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Resumen

Los mosquitos constituyen uno de los principales vectores de enfermedades a nivel mundial.
La estrategia més socorrida para el control de mosquitos es el uso de quimicos sintéticos que
atacan su sistema nervioso. La mayoria de los mosquitos blanco son resistentes a los
insecticidas en uso, ademas de ser estos toxicos para mamiferos y el ambiente. Por lo tanto,
se requieren nuevos blancos y compuestos que cumplan con esta funcion. La transcripcion
es el primer paso en la expresion del genoma. En este proceso participan factores de
transcripcion pertenecientes a la familia de las TBP, como la propia TBP y TRF1. TBP se
encuentra en todas las células eucariotas y es esencial para que ocurra transcripcion en todas
las etapas de la vida. TRF1 es especifico de insectos y se expresa en el sistema nervioso
embrionario y en células germinales masculinas. Por tanto, inhibir la funcién de estas
proteinas en mosquitos podria ser letal para ellos. Ambos factores de transcripcion divergen
en secuencia respecto a la TBP de humanos, haciendo posible la selectividad. Encontramos
compuestos menos toxicos y agresivos contra la salud humana y el ambiente, que se unen
selectivamente a los factores de transcripcion de mosquitos respecto a la TBP de humanos.
El sitio de unidn de los compuestos propuestos coincide con el sitio de unién de Brfl, factor
imprescindible para la formacion del complejo de pre-iniciacion de la transcripcion de la
ARN Pol I11. ARN Pol 111 sintetiza ARN de transferencia, ribosomales, U6 snARN, RNasa
P ARN, RNasa MRP ARN, 7SL ARN, Vault ARNs, y transcribe elementos de ADN
repetidos intercalados cortos que codifican ARN en todas las células eucariotas; por lo tanto,
su funcion es vital.



Abstract

Mosquitoes are one of the main vectors of disease worldwide. The most common strategy
for mosquito control is the use of synthetic chemicals that attack their nervous system. Most
of the target mosquitoes are becoming resistant to the insecticides in use; in addition, these
insecticides are toxic to mammals and damage the environment. Therefore, new targets and
compounds are required to fulfill this function. Transcription is the first step in genome
expression. Transcription factors belonging to the TBP family participate in this process,
such as TBP itself and TRF1. TBP is found in all eukaryotic cells and is essential for
transcription to occur at all stages of life. TRF1 is insect-specific and is expressed in the
embryonic nervous system and in male germ cells. Therefore, inhibiting the function of these
proteins in mosquitoes could be lethal for them. Both transcription factors diverge in
sequence from human TBP, making selectivity possible. We found less toxic and aggressive
compounds against human health and the environment, which selectively bind to mosquito
transcription factors compared to human TBP. The binding site of the proposed compounds
coincides with the binding site of Brfl, an essential factor for the formation of the pre-
initiation complex of RNA Pol I1l. RNA Pol 111 synthesizes transfer and ribosomal RNA, U6
SnRNA, RNase P RNA, RNase MRP RNA, 7SL RNA, Vault RNAs, and transcribes short
interspersed repeated DNA elements encoded RNAs in all eukaryotic cells; therefore, its
function is vital.
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1. Introduccién

1.1 Artropodos vectores

Los artropodos constituyen el filo mas numeroso y diverso del reino animal; describe a
animales que poseen esqueleto y apendices articulados, e incluye a insectos, aracnidos,
crustaceos y miridpodos (1). Los artrépodos juegan un importante papel como plagas y
vectores de enfermedades de plantas y animales. Aracnidos de la familia ixodidea son
transmisores de la Enfermedad de Lyme, tifus, babesiosis, ehrliquiosis y anaplasmosis (2—
6). La mayoria de los virus de plantas son transmitidos por insectos hemipteros (7). Insectos
como cucarachas y moscas son transmisores de bacterias y protozoos causantes de
enfermedades (8-10). Dipteros como la mosca tsé-tsé pueden transmitir nematodos
patdégenos (11). ElI 17 % de todas las enfermedades infecciosas son transmitidas por
artropodos vectores de los cuales la mayoria son insectos que se alimentan de sangre (12),
por ejemplo, insectos tritominos son transmisores del protozoo Trypanosoma cruzi causante
del Mal de Chagas (13-15), y los artropodos culicidos (mosquitos) constituyen unos de los
principales vectores de enfermedades a nivel mundial.

Los trabajadores de salud publica se enfrentan a desafios a causa de la carga de enfermedades
transmitidas por mosquitos, a pesar de los grandes esfuerzos realizados en programas de
control (16). El panorama del riesgo de enfermedades transmitidas por mosquitos ha
cambiado draméticamente en las Gltimas décadas, debido a la aparicion y el resurgimiento
de los ciclos de transmision urbana impulsados por los invasores Aedes aegypti y Aedes
albopictus (17). Ambas especies son vectores competentes de cinco importantes arbovirus
(chikungunya, dengue, fiebre del Valle de Rift, fiebre amarilla y Zika) y ambos estan
extensamente distribuidos, haciendo a estas especies un factor importante de diseminacion
de estas enfermedades a nivel mundial (18). Un estimado de cuatro millones de personas
viven en areas de riesgo de contraer dengue (16). El vector de malaria Anopheles darlingi
tiene una amplia distribucion geogréfica en América Central y Sudamérica, extendiéndose
desde el sur de México hasta el norte de Argentina y desde el este de la cordillera de los
Andes hasta la costa del océano Atlantico. A. darlingi se considera uno de los vectores mas
eficientes de malaria en regiones tropicales. Los estudios en la biologia y comportamiento de
este mosquito han sido relativamente pocos, especialmente teniendo en cuenta su importante
rol en la transmision de malaria. EI mosquito Anopheles sinensis es el principal vector de
malaria en paises del sureste asiatico, incluyendo China (19-22).

Culex quinquefasciatus (el mosquito doméstico del sur) es un importante mosquito vector de
virus como el virus del Nilo Occidental y el virus de la encefalitis de San Luis, asi como de
nematodos que causan filariasis linfatica. C. quinquefasciatus es una especie dentro del
complejo de especies Culex pipiens y se puede encontrar en climas tropicales y templados de
todo el mundo. La capacidad de C. quinquefasciatus para ingerir sangre de aves, ganado y
humanos contribuye a su capacidad de vectorizar patdgenos entre especies (23).



1.2 Estrategias de control y erradicacion

Para enfrentar el problema que representan estos vectores se han ideado varias estrategias,
por ejemplo, la produccion de mosquitos del género Anopheles transformados genéticamente
que evitan que Plasmodium, el protozoo causante de la malaria, se desarrolle dentro de ellos
y asi impedir su transmision y diseminacion (24). El control de poblaciones de mosquitos del
complejo Culex pipiens y Aedes albopictus se ha intentado a través de la infeccién de
poblaciones de estas especies con Wolbachia, una bacteria endosimbi6tica que induce muerte
embrionaria (25). Sin embargo, el control de vectores no ha logrado prevenir las epidemias
recientes ni evitar la expansion de enfermedades arbovirales importantes como el dengue
(26). La principal estrategia para el control de brotes de arbovirus es el uso de quimicos
sintéticos de accion rapida que causan la muerte a especimenes adultos del género Aedes
mediante atomizacion espacial (26-28). La mayoria de los insecticidas recomendados para
estas especies son de la clase de los piretroides (27). Respecto al manejo especifico del vector
de arbovirus Aedes aegypti, se ha propuesto e implementado el control larval como estrategia
primaria, incluyendo la aplicacion de larvicidas quimicos y toxinas bacterianas. Se han
empleado agentes bioldgicos contra larvas que incluyen copépodos depredadores, peces, y
larvas de Toxorhynchites. Es probable que el mayor obstaculo para el control larval de A.
aegypti sea la imposibilidad de detectar, acceder y eliminar o tratar los focos de cria
domiciliarios, lo cual constituye un reto y una tarea costosa que usualmente conduce a un
bajo control; adicionalmente, su eficiencia reducida en algunas ocasiones limita su adopcion
generalizada (26).

Ha existido un esfuerzo internacional para controlar o erradicar la malaria que ha dado como
resultado nuevas herramientas para controlar esta enfermedad y sus vectores. Estrategias
actuales de manejo integrado de vectores que incluyen el uso de mosquiteros tratados con
insecticida y pulverizacién residual interior, pueden no ser suficientes para erradicar la
transmision de malaria en areas endémicas (19). El control de Anopheles sinensis y
Anopheles darlingi se basa fundamentalmente en el uso de mosquiteros tratados con
insecticida y pulverizacién residual interior. Para el control de los mosquitos del complejo
Culex pipiens se emplean insecticidas organofosforados, carbamatos y piretroides (29,30).

1.3 Insecticidas utilizados a gran escala e incremento de la resistencia

Los insecticidas juegan un papel principal en el control de la mayoria de vectores de
enfermedades como mosquitos, moscas, pulgas, piojos, y chinches. Estos quimicos han sido
extensivamente usados desde 1940 para el control de mosquitos (22,31). Histéricamente
cuatro principales categorias de insecticidas han sido aplicados: organoclorados,
organofosforados, carbamatos y piretroides (31). En 1955 la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) propuso la erradicacion global de los vectores transmisores de malaria con el
uso domeéstico de DDT (dicloro difenil tricloroetano) atomizado; sin embargo, la euforia de
los insecticidas termind pronto y en 1976, la OMS cambi6 oficialmente el discurso de
erradicacion por control, cuya causa fue la aparicion de resistencia al DDT en un amplio
rango de mosquitos vectores (32). La resistencia a los insecticidas se define como la
capacidad heredada de una poblacion para sobrevivir a una dosis de insecticida, administrada
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bajo las mismas condiciones, que normalmente habria resultado letal para individuos de otra
poblacion susceptible de la misma especie (33). En 1975 La OMS informé que 256 millones
de personas vivian en areas donde la resistencia al DDT estaba socavando los esfuerzos de
control de la malaria. Los problemas de resistencia continuaron con el cambio a nuevos
insecticidas como los organofosforados, carbamatos y piretroides (32).

