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RESUMEN

Los plaguicidas quirales han llamado la atencion a través de los afios debido a su
comercializacibn como mezclas racémicas, por ello, la busqueda de compuestos quirales
enantiopuros ha tomado mucha relevancia. Los neonicotinoides son compuestos que presentan
actividad insecticida y se usan globalmente en la agricultura debido a su efectividad contra las
plagas y proteccion a los cultivos; sin embargo, su bioacumulacion y efecto a especies no objetivo
los ha posicionado como insecticidas toxicos. Algunos de estos han sido prohibidos por varios
paises de la union europea, y en México, por ejemplo, se sigue usando dinotefuran debido a su
bajo costo y accion sistémica. Ademas, recientemente se han reportado como efectivos para el
control de complejos ambrosiales, que amenazan a la familia de las lauraceas y ponen en riesgo
al cultivo de aguacate, el cual es de importancia y relevancia econémica para nuestro medida de
innovacion y desarrollo de nuevos compuestos altamente selectivos y con menos efectos
adversos, se han empleado métodos computacionales o “in silico” para modelar y simular las
interacciones de los nuevos compuestos con proteinas de interés, permitiendo ahorrar tiempo y
dinero en la sintesis. El objetivo de esta investigacién estuvo orientado en disefar, simular y
analizar dieciséis nuevas nitroguanidinas mediante métodos in silico para obtener compuestos
que ayuden a controlar complejos ambrosiales. Las interacciones de afinidad se realizaron con
la proteina 3C79 proveniente de Aplysia californica al ser mejor biomonitor que la ACh de los
insectos. Las técnicas empleadas fueron acoplamiento y dindAmica molecular, acompafado de
analisis de trayectorias y contribuciones energéticas provenientes de MMGBSA. Se encontré que
el compuesto mas afin hacia el receptor 3C79 fue el compuesto 1b con valores de -7.48 kcal/mol
y -9.61 kcal/mol en el acoplamiento molecular y de -5.46 kcal/mol en la dinamica molecular, con
interacciones 11-11 entre anillos con la TYR147, TYR93 y enlace de hidrégeno con la GLN889. Sin
embargo, las interacciones aqui presentadas en comparacién con el control dinotefuran,
resultaron menos afines. Se concluye que, de los métodos utilizados, la dindmica molecular fue
la que mejor resultados o informacion brinda sobre las contribuciones energéticas en sistemas
solvatados y mejora los resultados provenientes del acoplamiento molecular. Se sugiere seguir
la investigacién probando nuevas nitroguanidinas con el receptor de Aplysia californica, hasta

encontrar el compuesto que supere la afinidad que presenta el dinotefuran.

Palabras claves: quiralidad, selectividad, neonicotinoide, acoplamiento molecular, dindmica
molecular.



ABSTRACT

Chiral pesticides have attracted attention over the years due to their commercialization as racemic
mixtures, therefore, the search for enantiopure chiral compounds has become very relevant. The
neonicotinoids are used globally in agriculture due to their effectiveness against pests and crop
protection; However, its bioaccumulation and effect on non-target species have positioned it as
toxic insecticides. Even though several countries of the European Union have prohibited it, in
Mexico is still used Dinotefuran due to their low cost and systemic action. In addition, they have
recently been reported as effective for the control of ambrosia complexes, which threaten the
Lauraceae family and put the avocado crop at risk, which is important and relevant to México. As
a measure of innovation and development of new highly selective compounds with fewer adverse
effects, computational or "in silico" methods have been used to model and simulate the
interactions of the new compounds with proteins of interest, saving time and money in synthesis.
The objective of this research was aimed at designing, simulating, and analyzing sixteen new
nitroguanidines through in silico methods to obtain compounds that help control ambrosial
complexes. The affinity interactions were carried out with the 3C79 protein from Aplysia californica
as it is a better biomonitor than ACh from insects. The techniques used were coupling and
molecular dynamics, accompanied by analysis of trajectories and energy contributions from
MMGBSA. It was found that the compound with the highest affinity towards the 3C79 receptor was
compound 1b with values of -7.48 kcal/mol and -9.61 kcal/mol in molecular coupling and -5.46
kcal/mol in molecular dynamics with 1T-11 interactions between rings with TYR147, TYR93 and
hydrogen bond with GLN889. However, the interactions presented here compared to the control
dinotefuran, were less related. It is concluded that, of the methods used, molecular dynamics was
the one that gives the best results or information about the energy contributions in solvated
systems and improves the results from molecular coupling. It is suggested to continue the
investigation testing new nitroguanidines with the Aplysia californica receptor, until finding the

compound that exceeds the affinity presented by dinotefuran.

Keywords: chirality, selectivity, neonicotinoid, molecular docking, molecular dynamics.



AGRADECIMIENTOS

Le agradezco enteramente al Consejo Nacional de Humanidades, Ciencia y Tecnologia
(CONAHCYyT) por el otorgamiento de la beca 1149409 y financiar mis estudios de Posgrado.

A mi director de tesis el Dr. Irving David Pérez Landa por permitirme ser parte de sus tesistas, por
su disposicién en llevar a cabo reuniones continuas y las revisiones pertinentes sobre los avances
del proyecto, asi como la ayuda proporcionada para llevar a cabo mi estancia académica en el
Instituto de Ecologia (INECOL).

A mi codirector, el Dr. José Luis Olivares Romero por su grata bienvenida al INECOL, por su
comprension en situaciones imprevistas, asi como el agradecimiento por permitirme estar en las

Instalaciones de Quimica Organica y ser parte de su equipo de trabajo de agosto-diciembre 2022.

A los miembros de mi comité académico, la Dra. Maria del Refugio Castafieda Chavez y la Dra.

Paula Zufiga Ruiz por sus observaciones y recomendaciones en cada junta de comité.

Al Dr. Abraham Marcelino Vidal Limén, miembro académico de INECOL, por su gran apoyo
relacionado al uso y funcionamiento de los softwares de acoplamiento y dinamica molecular, asi
CcOmo su paciencia en mi aprendizaje, sobre todo, le estoy completamente agradecida porque sin

su ayuda este proyecto no hubiese salido adelante.

A mis compaferos de INECOL, Siuly Xenia Ramos Cruz, Kevin Castillo, Paola Vianney Velasquez
Ramirez y al Maestro Marco Fernando Valtierra por su amistad y apoyo brindado dentro y fuera
del laboratorio. Asi como a mi amigo Uriel Ivan Saavedra Martinez por la ayuda en clases y

motivacién en continuar lo que empecé.

A mi hermana, Jerika, que me ha ayudado numerosas veces, le agradezco su apoyo durante la

decision de continuar con mis estudios y sus animos a la distancia para no rendirme.

A Edgar, por acompafiarme en esta aventura académica y tenerme la paciencia que nadie mas

me ha tenido en esos momentos de estrés.



DEDICATORIA

“Ha sido un camino tormentoso en una carretera sin pavimentar, llena de piedras, maleza y
cambio de temperaturas. Las lluvias no pudieron faltar, aunque me he caido y atascado en
muchas ocasiones, no he dejado de avanzar. No importa cuanto falte para el final, pero mientras

tenga fuerza, sé que voy a llegar”.

Donde quiera que estén, los amo.

Todo este esfuerzo va para ustedes: mamay papa.



INDICE GENERAL

No. Descripcion. Pagina
RESUMEN 4
AGRADECIMIENTOS 6

1 INTRODUCCION. ... .ouniieiie e 16

2 MARCO TEORICO Y CONCEPTUAL......cuuitiieeei e 18
2.1 QUIrAIIAA ..o 18
2.2.1 AMINOACIAOS ...ttt et 19
2.2.2 Efectos de las quiralidad ............coooiiiiiiiii 22
2.2.3 Casos de quiralidad ...........c.ouiuiiiii i 23
2.2 COMPUESEO DIOACTIVO. ... ettt 24
2.3 EStUdIO INSIICO ...eeeeeee e 25
2.3.1 Acoplamiento molecular (DocKing) ........ccoooiiiiiiiiiii e, 27
2.4 Estudios complementarios a métodos In Silico ..., 32
2.5 INSECHCIAAS ... vt 36
2.5.1 Insecticidas NEONICOtINOIAES ........ouuiieii e 36
2.5.2 Efecto de 10S NeoniCotiNOIdES .........ouiuiuieiiiii e 39
2.5.3 Neonicotinoides y receptor nicotinico de acetilcolina (nAChR) ............... 41
2.5.4 Normatividad sobre inSecticidas ............cooveviiiiiiiiii e 43

2.5.5 Cultivos de importancia econdmica en México y uso de neonicotinoides ... 44
2.6 Complejos ambroSIales ........c.ouiiieiii 45

2.6.1 Xyleborus glabratus ..............coouiiiii 45



ANTECEDENDES. ... . e

PROBLEMA DE INVESTIGACION ......cooiiiiiiiiiiiiee e

4.1 Situacion probleMALICA ..........coiii i

4.2 Planteamiento del problem

JUSTIFICACION .........c.....

5.1 Pregunta de INVeStigacion............ouiuiiii e
HIPOTESIS ..o
OBUIETIVOS ..ot

7.1 ODJEtiVO GENEIAL .. ..o

7.2 Objetivos especificos ......

MATERIALES Y METODOS .....ouuiiiiiiiiieeee e

8.1 Materiales .....................

8.2 MétodosS .....oovvviiiian. .

8.2.1 Disefios de 10S IgANTES ... ...

8.2.2 Obtencién de la proteina

L

8.2.3 Preparacion de moléculas ..ot

8.2.4 Acoplamiento molecular

8.2.5 Seleccion de 1as MeJOreS POSES ....vuiuiuiniiee e

8.2.6 Dinamica molecular ......

8.2.7 Trayectorias de dinamica molecular ..................cccoiiiiiiiiiiiiien,

8.28 MMGBSA ...................

RESULTADOS Y DISCUSION

50

53

54

54

55

55

56

56

56

56

57

57

57

58

58

59

61

61

62

63

63

64



10

11

9.1 Moléculas nitroguanidinas disefiadas In SiliCo ...............coceviiiiiiiinn..

9.2 Andlisis de afinidad mediante acoplamiento molecular ...........................

9.3 Interaccion del ligante-proteina ...........o.oiiiieiiiii e

9.4 Analisis de trayectorias de los ligantes ...........cccoooiiiiiiiii i

9.5 Analisis de energia libre en dinamica molecular de los mejores ligantes
contra nAChR ............

CONCLUSIONES .......

RECOMENDACIONES

REFERENCIAS

APENDICE

64

68

73

77

81

82

83

100

10



No.

