con los que obtuvimos
con cualquier variante, sea de VPH-16 o 18, en nuestro trabajo no se tomo en cuenta por el
valor minimo necesario establecido que nos permitiera proponer el mejor tratamiento. Cabe
resaltar que los resultados de Chen et al, (2024) se reportan en kj/mol y la comparativa se
menciona a partir de una conversion de dichos valores a kcal/mol.

No es 6ptimo considerar solamente una proteina E6 estandar para realizar propuestas
farmacologicas, ya que se ignora la capacidad infecciosa propia de cada variante y los sitios
de interaccion Unicos que se forman con los ligandos. Otros autores han realizado trabajos
del disefo tridimensional de las variantes del VPH-16, como Rodriguez-Ruiz et al, (2019) y
concluyeron que no existen cambios significativos en las estructuras de las proteinas, lo que
coincide con nuestros modelos, pero plantean una hipotesis que los cambios fisicoquimicos,
asi como el ligero desorden estructural que presentan, probablemente hace que difieran en su
patrén de interaccion. Nuestros resultados apoyan esta idea y reflejan que es posible
establecer un tratamiento de forma personalizada a partir de esto. También, en los resultados
se observa que los puntajes de las variantes segun la linea filogenética a la que pertenecen
son similares entre si. Es decir, AA-a y AA-c tienen mayor similitud en su afinidad con los
farmacos, asi como las cuatro variantes Europeas entre si. Esto propone que en la busqueda
por un tratamiento para una infeccion por VPH-16, el enfoque puede ir dirigido a los distintos
origenes filogenéticos a los que pertenece cada variante y no a la variante como tal.

Cabe aclarar que aunque los dos farmacos seleccionados para las variantes del VPH-
16 (Flumatinib y Nelfinavir) tienen un mejor puntaje con las dos variantes del VPH-18 (lo
que denota que la variacion modifica la interaccion), esto no quiere decir que el tratamiento
sea generalizado para ambos tipos, lo que se explica por tres motivos importantes: /) La
afinidad de los farmacos con las variantes del VPH-16 se puede mejorar con las
modificaciones propuestas, pero para las variantes del VPH-18 no se consigue mejora alguna;
2) Ni Flumatinib ni Nelfinavir (seleccionados de entrada para el tratamiento de VPH-16), son
la primera propuesta de tratamiento contra las variantes del VPH-18, para ellas es Darapladib;
3) Darapladib no fue seleccionado dentro de todos los posibles farmacos para tratar alguna
variante del VPH-16 por tener un valor de afinidad >-8 kcal/mol, lo que reafirma su

exclusividad para el tratamiento de VPH-18.
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Una caracteristica importante con las variantes Af y E del VPH-18, es que
independientemente de las modificaciones en su estructura y que pertenecen a linajes
distintos, los resultados indican que pueden tener un mismo tratamiento entre ellas, sobre
todo porque los puntajes en los acoplamientos de ambas fueron practicamente iguales con
todos los farmacos.

Desde una perspectiva estructural, el sitio de unidn para un ligando en un complejo
se denomina “bolsillo de unidn al ligando”. Cuando un ligando grande interactia, a menudo
se ubica en “bolsillos” que suelen ser concavos para sujetar y envolver fuertemente la
estructura afin (Gao & Skolnick, 2012). Esto explica en gran medida por qué en los
acoplamientos realizados con todos los farmacos, a pesar de la variacion existente entre las
proteinas, no se modifica el sitio de interaccion (Tabla 8-15). Sin embargo, cada tipo de VPH
difiere en sus resultados de tratamiento y por ende, en el tipo de interacciones que se
producen.