Los neonicotinoides son una familia de insecticidas que acttan en el sistema nervioso central
de los insectos y, con menor toxicidad, en vertebrados (aves y mamiferos). Estan ahora
registrados y aprobados para su uso en cientos de cultivos en méas de 120 paises por lo que
actualmente se encuentran entre los insecticidas mas usados a nivel mundial. Sin embargo,
el uso de ciertos productos quimicos de esta familia esta siendo restringido en paises debido
a una posible conexién con el desorden del colapso de colonias apicolas, 0 muerte de las
abejas. Los neonicotinoides se consideran neurotoxicos porque actlan como agonistas contra
los receptores nicotinicos de acetilcolina. En insectos, los neonicotinoides causan parélisis
que lleva a la muerte, frecuentemente en pocas horas. Debido a que los neonicotinoides
bloguean una ruta neuronal especifica que es mas abundante en insectos que en mamiferos,
estos insecticidas son por tanto selectivos frente a insectos en comparacion a mamiferos. Son
utilizados extensivamente en campo en cientos de cultivos y estan siendo empleados para
tratar ectoparasitos en animales domésticos, pero no son utilizados como insecticidas de
mosquitos (34).

La resistencia a los insecticidas es un problema en expansion y de larga duracién al que nos
enfrentamos en el control de artrépodos plaga. EI manejo efectivo de la resistencia a los
insecticidas es esencial para preservar la utilidad de los insecticidas actuales y futuros. El
control quimico es sin lugar a dudas la principal, en ocasiones la Unica, herramienta con que
se cuenta. El uso intensivo y extensivo de insecticidas ha traido consigo una presion de
seleccién y la consecuente resistencia, la cual es creciente. Se ha reportado resistencia a
carbamatos, piretroides y organofosforados en C. quinquefasciatus y Anopheles gambiae
(29,30). Se han realizado estudios en Aedes aegypti que han arrojado como resultados la
presencia de resistencia a organofosforados y piretroides en poblaciones del Caribe, islas
Martinica, Guyana Francesa, Brasil, Europa y Tailandia (35-40).

1.4 Blancos moleculares de accidn de pesticidas en uso, y efectos secundarios

Todos los insecticidas quimicos actuales son neurotdxicos, ya que actian afectando el
sistema nervioso de los organismos blanco. El sistema nervioso de insectos esta altamente
desarrollado y no se diferencia en demasia del sistema nervioso de mamiferos. El sistema
nervioso periférico, aungue menos complejo, también presenta llamativas similaridades, por
lo que, la mayoria de los insecticidas no son selectivos entre especies con respecto a los
blancos moleculares de insectos y mamiferos, incluyendo humanos, que son altamente
sensibles a sus efectos toxicos (41).

Ademas, se han encontrado otros efectos adversos de estos pesticidas convencionales para la

salud humana. Estudios epidemioldgicos reportan que la exposicion a pesticidas
organoclorados incrementa el riesgo de padecer cancer. Un estudio realizado con dos
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organoclorados, clorodecona y lindano, arroj6 que pueden actuar como disruptores
endocrinos mediante la activacion del receptor de estrogeno a (ERa), aumentando la
proliferacion de celulas endoteliales, la migracion y la actividad de MMP2
(metalproteinasa2), relacionada con la angiogénesis. Los organoclorados aumentaron la
produccién de oOxido nitrico mediante una mejora de la actividad de eNOS (sintetasa
endotelial de 6xido nitrico) sin modificacion del estrés oxidativo. Se ha proporcionado
evidencia de que las dos toxinas aumentaron la neovascularizacion in vivo. Lo mas
interesante es que todos los procesos anteriores se evitaron parcial o completamente después
del silenciamiento de ERa. En conjunto, estos datos destacan que los organoclorados
modulan los procesos angiogénicos celulares mediante la activacion de ERa. Este estudio
refuerza aun mas las evidencias de los efectos nocivos de estos pesticidas en la
carcinogénesis, particularmente en la modulacion de la angiogénesis, un paso critico en el
desarrollo del tumor, a través de ERa (42). Los efectos toxicologicos de las mezclas de
pesticidas en dosis bajas en la salud humana son en gran medida desconocidos, aunque
existen crecientes preocupaciones sobre su seguridad. La toxicidad acumulativa de
organofosforados y organoclorados produce efectos estrogénicos y el desarrollo de
polineuropatia retardada inducida por organofosforados (43). Los insecticidas carbamatos y
organofosforados tienen como mecanismo de accion la inhibicion de la enzima colinesterasa
(44-47). Esta enzima se encuentra extracelularmente (48). Todos los piretroides y DDT
interactan con el canal de sodio, al mantenerlo abierto durante mas tiempo, aumentan la
probabilidad de desarrollar potenciales de accion, creando asi una condicion de
hiperexcitabilidad, cuyo principal signo clinico son los temblores. La mayoria de los
organoclorados (excepto la clordecona), asi como ciertos piretroides (tipo 1), bloquean los
canales de cloruro del receptor GABA-A e interactlan con canales de cloruro activados por
glicina, inhibiéndolos (41,49).

Por lo tanto, estos insecticidas no tienen que atravesar membranas celulares para ejecutar su
efecto. Teniendo en cuenta que la mayoria de los insecticidas usados interactian con
moléculas, digase receptores o enzimas, que también se encuentran presentes en otros
organismos como mamiferos y por tanto ejercen efectos adversos en la salud de poblaciones
humanas, en este estudio se propone la busqueda de selectividad molecular, con lo cual, los
insecticidas propuestos no afectarian la salud humana.

1.5 La transcripcién como posible blanco de pesticidas

La transcripcion es el primer paso en la expresion del genoma. Es ejecutada por ARN
polimerasas, enzimas que usan una cadena de ADN como molde para sintetizar ARN, y
existen tres formas de ARN polimerasas en eucariotas, nombradas ARN polimerasa | (Pol 1),
Pol Il y Pol 1l (50). Los factores de transcripcion (TFs) son proteinas que se unen al ADN
al reconocer secuencias especificas localizadas en estructuras reguladoras como promotores
0 potenciadores. Esta union controla procesos como el reclutamiento de ARN polimerasas,
la metilacion del ADN, y modificaciones quimicas de nucleosomas y su desplazamiento. El
resultado es la activacion o represion de la expresion genica. Por lo tanto, los TFs tienen un
papel crucial en la interpretacion de la informacion gendémica y son actores centrales en las
redes de regulacion genética (51).
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La proteina de union a cajas TATA (TBP), es un factor de transcripcion requerido por las
tres ARN polimerasas para llevar a cabo el proceso de iniciacion de la transcripcion. TBP
tiene 180 residuos conservados filogenéticamente en la region C-terminal, que contiene dos
repeticiones directas que flanquean un segmento altamente béasico conocido como la
repeticion basica (52-54). El extremo N-terminal es desordenado y altamente divergente en
secuencia y longitud (55,56). TBP tiene como funcion la formacion del complejo de pre-
iniciacion, el cual es requerido para la iniciacion de la transcripcion, por lo que establece
interacciones a lo largo de su superficie con otros factores de transcripcion como TFIIA,
TFIIB, MOTL1, Brfl, TAF1, NC2, y las proteinas Spt3 y Spt8 del complejo SAGA (57-60).
Hay estructuras cristalograficas disponibles de algunos de estos complejos con TBP (57-60).
TBP presenta multiples interacciones proteina-proteina y, por tanto, una extensa superficie
molecular que puede ser motivo de estudio y que brinda la opcion de utilizar més de un
compuesto de forma simultanea en la creacion del insecticida (61). La tasa de mutacion de
TBP es extremadamente baja por lo que la adquisicion de resistencia a insecticidas que
ataquen a este blanco debe ser un proceso lento (61,62).

Anteriormente, la TBP era considerada como el factor de transcripcion universal y el Gnico
requerido por las tres ARN polimerasas para el reconocimiento del promotor y el inicio de la
transcripcion en eucariotas (63-65). En Drosophila melanogaster fue descrito un gen que
codifica para una proteina estrechamente relacionada a TBP; esta proteina fue hombrada
TRF1 (TBP-related-factor), y es especifica de insectos (53). Se ha demostrado que TRF1
puede desempefiar el rol de la TBP en la transcripcion de ciertos conjuntos de genes no
regulados por la TBP. Hibridacion in situ en embriones de Drosophila melanogaster mostro
que el nivel mas alto de transcripcion de TRF1 fue detectado en células neuronales y
germinales (53,63,66). Se ha confirmado a través de estudios bioquimicos que TRF1, al igual
que TBP, puede interactuar especificamente con TFIIA, TFIIB, unirse al promotor de la caja
TATA y dirigir la transcripcion mediada por la Pol Il in vivo. De forma similar a TBP, TRF1
es miembro de un gran complejo multiprotéico. Mutaciones en los genes que codifican TRF1
resultaron en infertilidad masculina y anormalidades en el sistema nervioso. Inhibicién de
TRF1, pero no de TBP, en extractos nucleares de embriones de Drosophila condujo a una
inhibicidn de la transcripcion mediada por la ARN polimerasa 111, lo cual confirma el rol de
TRF1 en ese proceso (63,66). Aunque la estructura de TBP estd conservada, han sido
descritas diferencias en secuencia en las TBP de parasitos eucariotas, lo cual trae consigo
diferencias estructurales y de superficie (61).

En este estudio se propone hacer un analisis similar en los factores de transcripcion de los
tres géneros de mosquitos mencionados. Teniendo en cuenta que impidiendo que ocurra
cualquiera de estas interacciones proteina-proteina no ocurre la formacion del complejo pre-
iniciacion y con ello no puede ocurrir transcripcion, en este estudio se proponen como
blancos moleculares a TBP y TRF1. Ya TBP ha sido propuesta como blanco terapéutico para
el tratamiento de enfermedades parasitarias (61).
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1.6 Interacciones moleculares y su modelado

Las interacciones entre biomoléculas son fundamentales para todo proceso bioldgico.
Haciendo uso de esas interacciones, los organismos vivos mantienen complejas redes
regulatorias y metabolicas. El trabajo experimental y las simulaciones computacionales son
las principales herramientas cientificas para entender estos procesos y encontrar nuevas
moléculas que puedan ser utilizadas como sustancias bioactivas para modificarlos y
controlarlos. El andlisis de interacciones moleculares individuales es un paso fundamental
para entender los procesos vitales. El estudio de estas interacciones requiere un conocimiento
exhaustivo de la estructura tridimensional de las moléculas que se van a considerar. Desde la
década de los 90, el conocimiento de estructuras moleculares se ha venido incrementando
aceleradamente y han sido desarrollados muchos algoritmos que abordan el acoplamiento
molecular (docking), asi como los espacios conformacionales y las dificultades para modelar
la energia (67).