10

11

INDICE DE CUADROS

Descripcion

Reglas Cahn-Ingold-Prelog ... ..o
Técnicas In silico con base al conocimiento del ligante o receptor ................
Fuerzas enlazantes y no enlazantes en dinamica molecular (DM) ................
Espectro del insecticida Dinotefuran ..o
Persistencia de los neonicotinoides en el medio ambiente ..........................
Especies de ambrosiales presentes en cultivos agroforestales ....................
Plagas bajo vigilancia fitosanitaria en México en el periodo 2019 .................
Dimensiones de espacio quimico de los ligantes en la proteina 3C79 ...........
Afinidad y constante de inhibicién por acoplamiento molecular ....................
Andlisis individual de RMSD C, N, O (A) ......oooiiiiiiiie i,

Términos de descomposicién del complejo con proteina 3C79 ....................

34

38

40

46

48

60

70

78

79

11



No.

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

INDICE DE FIGURAS

Descripcion

Diferentes tipos de iSOMEIOS .......c.iiiriii i,
Formula general de un aminOACIAO ..........ovviiiiiiiiiii e
Aminoécidos esenciales y no esenciales en el ser humano ..........................
Catabolismo del triptdfano ...,
Representacién de método QSAR y modelado de farmacéforos ...................
Tipos de acoplamiento molecular ...
Actividad de formacion del complejo ligante-receptor ............c.coooviiiiinnnn.
Ejemplo de enlaces de hidrégeno entre dos moléculas de agua ...................
Pasos involucrados en DM en la simulacion de una proteina ........................
Representacion visual del potencial de contribuciones atémicas ...................
Esquema de superficie energétiCa .........c.coviii i
NeoNIiCOtINOIAES CIASICOS .....vue e
Algunas presentaciones comerciales de dinotefuran ..............cccoooviiinennne.
Mecanismo de movilidad de los plaguicidas en el medio ambiente ................
Estructura del receptor nicotinico de acetilcolina ...............cccoiiiinl.
Evolucion mensual de importacion de aguacate en 2022 y 2023..................
Especies de Xyleborus ...
Detecciones de Xyleborus glabratus ..o
Estados de México bajo vigilancia fitosanitaria para el Xyleborus glabratus .....

Mapa raster de climas €n MEXICO .......cuvuiuiuiiiii e

21

22

27

27

28

29

33

33

35

37

38

41

42

44

46

47

48

49

12



21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

Esquema de situacion problematica global que consideran cuatro planos .......

Pasos generales para llevar a cabo un acoplamiento molecular ....................

Representacion del triptéfano en conformaciéon R y sitio activo de los

neonicotinoides ....

Grupos protectores 1) Bencil, 2) Boc, 3) Cbz, 4) Metil ...,

Proteina 3C79 ......

Dimensionamiento de espacio quimico entre el ligante y la proteina 3C79 ......

Fases de dinAmica MOIBCUIAT ..o e e,

Nitroguanidinas disSefadas ...........ciiiiiiiiiii i

Nitroguanidinas minimizadas en maestro version 2022-3 ..............ccccceeveneen.

Analisis de medias de todas las conformaciones de los compuestos realizados

con la funcion de puntuacion VINArdo ..............cocoviiiiiniiiiie e

Mejores cuatro estructuras pPor VINArdo ...........o.vueeieiiniineeiieeeeereeeeans

Diagrama de interaccién 3D y 2D del complejo 3C79-DIN ............ccoiinnnn..

Diagrama de interaccién 3D y 2D del complejo 3C79-1b .........ccoeviiiiiiinnnnn.

Diagrama de interaccién 3D y 2D del complejo 3C79-1 ......ccoviiiiiinininennn.

Diagrama de interaccion 3D y 2D del complejo 3C79-5b ...,

Diagrama de interaccién 3D y 2D del complejo 3C79-5d .........cccvvviiininnnnn,

Réplica 1 de 333ns
Réplica 2 de 333ns

Réplica 3 de 333ns

53

57

58

58

59

60

61

66

67

68

69

73

74

74

75

76

77

77

78

13



ACh
ADT
aMD
Boc
Cbz
cMD
DM

fs

GA
GPUs
1A
MMGBSA
NAChR
ns

NVT, NPT y NVE

Ps
QSAR
RMSD

SNC

ABREVIATURAS Y SIMBOLOS
Angstrom, unidad de medida equivalente a 1 x10° m 0 0.1 nm
Acetilcolina
Autodock Tools
Dinamica molecular acelerada
terc-butoxicarbonilo
Carboxibencilo
Dinamica molecular convencional
Dinamica molecular
Femtosegundo
Algoritmo genético
Unidad de procesamiento graficos
Inteligencia artificial
Mecéanica molecular de area de superficie de born generalizado
Receptor nicotinico de acetilcolina
nanosegundo

Condiciones constantes de N= numero de particulas, V= volumen, T=

temperatura, P= presién y E= energia
picosegundo

Relacion cuantitativa estructura- actividad
Raiz media de la desviacion cuadratica

Sistema nervioso central
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INTRODUCCION

El Xyleborus glabratus Eichhoff (Coleoptera: Curculionidae: Scolytinae) también conocido como
escarabajo ambrosia del laurel rojo, es vector del hongo Rafaella lauricola (Fraedrich et al., 2015;
Harrington et al., 2011) y representa un alto riesgo para la familia de las Lauraceae (Comision
Nacional Forestal, 2018; Harrington et al., 2008) al causar el marchitamiento y la muerte en
arboles sanos (Hughes et al., 2017). A pesar de que X. glabratus es nativo de Asia (Harrington y
Fraedrich, 2010), se reportd en 2002 en Georgia, E.U.A por material de embalaje infectado
(Fraedrich et al., 2008; Harrington et al., 2008; Ward y Riggins, 2023) extendiéndose rapidamente
por el sureste estadounidense hasta llegar a Texas (Fraedrich et al.,, 2015). Aunado a esto,
México al ser un pais vecino, lider en exportacion de aguacate a nivel mundial con apertura al
libre comercio, es propenso a la presencia de X. glabratus (SENASICA, 2020), representando asi
una amenaza econdémica y ecologica (McCullough et al., 2015). Bajo este escenario, en México
se han incluido técnicas de inspeccién (SENASICA, 2020) monitoreo, trampeo y control quimico
(McCullough et al., 2015; Pefia et al., 2011), como estrategia de protecciéon contra complejos

ambrosiales.

Dentro del control quimico, los insecticidas neonicotinoides son conocidos a nivel mundial y son
ampliamente utilizados desde su introduccion al mercado en 1991 (Frank y Tooker., 2020; Hladik
et al., 2018). El modo de accién de los neonicotinoides es actuar como agonista de los receptores
nicotinicos de acetilcolina (NAChR) (Costas-Ferreira y Faro, 2021), ocasionando una alta
mortalidad en los insectos (Gugliuzzo et al., 2023) a través de su pardlisis y posteriormente su
muerte (Costas-Ferreira y Faro, 2021; Manavi et al., 2023). Sin embargo, el mal uso de los
neonicotinoides causa preocupacion por su bioacumulacién (Costas-Ferreira 'y Faro, 2021; Frank
y Tooker., 2020; Panwar et al., 2018; Verebova y Stani¢ova, 2021), sus efectos a especies no
objetivo (Costas-Ferreira y Faro, 2021; Hladik et al., 2018), ademas de la resistencia de los
insectos al control quimico debido a mutaciones en sus genes (Bass et al., 2015; Kumar Sahani
et al., 2022).

En la busqueda de opciones menos nocivas al medio ambiente y como estrategia de busqueda
de nuevos agentes selectivos que ayuden a controlar las plagas, se han desarrollado alternativas
como la implementacion de métodos In silico (Asadollahi-Baboli, 2012). Los métodos o técnicas
In silico son herramientas informaticas que ayudan a modelar, simular y dilucidar funciones
biologicas a nivel molecular (Palsson, 2000; Vidal-Limon et al., 2022). Debido a que el camino a
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la obtencion de nuevos compuestos suele ser extenuante; se estima que experimentalmente uno
de cada 10,000 a 12,000 compuestos quimicos sintetizados llegan al mercado (Pajeva et al.,
2021), tomando cerca de 15 afios en desarrollarse (Bello, 2021). Las técnicas In silico se han
posicionado como una valiosa herramienta en el descubrimiento de nuevos farmacos. Por ello, el
uso de métodos In silico al auxiliarse de bibliotecas virtuales con toda la informacion de sistemas
biolégicos, ayuda a simular la interaccién entre una proteina y un ligante, reduciendo el tiempo
de investigacion y desarrollo (Chang et al., 2022). Las técnicas In silico mas utilizadas en disefio
de fA&rmacos apoyadas de andlisis experimental son QSAR, acoplamiento y cribado virtual, sin
embargo, la seleccion del método se basa en la informacién que se tiene y lo que se desea
obtener (Font-Maté, 2017).

Una propiedad importante que se busca en el disefio de nuevas moléculas es la bioactividad,
esto se ha logrado fomentando la obtenciéon de compuestos enantiopuros, ya que nos asegura el
efecto deseado sobre un ser bioldgico (Gallego-Garcia, 2015). En este sentido, este trabajo surge
con el propésito de disefiar In silico nuevas nitroguanidinas para el control de complejos
ambrosiales; siguiendo los buenos resultados descritos por Bonilla-Landa et al., (2021) y
Rodriguez-Hernandez et al., (2023) con la introduccion del aminoacido enantiopuro prolina en el
grupo nitro de los neonicotinoides. El objetivo del presente estudio fue determinar por métodos In
silico la afinidad de nuevas nitroguanidinas que contienen R y S-Tript6fano con el nAChR, para
ayudar a obtener compuestos con potencial a controlar plagas en los cultivos. Esto significa que,
los nuevos compuestos obtenidos pueden coadyuvar mediante herramientas computacionales
opciones rentables y eficientes que ayuden a la productividad de la actividad agricola
(SENASICA, 2019) asi como a la seguridad alimentaria, del medio ambiente y los recursos

naturales.
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MARCO TEORICO Y CONCEPTUAL

2.1 Quiralidad

La quiralidad es una propiedad que existe en las moléculas (con centro de hibridaciéon sp®) (Roos
y Roos, 2015) cuya imagen especular no es superponible; una de sus caracteristicas primordiales
es la presencia de un centro quiral, es decir, un atomo de carbono unido a cuatro sustituyentes
diferentes (Navarro et al., 2012). Las moléculas quirales al no ser simétricas, significa que no
tienen plano de simetria; ya que, todo objeto que posea un plano, centro o eje simétrico si puede
superponerse con su imagen especular (Jaffé y Orchin, 1967). La quiralidad se puede notar en la
naturaleza a distintas escalas, nivel molecular, supramolecular e inclusive en materiales macrobio

mineralizadas como las conchas marinas (Liu et al., 2017).

Es importante agregar que la estereoquimica estudia la quimica organica en tres dimensiones y
hace mancuerna con la luz polarizada y la rotacion éptica para identificar la quiralidad (Eliel et al.,
1994). Ademas, a partir de la isomeria (compuestos con misma férmula molecular pero diferente

arreglo y propiedades) se puede desglosar la siguiente clasificacion (Figura 1):

Isémeros

Isémeros constitucionales Estereoisémero

Enantiémeros Diasteredmeros
(con imagen especular) (sin imagen especular)

Figura 1. Diferentes tipos de isémeros (McMurry, 2012).