Las fuerzas en los complejos proteina-ligando se clasifican como no covalentes, las
cuales pueden ser interacciones electrostaticas, fuerzas hidrofobicas, interacciones m-m,
puentes de hidrogeno etc., que son determinantes en la afinidad y especificidad. En un
complejo proteina-ligando, un par de 4tomos se define como dos atomos que estan separados
por 4 A o menos (Ferreira de Freitas & Schapira, 2017). Las fuerzas de van der Waals son
interacciones débiles e hidrofobicas, atractivas o repulsivas entre dtomos o moléculas que
surgen a partir de fluctuaciones temporales en la distribucion de electrones, lo que lleva a la
formacion de dipolos instantaneos. Son la principal fuerza impulsora en la interaccion
farmaco receptor (Keil & Mayer, 2014). En cuanto a las interacciones m, son ricas en
electrones y se forman en los orbitales de grupos aromaticos en sistemas proteicos y acidos
nucleicos; son caracteristicos del reconocimiento molecular de fArmacos que se unen a sitios
activos o alostéricos. Aunque son mas débiles que los enlaces de hidrogeno, se consideran
un tipo de enlace “cooperativo” en la organizacion y sefializacion celular (Carter-Fenk ef al,
2023). En particular, las interacciones de apilamiento & , son un tipo de fuerza que se ve
afectada por condiciones ambientales como el pH, por lo que se ha utilizado para disefiar
sistemas de administracion de farmacos que son sensibles al entorno (Zhuang et al, 2019).
Finalmente, los puentes de hidrogeno son la contribucion predominante a la especificidad del

reconocimiento molecular. Segun la definicion dada por la Unidn Internacional de Quimica
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Pura y Aplicada (IUPAC), son interacciones atractivas entre un 4&tomo de hidrogeno de una
molécula X-H, donde X es mas electronegativo que H, y un atomo o grupo de 4tomos en la
misma molécula o en una diferente, en el que hay evidencia de formacion de enlaces (Arunan
etal,2011).

Flumatinib es la propuesta general para todas las variantes del VPH-16 y es el
farmaco con mayor niimero de interacciones con la proteina viral. En todos los complejos, el
tipo de fuerzas intermoleculares que se promueven son principalmente de van der Waals (de
caracter hidrofobico), m-m Stacked (de apilamiento =m), m-Alquilo y enlaces carbono-

hidrogeno.

Afinidad diferencial

Las variantes intratipo VPH-16 y 18 se asocian con una mayor carga de cancer a
nivel mundial, lo que influye en los resultados clinicos de la infeccion. E1 VPH-18 presenta
una actividad controversial en cuanto al riesgo de CaCu, ya que algunos estudios respaldan
esta asociacion mientras que otros la refutan (Mufnoz-Bello et al, 2022). Chen et al, (2015)
incluso mencionan que los sublinajes de estas variantes no pueden discriminar el riesgo de
cancer y que los cambios en los aminodcidos de E6 no son criticos para la union del zinc.

Al comparar la afinidad entre VPH-18 y VPH-16 se deduce que el tratamiento
especifico para cada cepa de alto riesgo, debe considerarse y es necesario. Los resultados
muestran que incluso probando exactamente los mismos fdrmacos con ambos tipos virales
(independientemente de la variante), la interaccion con VPH-18 es mas fuerte al tener mayor
afinidad. Es decir, los medicamentos posiblemente inhiben con mayor éxito las variantes del
VPH-18, relacionado con su menor prevalencia en cancer. Esto también indica que VPH-16
resulta mas dificil de tratar, ademas de respaldar la observacion sobre su prevalencia en los
casos de CaCu.

Las dos proteinas E6 del VPH-18 seleccionadas mantienen una similitud en cuanto
a los resultados del acoplamiento con los farmacos. Es decir, no hay una diferencia en la
afinidad a pesar de las mutaciones en su secuencia. Aunque no se ha definido si estas
variantes pueden determinar o no el nivel de agresividad y la progresion al cancer a un nivel
de linaje, en México el VPH-18 ha sido reportado como uno de los tipos mas prevalentes en