Los sitios de union en las proteinas son generalmente cavidades donde ocurren las
interacciones moleculares. La caracteristica que debe tener un blanco molecular es que posea
un sitio de union que permita la unién de un compuesto (ligando), y que esto ocurra con alta
afinidad y especificidad (54,68). La capacidad de predecir si compuestos pequefios se pueden
unir con alta afinidad y especificidad a una proteina en particular, basados Gnicamente en su
estructura 3D, ha sido una meta que han tenido los bidlogos estructurales y cientificos
computacionales hace mucho tiempo. La promesa es que una prediccion precisa de la
accesibilidad farmacolégica de las proteinas puede capitalizar las enormes inversiones ya
realizadas en iniciativas de genémica estructural mediante la identificacion de blancos
farmacoldgicos y el uso de esta informacion en camparfias de identificacion y validacién de
blancos o dianas (69). Para el desarrollo y busqueda de nuevos farmacos la principal
estrategia empleada es la busqueda y seleccion de compuestos quimicos evaluados contra un
blanco molecular de forma experimental, lo cual es un proceso lento y costoso. El cribado
virtual (virtual screening) proporciona una alternativa mucho mas répida y barata de hacer
esto. La idea es evaluar computacionalmente, mediante acoplamiento molecular, grandes
bibliotecas de compuestos quimicos (potenciales farmacos) en blancos de estructuras
conocidas, determinar cuales son los compuestos que se unen con mejor afinidad, y
posteriormente evaluar experimentalmente solamente estos compuestos. Esto representa un
ahorro considerable de tiempo y recursos. El cribado virtual enfrenta varios desafios, como
el muestreo de las diferentes conformaciones de moléculas flexibles y el calculo de la energia
de unién absoluta en un entorno acuoso. Aun con las limitaciones actuales, nuevos
compuestos han sido descubiertos usando estas herramientas computacionales puesto que
éstas brindan acceso a un inmenso nimero de posibles ligandos, la mayoria de los cuales
pueden ser facilmente adquiridos y probados. Ademas, estructuras de ligandos conocidos en
complejos con sus receptores han sido correctamente predichos computacionalmente
utilizando las estructuras de forma independiente (70).

El campo del acoplamiento molecular ha tomado fuerza en las tres Gltimas décadas debido a
que los estudios computacionales de biologia molecular estructural y de disefio de farmacos
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basado en estructura han demostrado ser herramientas sumamente importantes y necesarias
para llevar a cabo estudios moleculares. Esto ha ocurrido gracias al dramético crecimiento
en disponibilidad, poder de las computadoras y la creciente facilidad de acceso a bases de
datos de pequefias moléculas y proteinas. ElI acoplamiento molecular tiene una amplia
variedad de usos y aplicaciones en el descubrimiento de farmacos. Estas aplicaciones
incluyen la busqueda y optimizacién de compuestos como potenciales farmacos mediante
cribado virtual; estudios de correlacion estructura-actividad de ligandos; estudios en los
cuales, con auxilio de la cristalografia de rayos X, se obtiene informacién y predicciones de
efectos de compuestos en mutagénesis; estudios de sustratos e inhibidores enzimaticos; y
estudios de mecanismos quimicos y bibliotecas combinatorias de disefio(71). El objetivo del
software automatizado de acoplamiento molecular es predecir la unién no covalente de dos
moléculas, utilizando sus estructuras para comprender y predecir reconocimiento molecular,
tanto estructuralmente, encontrando modos de union probables, como energéticamente,
prediciendo su afinidad.

El acoplamiento molecular generalmente se realiza entre una molécula pequefia y una
macromolécula blanco. Esto a menudo se conoce como acoplamiento de ligando-proteina,
pero existe un creciente interés en el acoplamiento proteina-proteina (71,72). En este estudio,
se llevard a cabo el acoplamiento ligando-proteina.

Durante las Gltimas dos décadas, una gran variedad de herramientas y programas de
acoplamiento molecular, como AutoDock (73), AutoDock Vina (72), LeDock (74), rDock
(75), UCSF DOCK (76), LigandFit (77), Glide (78), GOLD (79), MOE Dock (80), y Surflex-
Dock (81), entre muchos otros, se han desarrollado para ambos usos comerciales y
académicos. Para un programa de acoplamiento molecular, los dos componentes mas criticos
son el algoritmo de muestreo y la funcion de puntaje, que determinan su poder y efectividad.
(82). Han existido muchos estudios cuyo objetivo es comparar los diferentes programas de
acoplamiento y sus respectivas funciones de muestreo y puntaje (83). Diferentes estrategias
de muestreo y funciones de puntaje son empleadas por diferentes programas de acoplamiento,
por tanto, es importante tener en cuenta la evaluacion y comparacion del rendimiento de estos
programas, puesto que los resultados de la evaluacién pueden revelar las ventajas y
limitaciones de cada programa de acoplamiento, y esto, ayudar a los usuarios a tomar
decisiones razonables entre diferentes programas de acoplamiento molecular.

En un estudio realizado en 2016 que comparaba diez de los programas de acoplamiento
molecular mas utilizados (AutoDock, AutoDock Vina, LeDock, rDock, UCSF DOCK,
LigandFit, Glide, GOLD, MOE Dock y Surflex-Dock), se encontré que AutoDock Vina tuvo
el mejor poder de puntaje y una buena funcién de busqueda, significativamente mejor que
Autodock (82). Los softwares de la familia Autodock son ampliamente utilizados en las
investigaciones que emplean acoplamiento proteina-ligando y son notables por estar entre
los pocos programas de acoplamiento que estan disponibles gratuitamente para académicos
y uso industrial. Autodock Vina se ejecuta mas rapido, reproduce y clasifica con mejor
precision las poses de complejos proteina-ligando conocidos, en comparacion con
Autodock4, por lo tanto, se recomienda a los investigadores emplearlo de preferencia a
Autodock4 para realizar cribado virtual (84). AutoDock Vina es unos de los programas de
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acoplamiento molecular mas utilizados. Ha demostrado estar a la altura de programas como
Glide y Gold. Es de acceso libre, y permite asignar las cadenas laterales de los aminoacidos
de interés como flexibles, lo cual lo hace una herramienta eficiente para realizar cribado
virtual (72,85).

Los estudios encaminados al descubrimiento de compuestos novedosos en el campo de la
medicina, la industria, y demas ramas economicas y de investigacion que estriban en
compuestos quimicos para su desarrollo, dependen de la calidad de las bases de datos
empleadas para el perfeccionamiento e implemento de las herramientas computacionales.
Por lo tanto, se han desarrollado gran cantidad de bases de datos o bibliotecas de compuestos
como Binding Moad (86), PDB bind (87), Ligand-Protein DataBase (88), Relibase (89),
BindingDB (90)[95], PDBLIG (91), MSDsite (92), eF-Site (93), PDB-Ligand (94), Super-
Ligands (95), Protein Ligand Database (PLD) (96), Het-PDB Navi (97), sc-PDB (98),
PDBSite (99), Ligand-Depot (86), AffinDB (100), LIGAND (101), y KiBank (102). ZINC15
es una base de datos de acceso publico y es ademas un conjunto de herramientas, desarrollado
para permitir el acceso inmediato a compuestos para el cribado virtual, que se ha vuelto
ampliamente utilizada para este fin, descubrimiento de ligandos, cribado de farmacdéforo,
evaluacion comparativa, y desarrollo de campos de fuerza. Tiene mas de 120 millones de
compuestos “similares a farmacos “, que pueden ser facilmente adquiridos; es una base de
datos disefiada con el objetivo de reducir la brecha entre la quimioinfomatica y la biologia,
por lo que implementa herramientas dirigidas a investigadores que no son especialistas en
bioinformética. Es una base de datos de reconocido prestigio y calidad (103).

1.7 Las interacciones proteina-proteina y las dificultades para inhibirlas

Los factores de transcripcion son considerados blancos de dificil acceso molecular, a causa
de que tienen grandes superficies de interaccidn proteina—proteina, lo que se traduce en la
carencia de cavidades profundas. Sin embargo, estudios similares se han llevado a cabo con
éxito en familias de proteinas como la familia de factores de transcripcion Myc (104), que
son oncoproteinas que controlan varias funciones celulares relacionadas con la proliferacion
celular eficiente, crecimiento y metabolismo y regeneracion de tejidos. Muchos de los
blancos considerados de dificil acceso farmacolégico han sido considerados eventualmente
blancos satisfactorios, ejemplo de esto es la familia de proteinas BCL-2, la cual fue
considerada en un principio un blanco de dificil acceso farmacologico (104-106). Hasta el
momento no se han desarrollado insecticidas que inhiban interacciones de TBP con otros
factores de transcripcion, aunque si existe un estudio similar en TBP de paréasitos eucariotas
con resultados promisorios, en el que se determind que TBP es un blanco potencial (61).
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2. Fundamento tedrico

Justificacion

En los tres géneros de mosquitos vectores que se estudian en este proyecto existe resistencia
a insecticidas; ademas los insecticidas actuales causan dafio al ambiente y la salud humana,
por lo que se hace necesario la basqueda de nuevos compuestos y blancos moleculares que
efectlen esta funcion. En los factores de transcripcion TBP y TRF1 existen diferencias en
secuencia respecto a la TBP de humanos, lo que conlleva a diferencias estructurales que
pueden proporcionar sitios blanco novedosos que presenten selectividad con respecto a
humanos, y por tanto evitar efectos adversos a la salud humana. Inhibiendo TBP se detiene
la transcripcion en todas las etapas de vida de estos vectores e inhibiendo a TRF1 se afecta
su desarrollo en etapas larvales.

Hipotesis

Existen sitios de unién en las superficies de las TBPs y TRFs de artrépodos vectores de
enfermedades que pueden ser propuestos como sitios novedosos de union a compuestos
selectivos que impidan la interaccion con otras proteinas del complejo pre-iniciacion.