En el campo experimental, la relevancia de la quiralidad esta definida en obtener al enantiomero
cuyo efecto sea el deseado, es decir, tener al compuesto enantiopuro (Gallego-Garcia, 2015) que

interactlie con a una proteina estereoselectiva (Al-Othman et al., 2014). Para eso, es necesario
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la identificacion de la molécula quiral R o S (derecho e izquierdo respectivamente) donde se suele

usar la regla de Cahn-Ingold-Prelog, tal como se muestra en la Tabla 1 (Navarro et al., 2012).

Cuadro 1. Reglas Cahn-Ingold-Prelog

Regla 1 Los atomos se clasifican de acuerdo con el atomo mas pesado (nimero atémico), el cual
recibe prioridad sobre el mas ligero.

Regla 2 Cuando no se pueda nombrar de acuerdo con el primer &tomo se busca en los segundo
0 terceros atomos.

Regla 3 Los atomos con enlace mdltiple son equivalentes al mismo niamero de atomos con enlace
sencillo.

Fuente: (McMurry, 2012)

2.1.1 Aminoéacidos

La quiralidad en los organismos vivos se presenta en los aminoacidos y los azUcares (Juaristi,
2005). De acuerdo con Jeong et al., (2020), los aminoacidos que contienen a-amino y a-carboxilo
(-COOH) son constituyentes esenciales para la sintesis de péptidos en un organismo vivo (Figura
2). Conforme a ello, es posible encontrar dos enantiomeros (R y S), aunque la naturaleza usa uno
para construir las proteinas. Dentro de las particularidades de los aminoacidos hay que mencionar
gue estos se pueden nombrar similar a los azlcares debido a su estereoquimica similar como L
(levogiro) y D (dextrogiro), los cuales corresponden respectivamente a la configuraciéon Sy R. Sin
embargo, la nomenclatura L y D solo describe la presencia de un solo centro quiral (McMurry,

2012).

Atomo de hidrogeno

grupo amino  ( H,N— C—@E_ﬁ) grupo carboxilo

grupo de cadena lateral

Figura 2. Formula general de un aminoacido.

Los aminoécidos se pueden dividir en aminoécidos esenciales y no esenciales como se muestra

en la Figura 3. Los aminoacidos esenciales son aquellos que provienen de los alimentos, al no
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poder generarlas el cuerpo; mientras que, contrario a los esenciales, los aminoacidos no

esenciales si se pueden producir por el cuerpo (Fontana-Gallego et al., 2006).

Aminoacidos Esenciales

Arginina Fenilalanina Histidina Isoleucina

CID 6322 CID 6140 CID 6274 CID 6306

- H- "H
Leucina Lisina Metionina Treonina
CID 6106 CID 5962 CID 6137 CID 6288

=i

Triptéfano Valina

CID 6305 CID 6287
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Aminoacidos No Esenciales

Alanina Cisteina Glicina Prolina

SID 319063939 CID 5862 CID 750 CID 145742

Serina Tirosina
CID 5951 CID 6057

Figura 3. Aminoacidos esenciales y no esenciales en el ser humano. Recopilacion de Centro
Nacional de Informética Biotecnoldgica (2022).

Tript6fano

El Triptéfano (“Trp” o “W”) forma parte de los aminoacidos esenciales, se encarga de regular
algunos procesos basicos en el ser humano (Safont-Estruch, 2003) y tiene relevancia en la

biosintesis de proteinas (Davidson et al., 2022). El tript6fano tiene dos rutas metabdlicas:

1. Quinurenina — Produccidén de acido nicotinico como precursor de las coenzimas de
dinucledtido de adenina y nicotinamida (Davidson et al., 2022).

2. Melatonina y Serotonina (5-hidroxitriptamina) — Formaciéon de Serotonina como
neurotransmisor y melatonina como neuromodulador (Davidson et al., 2022). La
melatonina se sintetiza en la glandula pineal dentro del cerebro y tiene funciones
biol6gicas que favorecen la liberacion de radicales libres, regula el ritmo circadiano y
controla el crecimiento tumoral (Vilaplana-Batalla, 2016). Mientras que, la serotonina tiene
funciones a nivel neuronal y cumple con regular el estado de animo y comportamiento

(Vilaplana-Batalla, 2016).
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El catabolismo del Trp se muestra en la Figura 4, donde visualmente se puede apreciar la

degradacion una vez ingresado en el organismo.

L-triptéfano
Transportadores constitutivos y
reguladores

Clase Co-factores
IL4i1 v TPH Serotonina - ) R
Indol piruvato ®—————  L-tiptofano - - > Melatonina |L4i1> Oxireductasa
: apo2 | IDO1 ; TPH  Oxireductasa Fe?* 7 8-dihidro-L-biopteri
' ,8- -L-biopterina
v l o> .
Derivados de N-formil quinurenina Derivados IDO1 Oxireductasa Hemo
indol piruvato AFM
L ‘ KATs - Oxireductasa Hemo

L- quinurenina ————— Quinurenato

KMO ‘ \. Antranilato

3-hidroxi-quinurenina

- Oxireductasa Hemo

®YND>  Aminotransferasa Fosfato piridoxal

l KYNU m Transaminasa Fosfato piridoxal
3-hidroxi-antranilat

el e KMO Monooxigenasa FAD

*
2-amino-3-carboximucénico- @AEMID>  Hidrolasa
semi-aldehido
. ) HAAO Oxidoreductasa Fe2*
Picolinato -a—" : ~~— Quinolato
: :
\j v
Acetil-CoA Biosintesis de

nuevos NAD+

Figura 4. Catabolismo del Triptéfano. Triptéfano hidroxilasa (TPH), quinureninasa (KYNU),
quinurenina monooxigenasa (KMO), arilformamidasa (AFMID), 3-hidroxiantranilato-3,4-
dioxigenasa (HAAO) y quinurenina aminotransferasas (KAT, isoformas multiples). Fuente: (Fiore
y Murray, 2021).

El Trp al no poderse generar dentro del organismo (Palego et al., 2016) se puede obtener por
medio de la ingesta de alimentos como cereales integrales, carne magra, huevos, lacteos,
legumbresy pescados (Vilaplana-Batalla, 2016). Otro aspecto importante del Trp es su estructura,
ya que es el tnico aminoacido con mayor numero de carbono y es derivado de un indol, el cual
le brinda una alta hidrofobicidad y puede transformarse en compuestos bioactivos por las plantas
(Palego et al., 2016).

2.1.2 Efectos de la quiralidad

Aungue la quiralidad es una caracteristica que define a los sistemas biologicos (Juaristi, 2005),a
lo largo del tiempo los compuestos quirales se han presentado causando algun efecto benéfico o

perjudicial. Desde el caso de la talidomida en 1961 se tom6 mayor relevancia a la quiralidad, ya
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que se detectd la presencia de dos enantibmeros cuya orientacion espacial era distinta y
dependiendo el enantiémero reflejaba un efecto distinto en el organismo (Skrome, 1992).
Debido a la interacciéon de distintos enantiomeros quirales con proteinas, la quiralidad puede

afectar propiedades como (Di y Kerns, 2016):

e Metabolismo

e Tasa de disolucion

o Tasa de eflujo y captacion
e Toxicidad

o PPB (unién a proteinas plasmaticas)

Mientras que, los efectos de la quiralidad a nivel atbmico afectan propiedades como los enlaces,

el tamafio, la forma y la orientacion del farmaco (Alkadi y Jbeily, 2018).

2.1.3 Casos de quiralidad

Farmacos quirales

De los farmacos comercializados, se estima el 57% corresponden a medicamentos quirales y el
55% de éstos son mezclas racémicas (Navarro et al., 2012). Algunos ejemplos de medicamentos

quirales y sus efectos son los siguientes:

e La talidomida es un farmaco suministrado entre 1958 y 1963 como mezcla racémica,
recetado como sedante y calmante para las nduseas durante el embarazo, sin embargo,
se comprobéd que el enantibmero S conducia a malformaciones de los recién nacidos y el
enantiomero R tenia el efecto sedante (Gallego-Garcia, 2015).

e La ketamina es un farmaco utilizado como anestesia que empez6 a utilizarse de forma
masiva a principios de los afios 70. Su comercializacion eran mezclas racémicas de los
enantiomeros S (+)-ketamina y R (-)-ketamina, sin embargo, la S (+)-ketamina demostro
tener potencia anestésica en comparacion de la R (-)-ketamina, el cual se asocioé con

efectos excitatorios (Fernandez, 2002).

23



e El verapamilo, farmaco utilizado para controlar la presiéon alta (MedlinePlus, 2017) se
comprobd6 que (R)-Verapamilo cuenta dos veces con mayor biodisponibilidad que (S)-
Verapamilo (Alkadi y Jbeily, 2018; Markus, 2016).

Plaguicidas quirales

Los plaguicidas comunmente se comercializan como mezclas racémicas, encontrandose dos
enantiomeros en el mismo compuesto. Los enantiomeros de los plaguicidas quirales pueden
presentar diferente toxicidad, carcinogenicidad o mutagenicidad, pudiendo ser uno de los

enantidmeros hasta 160 veces mas téxico que el otro (Stanley y Brooks, 2009). Por ejempilo:

o Malatién, el isémero S se degrada mas rapido en agua y suelo que R-malatién (Li et al.,
2020).

e El organofosforado Fenamifos resultd ser R, 2.4 y 3 veces mas téxico para los crustaceos
y la célula feocromocitoma de la rata que el enantiomero S (de Albuquerque et al., 2020).

e EIl funguicida S Pentiopirad es 1.8 veces mas citotoxico en el gen HepG2 que el
enantiomero R, siendo este ultimo de bajo riesgo para organismos acuaticos (Guo et al.,
2023).

2.2 Compuesto bioactivo

Los compuestos bioactivos son compuestos que disponen de efectos farmacolégicos (Drago-
Serrano et al., 2006) capaces de modular funciones y actividades bioldgicas y fisiolégicas (Gallo,
2022). Dado que, lo que brinda bioactividad a un compuesto es la presencia de la quiralidad, el
compuesto puede tener un enantiomero activo e inactivo que no da respuesta deseada (Gallego-
Garcia, 2015). Asi mismo, los compuestos bioactivos se pueden dividir por su familia quimica
como: compuestos nitrogenados, azufrados, terpénicos y fendlicos (Martinez-Navarrete et al.,
2008). Respecto a lo anterior, los compuestos mas activos son los nitrogenados (Martinez-
Navarrete et al., 2008) y en sintesis quimica son de interés los heterociclos nitrogenados debido
a su abundancia y actividad biolégica en comparacién de heterociclos sin nitrégeno (Gamez-

Montafio y Salazar-Mateo, 2021).