muestras de Cancer Cérvico Uterino después del VPH-16 (Salcedo ef al, 2014). Se ha
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propuesto que la disparidad en la presencia de estas variantes se debe a que las células
transformadas no soportan la inestabilidad gendémica propia de la expresion del VPH-18, lo
que resulta en un dafio celular extremo, una baja tasa de replicacion y por ende una baja
presencia del virus en la poblacion (Salcedo ef al, 2014). Esto puede ser consistente con
nuestros resultados, ya que tanto Af como E mantienen una similitud en su interaccion, lo
que posiblemente se deba a que los cambios masivos en sus secuencias generan variantes
menos aptas que no se ven en circulacion. Del mismo modo, algunas variantes del VPH-18
pueden ser mas deficientes en su competencia contra otras mas agresivas, aunque esto sigue
sin ser claro. Chen et al, (2015) realizaron un estudio filogenético con base en la variacién
de los sublinajes del VPH-18 donde mencionaron que las unicas variantes que posiblemente
presentan una mayor agresividad y relacion con la carcinogénesis son el linaje A3/A4
(Europeas “E”). Sin embargo, nuevamente el cambio de algunos residuos relacionados a una
recurrencia tumoral, resultan no ser criticos.

Nuestros resultados aparentemente coinciden con otros estudios en cuanto a que no
se discrimina el riesgo a céancer al interior de las variantes del VPH-18. Y en este caso,
tampoco en su tratamiento, lo que a su vez aporta a la hipotesis de que no existe un tropismo
glandular especifico de algun linaje en estas variantes que diferencie su presencia en
adenocarcinomas (ADC) y carcinoma de células escamosas (CCE) como se llega a proponer

(Chen et al, 2015; Munoz-Bello et al, 2022).

Interacciones polares y no polares entre farmacos y E6

Los valores de acoplamiento con Flumatinib-E6 VPH-16 fueron los mejores, por lo que se
esperaba que predominaran enlaces de hidrogeno, sobre todo porque estos son muy
abundantes en los sistemas bioldgicos y desempefian un papel clave en la afinidad y
selectividad de las uniones proteina-ligando (Madushanka et al, 2023) Sin embargo, con
ninguna variante del VPH-16 se presentaron este tipo de interacciones tan fuertes a pesar de
ser el farmaco mejor evaluado. En algunos trabajos de acoplamiento molecular como el de
Ebuka-Arthur & Uzairu, (2019), probaron compuestos anticancerigenos inhibidores de
PI3Ks y obtuvieron interacciones similares. Ellos mencionan que las interacciones van der
Waals crean un fuerte entorno cohesivo y junto a las interacciones 7, contribuyen a estabilizar

las estructuras de union y los complejos.
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En todas las interacciones farmaco-E6 reportadas, se observan uniones No favorables,
las cuales estan relacionadas en la interaccion con moléculas de agua y su papel en la
termodindmica de union al ligando, ya que incluso su desplazamiento del sitio de union es
relevante en la relacion estructura-cavidad (Pantsar & Poso, 2018).

La libertad que tienen las moléculas de agua para posicionarse, rotar y formar todos
los enlaces de hidrogeno posibles en el acoplamiento es restringida; aquellas que pierden esta
capacidad al posicionarse en el sitio de unidn, presentan “penalizacion entrépica” y
“penalizacion entalpica”. Desplazar estas moléculas del sitio de unidn con el ligando mejora
la ganancia en la afinidad de enlace al eliminar las “penalizaciones” dando lugar a una unién
mas favorable (Pantsar & Poso, 2018). Las variantes VPH-16 Europeas E-A176/G350, E-
C188/G350 y G-131 son las unicas que forman este tipo de uniones con Flumatinib, lo que
indica que aunque la afinidad es la mejor, probablemente la entropia y la entalpia se ven
afectadas en el sistema. En los tres casos, el residuo intermediario para este tipo de enlaces
es la arginina, aminodcido “orientacionalmente anfipatico”, lo que significa que su
comportamiento cambia segiin la parte en su estructura que queda expuesta al entorno
(Munishwar & Vladimir, 2023). Por lo tanto, en interfaces como el “bolsillo de uniéon” de un
farmaco, donde el agua es excluida, la arginina puede apilar sus caras planas contra anillos
aromaticos (parches hidrofobicos) que actian como un residuo no polar (Hong et a/, 2022).