Objetivos

Obijetivo general

-ldentificar in silico compuestos con probable actividad pesticida, que se unan selectivamente
a los factores transcripcionales TBP y TRF de mosquitos con respecto a la TBP de humano.

Obijetivos especificos

-Seleccionar un conjunto de TBPs y TRFs de vectores artropodos, y modelar las estructuras.

-ldentificar las diferencias en secuencia respecto a la TBPs de humanos y mapearlas sobre la
superficie molecular.

-Obtener ensambles de estructuras representativas de TBPs y TRFs de vectores y localizar
posibles sitios de unidn para moléculas pequefias sobre sus superficies.

-Realizar cribado virtual partiendo de bibliotecas de compuestos quimicos aptos para usarse
como plaguicidas sobre las superficies de TBPs y TRFs de vectores, y compararlas con la
TBP de humano, identificando los compuestos con mejor selectividad y afinidad hacia las
TBPs y TRFs de vectores.
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3 Metodologia

En este acapite se describe la estrategia computacional utilizada para llevar a cabo la
investigacion, comenzando por la busqueda de secuencias completas de factores de
transcripcion de mosquitos vectores, hasta el analisis toxicoldgico realizado a los compuestos
propuestos como potenciales insecticidas.

La figura 1 muestra un diagrama resumen de los procedimientos computacionales realizados
a partir de las dinamicas moleculares obtenidas, con el objetivo de obtener las colecciones de
estructuras donde se lleva a cabo el cribado virtual.

Simulacién por dinamica molecular Agrupamiento RMSD-2D
‘*?Q” #?22;‘. 0,#5;‘?5;‘ %, FESCEn
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Centro de grupo

Se asignaron como flexibles los aminoacidos que describen las
cavidades para realizar el acoplamiento molecular

Cavidades mas abiertas

Figura 1: Diagrama del procedimiento computacional empleado para construir las colecciones de
estructuras a partir de las dindmicas moleculares para llevar a cabo el cribado virtual.
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3.1 Busqueda de secuencias completas de TBP y TRF1

La basqueda de las secuencias en formato FASTA de los factores de transcripcion se realizé
en el NCBI. Se buscaron secuencias de TBP de artrépodos vectores que poseyeran los 180
aminoéacidos de union a ADN. Para extraer la secuencia de 180 aminoacidos de interés para
este estudio, se tomo6 como referencia la secuencia de la estructura cristalografica de la TBP
de humanos 1INVP, y se realiz6 un alineamiento de ésta, con las secuencias en formato
FASTA de los factores de transcripcion extraidos del NCBI, con el servidor Clustal Omega
(107).

3.2 Modelado por homologia de candidatos

Teniendo en cuenta que la gran conservacion en secuencia que presentan las TBP es un
elemento muy favorable para el modelado por homologia, se generaron tres modelos con tres
servidores diferentes por cada factor de transcripcion. Los modelos fueron construidos
empleado tres predictores de estructuras: I-TASSER (108), MODELLER (109) y Phyre2
(110). Inicialmente los factores de transcripcion propuestos se modelaron con Phyre2, que
genera los modelos de manera rapida; a estos modelos se le realizo el analisis de conservacion
en secuencia y su mapeo sobre toda la superficie de la proteina. Una vez seleccionados los
factores de transcripcion con mayor divergencia para trabajar en este proyecto, fueron
modeladas sus estructuras con I-Tasser y Modeller.

3.3 Andlisis de diferencias en la superficie de TBP y TRF1 respecto a TBP de
humano

Teniendo los modelos de los factores de transcripcion, se realizd una alineacion y
superposicién estructural para lo cual se utilizé el programa VMD (111). Esto se realiz6 para
determinar diferencias en las superficies de los factores de transcripcion de las cinco especies
de mosquitos vectores con respecto a la TBP de humanos. Posteriormente se estudiaron estas
zonas de divergencia para determinar si en ellas se encontraban o formaban cavidades
potencialmente selectivas. El andlisis de identidad y mapeo de divergencia sobre la superficie
de los factores de transcripcion provee informacion valiosa acerca de la distribucion de estas
diferencias; si se encuentran dispersas en pequefios parches, se dificulta encontrar cavidades
que posean diferencias significativas y sean, por tanto, selectivas; cuando las diferencias
convergen en un area, aumenta la probabilidad de encontrar una cavidad selectiva. Por estas
razones se excluyeron los factores de transcripcién que presentaran un porcentaje de
identidad con la TBP de humanos mayor de 80 % y que no presentaran la zona divergente
agrupada en un parche o zona susceptible de ser analizada, y por tanto, fuente de una cavidad
divergente.
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3.4 Simulaciones por dinamica molecular

Las simulaciones por dindmica molecular fueron realizadas para generar los ensambles de
estructuras que iban a ser utilizadas en el acoplamiento molecular. La idea es que los
ensambles creados describan a las cavidades a lo largo de la simulacion y por tanto
representen la dinamica de la superficie de la proteina. Por ese motivo fueron seleccionadas
cavidades que se abrieran varias veces a lo largo de la simulacion, no solamente en un
momento determinado.

Las simulaciones moleculares también proporcionan informacion acerca de los modelos
generados; los factores de transcripcién modelados son proteinas ordenadas y por tanto su
estructura no debe poseer una variacion significativa con respecto a la estructura inicial de la
simulacion. Esta estructura inicial es el modelo generado, minimizado y con hidrdgenos, por
tanto, se espera gque la dindmica molecular converja en un momento dado y se mantenga
estable por el resto de la simulacién. Para medir esto se calcularon los RMSD respecto a la
estructura inicial en funcién del tiempo, y ademas, se compararon todas las estructuras de
cada simulacion por pares. Posteriormente se realiz6 un agrupamiento estructural con corte
de 2 A a nivel de cadena principal de todas las simulaciones, y se superpusieron los centros
de grupo.

Para realizar las simulaciones por dindmica molecular las estructuras fueron optimizadas
previamente. Se le afiadieron hidrégenos empleando el servidor CHARMM_GUI (112) y se
emplearon 50 pasos de minimizacion utilizando el método de Steepest descent sobre los
hidrégenos manteniendo rigido el resto de la estructura. Posteriormente se realizdé una
minimizacién también de 50 pasos sobre todos los atomos del sistema empleando el esquema
Conjugate gradient. Estas minimizaciones se realizaron con el potencial CHARMMS36 (113)
y el programa charmm38b1 (114).

Las simulaciones por dinamica molecular fueron realizadas con el programa NAMD2.11
(115) con un tiempo de integracion de 2 fs y una frecuencia de guardado de 500 pasos. Se
utilizo el potencial CHARMMS36. Las simulaciones se realizaron en solvente explicito e
incluyen aproximadamente 36000 atomos. Se empled una caja ortorrombica de dimension
de 92x64x60 A? construida con el servidor CHARMM-GUI con una concentracion de 0.15M
de NaCl. Las simulaciones se realizaron en un ensamble NPT. Fueron simulados 101 ns para
cada estructura a una temperatura de 323 K, esto con el objetivo de lograr mayor movimiento
de la proteina y por tanto un mayor muestreo conformacional. EI primer ns se tomé como
tiempo de equilibracion para las trayectorias.

Posteriormente se efectu6 un agrupamiento para lo cual se calculd6 un RMSD en dos
dimensiones (RMSD-2D) sobre los 4&tomos de la cadena principal, con un corte de 2.0 A.
Esto se efectud con el objetivo de ver la diversidad estructural de los ensambles generados
en la dinamica molecular. Para todas las estructuras se obtuvo un grupo que representaba a
mas del 75% de las estructuras generadas por la dindmica, con los tres primeros grupos mas
poblados se describe mas de un 95% de las estructuras obtenidas de la simulacion, lo cual
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sugiere una buena convergencia de las dinamicas. Para llevar a cabo este analisis se utilizo
el programa SIMULAID (116).

3.5 Localizacion de cavidades y seleccion de estructuras para acoplamiento
molecular

El siguiente objetivo fue localizar las cavidades formadas a lo largo de la simulacién en cada
factor de transcripcion, y que se situaran en zonas divergentes en secuencia, para proponerlas
como sitios potenciales de union a compuestos. Para ello se tomaron las estructuras de los
centros de grupos mas poblados calculadas previamente con el programa SIMULAID y se
enviaron al servidor Metapocket (117), que detecta cavidades a lo largo de toda la superficie
de la proteina. Posteriormente se seleccionaron las cavidades que se encontraban en zona de
divergencia con respecto a la TBP de humano. Las coordenadas del centro de las cavidades
detectadas por Metapocket que fueron seleccionadas como potencialmente selectivas,
posteriormente fueron empleadas por el programa POVME 3.0 (118) para calcular su
volumen a lo largo de la simulacion. Estos calculos se efectuaron con espaciamiento de 1.0
A, una distancia de corte de 1.09 A y esferas de inclusion de 5 A. Este célculo se realiz6
sobre las 3000 estructuras derivadas de las simulaciones de cada factor de transcripcion. Por
cada cavidad seleccionada se extrajeron las cinco estructuras con mayores volimenes de
acuerdo al célculo realizado con POVME, y que se encontraran distribuidas a lo largo de la
simulacion para no sesgar el muestreo. Con las estructuras seleccionadas se construyd un
ensamble de cinco estructuras por cada cavidad.

3.6 Seleccion de compuestos utiles en ZINC15

Los ligandos fueron obtenidos de la base de datos ZINC15 en formato pdbgt, porque es el
formato empleado por Autodock Vina, y contiene informacion sobre los radios y cargas
atdmicas tanto de la proteina como del ligando, ademas de la lista de los enlaces sobre los
que se permite libre giro.