24



La bioactividad es una propiedad deseada para los organismos vivos, por ello, el disefio de
ligantes bioactivos asistido por computadora toma en cuenta las interacciones que se dan entre
el ligante y el receptor para poder estudiar la presencia de bioactividad (Moon y Howe, 1991). La
utiidad de encontrar compuestos bioactivos y mejorar las propiedades bioldgicas de los
compuestos ya existentes recae en construir moléculas que imiten la naturaleza molecular,

haciendo uso de fragmentos de péptidos, azlcares y aminoacidos (Chakraborty et al., 2002).

2.3 ESTUDIO In silico

Los estudios o técnicas In silico (Cuadro 2) son simulaciones realizadas a través de una
computadora. Los métodos In silico pertenecen a una rama de la biologia computacional y su
objetivo es modelar, predecir, procesos o funciones bioldgicas a nivel molecular (Fuentes-Condori
y Vargas-Aguilar, 2021; Vidal-Limon et al., 2022).

Los métodos In silico se definen como el modelamiento del cambio estructura-actividad.
Entendiéndose que un cambio de conformacion significa un cambio de energia, los métodos In
silico se pueden relacionar con propiedades termodindmicas, como se expresa en las ecuaciones
1y 2 (Pajevacetal., 2021).

AG = —AH — TAS 1)
AG = 2.303RT logK,  (2)

Donde: (1) AG = Energia libre de Gibbs del complejo (ligante — proteina); AH = Entalpia ;AS =
Entropia ;T = Temperatura absoluta (°K); (2) R = Constante de los gases (8.314 ﬁ);KD =

constante de disociacion de equilibrio (afinidad por el ingrediente activo).
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Cuadro 2. Técnicas In silico con base al conocimiento del ligante o receptor.

Estructura del Receptor
Conocida Desconocida
e Interacciones Ligante-Receptor e Modelo de Farmacéforos
) = e Dinamica Moleculary Técnicasde | e Busquedas 3D basadas en el Ligante-
% 'g Acoplamiento Farmacaéforo
2 S e QSAR2Dy3D
- o
©
©
© < e Disefio de novo e Generar estructura en 3D
g % e Busquedas 3D basadas en el e Medidas de similitud y diversidad
> e disefio molecular
+ o s . .
n
4 08) e Quimica combinatoria
a

Fuente: Adaptada de Sanchez Montero (2016).

Con relacién al Cuadro 2, algunas caracteristicas de los métodos In silico son los siguientes:

o Los métodos QSAR (Figura 1) o también llamados de estructura-actividad, son analisis de
regresion que relaciona el cambio de estructura molecular con actividades biolégicas,
incluyendo toxicidad, metabolismo, absorcién y distribucién (Soares et al., 2022) para
evaluar la similitud molecular (Muratov et al., 2020).

o El modelo de farmacéforo consiste en realizar arreglos con informacion electrénica vy
estérica que se ponen a interactuar con un blanco farmacoldgico cuya reaccion biolégica
es de interés de estudio (Saldivar-Gonzalez et al., 2017).

e El disefio de novo conlleva al disefio de nuevas moléculas diferentes a las moléculas de
origen. Para el disefio de nuevos compuestos se deben tener en cuenta las dificultades

gue debe pasar la molécula para finalmente llegar a sintetizarse (Loving et al., 2010).
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predicted
logLCqq

experimental log LC,

QSAR Farmacdéforo
Figura 5. Representacion de método QSAR y modelado de farmacéforo (Duchowicz et al., 2020;
Temml et al., 2017).

2.3.1 Acoplamiento molecular (Docking)

El acoplamiento molecular es una técnica de mecéanica molecular o clasica que se lleva a cabo
en el area de quimica computacional para predecir conformaciones (Allinger et al., 1994) entre
dos moléculas tridimensionales (un ligante y una proteina) de acuerdo con la evaluacion de la
mejor pose (Ball6n-Paucara y Grados-Torrez, 2019; Koes et al., 2013; Morris y Lim-Wilby, 2008;
Velasquez et al., 2013). Asi mismo, hay que denotar que existen varios tipos de acoplamiento
molecular, los cuales se muestran en la Figura 6 (Agarwal y Mehrota, 2016).

\ ) Rigido
+
S—
Receptor Ligante
Flexible
E— e
-~ -
Ligante -
Flexible
> - > ]
- -«

Figura 6. Tipos de acoplamiento molecular, modificado de Fan et al., (2019).

A

¢

Receptor Ligante

¢

Receptor Ligante

La letra A) corresponde al acoplamiento rigido (el ligante y el receptor encajan entre si por su
forma y volumen), la letra B) muestra el acoplamiento flexible o ajuste inducido (el receptor y el
ligante son flexibles), la letra C) sefala el acoplamiento del ligante flexible o acoplamiento semi

flexible cuando el receptor se mantiene rigido.
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Asi mismo, para describir la formacion del complejo de la Figura 7, se utilizan campos de fuerzas,
es decir, ecuaciones con diferentes pardmetros (Prieto-Martinez et al., 2018) que permiten
explicar la energia de unién entre el ligante y la proteina (ecuacion 3) (Agarwal y Mehrota, 2016;

Cournia et al., 2020; Vidal-Limén et al., 2022).
AGunic’m = AGvdw + AGenlaceh + AGelec + AGtor + AGsolv (3)

Donde: AGunisn= e€nergia libre de unién, AG,4;,= términos de dispersion y repulsion,
AGeniacen =€nlace de hidrégeno, AG...= energia electrostatica, AG;,.=energia de torsion,

AGg,;,, =€nergia de solvatacion

C lej "
Proteina Ligante OMPIEJO vacio
AL

\ L P
N

AG unién, vacio

\_.\[ 3

A"

Y, {
XY

>
<
N
1)
L

L AG solvatacion (P+ L) AG solvatacion (PL) i
A\ S B
/Jy R o /;) X

R s O
. 'k 250 AG pisn, H2O constante dieléctrica fs R

Complejo sowatado

Figura 7. Actividad de formacién del complejo ligante-receptor (Vidal-Limén et al., 2022).

La condicién que debe cumplir la interaccién ligante-proteina es que debe ser la energia mas

baja, es decir, AG < 0 (Sdnchez-Montero, 2016).

Por consiguiente, algo importante de resaltar en el estudio de acoplamiento molecular, son las

interacciones que se pueden obtener:

Enlaces de hidrégeno: El enlace de hidrégeno fue reconocido por Linus Pauling en 1949 (van
der Lubbe y Fonseca-Guerra, 2019), este enlace es de tipo covalente y esta formado a partir de
la interaccion de un donador y un aceptor de electrones (Figura 8) (Herschlag y Pinney, 2018). El

enlace es una interaccion fuerte tipo dipolo-dipolo (Chang, 2013). Entre los comportamientos mas
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importantes de estos se puede destacar el acortamiento del enlace cuando la constante de

equilibrio acido-base disminuye, la formacion de energia libre en ambientes no polares y su

estabilidad en ambientes polares (Herschlag y Pinney, 2018).

En 1950, Coulson descompuso este enlace en: 1) Interacciones electrostéaticas, 2) Efectos

deslocalizantes, 3) fuerzas de repulsion y 4) fuerzas de dispersion (Van der Lubbe y Fonseca-

Guerra, 2019).

Ha+ /|_|5+

OmnnmiH—0

/&= 5+ &=

+

(7]

Figura 8. Ejemplo de enlaces de hidrégeno entre dos moléculas de agua.

Puentes salinos: Los puentes salinos son enlaces entre residuos con carga contraria que

experimentan interaccion electrostatica debido a su cercania (Bosshard et al., 2004).

Efectos hidrofébicos: El efecto hidrofébico es una interaccion no polar que se da en soluciones
acuosas (Blokzijl y Engberts, 1993). El dominio de los efectos hidrofébicos abarca fendmenos de
solubilidad, formacion de membranas, plegamiento de proteinas (Hummer et al., 2000) y cambios

en el volumen del sistema (Espinosa-Silva, 2015).

Fuerza de Van der Waals: Las interacciones de Van der Waals juegan un papel importante en
la determinacién de la estructura, estabilidad y funcionalidad de sistemas biol6gicos, materiales
y muchos otros sistemas (Tkatchenko, 2015). Las fuerzas de Van der Waals son interacciones
débiles que pueden ser de atraccién o repulsion y une a las moléculas por efecto electrostatico.

Las fuerzas de Van der Waals pueden presentarse en tres formas (Chang, 2013):

e Fuerzas de keemson (dipolo-dipolo): Estas fuerzas estan caracterizadas por presentarse
entre moléculas polares.

e Fuerza de debye (dipolo-dipolo inducido): Es la atraccién de una molécula polar y una
molécula no polar.

e Fuerza de dispersion de London (dipolo inducido-dipolo inducido), son fuerzas de

atraccion temporales que aumentan con la masa molecular.
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Método de busqueda

El método de busqueda se refiere a los pardmetros necesarios para llevar a cabo el muestreo de

conformaciones (flexibilidad) del ligante y en cierta medida el de la proteina (Kitchen et al., 2004)

y se dividen en: blUsqueda sistematica y busqueda estocastica. La busqueda sistematica suele

usarse en acoplamiento de proteinas rigidas y su busqueda es determinista. Mientras que, la

busqueda estocastica se basa en la aleatoriedad y es usada en acoplamiento flexible de ligante-
proteina (Morris y Lim-Wilby, 2008).

Busqueda Monte Carlo: Se generan poses del ligante por medio de la rotacién del enlace, si
la pose es aceptada, las conformaciones del ligante se siguen iterando hasta tener una
cantidad predefinida (Meng et al., 2011).

Algoritmo genético (GA) de busqueda: Su idea surge de la evolucion natural de los genes y
las mutaciones al azar, donde algunos genes se adaptan y se reproducen o simplemente
mueren. Es decir, el cruce de “genes” forma un cromosoma (ligante) y la mutacion de esta
(cambio de conformacién del ligante) se ve afectada por los GA, donde los que superan el
umbral de puntuacién se utilizan para la proxima generacion (Meng et al., 2011; Morris et al.,
1998).

Algoritmo genético Lamarckian: La minimizacion de energia se realiza después de que se
hayan producido cambios genotipicos a la poblacion (muestreo global) en un espacio
fenotipico. Los cambios fenotipicos de la minimizacién de energia son muestreados de nuevo
en los genes cambiando las coordenadas del ligante en el cromosoma (Dias y de Azevedo
Jr., 2008).

Funcién evaluadora

La funcion evaluadora o de puntuacion son aproximaciones matematicas (Dias y de Azevedo Jr.,

2008) que tienen la finalidad de calcular la energia de unién entre el ligante-proteina. Estas

funciones pueden ser empiricas, basadas en el campo de fuerza y basadas en el conocimiento
(Kitchen et al., 2004; Meng et al., 2011).
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¢ Funcion de puntuacion empirica: La energia de unién se descompone y cada componente
es multiplicado por un coeficiente y sumado para obtener un puntaje final, cabe destacar
gque el nimero de términos puede variar dependiendo del software utilizado (Meng et al.,
2011).

e Funcion de puntuacion basada en el campo de fuerza: La energia de unién se obtiene por
medio de la sumatoria de las interacciones no enlazantes (Meng et al., 2011).

e Funcion basada en el conocimiento: La funcion utiliza el analisis estadistico del complejo
cristalino del ligante-proteina para obtener las frecuencias de interaccion, ademas modela

interacciones poco comunes como azufre-aroméatico o cation-r (Meng et al., 2011).