En contraste con esto, las variantes del VPH-18 no forman interacciones de tipo No
favorables con Flumatinib. Por el contrario, ambas forman dos enlaces de hidrégeno, lo que
probablemente aumenta la afinidad de union al estabilizar el complejo y direccionar el
correcto plegamiento y estructura de las proteinas (Hubbard & Kamran-Haider, 2010; Lopez-
Sanchez, 2024). Los aminoécidos que forman estos enlaces nuevamente son argininas, tanto
en Af como en E, en las posiciones idénticas entre ambas variantes 76 y 104 y 75 y 103,
respectivamente. Otras uniones son similares con las variantes del VPH-16, como las
interacciones © y las hidrofobicas, aunque enlaces C-H tampoco se presentan. De forma
general, las variantes del VPH-18 generan un menor nlimero de interacciones, pero el valor
de afinidad supera al de las otras seis variantes, conservando aparentemente la relacion
filogenética para VPH-18, mencionada por Chen ef al, (2015) al mantener los mismos
residuos interactuantes, aun cuando no sean criticos para la recurrencia tumoral y solo

constituyan un arrastre filogenético.
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Nelfinavir también es un posible tratamiento, pero solo para las variantes AA del
VPH-16, ambas con un valor de afinidad de -8.4 kcal/mol. Forman una gran cantidad de
fuerzas de van der Waals, entre uno y dos enlaces de hidrogeno y tres interacciones n-Alquilo.
A diferencia del acoplamiento con Flumatinib, hay menor variedad en el tipo de fuerzas que
se forman, pero estas tres son suficientes para alcanzar una afinidad similar, por la ausencia
de agua. Al respecto, Pantsar & Poso (2018) mencionan que existen areas denominadas
“regiones secas” o “regiones deshidratadas”, que son tan desfavorables energéticamente para
que el agua las ocupe, que simplemente no hay moléculas de este tipo presentes. Por tanto,
si un ligando ocupa estas regiones, hay una ganancia en la afinidad de enlace porque hay
interacciones van der Waals mas fuertes. Los residuos implicados en ambas proteinas son
VAL, LEU y TYR, aunque todos en posiciones diferentes. La valina y la leucina son
altamente hidrofobicas debido a sus cadenas laterales alifaticas de carbono, mientras que la
tirosina, aunque menos hidrofobica que las otras dos, también presenta un caracter
hidrofébico debido a su grupo fenil en su cadena lateral, de tal manera que son perfectos para
establecer esas regiones secas donde el firmaco puede interactuar mejor (Némethy, 1967;
Sun, 2022).

Por otro lado, aunque la afinidad de ambas variantes de VPH-18 con Darapladib es
idéntica, el tipo de interacciones y nimero es diferente. Ambas son abundantes en fuerzas
van der Waals, aunque Af forma 14 de ellas mientras que E solo forma la mitad, lo que indica
una mejor inhibicion para la primera variante. Por otro lado, con E se presentan cuatro enlaces
de hidrogeno, tres de ellos en residuos de ARG, menos hidrofébica y uno en PHE, residuo
muy polar, lo que explicaria la presencia de moléculas de agua y la consecuente pérdida de
enlaces, asi que el tratamiento se ve influenciado por la solubilidad y el ambiente molecular.
Af solo forma dos enlaces de hidrogeno, pero coincide en el tipo de aminoécidos, uno en
ARG vy otro en PHE (aunque en posiciones diferentes), en este caso particular la posicion
seria la responsable de exponer o no a la arginina ante las moléculas de agua, generando mas
variacion en la respuesta farmacoldgica. La variante E también forma mas enlaces Pi-Stacked
que Af, que son un tipo de unioén no covalente y débil, pero que aquellos farmacos basados
en este tipo de interacciones (poseen anillos aromaticos) equilibran la hidrofilicidad y

lipofilicidad para la absorcion y distribucion de estos en el organismo (Zhuang et al, 2019).
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Interaccion proteina viral-proteina blanco