Los factores de transcripcién de interés en este estudio se encuentran dentro del nicleo de las
celulas. La membrana nuclear presenta poros de gran tamafio (119), por tanto, fueron
seleccionados compuestos que fueran capaces de atravesar las membranas celulares, puesto
que, un vez que los compuestos de interés se encuentren dentro de citoplasma, existe una alta
probabilidad de que lleguen al interior del nicleo. Mélkid, A. y colaboradores plantean que
las principales propiedades de las moléculas relacionadas a la permeabilidad de membranas
bioldgicas son la lipofilicidad, capacidad de formacion de puentes de hidrogenos, la carga y
el tamafio (120). Por esos motivos, la seleccion de los compuestos se hizo tomando en cuenta
las siguientes propiedades: hasta 500 Da de peso molecular, LogP mayor que 0 y menor que
5, con presencia de hasta 5 donadores y 10 aceptores de enlaces de hidrégeno. Teniendo en
cuenta que los resultados de los programas de acoplamiento molecular comienzan a perder
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precision en presencia de ligandos con carga y con mas de 10 enlaces rotables, fueron
seleccionados ligandos neutros y con hasta siete enlaces rotables. Finalmente fueron
seleccionados 6200 ligandos.

3.7 Cribado molecular

El acoplamiento molecular se realizo utilizando el programa Autodock Vina. Para realizar el
cribado molecular se construy6 una coleccion de estructuras empleando la estrategia que se
muestra en la Figura 2.

Las colecciones construidas de cinco estructuras por cada género de mosquitos fueron
utilizadas para hacer el cribado molecular empleando los 6200 ligandos obtenidos de la base
de datos ZINC 15. El acoplamiento molecular se efectu6 de forma dirigida sobre las zonas
de interés, asignando como flexibles los aminoacidos que describen las cavidades
(excluyendo glicina, alaninay prolina) y los ligandos. La caja empleada para el acoplamiento
molecular se construy6 con un espaciamiento de 1 A; las dimensiones se asignaron con la
ayuda del plugin de Vina en Pymol 1.7.7.2 (121) para su uso en el acoplamiento molecular.
El acoplamiento molecular flexible se realizé con una exhaustividad de 24 y generando cinco
poses para cada compuesto. La exhaustividad controla cuantas veces se repiten los calculos,
y es el parametro con el cual Vina controla el niamero de evaluaciones durante cada
optimizacion local, partiendo de conformaciones aleatorias. La exhaustividad que trae el
programa preconcebidamente es de 8. En este trabajo se aumento a 24 para mejorar el
muestreo.

3.8 Analisis de la selectividad con respecto a la TBP de humanos.

Se tomaron las estructuras cristalograficas de la TBP de humanos INVP, INGM y 1C9B
depositadas en el PDB y se les realizé dinamica molecular. Las dinamicas moleculares se
realizaron siguiendo fielmente el protocolo descrito en el acapite 3.4.

La conformacidn de las colecciones de estructuras para el cribado molecular en humano se
realizd utilizando exactamente el mismo protocolo que para generar las colecciones en los
factores de trascripcion de mosquitos, procedimiento descrito en el acapite 3.5. Parala TBP
de humanos fueron conformados ensambles analogos a todas las cavidades de vectores
analizadas, donde fueron evaluados los mismos compuestos.
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3.9 Analisis toxicoldgico de los compuestos propuestos

Los compuestos propuestos fueron analizados empleando el predictor de toxicidad
admetSAR (122). Fueron analizados parametros de toxicidad para mamiferos, en este caso,
de carcinogenicidad y de mutagénesis de AMES. EIl ensayo de AMES esta disefiado para
detectar un amplio rango de compuestos que pueden causar dafios genéticos y producir
mutaciones mediante el analisis de revertantes en Salmonella (123). Fueron analizados estos
parametros por la importancia de conocer si los compuestos que se estan proponiendo pueden
ser potencialmente cancerigenos o mutagénicos. Ademas, fueron analizados pardmetros de
prediccion de corrosion e irritacion ocular por la enorme importancia que tiene conocer si los
compuestos propuestos pueden ser potencialmente dafiinos o corrosivos para los 0jos, puesto
que la mayoria de los insecticidas son empleados mediante atomizacién y pueden entrar en
contacto con ellos. El servidor admetSAR contiene bases de datos de disimiles moléculas
que presentan toxicidad para diferentes sistemas de 6rganos y funciones ambientales. Se
suministraron a dicho servidor las estructuras quimicas en formato SMILE de los compuestos
propuestos como potenciales insecticidas para que predijera si eran potencialmente toxicos.
Este servidor compara las estructuras proporcionadas con su base de datos propia, Y,
empleando algoritmos de aprendizaje automatico (machine learning), que incluyen bosque
aleatorio (random forest, RF), maquina de vectores de soporte (support vector machine,
SVM) y vecinos k-cercanos (k-nearest neighbors, kNN) predice por similitud si las
moléculas proporcionadas son potencialmente toxicas (122). Fueron analizados también
parametros de biodegradabilidad y de toxicidad en abejas, peces y crustaceos porque estos
parametros describen potenciales dafios al ambiente.
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Figura 2: Diagrama de flujo resumen de la metodologia empleada.
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4. Resultados

4.1 Busqueda de secuencias de TBPsy TRF1

Secuencias encontradas en el NCBI

Factor de Transcripcion Nuimero de Porcentaje de identidad
Referencia respecto a la TBP de humano
Aedes aegypti (TBP) XP_001662432.1 87.22 %
Aedes albopictus (TBP) XP_019552045.1 87.78 %
Aedes aegypti (TRF1) XP_001654561.1 61.67 %
Aedes albopictus (TRF1) XP_029709094.1 62.78 %
Culex quinquefasciatus (TBP) XP_001849783.1 63.33 %
Anopheles darligi (TBP) ETN59952.1 62,78 %
Anopheles sinensis (TBP) KFB39418.1 61, 67 %

Tabla 1: Secuencias de factores de transcripcion pertenecientes a la familia de las TBP encontradas
en el NCBI. Porcentaje de identidad con respecto a la TBP de humanos.

4.2 Generacion de Modelos

Los modelos generados fueron estables estructuralmente puesto que en las simulaciones por
dinamica molecular convergieron y se estabilizaron, como se espera ocurra en modelos de
proteinas ordenadas. Ademas, los pardmetros de valoracion de los modelos, generados por
cada predictor de estructuras, resultaron todos satisfactorios.

Factor de Transcripcion I-TASSER MODELLER Phyre2
C-Score | TM-Score GA341 Conf. promedio
Aedes aegypti (TRF1) 1.60 0.94+0.05 1.00 0.98
Aedes albopictus (TRF1) 1.61 0.94+0.05 1.00 0.98
Culex quinquefasciatus (TBP) 1.62 0.94+0.05 1.00 0.98
Anopheles darligi (TBP) 1.61 0.94+0.05 1.00 0.98
Anopheles sinensis (TBP) 1.61 0.94+0.05 1.00 0.98

Tabla 2: Parametros de evaluacién de los Modelos Generados
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4.3 Analisis de diferencias en la superficie de TBP y TRF1 respecto a TBP de
humano

El andlisis de diferencias en secuencia, y el agrupamiento de estas diferencias en las
superficies de los factores de transcripcion, se utiliz6 como base para la seleccion de los
factores de transcripcion definitivos a estudiar. En la figura 3 se observan estas diferencias
mapeadas en las superficies de las TBP de ambas especies de mosquitos del género Aedes.
En las TBPs de ambas especies existe aproximadamente un 90% de identidad en secuencia
con respecto a la TBP de humano, lo cual representa una alta coincidencia. Ademas, las
diferencias se encuentran esparcidas en pequefios parches a lo largo de la superficie, lo que
tampoco favorece las probabilidades de encontrar una cavidad selectiva. Por estas razones,
las TBP de Aedes aegypti y Aedes albopictus fueron excluidas de este estudio, puesto que
encontrar diferencias estructurales en sus superficies es improbable, y por tanto la presencia
de cavidades divergentes con respecto a la TBP de humanos que puedan ser fuente de
selectividad. Entonces, de los mosquitos del género Aedes, fueron seleccionados los TRF1,
que presentan una divergencia significativa y por tanto fueron considerados potenciales
blancos de acceso de farmacos selectivos.

En los restantes factores de transcripcion analizados, digase los TRF1 de Aedes y las TBPs
de Anopheles y Culex, como se refleja en la figura 4, se encontrd una divergencia con respecto
a la TBP de humanos de aproximadamente cuarenta por ciento. Ademas, gran parte de la
superficie divergente se agrupd en una region extensa apta de ser analizada y, por tanto,
fuente potencial de cavidades selectivas.

Finalmente, los factores de transcripcidn considerados para este estudio fueron: Las proteinas
de union a caja TATA (TBPs) de: Anopheles darlingi GenBank: ETN59952.1, Anopheles
sinensis GenBank: KFB39418.1, Culex quinquefasciatus NCBI Reference Sequence:
XP_001849783.1; y los TRF1 de: Aedes aegypti NCBI Reference Sequence:
XP_001654561.1 y Aedes albopictus NCBI Reference Sequence: XP_029709094.1.

Aedes aegypti (TBP) Aedes albopictus (TBP)

87.22% de identidad 87.78% de identidad divergente idéntico

Figura 3: Porciento de identidad en secuencia con respecto a la TBP de humanos de las TBPs de
Aedes aegypti y Aedes albopictus. Mapeo sobre la superficie molecular de estas diferencias en
secuencia: el color rojo representa los aminoécidos diferentes con respecto a la TBP de humanos y el
color azul representa los que son idénticos.
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Aedes aegypti (TRF1)  Aedes albopictus (TRF1)  Culex quinquefasciatus (TBP)

T IR e

61,6 % identidad 62,7 % identidad 63.3% identidad

Anopheles darlingi (TBP) Anopheles sinensis

¥4 ¥%

62,7 % identidad 61,6 % identidad

divergente conservado

Figura 4: Diferencias en superficie y porciento de identidad con respecto a humanos de las TRF1s
de Aedes aegypti y Aedes albopictus, y las TBPs de Culex quinquefasciatus, Anopheles darlingi y
Anopheles sinensis. Mapeo sobre la superficie molecular de estas diferencias en secuencia: el color
rojo representa los aminoacidos diferentes con respecto a la TBP de humanos y el color azul
representa los que son idénticos.