Validacion

Para considerar exitoso un acoplamiento debe tenerse en cuenta el realizar una validacion
(ecuacion 4) por medio de la raiz media de la desviacion cuadratica (RMSD) (Prieto-Martinez
et al., 2018) partiendo de la estructura cristalografica y las coordenadas atébmicas provenientes
de la simulacién (Dias y de Azevedo Jr., 2008), cuyo valor no debe exceder el limite energético
de 2A (Morris y Lim-Wilby, 2008; Prieto-Martinez et al., 2018).

1
RMSD = \/ﬁZ?’:l(xci —xa)® + Oei = Ya)® + (2ei — za)*  (4)

Dénde: X, y, z son coordenadas
Este tipo de analisis es usado mayormente en las trayectorias de dinamica molecular y parte de

la comparacion de una estructura de referencia y una estructura con diferentes ligantes (Sargsyan
et al., 2017).
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2.4 Estudios complementarios a métodos In silico

Dinamica Molecular

La dinamica molecular (DM) es una técnica basada en simular los movimientos atébmicos en un
tiempo especifico partiendo de la segunda ley de Newton (Durrant y McCammon, 2011; Lozano-
Aponte y Scior, 2014; Vidal-Limén et al., 2021). Las simulaciones a través de este método suelen
usarse para contrastar los resultados provenientes del acoplamiento molecular (Ballon-Paucara
y Grados-Torrez, 2019) para reevaluar la interaccion del complejo ligante-proteina y observar si
las interacciones se mantienen, mejoran o desaparecen (Bello, 2021). Dicho esto, las ecuaciones
regidas en la DM permiten analizar la trayectoria de cada particula del sistema con una resolucion
muy fina (Heinecke et al., 2015; Hollingsworth y Dror, 2018). En la Figura 9 se puede observar

los pasos generales para llevar a cabo una simulacién por dindmica molecular.

La dinamica molecular esta caracterizada por llevarse a cabo en dos etapas; la dinAmica
convencional (cMD) y la dinamica molecular acelerada (aMD). cMD esta definida por simular
tiempos en nanosegundos a microsegundos (Gedeon et al., 2015), mientras que, aMD es
utilizada para acelerar las transiciones energéticas en sélidos teniendo distribuciones de kcal/mol
muy grandes (Wang et al., 2021). La aMD suele realizarse después de la cMD haciendo tres
simulaciones independientes de 300 ns (Miao et al., 2015).
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Figura 9. Diagrama de flujo de los pasos involucrados en DM en la simulacion de una proteina
(Patodia, 2014).

Las fuerzas que interactian en el sistema (Figura 10 y Cuadro 3) son llamadas “campo de fuerza”

y describen la contribucion de distintos efectos a nivel atomico (Durrant y McCammon, 2011).

Vw

O -0 >
OO 06 O @ @ Velec

Vi

Figura 10. Representacioén visual del potencial de contribuciones atomicas, adaptada de Durrant

y McCammon, (2011).
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Cuadro 3. Fuerzas enlazantes y no enlazantes en Dinamica Molecular (DM)

Término de energia Ecuacion*

Interacciones enlazantes

= — 1
Unidn y estiramiento VI = Eklcl —1y)?

A 1
Angulo de enlace Ve = Ek9(9 —8,)?

A i6 i 1
Angulo de torsion o diehedral Voo = Zﬁ [1+ cos(nw — )]

Interacciones no enlazantes

Interacciones de Van der Waals o\’ [(0;\°
- VvdW (i, j) = 4e;; || 2] — |2
(funcion de Lennard Jones) Tij Tij
Interacciones electrostaticas (Ley de Vo (0.)) = 1 q;q;
el\bH )
Coulomb) Ameri,j

*Donde [ = unién y estiramiento; 6 = angulo; V; = constante que calcula la altura de torsion; n =
multiplicidad; w = angulo de torsion; y = angulo de fase; o, = constantes del par de atomos ij ; q;,q; =
cargas puntuales de los 4&tomos; ¢ = constante dieléctrica (Bueren-Calabuig, 2014; Vidal-Limén et al.,
2022)

De igual forma, se reporta que los softwares mas utilizados para llevar a cabo el calculo de los
campos de fuerza son: AMBER, CHARMM y NAMD. La etapa de minimizacién consiste en
encontrar la energia minima global de una superficie energética donde la estructura es estable
en el sistema. La superficie energética representada en la Figura 11, es un sistema que simboliza
la energia de las moléculas en funcion de sus coordenadas. El punto de silla es el punto mas
elevado entre dos minimos, mientras que el minimo local son todos los puntos variables de la

superficie que no es el punto mas bajo (Bueren-Calabuig, 2014).
Una vez realizada la minimizacién continta la etapa de calentamiento, donde dada una posicion

inicial a 0 K se lleva el sistema a una velocidad y temperatura constante (300 K), equilibrando asi

la energia cinética y potencial (Patodia, 2014). De ahi, la fase de produccién consiste en simular
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la trayectoria de la proteina en condiciones de equilibrio (NVT, NPT y NVE) en tiempo de 200-
500 ps o ns (Bueren-Calabuig, 2014).

Energia 1

punto de silla

minimo local

minimo global

Cambio conformacional

Figura 11. Esquema de superficie energética (Bueren-Calabuig, 2014).

Después de la fase de equilibrado, empieza la fase de produccién donde se simula en tiempos

largos, 10 ns a 1 us y se obtiene la trayectoria del sistema (Bueren-Calabuig, 2014).

MMGBSA

Célculo de punto final, es el célculo de la estabilidad relativa de las multiples conformaciones de
un sistemay el calculo de energia libre de unién de un complejo ligante-receptor que se encuentra

unido de forma covalente (Miller et al., 2012).

El término MMGBSA hace referencia al modelo de Mecénica Molecular de Area de Superficie de
Born Generalizado para calcular la energia libre de solvatacion (Miller et al., 2012; Wang et al.,
2019). El célculo de energia libre de unién del complejo (RL): ligante (L) -receptor (R) se calcula
mediante:

AGping = Grp — Gr — G,

Cabe destacar que, cada contribucién energética puede descomponerse de:
AGping = AEyy + AG sovation — TAS
AEym = AEjpir + AEge + AEyqw

AGSOl = AGGB + AGSA
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Donde: AE,;, es el cambio de energia mecanica molecular de la fase gas, AG,,; €s energia libre
de solvatacion, AE;,;; son los cambios de energia interna, AE,;, €s la energia electrostatica, AGgp
son las contribuciones polares, AGg, son las contribuciones no polares y SASA es el area de

superficie por solvente (Wang et al., 2019).

2.5 INSECTICIDAS

Los insecticidas, son compuestos que sirven para controlar a los insectos (Environmental
Protection Agency, 2021),y se pueden clasificar de acuerdo con su estructura quimica, su nivel
de toxicidad, etc. Por ejemplo, una clasificacién general se da a continuacion:

e Insecticidas organicos: Carbamatos, organofosforados, Organoclorados, Fenilpirazoles,
Piretroides, Piretrinas, Spinocin, Neonicotinoides, entre otros (Devine et al., 2008).

¢ Insecticidas inorganicos: Silice y 4cido bérico (Instituto Nacional de Salud Publica, 2020).

2.5.1 Insecticidas neonicotinoides

Los neonicotinoides son insecticidas quimicos organicos que actlian como agonista del receptor
nicotinico de acetilcolina (NnAChR) en el sistema nervioso central de los insectos (Luna-Hernandez
et al., 2021; Bass et al., 2015). Los neonicotinoides se utilizan en el control de moscas blancas,
pulgones, saltahojas (Bridi et al., 2018) y algunas especies de lepidopteros, coledpteros y dipteros
(Bass et al., 2015).

Los neonicotinoides se dividen en cuatro generaciones (Figura 12). La primera generacion de
neonicotinoides esta conformada por cloropiridilos, la segunda por clorotiazoles, la tercera por
furanilos y la cuarta por sulfoximidas. Sin embargo, la primera generacion de acuerdo con el
farmacoforo se puede clasificar en N-nitroimina, N-cianoimina y Nitrometileno (Verebova y
StaniCova, 2021).
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Figura 12. Neonicotinoides clasicos.
Dinotefuran

El dinotefuran pertenece a la tercera generacion de los neonicotinoides que tiene un amplio

espectro contra insectos (Cuadro 4), tiene una alta solubilidad en agua (54.3 g/L) y se puede
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encontrar en formulaciones como polvo y granulos (Figura 13) (Wakita, 2011). De los

enantibmeros conocidos, R y S-Dinotefuran, R-Dinotefuran es mas seguro para proteger a los

polinizadores y controlar plagas (Zhang et al., 2022).

500w
PLAGHICEA QUNCO 08 US0 AGRCOLA
INSECTICIDA AGRICOLA

GRANULOS DISPERSABLES . WG

Figura 13. Algunas presentaciones comerciales de dinotefuran.

Cuadro 4. Espectro insecticida del Dinotefuran

Plaga Grado de Plaga
actividad 2
Hemipteros IsOpteros
Cigarras ++++ Termitas
Saltamontes ++++ Coledpteros
Mosca blanca ++++ Escarabajo pulga
Pulgones ++++ Gorgojo
Cochinilla ++++ Escarabajos de hoja
Insecto de arroz ++++ Dipteros
Insectos de plantas ++++ Moscas minadoras
Tisanopteros Moscas domésticas
Thrips +++ Dictdpteros
Lepidopteros Cucaracha

Grado de actividad 2

++++

+++

+++

++

+++

++

+++
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Minadora de hojas +++ Saitatoria

Barrenadores de arroz ++ Saltamontes ++
Polilla espalda de diamante ++ Sifonapteros
Polilla del durazno +++ Pulga ++++

aDefinicién de actividad: ++++ excelente, +++ muy bien, ++ medio bueno (Wakita, 2011).

2.5.2 Efecto de los neonicotinoides

Seres Humanos

Es poco lo que se ha sefialado sobre la toxicocinética y toxicodinamia de los neonicotinoides en
el ser humano. Aun asi, los efectos nocivos que pueden llegar a causar en el ser humano varian
dependiendo el tipo de contacto e ingesta. Por ejemplo, ingestas voluntarias de neonicotinoides
pueden causar una toxicidad leve o grave. Entre los efectos leves se pueden presentar:
indigestion, diarrea, dolor abdominal, dolor de cabeza, vomito, dolor en los ojos, ocasionar
reacciones alérgicas en el ser humano y somnolencia (Estrada-Atehortta et al., 2016; Instituto
Nacional de Salud Publica, 2020). Casos severos pueden ocasionar: convulsiones, arritmias

ventriculares, coma e incluso, la muerte (Estrada-Atehortla et al., 2016).