Las proteinas E6 tienen una longitud aproximada de 150 aminoécidos y se describen como
una estructura en forma de “mancuerna” con extremos N- y C- terminales con un dedo de Zn
cada una. Se ha reportado que estos extremos son flexibles entre si, pero al unirse al péptido
LXXLL de E6AP, se estabilizan por la denominada “triada de leucina”. A pesar de que esta
interaccion estd ampliamente estudiada y es indispensable para que E6AP adquiera una
conformacidn que interactie con p53, Wang et al, (2024) proponen interacciones alternativas
al péptido LXXLL. En su trabajo mencionan la formacion de una extensa interfaz entre
ambas proteinas debido al dinamismo del propio complejo. Ademas, ellos plantean que el
fracaso en el descubrimiento de firmacos dirigidos a esta interfaz se debe a que no se
considera o se sabe poco acerca de las interacciones que van mas alla del péptido, el cual solo
representa el 1.4% de toda la secuencia de aminoéacidos de E6AP. Nuestros resultados
concuerdan con la amplitud de la interfaz, la cual es variable dependiendo de la variante
evaluada. Adicionalmente a esto, se conoce que las variantes E6 del VPH presentan
diferentes patrones de agresividad tumoral al comparar sus perfiles de expresion genética, y
que como muestran nuestros resultados, mantiene una mayor superficie de contacto.
Zacapala-Gomez et al, (2016) proporcionan evidencia de que estos patrones de agresividad
son diferentes entre las cinco variantes de E6.

También se ha demostrado que los cambios de aminoacidos confieren a la proteina
viral una mayor eficiencia en la degradacion de p53 y su union a E6AP. Nuestros
acoplamientos proteina-proteina muestran que las variantes AA del VPH-16 tienen una
mayor interfaz de interaccion que las Europeas, lo que posiblemente se relaciona con el riesgo
a desarrollar CaCu. Ortiz-Ortiz et al, (2015) realizaron un estudio en mujeres del sur de
México para clasificar filogenéticamente las variantes en su asociacion con lesiones
precursoras. De las cuatro variantes que estudiaron (todas incluidas en este trabajo por ser las
mas prevalentes en el pais), AA-a mostrd la mayor asociacion con el desarrollo de carcinoma
Cérvicouterino y AA-c se posiciond en tercer lugar. Aunque en este mismo estudio se
menciona que E-A176/G350 también se relaciona fuertemente con la progresion al céncer.
Zacapala-Gomez et al, (2016) también reportaron que la proteina E6 de AA-c modula la

expresion de mas genes del hospedero que cualquier otra. Es decir, se apoya el planteamiento
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de que las oncoproteinas de las variantes Asiatico-Americanas constituyen un riesgo
oncogénico mayor en México.

Los residuos en los que se centro el analisis fueron aquellos que forman puentes de
hidrégeno, ya que son esenciales para la formacion de interfaces proteicas y sitios de uniéon
de ligandos (Gao & Skolnick, 2012). ARG, TYR y CYS son los aminoacidos que se
conservan en todas las proteinas E6 que interactiian por medio de estos enlaces, mientras que
GLU, ALA y LEU son los involucrados de E6AP con todas las variantes del VPH-16. Sin
embargo, algunos estudios sefialan la importancia del cambio de aminoacido L83V en el
extremo carboxilo terminal en las variantes de E6, en comparacion con la proteina prototipo,
ya que le confiere una mayor eficiencia en la degradacion de E6 (Zacapala-Gomez et al,
2016). Otros estudios mencionan que E6 forma enlaces de hidrégeno en los residuos HIS 31
y ASP 32 con el extremo C-terminal de E6AP, fuera del bolsillo que hemos mencionado
(Wang et al, 2024). Wang et al, (2024) dividieron en tres la interfaz de interaccion entre
ambas proteinas y obtuvieron que los residuos de LEU del péptido de E6AP interactuan con
una variedad de aminoécidos dentro del surco hidrofobico de la proteina viral que incluye
TYR 39, PHE 52, LEU 57, VAL 60, VAL 69, LEU 74, TYR 77, SER 78, SER 81, ARG 109
y ARG 138. En contraste con esto, nuestros acoplamientos dieron como resultado que las
LEU del péptido en las posiciones 374 y 377 que interactian mediante puentes de hidrogeno
en todas las variantes, se enlazan con los residuos CYS 50 y TYR 31 de E6AP. Como se
observa, diversas propuestas van dirigidas a identificar grupos importantes en la interaccion
proteina-proteina que sean susceptibles de inhibicion, pero no se han considerado
especificamente aquellos que se enlazan mediante puentes de hidrogeno y que median la
unidn con el péptido LXXLL y otras regiones, lo cual es una aportacion importante de nuestra
aproximacion.