4.4 Simulaciones por dindmica molecular

Las simulaciones obtenidas convergieron y se estabilizaron; esto habla de persistencia y
calidad de los modelos generados. Se obtuvo en todos los casos un grupo mas poblado que
describi6 a méas de un 75 % de las estructuras obtenidas en la simulacion. Los tres primeros
grupos mas poblados describieron a méas de un 95 % del total de estructuras generadas en la
dinamica. La tabla 3 muestra los principales grupos de las simulaciones de todos los factores
de transcripcion con un corte de 2 A.

En la figura 5 se muestran los RMSD respecto a la estructura inicial a lo largo del tiempo de
todas las simulaciones. En cada grafica se observa en color azul el RMSD de todas las
estructuras generadas por dindmica molecular a partir de los modelos creados por el servidor
Phyre2, en color verde las estructuras generadas a partir de los modelos creados por I-
TASSER vy en color rojo las estructuras generadas a partir de los modelos proporcionados
por MODELLER. En todos los casos el RMSD obtenido es inferior a4 A, lo cual es indicador
de movimientos moderados propios de proteinas con estructuras ordenadas. La figura 6
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muestra una superposicion de los tres primeros centros de grupos mas poblados. Esta
superposicion ilustra que las diferencias mas significativas se encuentran en los estribos de
las proteinas y en los extremos amino y carboxilo terminales. En estas zonas de la proteina
es donde tienen lugar los mayores movimientos y, por tanto, se infiere sean estos fragmentos
los responsables de los mayores RMSD.

Simulacién Aedes aegvpti Simulacidon Aedes albopictus
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Figura 5: RMSD de las simulaciones de todos los modelos de los factores de transcripcion. En azul
se muestran los RMSD de las simulaciones realizadas a partir de los modelos generados por el
servidor Phyre2, en color verde de I_TASSER y en color rojo de MODELLER.
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Aedes aegypti Aedes Anopheles  Anopheles Culex

(TRF1) albopictus darlingi sinesis quinquefasciantus
(TRF1) (TBP) (TBP) (TBP)
Primer grupo 2534 (84.4%) 2776 2529 2365 2671 (89.0%)
mas poblado (92.5%) (84.3%) (78.8%)
Segundo 267 (8.9%) 96 (3.2%) 148 (4.9%) 341 165 (5.5%)
grupo mas (11.36%)

poblado
Tercer grupo 103 (3.4%) 71(2.3%) 143 (4.7%) 182 (6.0%) 111 (3.7%)
mas poblado

Tabla 3: Grupos mas poblados de las simulaciones realizadas. Cantidad de estructuras representadas
en cada grupo y porcentaje que representa cada grupo de la totalidad de estructuras.

Aedes aegypti (TRF1) Aedes albopictus(TRF1)

Anopheles darlingi (TBP) Anopheles sinesis (TBP) Culex quinquefasciantus (TBP)

Mas poblado ~ medio Menos poblado
Figura 6: Superposicion de los centros de los tres grupos més poblados de las dindmicas moleculares

de las especies estudiadas. En azul el centro del grupo mas poblado, en amarillo en centro del grupo
medianamente poblado y en rojo el centro del grupo con menos poblacién de los tres.
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4.5 Localizacion de cavidades y seleccion de estructuras para acoplamiento
molecular

Analizados los centros de grupo de todas las dinamicas con el servidor Metapocket, se
seleccionaron las cavidades que coincidieran con parches de divergencia en las superficies
de los factores de transcripcion. La figura 7 muestra la totalidad de las cavidades detectadas
por Metapocket en la superficie de los centros de grupo mas poblados de los factores de
transcripcion analizados. Se encuentra sefialada una cavidad que se encontr6é en zona de
considerable divergencia y que coincide con parte del sitio de unién de Brfl, por lo cual se
selecciond como una cavidad prometedora a ser analizada.

Aedes aegypti (TRF1) Aedes albopictus (TRF1) Anopheles darlingi (TBP)

Anopheles sinensis (TBP) Culex quinquefasciatus (TBP)

Figura 7: Cavidades detectadas por Metapocket en la superficie de los cinco factores de transcripcion
analizados (esferas color cyan). Se encuentra sefialada en cada estructura una potencial cavidad
selectiva, que coincide con parte del sitio de unién de Brfl. En rojo se muestran los residuos
divergentes con respecto a TBP de humanos, y en azul, los residuos idénticos.

Notese que no en todas las estructuras en las cuales se realizd este analisis fueron detectadas
las mismas cavidades. En la figura 8A se muestran mas detalladamente estas diferencias. En
Aedes aegypti Metapocket detecto la cavidad de interés en la zona divergente situada en la
region de union al sitio Brfl, sin embargo, esta cavidad no fue detectada en Aedes albopictus.

En la figura 8B se muestra un analisis de conservacién de la superficie en estas dos especies,
lo cual sugiere que los resultados, tanto de andlisis de cavidades como posteriormente de
acoplamiento molecular, pueden ser extrapolables dentro del género Aedes.
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” “ Aedes albopictus (TRF1)

Superposicion  Aedes aegypti — Aedes albopictus

97.22% identidad

Figura 8: A: Cavidades detectadas por el servidor Metapocket en las superficies de los centros de
grupo mas poblados de las especies Aedes aegypti y Aedes albopictus; se marca también la
divergencia (rojo) e identidad (azul) con respecto a la TBP de humano. B: Superposicion de las TRF1
de ambas especies de Aedes y analisis de conservacidn, la superficie azul muestra la zona de identidad
y la superficie roja la zona de divergencia entre ambas especies.

De forma similar ocurrio con las TBP de las especies de Anopheles. En la especie Anopheles
darlingi fueron detectadas cavidades que no se detectaron en Anopheles sinensis y viceversa.
Ambas especies tienen alto porcentaje de identidad por lo que, de igual manera, se infiere
que los resultados encontrados pueden ser extrapolables dentro de las dos estructuras
analizadas del género Anopheles.
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Anopheles darlingi (TBP) Anopheles sinensis (TBP)
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Figura 9: A: Cavidades detectadas por el servidor Metapocket en las superficies de los centros de
grupo mas poblados de las especies Anopheles darlingui y Anopheles sinensis. Se sefiala también la
divergencia (rojo) e identidad (azul) con respecto a la TBP de humano. B: Superposicion de las TBP
de Anopheles darlingui y Anopheles sinensis y su analisis de conservacion, la superficie azul muestra
la zona de identidad y la superficie roja la zona de divergencia entre ambas especies.

En el caso de Culex quinquefasciatus, sélo se cuenta con esa Unica especie por género. La
figura 10 muestra las cavidades detectadas por Metapocket en los dos centros de los grupos
mas poblados. Ocurrié de forma similar: fueron detectadas cavidades distintas en ambas
estructuras.

Culex quinquefasciatus (TBP)

Centro del grupo mas poblado Centro del segundo grupo mas poblado

£l S

Figura 10: Cavidades detectadas por el servidor Metapocket en las superficies de los centros de grupo
mas poblados de la especie Culex quinquefasciatus. De la misma forma, se muestra en color rojo zona
de divergencia y en color azul los aminoacidos idénticos respecto a TBP de humano.

31



Volumen (A%)

Para todos los factores de trascripcion fueron utilizadas estas coordenadas proveidas por
Metapocket para el posterior analisis de las cavidades de interés con el programa POVME
3.0 (118). Se obtuvo el volumen de las cavidades a lo largo de la simulacion y se extrajeron
las estructuras que presentaran las cavidades mas abiertas y que se encontraran distribuidas
a lo largo de la simulacion. En la figura 11 se muestra este calculo de volumen realizado por
POVME en la cavidad que coincide con parte del sitio de union de Brfl (cavidad sefialada
en la figura 7).
Aedes aegypti (TRF1) Culex quinquefasciatus (TBP)
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Figura 11: Calculo de volumen realizado por POVME a lo largo de las simulaciones de los factores
de transcripcion en la cavidad que corresponde con parte del sitio de interaccion de Brfl. Se
encuentran sefialadas en circulos las estructuras que presentaron mayor volumen en dicha cavidad, y
fueron seleccionadas para conformar las colecciones.

Como vimos anteriormente, en los tres géneros de mosquitos fue detectada la cavidad que se
muestra en la figura 12. Esta cavidad coincide con la mayor zona de divergencia encontrada
en los factores de trascripcion analizados y con parte de la zona de unién de Brfl, por lo que
se infirid seria una cavidad prometedora. Ahi se llevo a cabo el cribado molecular de los 6200
ligandos obtenidos de la base de datos ZINC 15. Esta misma zona fue analizada en la TBP
de humanos para determinar selectividad.
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Cavidad

Figura 12: Cavidad donde se realizé en cribado molecular. La esfera de color amarillo representa el
centro de la cavidad que se muestra. El color azul muestra zona de identidad y el color rojo zona de
divergencia con respecto a la TBP de humanos.

6.6 Mejores candidatos de acuerdo a energias y selectividad del acoplamiento
molecular

Se encontraron compuestos que se unieron preferencialmente a los factores de transcripcion
de los mosquitos vectores con respecto a la TBP de humanos. En las figuras 13, 14 y 15 se
muestran los mejores compuestos candidatos en funcion de las mejores energias de unién y
selectividades.
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Aedes aegypti (TRF1)  selectividad: 2.7 kcal/mol ~ Homo sapiens (TBP)

ZINC9266824 _ ; .
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-11.7 kcal/mol 7 -9.0 kcal/mol

Aedes aegypti (TRF1) Selectividad: 3.0 kcal/mol Homo sapiens (TBP)

ZINC9266825

e §
Speeee

-11.3 kcal/mol -8.3kcal/mol

) Charged (negatiwe) Polar Cistance ~= F-cation

) Charged (positive) ) Unspecified residue » Hbond — Salt bridge
Gycine W ater « Halogen bond Solwent exposure
Hydrophobic Hydration site Metal coordination

o Metal X Hydration site (displaced) o= F-F stacking

_ Aminodcidos asignados como flexibles

Figura 13: Mejores candidatos por selectividad encontrados en Aedes aegypti (TRF1). En la figura
se muestran las poses de los mejores candidatos encontrados, y en rojo se sefialan los aminoacidos
gue fueron considerados flexibles. Se muestran los mapas de interacciones para explicar los
resultados de la selectividad. En rojo se muestran los aminoacidos cargados negativamente, en azul
se muestran los aminoacidos cargados positivamente, las glicinas en color blanco hueso, en verde los
aminoacidos hidrofébicos, en gris se muestran metales, en azul los aminoacidos polares, el agua se
muestra en gris claro, y sus interacciones en color blanco. Las interacciones no covalentes se muestran
de la siguiente forma: los enlaces de hidrégenos con lineas color violeta, enlaces con halégenos son
representados con lineas color marrén, la coordinacién con metales en lineas color gris claro, las
interacciones Pi-Pi en lineas color verde, las interacciones Pi-cation con lineas color rojo, los puentes
salinos con lineas moteadas. La exposicién al solvente se representa con nubes de color gris.
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Anopheles darlingui (TBP) Selectividad: 2.9 kcal/mol ~ Homo sapiens (TBP)