En lo referente a la ingesta dietética, se han realizado biomonitoreos en poblaciones rurales y
urbanas (Nimako etal., 2021;Laubscher etal.,, 2022) destacando una mayor presencia de
metabolitos neonicotinoides en el sistema en comparacion con los compuestos originales.
Ademas, los neonicotinoides presentes en alimentos pueden persistir en leche materna, muestras
dentales y orina (Zhang y Lu, 2022).

Animales

En animales, los neonicotinoides tienen efectos nocivos hacia organismos acuaticos y en especial
hacia los polinizadores afectando su ciclo de polinizaciéon (Bridi et al., 2018; Garcia et al., 2018;
Salazar-Garcia et al., 2018; Caceres-Del Carpio y lannacone, 2021). Algunos resultados de
estudios han demostrado que en mamiferos la exposicion a altas concentraciones puede llegar a

causar efectos citotéxicos reproductivos, bioacumulacion, adiposidad inducida y toxicidad en el
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desarrollo neurolégico (Nimako et al., 2022), mientras que en animales como el pez cebra,

muestran efectos adversos en la reproduccion y morfologia (Garcia et al., 2018).

Medio Ambiente

En el medio ambiente, la forma en que los neonicotinoides entran pueden ser de distintas formas,
empezando por su uso indiscriminado, puede esparcirse en la atmdésfera y entrar al suelo, el cual
es la fuente primaria de absorciéon (Bridi et al., 2018; Castillo et al., 2020). Estos pueden
acumularse en las plantas y por accion del agua arrastrarse hasta llegar finalmente a los mantos
fredticos (Bridi et al., 2018; Garcia et al., 2018; Castillo et al., 2020; Zhang y Lu, 2022). Su
permanencia tiene una vida media-larga, puesto que a pH < 9 presenta resistencia a hidrolizarse
en condiciones anaerobias y son altamente solubles en agua (Salazar-Garcia et al., 2018). En
los udltimos afios se ha comprobado su persistencia en el ambiente y dafio a especies no objetivo.

Algunas de sus caracteristicas (Cuadro 5) nos indican su nivel de riesgo.

Cuadro 5. Persistencia de los Neonicotinoides en el Medio Ambiente

Insecticida Persistencia en el ambiente Toxicidad aguda para

los organismos
Imidacloprid 48-190 dias en suelo Nivel 1l
31 dias en agua a diferentes pH
Thiametoxam Sin datos disponibles Nivel 1l
Thiacloprid 0.6 a 3.8 dias en suelo Nivel Il
10-63 dias en agua
Clotianidina Degradacion por fotdlisis de 34 dias Nivel Il
148 a 1,155 dias en suelo

Acetamiprid 1 a 8.2 dias por degradacion biolégica en Nivel Il

condiciones aerobias

Nitempyram Sin especificaciones concretas Nivel Il
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Dinotefuran 81.5 dias en sistemas terrestres

1.8 dias fotodegradada en agua Nivel 1l

II: Moderadamente peligroso, Ill: Poco peligroso. Fuente: Elaboracién propia con datos
recopilados de Fichas técnicas y datos de la (WHO, 2019).

De forma generalizada, la dinamica de los plaguicidas (Figura 14), nos indica el riesgo que se
corre en cada ambito al estar expuestos a estos quimicos. 1, Uso de plaguicidas por parte del
agricultor/agronomo. 2, Absorcién de plaguicida en raices, tallos y hojas de los arboles/plantas.
3, Acumulacion de plaguicida en suelo.4, Por escorrentias y lavado de suelo los plaguicidas llegan
a fuentes de agua. 5, Bioacumulacién de plaguicida en organismos acuaticos. 6, Volatilizacion
del plaguicida en el aire acumulados en suelo y agua. 7, Presencia de metabolitos de plaguicidas

en alimentos.

Figura 14. Mecanismo de movilidad de los plaguicidas en el medio ambiente.
2.5.3 Neonicotinoides y receptor nicotinico de acetilcolina (nAChR)

El nAChR fue identificado por primera vez en 1921 por Otto Loewi, pero fue clasificado hasta
1934 como “nicotinico” y “muscarinico” por Sir Henry Dale (Jérez-Escobar y Martinez Visbal,
2020). Existen diversos subtipos de nAChR con distintas combinaciones de subunidades que le
brindan diferente selectividad al farmaco nicotinico (Tomizawa et al., 2008); los insectos cuentan
con diez a doce subunidades de acuerdo con los datos de genomas disponibles (Lu et al., 2022).
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El nAChR son canales iénicos de forma homo pentamero o heteromérico (Lu et al., 2022)
ubicados en el sistema nervioso central (SNC) de los insectos (Matsuda et al., 2001) y su funcién
principal es transformar la liberacion de neurotransmisores como el acido g-aminobutirico,
dopamina, glutamato, noradrelina y serotonina (Garcia-Calunga y LOpez-Valdés, 2003) en
estructuras presinapticas (Castellanos et al.,, 2001). Ademas, el nAChR puede cambiar de
conformacion al unirse a un agonista, permitiendo la entrada de iones a la célula (Jonesy Sattelle,
2010). De acuerdo con la representacion esquemética del nAChR (Figura 15), de las cinco
subunidades que lo componen; cada subunidad representada tiene un dominio extracelular N-
terminal que contiene seis regiones distintas (bucles A-F) las cuales rodean el sitio de unién del
ligante (Jones y Sattelle, 2010) , cuatro dominios transmembrana C-terminal y un bucle
intracelular entre el segmento transmembrana tres y cuatro (Jones et al., 2007; Lu et al., 2022).
Los dos circulos blancos conectados por una linea blanca representan el bucle-Cys (Jones y
Sattelle, 2010) el cual media las acciones excitatorias rapidas de ACh en el sistema nervioso (Lu
et al., 2022). Los sitios de unién para los ligantes estan ubicados en el lado extracelular, entre las
subunidades alfa y las subunidades vecinas (Castellanos et al., 2001). La subunidad a se
diferencia del no a, debido a las dos cisteinas adyacentes al bucle C (los dos circulos blancos
juntos) (Jones et al., 2007).

Extracelular
Se890

—y S “Intracelular

Na*,Ca?*, K+

Figura 15. Estructura del receptor nicotinico de acetilcolina (nAChR).

Por otro lado, al ser la ACh el neurotransmisor mas abundante en muchos insectos, los quimicos

utilizan el NAChR como control para el disefio de nuevos insecticidas en la proteccion de cultivos
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(Jones y Sattelle, 2010). La funcién de los neonicotinoides en los insectos es bloquear el receptor
de acetilcolina actuando como agonista (Tomizawa et al., 2003; Verebova y StaniCova, 2021;
Salazar-Garcia et al.,, 2018). Es decir, en vez que la acetilcolina ayude a liberar
neurotransmisores, al estar presente un neonicotinoide, este cumplird una funcion similar al
activar receptores que brinde la respuesta deseada. Ademas, es de interés sefialar que, la
excelente selectividad por los insectos en vez de los nAChRs de mamiferos se debe a la
interaccion electronegativa catidnica del sitio activo del neonicotinoide con el receptor (Tomizawa
et al., 2003).

2.5.4 Normatividad sobre insecticidas

Normatividad en México

o NOM-232-SSA1-2009. Plaguicidas: que establece los requisitos del envase, embalaje y
etiquetado de productos de grado técnico y para uso agricola, forestal, pecuario,
jardineria, urbano, industrial y doméstico.

o NOM-256-SSA1-2012. Condiciones sanitarias que deben cumplir los establecimientos y
personal dedicados a los servicios urbanos de control de plagas mediante plaguicidas.

¢ NOM-003-STPS-1999, Actividades agricolas. Uso de insumos fitosanitarios o plaguicidas
e insumos de nutricion vegetal o fertilizantes. Condiciones de seguridad e higiene.

¢ NOM-005-STPS-1998, Relativa a las condiciones de seguridad e higiene en los centros
de trabajo para el manejo, transporte y almacenamiento de sustancias quimicas
peligrosas.

¢ NOM-017-STPS-2008, Equipo de Proteccién Personal. Seleccién, uso y manejo, en los

centros de trabajo.
Normas Internacionales
e Articulo 1 del Convenio de Estocolmo sobre Contaminantes Organicos Persistentes, 2001,
se retoma el criterio de precaucion el cuél fue expresado en el principio 15 de la

Declaracion de Rio sobre el Medio Ambiente y el Desarrollo, con el objetivo de proteger a

la salud humana y el medio ambiente frente a los contaminantes organicos persistentes.
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2.5.5 Cultivos de importancia econdmica en México y uso de neonicotinoides

Los cultivos de importancia econémica son aquellos cultivos que fortalecen su posicionamiento
(Cruz-Loépez et al., 2020) en el mercado nacional e internacional que permiten tener mayores
ingresos monetarios al pais. En 2022, los cultivos agricolas que dejaron mayor ingreso al pais
fueron el agave, la berenjena, la fresa y la frambuesa debido a su rentabilidad de produccién por
area cosechada; aunque los cultivos de mayor valor fueron el maiz y el aguacate, debido al
rendimiento por espacio que requiere para cultivarse (SIAP, 2022). En lo que va del afio 2023, la
produccion de aguacate ha aumentado en comparacion del afio pasado en la misma temporada
lo cual nos indica que el incremento de superficie cultivada da rendimientos méas altos (SIAP,
2023).

Mientras que, la demanda de importacion y exportacién ha incrementado un 25.5% en 2023 en
comparacion al periodo anterior (Figura 16)
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Figura 16. Evolucién mensual de exportacion de aguacate en 2022 y 2023. (SIAP’, 2023).

Referente a los ingresos por venta, en 2022, México les vendié a estados unidos lo equivalente
a US$3201M, a Canada US$281M, a Espafia US$149M, Japén US$118M y el Salvador
US$32.6M. Y en el segundo trimestre del 2023, las ventas internacionales ascendieron a
US$198M (Secretaria de Economia, 2023).
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Ahora bien, con respecto a la proteccion de cultivos, se han utilizado plaguicidas para evitar
pérdidas econdmicas. En Veracruz, se ha encontrado el uso de tiametoxam para cultivo de sandia
y papaya (Megchun-Garcia, 2019). En 2022, el SENASICA report6 el uso de Imidacloprid para el
manejo de plagas fitosanitarias en cultivos de citricos (Comité Estatal de Sanidad Vegetal de
Veracruz, 2022).