Nuestros resultados muestran que las interacciones ARG 54 - GLU 376, TYR 31-
ALA 370, CYS 50 - LEU 377, ARG 54 - THR 373 y TYR 31- LEU 374 se mantienen en
todas las variantes del VPH-16, por lo que son un blanco de inhibicion para el reconocimiento
proteina-proteina, sobre todo porque estas interacciones se basan principalmente en la
coincidencia de las zonas hidrofobas y la complementariedad entre los grupos de puentes de

hidrégeno (Hubbard & Kamran-Haider, 2010), tal como sefialamos nosotros.
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Para las proteinas del VPH-18, encontramos que estas no interactuan
completamente con el péptido LXXLL de E6AP como se reporta, y varia en cuanto a los
tipos de enlaces con los que interactiia fuera de esta zona. Por lo tanto, aun cuando LXXLL
converge con E6, la interaccidon no es lo suficientemente fuerte con algunos residuos. En
relacion con esto, Thomas et al, (2013) analizan la interaccion E6-E6AP y mencionan que
durante la unién, E6AP mejora la estabilidad de E6, tanto del tipo alfa como beta de alto
riesgo, aunque los primeros (VPH-16) tienen a una degradacioén acelerada de E6AP en
comparacion con la beta (VPH-18) in vitro. Estos grados probablemente también se
relacionan con la mayor patogenicidad de VPH-16 y con la menor divergencia de las

variables de VPH-18, al no necesitar una zona variable para interactuar.

Propuestas de modificacion farmacologica como un aporte a la medicina

personalizada

La configuracion tridimensional de una sustancia bioactiva es importante sobre su efecto
farmacolégico (Zhuang et al, 2019). Ademas, la diversidad en los resultados de los
acoplamientos, tanto proteina viral-firmaco como proteina viral-proteina blanco, son
consistentes con la informaciéon que se conoce acerca de la divergencia en el nivel de
agresividad de las variantes, asi como en la desregulacion en la diferenciacion y apoptosis de
los queratinocitos, implicados en el CaCu (Antafio-Arias ef al, 2021; Zhebe et al, 2009;
Bueno-Freitas ef al, 2014). Esta variacion, en cuanto a la agresividad de las variantes; debe
considerarse en el disefio de farmacos, para favorecer su hidrofobicidad con el fin de que el
acoplamiento mejore, sobre todo porque las variantes mas agresivas, especificamente de
VPH-16, podrian requerir afinidad superior.

Al igual que en este trabajo, hay estudios dirigidos a proponer nuevos inhibidores a
partir de estructuras preexistentes con un enfoque bioinformatico inicial. Soumia et a/, (2022)
identificaron moléculas de diversas sustancias quimicas que pueden servir como base para
nuevas familias de farmacos o inhibidores de E6 del VPH. En nuestro estudio proponemos
que a partir de farmacos base, como las ya mencionadas modificaciones de Nelfinavir y
Flumatinib, se desarrolle un tratamiento especifico y mas eficiente para cada variante de los
VPH de alto riesgo, lo que es posible y se demuestra con la afinidad diferencial obtenida.

Ambas modificaciones aumentan la afinidad con las proteinas del VPH-16, lo que es un
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indicador directamente proporcional a la potencia de un farmaco (Madushanka et al, 2023).
Del mismo modo, en comparacion con las estructuras originales, las interacciones por enlaces
de hidrégeno aumentan. La formacion de estos enlaces fue nuestro principal enfoque, ya que
generan interacciones extensas que organizan y preparan los sitios de union, lo que permite
mantener la estabilidad estructural y funcionalidad con un alto nivel de conectividad.