-11.9 kcal/mol

Anopheles darlingui (TBP) . Selectividad: 4.2 keallmol  Homo saiens (TBP)
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-12.5kcal/mol -8.3kcal/mol
) Charged (negatiwe) Polar Cistance ~= Pi-cation
) Charged (positive) ) Unspecified residue » Hbond ~— Salt bridge
Gycine I ater « Halogen bond Solent exposure
Hydrophobic Hydration site Metal coordination
o Metal X Hydration site (displaced) o= F-F stacking

I  Aminoacidos asignados como flexibles

Figura 14: Mejores candidatos por selectividad encontrados en Anopheles darlingui (TBP). En la
figura se muestran las poses de los mejores candidatos encontrados, y en rojo se sefialan los
aminoéacidos que fueron considerados flexibles. Se muestran los mapas de interacciones para explicar
los resultados de la selectividad. En rojo se muestran los aminoacidos cargados negativamente, en
azul se muestran los aminoécidos cargados positivamente, las glicinas en color blanco hueso, en verde
los aminoéacidos hidrofébicos, en gris se muestran metales, en azul los aminoacidos polares, el agua
se muestra en gris claro, y sus interacciones en color blanco. Las interacciones no covalentes se
muestran de la siguiente forma: los enlaces de hidrogenos con lineas color violeta, enlaces con
haldgenos son representados con lineas color marrén, la coordinacién con metales en lineas color gris
claro, las interacciones Pi-Pi en lineas color verde, las interacciones Pi-cation con lineas color rojo,
los puentes salinos con lineas moteadas. La exposicion al solvente se representa con nubes de color
gris.

35



Culex quinquefasciatus (TBP) Selectividad: 3.3 kcal/mol Homo sapiens (TBP)
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Figura 15: Mejores candidatos por selectividad encontrados en Culex quinquefasciatus (TBP). En la
figura se muestran las poses de los mejores candidatos encontrados, y en rojo se sefialan los
aminodcidos que fueron considerados flexibles. Se muestran los mapas de interacciones para explicar
los resultados de la selectividad. En rojo se muestran los aminoacidos cargados negativamente, en
azul se muestran los aminoacidos cargados positivamente, las glicinas en color blanco hueso, en verde
los aminoacidos hidrofébicos, en gris los metales, en azul los aminoécidos polares, el agua se muestra
en gris claro, y sus interacciones en color blanco. Las interacciones no covalentes se muestran de la
siguiente forma: los enlaces de hidrégenos con lineas color violeta, enlaces con haldégenos son
representados con lineas color marrén, la coordinacién con metales en lineas color gris claro, las
interacciones Pi-Pi en lineas color verde, las interacciones Pi-cation con lineas color rojo, los puentes
salinos con lineas moteadas. La exposicién al solvente se representa con nubes de color gris.
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En la figura 13 se muestran resultados de los mejores candidatos obtenidos mediante
acoplamiento molecular en la TRF1 de Aedes aegypti. En este caso la selectividad viene dada
por las interacciones hidrofébicas. Los ligandos quedaron mas cubiertos en la cavidad
analizada en Aedes que en la misma cavidad en la TBP de humanos, donde los ligandos
quedaron con mayor superficie expuesta al solvente, y, por lo tanto, disminuy0 la energia de
interaccion. Esto se mantiene para el resto de los resultados obtenidos: los compuestos
evaluados, en todos los casos, quedaron mas cubiertos en las cavidades de los factores de
transcripcion de mosquitos que en las mismas cavidades en la TBP de humanos.

En la figura 14 se muestran resultados de los mejores candidatos obtenidos mediante
acoplamiento molecular en la TBP de Anopheles darlingi. En este caso se observa la
presencia de un puente de hidrégeno entre la arginina 107 y uno de los grupos carboxilos del
ligando. Esta arginina esta presente en los factores de transcripcion de los tres géneros de
mosquitos en la posicidn 107 y se encuentra mutada en la TBP de humanos por una lisina, el
cual, aunque también es un aminoacido cargado positivamente, presenta menos donadores
de puente de hidrégeno que la arginina. Este puente de hidrdgeno de la arginina se mantuvo
con ambos ligandos (son isémeros), y en el caso del ligando ZINC9266825 se afiade otro
puente de hidrégeno del aspartato 105. Este aspartato se mantiene en esta posicion también
en la TBP de humanos, sin embargo, en esta TBP no realizé ninguna interaccion significativa
con el ligando.

En la figura 15, donde se muestran resultados de los mejores candidatos obtenidos mediante
acoplamiento molecular en la TBP Culex quinquefasciatus, se puede observar que la
asparagina 3 forma un puente de hidrégeno con uno de los grupos carboxilos del compuesto
acoplado. Esta asparagina esta presente en los factores de transcripcion de las tres especies
de mosquitos analizados, sin embargo, en la TBP de humanos se encuentra mutada a una
isoleucina. De la misma manera ocurre con la glutamina 175 que se encuentra mutada en
humanos por una lisina. La tirosina 171 forma interacciones pi-pi con dos de los ciclos del
compuesto acoplado tanto en la TBP de Culex como en la TBP de humanos.

En el caso del compuesto ZINC9865658, de esta misma figura, en la TBP de humanos ocurrid
una interaccion pi-pi y un puente de hidrégeno mas que en la TBP de Culex, sin embargo, en
la TBP de humanos el compuesto quedd con mayor exposicion al solvente que en la cavidad
presente en la TBP de Culex, donde quedé completamente cubierto, obteniéndose una
selectividad de 3.3 kcal/mol.
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4.7 Analisis de toxicidad de los compuestos propuestos

Utilizando el predictor de toxicidad admetSAR (122), se encontré que los compuestos
propuestos en esta investigacion como potenciales insecticidas novedosos son menos
agresivos contra la salud humana y el ambiente que insecticidas ampliamente utilizados en
la actualidad, como la permetrina y el carbamil. La figura 15 muestra estos resultados; los
parametros que se sefialan en color verde indican que los compuestos analizados no son
dafinos o perjudiciales con respecto a ese factor; los sefialados en color rosa, indican que el
compuesto es perjudicial.

Toxicity analysis ELINEEINS

Compuestos propuestos
ZINC9266825 ZINC9882536

Carcinogenicity (binary) - Carcinogenicity (binary) -

OR?IK O __» Eyecorrosion - >\_ T %" Eye corrosion -
( ) Ao Eye irritation : gjL TSA  Eyeiritation =
Ames mutagenesis = O Ames mutagenesis =

ZINC9266824 Honey bee toxicity - Honey bee toxicity =
Biodegradation - ZINC9865658 Biodegradation -
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O’ \((IEQ crustacea aquatic toxicity + J / crustacea aquatic toxicity
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Fish aquatic toxicity + Fish aquatic toxicity +

Algunos insecticidas en uso

Permethrin A o )
ZINC1850374 Carcinogenicity (binary)  + Carbamil Carcinogenicity (binary)
Mix Eye corrosion - ZINC1090 Eye corrosion
TS Carbaril —
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>C| J\J> i WJ
} _{ Biodegradation - : /K ) Biodegradation +
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\ crustacea aquatic toxicity + crustacea aquatic toxicity
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Figura 16: Prediccidn de toxicidad realizada con el servidor ADMETSAR. Se sefiala en color verde
inocuidad y en color rojo toxicidad.

Los compuestos ZINC9266824 y ZINC9266825, encontrados como mejores candidatos en
los géneros Aedes y Anopheles, se encuentran a la venta comercializados por las compafiias
Otava, Pharmeks, IBScreen, Vitas-M, Princeton BioMolecular Research, Molport SC
Economical, eMolecules, Mcule y Lab Network, con precios que oscilan entre 25 a 35 USD
1 mg 6 40 a 56 UDS 5mg. Los compuestos ZINC9882536 y ZINC9865658, encontrados
como mejores candidatos en el género Culex, se encuentran comercializados por las

compafiias Molport, eMolecules y Mcule, con precios que oscilan en 55y 72 USD 1 mg 6
59y 77 USD 5mg.
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5. Discusion

Esta investigacion es pionera en el estudio de los factores de transcripcidn pertenecientes a
la familia de las TBP de mosquitos transmisores de enfermedades, y de su propuesta y
evaluacion como posibles blancos de union a insecticidas.

5.1 Selectividad

La selectividad en la cavidad propuesta como potencial sitio de union viene dada mayormente
por la divergencia en aminoacidos en el extremo amino terminal de los factores de
transcripcion analizados con respecto a la TBP de humanos, donde la mayoria de los
aminoéacidos de los factores de transcripcion de mosquitos cambian en la TBP de humanos
por amino&cidos pertenecientes a otros grupos y por tanto con variaciones importantes en su
polaridad y estereoquimica. Ademas, en la hélice 2’, donde los cambios de aminoécidos no
se ven de manera tan explicita, ocurre un cambio de arginina en Anopheles y Aedes, y
triptéfano en Culex, por alanina en humanos; en esta misma zona se observa un cambio de
serina, en los factores de transcripcion de mosquitos por alanina en humanos; de la misma
forma, un cambio de leucina por fenilalanina; y arginina y treonina en vectores por tirosina
en humanos. En la figura 16 se muestra un alineamiento de secuencia de los cuatro factores
de transcripcion analizados, donde se pueden observar los cambios de aminoécidos arriba
sefialados.