2.6 Complejos ambrosiales

El término “ambrosia” hace referencia a especies de escarabajos que utilizan madera como
sustrato nutricional primario (Baker y Norris, 1968) y hacen simbiosis con diferentes especies de
hongos (Castrejon-Antonio etal.,, 2017). Los complejos ambrosiales pueden deteriorar
herbaceas, semillas, frutos, xilema y reproducirse en diferentes estados de la planta (Falcén-
Brindis et al., 2018). Los escarabajos hembra son el vector de los hongos, las cudles utilizan el
hongo para alimentar a los adultos y las larvas; sin embargo, algunos hongos pueden ser
fitopatdgenos y dafar los arboles invadidos (Barrientos-Martinez et al., 2022). Asi mismo, los
escarabajos ambrosiales de la tribu Xyleborini (Coleoptera: Curculionidae), se estima contiene 30
géneros y cerca de 1200 especies con una mayor diversidad en los trépicos (Comision Nacional
Forestal, 2018). En México, precisamente, los escarabajos exéticos: Xyleborus glabratus y
Euwallacea spp. son vectores importantes de Raffaelea lauricola y Fusarium euwallacea
(Comision Nacional Forestal, 2019) que se tienen en vigilancia desde 2015 (Comision Nacional
Forestal, 2018) por su amenaza hacia los cultivos de aguacate que tienen alto valor comercial
(SENASICA, 2019). Es de vital importancia el cuidar los cultivos de alto valor ya que estos al ser
susceptibles a plagas pueden causar pérdidas en produccién, pérdidas econdémicas y reduccién
de empleo (SENASICA, 2019).

2.6.1 Xyleborus glabratus

La subfamilia Scolytinae son barrenadores ambrosiales e incluye al género Xyleborus (Figura 17)
(Castrejon-Antonio et al., 2017; Falcén-Brindis et al., 2018; Méndez-Montiel et al., 2019). El
Xyleborus glabratus vector del hongo Rafaella lauricola se encuentra incluido en la alerta de la
EPPO (European and Mediterraneann Plant Protection Organization, 2014) y representan un alto

riesgo para la familia de las Lauraceae (Comision Nacional Forestal, 2018).
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Otros hospedantes de Xyleborus glabratus incluyen especies de importancia forestal como
Cinnamomum camphora (alcanfor), Laurus nobilis, Lindera benzoin, L. melissifolia, Litsea
aestivalis, Persea borbonia (laurel rojo), Persea palustris (laurel de los pantanos) y Sassafras
albidum (sasafras) (SENASICA, 2019).

Figura 17. Especies de Xyleborus. A)Xyleborus glabratus, B) Xyleborus affinis, C)X.ferrugineus,
D) X.intrusus, E) X. volvulus, F) X. spinulosus y G) X.horridus (Sosa-Castillo et al., 2017).

Aunqgue Xyleborus glabratus sea de mayor interés en su control y vigilancia hay que destacar que
algunos complejos se pueden llegar a distribuir en varias partes del mundo; Xyleborus affinis y
Xyleborus volvulus aunque no son vectores, son capaces de portar Raffaelea lauricola (Castrejon-
Antonio et al.,, 2017). En la Cuadro 6, se enlistan las especies de escarabajos que se han

confirmado que afectan al aguacate y otros cultivos relevantes.

Cuadro 6. Especies de ambrosiales presentes en cultivos Agroforestales

Especie Arbol/Cultivo al que afecta

Xyleborus affinis Laurel de aguacate

Xyleborus volvulus Laurel de aguacate, arboles de cedro mexicano y
cacao
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X.spinulosus Laurel de aguacate

Xyleborus glabratus Laurel de aguacate
Xyleborus palatus Cacao
Xyleborus ferrugineus Cacao
Xyleborus horridus Cacao
Xyleborus intrusus Cacao
Scolytus schevyrewi Olmos

Fuente: Compilacién de Moreno-Calles et al., (2020) y Lépez-Ferrer et al., (2017).

Por otra parte, historicamente el Xyleborus glabratus es nativo de Asia: Bangladesh, India, Japon,
Myanmar y Taiwan (Comision Nacional Forestal, 2019). Su primera deteccion fuera del pais de
origen se dio en el 2002 en Georgia, E.U.A (Comisién Nacional Forestal, 2019), expandiéndose
paulatinamente hacia otros estados del pais (Figura 18).
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Figura 18. Detecciones de Xyleborus glaratus (Comisién Nacional Forestal, 2019).
En el periodo de 2010-2019, las plagas aumentaron en México, ocasionando que se tomaran

medidas de vigilancia para las plagas de mayor riesgo fitosanitario (SENASICA, 2019) tal como

se muestra en la Cuadro 7.
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Cuadro 7. Plagas bajo vigilancia fitosanitaria en México en el periodo 2019

No. Plaga en vigilancia activa Acciones por Plaga
1 CEA-Complejo escarabajo barrenador polifago (Euwallacea e Ruta de vigilancia
sp.-Fusarium euwallaceae) e Planta centinela

e Ruta de trampeo

e Areas de exploracion

2 CEA-Complejo escarabajo marchitez del laurel rojo e Ruta de vigilancia

(Xyleborus glabratus-Raffaelea lauricola) e Planta centinela

¢ Ruta de trampeo

Fuente: Compilacion con informacion de interés (SENASICA, 2019).

Los estados de la Republica Mexicana (Figura 19) dénde se tomaron acciones de vigilancia para
Xyleborus glabratus en 2019, fueron: Baja california, Sonora, Chihuahua, Coahuila, Nuevo Leén,
Tamaulipas, Veracruz, Campeche, Yucatan, Quintana Roo, Chiapas, Puebla, Ciudad de México,
Estado de México, Michoacan, Colima, Jalisco, San Luis Potosi, Nayarit, Sinaloa (SENASICA,
2019).

MEX

Figura 19.Estados de México bajo vigilancia fitosanitaria para el Xyleborus glabratus. Extraido de
(SENASICA, 2019) elaborado con los datos SADER-SENASICA-PVEF, 2019.

La razon por la cuél se toman medidas para el control del Xyleborus glabratus en México, deriva
de las condiciones climatélogicas del pais (Figura 20); ya que, X.glabratus puede habitar en
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temperaturas que van de los 24-32°C (clima tropical) en especies hospederas y soportar
temperaturas de -26 a 15°C. Mientras que, los huevecillos necesitan una temperatura de 28 a

32°C (clima célido himedo-sub humedo) para desarrollarse (SENASICA, 2020).

Tipos de clima
Célidos
Calido humedo @ Templado himedo

@ calido subhtimedo @ Tomplado
Secos subhimedo
Seco # semifrio

0§ Semiseco Frio
Muy seco (O Frio

Templados

Figura 20. Mapa raster de climas en México. Fuente: INEGI. Marco Geoestadistico Nacional
2020. https://cuentame.inegi.org.mx/territorio/climas.aspx?tema=T
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ANTECEDENTES

Se ha fundamentado el uso de métodos In silico para ayudar a predecir la toxicidad de un
compuesto y tomar las decisiones pertinentes sobre su regulacién (Asadollahi-Baboli, 2012).
Desde hace algunos afios se han realizado cambios en las estructuras de los neonicotinoides
conocidos con la finalidad de disminuir la dosis aplicada en campo y tener alternativas a la
resistencia de los insectos. Por ejemplo, Tian et al., (2007) desarrollaron nuevos neonicotinoides
afiadiendo un anillo de tetrahidropirimida en el grupo nitro de los neonicotinoides para obtener el
grupo nitro en la posicion cis. El grupo de trabajo observé que la actividad insecticida disminuia
al introducir fltor y cloro en el grupo éter. Se concluyé que el volumen del compuesto influye en
la actividad biolégica, mostrdndose mayor actividad con sustituyentes pequefios como el
hidrogeno, el metil, etil y propil.

Por su parte, Ye et al., (2011) disefiaron y sintetizaron fenilazoneonicotinoides para promover las
interacciones TT-1T entre las moléculas y los aminoacidos de la proteina (3C79). Los resultados
apuntaron que los compuestos con grupos donadores de electrones en posicién 2y 6 en el anillo
fenilo brinda una buena bioactividad. Concluyendo que, la sintesis, el bioensayo y el acoplamiento
molecular son pruebas pueden ser preliminares al estudio de modo de accién de un compuesto

de interés.

Al mismo tiempo, Sun et al., (2011) probaron la interaccion ligante-proteina de la estructura
cristalina Lymnaea stagnalis AchBP (Ls-AChBP) con analogos de nitempyram a los cudles se le
afiadié al grupo nitro en la posicién cis ingredientes activos de L-a-metil éster aminoacido. Los
analogos con diferente longitud del grupo éster muestra alta actividad y mortalidad siendo esto

un factor importante en la potencia de analogos.

Sun et al., (2012) realizaron la adicion de w-esteres de hidroxialquilo al nitro del nintepyram y
observaron por técnicas de acoplamiento que las interacciones con el NAChR mas importantes
estaban dadas por los enlaces de hidrogeno, ademas que la flexibilidad de la estructura y el efecto

de bioactividad estaba dada por el tamafio del grupo R.
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Asi mismo, Ye et al., (2013) sintetizaron neonicotinoides fusionados con pirrol y dihidropirrol a
partir de compuestos ciclicos y no ciclicos de nitroenaminas, los resultados preliminares de la

sintesis demostraron que los derivados ciclicos muestran una actividad insecticida satisfactoria.

Por otra parte, Wang etal.,, (2014) modificaron la estructura del Imidacloprid, colocando
sustituyentes sulfonilamidino y sulfoniltriazolo en el N3 de la piridina; las pruebas de estudio
molecular se realizaron en SYBYL 6.9 usando como proteina la estructura cristalina de Lymnaea
stagnalis. Los resultados exhibieron que el tamafio de grupo y la presencia de enlaces de
hidrogeno potencian la actividad insecticida.

Posteriormente, Ye et al.,, (2015) realizaron un estudio sobre la enantioselectividad de los
insecticidas quirales haciendo pruebas de toxicidad, destacando que en una mezcla racémica el
tener en proporciones mas altas un enantiomero que otro puede reducir la carga ambiental del

enantiomero inactivo, el cual puede ser activo para especies no objetivo.

De los autores anteriores, podemos distinguir que, en las Ultimas dos décadas se han realizado
avances importantes con relacion a los neonicotinoides y nuevos derivados comprobando sus
posibles efectos adversos a través de estudios de interaccion ligante-proteina, pruebas bioldgicas
e inclusive implementando métodos predictivos de toxicidad. Estos y otros trabajos permitieron
seguir investigando y desarrollando nuevos compuestos con mejor afinidad hacia el receptor de
estudio y establecer las bases de un camino a seguir sobre insecticidas enantioselectivos y las

interacciones de interés que se desean promover.

Dicho lo anterior, en 2021, Bonilla-Landa et al., por medio de sintesis asimétrica, elaboraron un
derivado de neonicotinoide haciendo uso del aminoacido L-prolina cuyo estudio de interaccion
fue con la proteina aChBP obteniendo resultados que muestran que el enantiomero R tiene mayor

mortalidad que el enantiémero S.