Los enlaces de hidrégeno dependen de pares de atomos aceptores/donadores, asi
como de grupos de atomos que forman extensas subunidades donantes y aceptoras (Saenger,
1994). Respecto a esto, Madushanka et al, (2023) mencionan que la glicina (GLY) es el
residuo de aminodcido més abundante en los perfiles de donador y aceptor debido a una serie
de caracteristicas que presenta, como: es esencial en las a-hélices (al igual que la hendidura
hidrofobica de E6), debido a su pequefio tamafio tiene mayor compacidad (empaquetamiento
eficiente en la cadena) y contribuye a que otros grupos sean mas accesibles a la interaccion
con agua y moléculas ligando. A resaltar, todas las variantes del VPH-16 en acoplamiento
con el modificado de Flumatinib presentan al menos un enlace de hidrégeno mediado por
este residuo (GLY 137, Tabla 29). Sorprendentemente, cuatro de las cinco variantes no solo
coinciden en el tipo de aminoacido, sino que la posicion se conserva al interactuar.

Los enlaces de hidrogeno, mas alla de que potencian este tipo de interacciones
intermoleculares, también tienen un papel importante a nivel intramolecular para el disefio
de farmacos. Madushanka et al, (2023) explican que cuando un donador de enlaces de
hidrégeno y un aceptor estan proximos en una misma molécula, se forma un “enlace de
hidrégeno intramolecular” con un sistema en equilibrio termodindmico. Dicho equilibrio se
da entre conformaciones cerradas, que crean un sistema de anillo temporal (hidrofobicas) y
entre conformaciones abiertas, donde los grupos polares quedan expuestos al disolvente
(hidrofilicas). Ambas adquieren propiedades fisicoquimicas distintivas que son cruciales para
la orientacion favorable de una molécula pequefia en el sitio de unidon a una proteina. En
resumen, los andamios orgéanicos (estructuras fundamentales) pueden tener diferentes grupos
(O-H, N-H y C=0) que los vuelven solubles, si se ubican en las zonas hidrofilicas, y facilitan
la formacion de interacciones especificas con dianas bioldgicas.

En la formacion de enlaces de hidrogeno intramoleculares, una conformacion
cerrada tiende a ser mas lipofilica con mayor permeabilidad de membrana, mientras que la

conformacion abierta es soluble en agua con menor permeabilidad de membrana y que a su
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vez permite restricciones conformacionales en las que grupos funcionales del ligando se
alinean favorablemente al sitio de unién. Madushanka et al, (2023) presentan su hallazgo del
disefio de farmacos basados en la bioestructura como el futuro de la industria farmacéutica.
Mencionan que la eliminacion de grupos funcionales relevantes dentro del sistema de “anillo
intramolecular" hidrofobicos en un ligando puede conducir a una pérdida significativa en la
potencia. Inversamente a esto, a las estructuras farmacologicas que seleccionamos, les fueron
anadidos grupos funcionales que promovieron la fuerza proteina-ligando mediante estos

enlaces en la superficie hidrofilica.

Importancia de un andalisis proteina viral-farmaco-proteina blanco

Modelar el trimero virico-celular-farmacolédgico, presenta una vision completa del posible
bloqueo, por el farmaco modificado o nativo, de la interaccion entre la proteina viral E6 y la
proteina blanco E6AP. Gao & Skolnick et al, (2012) mencionan que las interacciones
proteina-firmaco pueden producir uniones inespecificas, por lo que en algunos casos se
requieren “interacciones cooperativas” proteina-proteina que mejoren la estabilidad del
complejo y que permitan conocer otras interacciones funcionales bioldgicamente relevantes.

Considerando estas posibles inespecificidades moleculares como limitantes de
nuestro trabajo, ademds de la falta de movilidad propia del acoplamiento molecular, es
importante mencionar que reconocemos la dindmica natural de todo sistema y la flexibilidad
de las proteinas. Por ello, el “ajuste” de las tres estructuras se realizd por alineacién de
secuencias e identificacion de cadenas con mejor coincidencia; a manera de prevenir la
inespecificidad y atacar las limitaciones del modelado “rigido” entre las estructuras del
farmaco y E6.