Homo SGIVPQLQNIVSTVNLGCKLDLKTIALRARNAEYNPKRFAA RTTALIFSSGK
Anopheles AINSVQVR PRCTALIFRSGH
Aedes AINSILVRNCVATVSLGCELNLQAINFRLRNSEYNPARF REPRCTALVFRSGK
Culex AINSVLVRNCVATVSLGCELNLQSINFRTRNSEYNPSRF) *RCTALVFRSGI
Homo MVCTGAKSEEQSRLAARKYARVVQKLGFPAKFLDFKIQNMVGSCDVKFPIRLEGLVLTXQ
Anopheles IICTGAKNEQEANL QXLGFDVKFLGFKVQNMIATADLRFPIRLENLNQVXG
Aedes IVCTGARNEADAYL IQKLGYSVRFIEFKVQNLVATVDLRFPIRLENLNQVXG
Culex IVCTGAKNEXDANLAARKFARIIQKVGYNVKFLEFKVQNLVATVDLRFPVRLENLNQVXG
Homo QFSSYEPELFPGLIYRMIKPRIVLLIFVSGKVVLTGAKVRAEIYEAFENIYPILKGFRKT
Anopheles QFSSYEPELFPGLIYRMVKP /LIFVNGKLVFTGAKNMREITESLENIYPILQSFRKN
Aedes QFSSYEPELFPGLIYRMVKPRVVLLIFVNGKIVFTGAKSEREVTDSLENIYPILQSFRKN
Culex QFSSYEPELFPGLIYRMVKPRVVLLIFVNGKIVFTGAKSEWEIRESLENIYPILQSFRKN

Figura 17: Alineamiento de secuencia de los factores de transcripcion analizados. Los aminoacidos
involucrados en la cavidad propuesta como potencial sitio de union se encuentran encerrados en un
recuadro. Las letras color rojo representan la familia de aminoacidos hidrofébicos, las letras color
verde representan a los aminoécidos polares no cargados, el color rosa representa a los aminoécidos
cargados positivamente, el color azul a los aminoacidos cargados negativamente. En este
alineamiento las letras X representan a las histidinas protonadas en la posicion delta (HSD).
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La mejor energia y selectividad se encontro en el género Anopheles, sin embargo, los mejores
candidatos en este género son los mismos encontrados en el género Aedes, por lo tanto, estos
compuestos pueden ser propuestos como insecticidas para ambas especies.

5.2 Inhibiendo a ARN Pol 111

La cavidad analizada coincide con parte del sitio de union de Brfl (124). En la figura 17 se
muestra la coincidencia de la cavidad y los compuestos analizados con parte del sitio de union
de Brfl.

Ligando en el sitio
Brfl de union

TBP-Brfl

Figura 18: Superposicion del sitio de union de la cavidad analizada en mosquitos vectores junto al
ligando acoplado y el complejo de union de TBP y Brfl. Las TBP se muestran en color marron y
verde-azul; en rojo se muestran los aminoacidos que describen la cavidad analizada, que fueron
considerados como flexibles. Brfl se muestra en color rosa, formando un complejo junto a TBP. El
compuesto en el sitio de unién es sefialado también en color rojo y representa a todos los compuestos
propuestos; se puede observar como coinciden con parte del sitio de unién de Brfl.

Brfl, Bdpl y TBP son componentes esenciales del complejo TFIIIB (125). TFIIB es
requerido para que ocurra la transcripcién mediada por la ARN-Polimerasa 111 (125). ARN-
Pol 11l transcribe mdltiples genes: todos los genes de ARNt conocidos en las células
eucariontes; los ARNr 5S, que forman parte de las subunidades mayores de los ribosomas;
los ARNsn U6, esenciales para que ocurra corte y empalme (splicing) en los pre-ARNm;
ARN P RNasa, que son componentes de la RNasa P, una endorribonucleasa que procesa los
extremos 5’ de los pre-ARNt; ARN MPR RNasa, que son componentes de la ARN RNasa
mitocondrial (MRP), enzima que originalmente fue identificada como una endonucleasa
formada por ARN y proteinas que procesaba cebadores (primers) de la replicacion del ADN
en las mitocondrias, sin embargo la mayoria de las MPR se encuentran en el ntcleo (un 99%),
donde participan en el procesamiento de los pre-ARNm; ARN 7SL, que constituyen el
andamio de sefializacion del reconocimiento de particulas; ARN Vault, que son componentes
de las ribonucleoproteinas Vault (RNPs), enormes particulas citoplasmaticas presentes en
muchas células eucariontes desde protozoos hasta humanos, involucradas en procesos de
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resistencia a farmacos en tumores humanos y se cree estén también implicadas en ensamblaje
y/o transporte macromolecular (126). Teniendo en cuenta lo anterior, se infiere que inhibir a
la Pol 1l en los mosquitos puede ser letal para ellos. El factor de transcripcion Brfl
interacciona con los aminodcidos ALA 1, ILE 2, SER3, MET160, ARG161, GLU162,
THR164, GLU 165, GLU168, TYR171 de las TBP. Todos estos amino&cidos interaccionan
con los compuestos propuestos, por lo tanto, se infiere que, una vez unidos estos compuestos
a los factores de transcripcion en esa cavidad, evitarian la interaccion de estos aminoacidos
con el factor de trascripcion Brfl, imprescindible para la accién de la Pollll. Teniendo en
cuenta lo anterior, se infiere que inhibir a la Pol 11l en los mosquitos puede ser letal para
ellos.

En la figura 19 se muestran los transcritos producto de la accion de la ARN Pol 1I.
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Figura 19: Productos de la transcripcion mediada por ARN Pol I1I.
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5.3 Toxicidad de los compuestos propuestos.

Teniendo en cuenta el dafio a la salud humana y el ambiente que ocasionan los compuestos
insecticidas empleados en la actualidad, se hace necesario proponer compuestos que, ademas
de tener la funcionalidad de eliminar a estos insectos, sean cada vez menos agresivos contra
la salud humana y el ambiente. Por esos motivos, ademas de evaluar con el predictor de
toxicidad admetSAR los compuestos propuestos en este trabajo, se realiz6 también una
evaluacion a moléculas ampliamente empleadas como insecticidas, para tener un punto de
comparacion de ambas generados por un mismo servidor.

La figura 15 muestra que los compuestos propuestos en este trabajo, se predice, sean menos
agresivos contra la salud humana que compuestos extensamente utilizados como la
permetrina y el carbamil. Ninguno de los compuestos propuestos en este proyecto se predice
sean mutageénicos, cancerigenos ni irritantes oculares. Esto contrasta con los insecticidas en
uso también evaluados en el servidor admetSAR, el cual arrojo que la permetrina se predice
sea cancerigena y mutagénica; y el carbamil fue descrito como mutagénico e irritante ocular.

Con respecto al analisis de toxicidad ambiental, los compuestos propuestos fueron referidos
por el servidor admetSAR como toxicos hacia peces y crustaceos, y los insecticidas en uso
evaluados fueron descritos como tdxicos hacia peces, crustaceos y abejas. Aunque lo ideal
es desarrollar un compuesto con funcidn insecticida totalmente inocuo hacia la salud humana
y el ambiente, es notorio advertir que los compuestos que aca se proponen, son, segun el
predictor de toxicidad empleado, menos agresivos contra la salud humana y el ambiente, que
compuestos actualmente en uso.

5.4. Metodologia empleada

El objetivo de esta investigacidn es proponer posibles cavidades como blanco de insecticidas
novedosos. Para esto, se realizd un mapeo de identidad de secuencia sobre la superficie y
posteriormente se buscaron cavidades que coincidieran en zona de divergencia. Ademas,
dichas cavidades deben coincidir con la zona de union de algun factor de trascripcion esencial
para la funcion de alguna de las polimerasas, de forma tal, que al impedir o inhibir su funcién
sea inhibida alguna de las polimerasas. Posteriormente habia que probar que dichas cavidades
eran selectivas. Esta es la razén por la cual la metodologia empleada se centré en la basqueda
de estas cavidades de manera local y no se realizd acoplamiento molecular ciego a lo largo
de la superficie. Consideramos que esto es una perspectiva importante a llevar a cabo
posteriormente.
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Conclusiones

El presente estudio propone a los factores de transcripcion pertenecientes a la familia de las
TBP de mosquitos vectores de enfermedades, como un blanco potencial para la union de
insecticidas, atractivo para ser evaluado experimentalmente con los compuestos que en este
trabajo se proponen. El analisis de diferencias de superficie llevado a cabo sefiala que la
cavidad aqui propuesta es una zona atractiva de estudio puesto que diverge en secuencia con
respecto a la TBP de humanos y coincide con parte de la superficie de union a Brfl.

La mejor selectividad se encontr6 en la TBP de la especie Anopheles darlingui, y en esta
especie se encontraron los mismos compuestos que se unieron a la TRF1 de la especie Aedes
aegypti, por lo que estos compuestos pueden ser propuestos como insecticidas para ambas
especies. Ademas, esta coincidencia puede proporcionar informacion acerca del tipo de
compuestos que se unen a dicho sitio, puesto que ambos compuestos son isémeros, por tanto,
comparten el mismo armazén. Esto abre posibilidades de busquedas de moléculas con
estructuras similares para mejorar la afinidad y selectividad.

Los compuestos sugeridos en este estudio como potenciales insecticidas se predice sean
menos agresivos contra la salud humana y el ambiente, esto es otro factor por el cual se hace
interesante su estudio. Los compuestos que se proponen en este trabajo pueden ser adquiridos
a través de varios proveedores. Por lo tanto, los estudios experimentales son factibles de
Ilevar a cabo.

Perspectivas

1. Evaluar nuevas bibliotecas de ligandos por cribado molecular para detectar otros
compuestos que puedan ser propuestos como potenciales insecticidas.

2. Utilizar otros programas de acoplamiento molecular con otras funciones de puntaje
para evaluar los resultados obtenidos con Autodock Vina.

3. A medida que nuevas secuencias de factores de transcripcion de mosquitos vectores
sean depositadas en el NCBI, aumentar el nimero de estos a analizar.

4. Extender el estudio a factores transcripcionales de otros artropodos perjudiciales a
la salud humana, animal y de importancia agroeconémica.

5. Realizar acoplamiento molecular ciego en los factores de trascripcion analizados,
puesto que no existe referencia estructural de complejos proteina — ligando en TBP.
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