Los resultados obtenidos para el trimero son confiables, ya que la herramienta
empleada “MatchMaker” dentro del software Quimera, realiza la superposicion basada en
puntuaciones de alineacion; dicho emparejamiento incluye informacién de la estructura
secundaria de las proteinas, la similitud entre los residuos y algunas penalizaciones de
caracter termodindmico mencionadas anteriormente (entropia y entalpia) (Meng et al, 2006).
De este modo, nos aseguramos que la presencia del ligando ocupa un espacio entre ambas
proteinas y que dicho blanco, mediado por diversos enlaces de hidrogeno, mejora

potencialmente la afinidad de union global. Aunado a esto, He et al, (2023) identificaron
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compuestos moleculares pequefos con potencial de inhibicidon carcinogénica de E6; en su
trabajo, ademds de utilizar métodos de acoplamiento molecular, midieron la capacidad
inhibidora de estos en la proliferacion celular con células SiHa, asi como la expresion de p53.
Ellos incluyeron dosis y concentraciones en que los compuestos tienen una actividad
eficiente para dicho bloqueo; esto nos da certeza que los resultados obtenidos por docking
molecular son confiables para estimar candidatos al tratamiento, aunque ello requiera un
estudio in vitro posterior para analizar el incremento en la expresion de p53 o en su caso la
inhibicién de proliferacion viral en cultivos celulares. Cabe resaltar, que aunque He et al,
(2023) proponen moléculas de alta afinidad con valores similares a los obtenidos en este
trabajo, tanto con Darapladib para el VPH-18 como con los modificados de Nelfinavir y
Flumatinib para las variantes del VPH-16, nuevamente se destaca la importancia de generar
tratamientos especificos para cada variante, lo que He ef al, no aborda.

En resumen, en todos los trimeros se demuestra que las estructuras de los
compuestos modificados abarcan una mayor superficie que ocluye la interaccion E6-E6AP.
Del mismo modo, el andlisis en 2D sugiere que mas residuos interactiian con los farmacos

modificados que con los originales.

CONCLUSIONES

La medicina de precision o personalizada usa la informacion genética de cada paciente para
brindar medicamentos o terapias mas efectivos. Los resultados de este trabajo demuestran
que realizar pruebas moleculares para identificar mutaciones o variantes especificas en
circulacion de los VPH de alto riesgo, tipos 16 y 18, es plausible e importante para
interrumpir la expresion de E6 en mujeres infectadas y evitar una progresion al céncer, e
incluso en casos de etapas tardias, reducir el tamafio del tumor y prolongar la supervivencia
de las pacientes.

Si bien todas las variantes de E6 tienen la capacidad de unirse a E6AP por medio
del péptido LXXLL, la afinidad diferencial de las oncoproteinas con los farmacos indica que
posiblemente se expresan a un nivel de malignidad distinto, el cual estd dado por las
interacciones propias de cada una y puede llevarlas a diferentes riesgos de desarrollar CaCu.
El farmaco Flumatinib puede funcionar como un tratamiento general para todas las variantes,

especialmente con las del VPH-16 porque obtuvo afinidad superior. Sin embargo, solo las
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dos variantes Asidtico-Americanas (AA) pueden ser tratadas con el farmaco Nelfinavir con
la misma certeza, ya que los valores obtenidos son similares que con Flumatinib. Los puntajes
del acoplamiento son parecidos dependiendo de la rama, es decir, al interior de los grupos;
esto puede ser clave para buscar tratamientos que se enfoquen en los distintos origenes
filogenéticos a los que pertenecen y no a las variantes per se.

Las variantes del VPH-18 no mostraron diferencias para considerar un tratamiento
en especifico. Sin embargo, aunque seria posible tratar a ambas con Flumatinib, el mejor
farmaco, exclusivo para ellas, es Darapladib, el cual no es candidato para ninguna variante
del VPH-16.

Finalmente, de modo que la afinidad diferencial es relevante para el disefio de
nuevas terapias, la modificacion estructural de dos farmacos que ya se encuentran en
circulacion (Flumatinib y Nelfinavir) potencian la afinidad con algunas variantes del VPH-
16. El modificado de Flumatinib es una propuesta para todas las variantes, excepto para E-
G131, ya que es la unica que puede ser tratada con el modificado de Nelfinavir. No obstante

las modificaciones farmacologicas no mejoras la afinidad con las variantes de VPH-18.
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