Finalmente, Rodriguez-Herndndez etal., (2023) sintetizaron, probaron biolégicamente y
analizaron por dinamica molecular, nuevos derivados enantiopuros de R-Prolina, los resultados
sugirieron que la estructura en conformacion R era mas bioactiva al contar con interacciones -
T que disminuyen la energia libre de unién del isémero. En adicion, con toda la literatura citada,
se observo la tendencia de llevar a cabo estudios de sintesis, resonancia, pruebas bioldgicas y

acoplamiento molecular.
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En particular, y en relacion con los estudios de acoplamiento molecular, se han utilizado las
estructuras de Lymnaea stagnalis (Sun et al., 2011; Wang et al., 2014) y Aplysia californica
(Bonilla-Landa et al., 2021; Luna-Hernandez et al., 2021; Rodriguez-Hernandez et al., 2023; Ye
et al., 2011). Ademas, como método de evaluacion experimental del efecto de los compuestos
sintetizados se han llevado a cabo pruebas de actividad bioldgica utilizando diversas especies
como modelos de estudio, tales como Acyrthosiphon pisum (Tian et al., 2007), Nilaparvata lugens
(Sun etal.,, 2011; Sun etal.,, 2012), Aphis craccivora (Wang et al., 2014) y Xyleborus affinis
(Bonilla-Landa et al., 2021; Rodriguez-Hernandez et al., 2023).

Tomando en cuenta que los estudios de acoplamiento y obtencion de nuevas nitroguanidinas son
muy variados y en gran medida siguen el objetivo de aumentar la bioactividad promoviendo las
interacciones pi-pi o enlaces de hidrégeno (Sun et al., 2012), en el presente trabajo se propone
investigar la adicibn de aminoacidos enantiopuros en la nitroguanidina de los neonicotinoides
explorando el uso de aminoacidos aromaticos, ya que la adicién de prolina (Rodriguez-Hernandez
et al., 2023) dio una actividad insecticida superior a dinotefuran. Por ello, conviene probar la
adicion de triptéfano a la nitroguanidina de los neonicotinoides y observar las tendencias de

interaccion con la proteina 3C79.
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PROBLEMA DE INVESTIGACION

4.1 SITUACION PROBLEMATICA

Desde el punto de partida en el disefio del proyecto en el plano ambiental (Figura 21), los aspectos
a considerar que pueden llegar a afectar el trabajo de investigacion es la demanda de cultivos
gue conlleva a mayor uso de agroquimicos, los cuédles repercuten a los ecosistemas y pueden

llegar a ocasionar un desequilibrio ecolégico al afectar especies benéficas.
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Figura 21. Esquema de situacién problematica global que considera cuatro planos.
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4.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El uso excesivo de agroquimicos ha ocasionado que se busquen nuevas alternativas para
proteger a los cultivos de alto valor econémico, debido a su bioacumulacién en el medio ambiente
y efecto a especie no objetivo. El uso de métodos In silico como el acoplamiento y dindmica
molecular se han posicionado en al area ambiental como una herramienta para encontrar
compuestos menos nocivos en los ecosistemas. Sin embargo, la falta de compresion y utilizacion
de softwares de disefio y simulacion molecular puede llegar a resultados erroneos, lo que conlleva
a datos incorrectos de los futuros candidatos a sintetizar y, por ende, a un mayor gasto de
recursos. Ademas, las interacciones con el receptor seleccionado pueden variar dependiendo el
modo de unién del ligante con el sitio activo. Debido a lo anterior, es necesario realizar un
refinamiento de los datos con métodos mas robustos para explicar a detalle las interacciones que
se llevan a cabo. Por lo antes mencionado, el problema de investigacion de este trabajo se centra
en encontrar el compuesto mas afin al receptor 3C79 que sea efectivo contra complejos

ambrosiales.
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JUSTIFICACION

El disefio “In silico” de derivados nitroguanidinas que incorporan R y S-Triptéfano mediante el
analisis de su interaccion con el receptor nicotinico de acetilcolina, nos permitird contar con
alternativas para encontrar compuestos efectivos para combatir plagas especificas, de manera
que se reduzca la cantidad de agroquimicos utilizada en campo, con la introduccién de

compuestos con menor dosis letal y menor impacto negativo al medio ambiente.

5.1 PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢,Cual nitroguanidina quiral estudiada “In silico” tendra mayor afinidad hacia el receptor nicotinico

de acetilcolina y, por ende, mayor potencial insecticida contra complejos ambrosiales?
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HIPOTESIS

6.1 HIPOTESIS

El derivado de la nitroguanidina con configuracién R presentara la orientacion espacial similar al
dinotefuran, pero mayor afinidad que resultara en un incremento de la actividad sobre los mismos

aminodcidos en la proteina ACh obteniendo una alta afinidad.

OBJETIVOS

7.1 OBJETIVOS

7.1.1 Objetivo General

Determinar con métodos In silico la afinidad de los nuevos derivados de nitroguanidinas que
incorporan R y S-Tript6fano con el receptor nicotinico de acetilcolina con potencial para controlar

complejos ambrosiales.

7.1.2 Objetivos Especificos

» Disefiar nuevos derivados de nitroguanidinas mediante quimica computacional.

» Simular el acoplamiento molecular de nitroguanidinas R y S contra el nAChR mediante

dos funciones evaluadoras: Vinardo y ADT4.2.

* Analizar y comparar la afinidad mediante la energia libre, la interaccion ligante-proteina
del acoplamiento y los métodos de punto final con las interacciones del neonicotinoide de

referencia: dinotefuran.
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MATERIALES Y METODOS

8.1 MATERIALES

Los materiales utilizados corresponden al fin de los objetivos planteados. La simulacion de

acoplamiento y dindmica molecular se llevaron a cabo en GPUs de los cllusters de las

supercomputadoras Miztli de la UNAM y Huitzilin del INECOL, el primero localizado en la Ciudad

de México y el segundo en la ciudad de Xalapa, Veracruz. Ademas, el apoyo en el disefio y

optimizaciéon molecular se realiz6 a través de una laptop de uso personal marca ASUS con 64bits

y procesador Intel Core i3 11Gen.

8.2 METODOS

La metodologia para el acoplamiento molecular sigui6é los pasos mostrados en la Figura 22, y

para la parte de dinamica molecular, se sigui6é de acuerdo con el diagrama mostrado en la Figura

9.

Seleccion del Objetivo

Preparacion del Objetivo

Seleccion del Ligando

Preparacion del Ligando

Figura 22. Pasos generales para llevar a cabo un acoplamiento molecular. Fuente: (Morris y

Lim-Wilby, 2008).

Evaluacion de Resultados

e

Acoplamiento
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8.2.1 Diseiio de los Ligantes

El disefio de los ligantes propuestos implica la unién de las nitroguanidinas que incorpora
Triptéfano en ambas configuraciones Ry S con el sitio activo de los neonicotinoides. Este disefio
se realiz0 a través la licencia académica del software Maestro versién 2022-3 desarrollado por
Schrédinger, Inc, NY, USA, disponible en la pagina web

(https://www.schrodinger.com/products/maestro). Aquellas estructuras resultantes del disefio

antes descrito, se propuso proteger el grupo amino primario del Triptéfano (Figura 23) por bencil,
boc, cbz y metil (Figura 24). Antes de exportar en conjunto las estructuras disefiadas en formato

mol2, se le asignaron correctamente las cargas a cada una de las estructuras en el Ny el O.

NH,
Triptéfano " Nitroguanidina

Figura 23. Representacion del Triptofano en configuracion Sy sitio activo de los neonicotinoides.

CH;—R

1) 2) 3) 4)

Figura 24. Grupos protectores 1) Bencil, 2) Boc, 3) Cbz, 4) Metil Te sugiero que dibujes el

triptéfano y sobre este indiques en que posicidn se encuentra en grupo protector.

8.2.2 Obtencion de la Proteina

La obtencion de la proteina (acetilcolina) fue extraida de la base de datos PDB (Protein Data

Bank), siendo su ID 3C79, la cual corresponde a la estructura cristalina de Aplysia california
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AChBP (Bonilla-Landa et al., 2021; Luna-Hernandez et al., 2021; Rodriguez-Hernandez et al.,
2023; Ye et al., 2011) (Figura 25) en complejo con el neonicotinoide Imidacloprid. La estructura
se escogid debido a la afinidad que tiene AChBP tanto para compuestos nicotinicos como
neonicotinoides (Tomizawa et al, 2007) asi como por su sensibilidad al contar con cinco
subunidades idénticas (Talley et al, 2008), lo que lo hace un buen bioindicador.

La proteina se visualizé en Maestro version 2022-3 y se quit6 el ligante Imidacloprid. La proteina

se volvié a guardar como archivo .pdb.

Figura 25. Proteina 3C79

8.2.3 Preparacion de Moléculas

La preparacién de las moléculas partié en usar los ligantes provenientes del software maestro
version 2022-3 para exportar las moléculas en forma concatenada y formato mol2 al software
gratuito UCSF  Chimera  version 1.16  disponible en la  pagina  web

(https://Iwww.cgl.ucsf.edu/chimera/download.html). La finalidad de importar los archivos de un

software a otro es para preparar los ligantes y especificar el espacio quimico donde el ligante va
a interactuar con la proteina; para ello, se importé en Chimera la proteina 3C79 y se establecié

el tamafio de espacio quimico (Cuadro 8) para cada sitio activo (Figura 26).
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Cuadro 8. Dimensiones de espacio quimico de los ligantes en la proteina 3C79

Numero de sitio activo Coordenadas

Centro Tamafio
Sitio activo 1 62, 47,51 12, 10, 17
Sitio activo 2 63, 46, 56 12, 10, 17
Sitio activo 3 35, 88, 51 12, 10, 17
Sitio activo 4 34, 58, 47 12, 10, 17
Sitio activo 5 80, 70, 61 12, 10, 17

Figura 26. Dimensionamiento de espacio quimico entre el ligante y la proteina 3C79

Posteriormente, en AutodockTools (Morris et al., 2008) version 1.5.7; se abrieron los archivos de
la proteina junto a la de cada ligante. La proteina 3C79 se preparé quitando hidrégenos y dejando
solo los hidrégenos polares; también, se agregaron cargas de Kollman. Para la preparacion de
los ligantes (mol2) se especifico que la salida del archivo fuera en formato. pdbqt, se agregaron

hidrégenos y afiadieron cargas de Gasteiger.

Finalmente, se ejecuto el archivo autogrid4 (Goodsell et al., 1996) para crear el archivo. gpf el
cual contiene los pardmetros establecidos en la Cuadro 8, ademas de la resolucién y los tipos de

atomos del ligante y el receptor.
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8.2.4 Acoplamiento Molecular

El acoplamiento molecular se llevé a cabo a través de dos softwares; el primer acoplamiento, se
ejecutd en un script de Python llamado smina por medio de linea de comandos en Linux en las

supercomputadoras Huitzilin y Mitzli de INECOL y la UNAM, respectivamente.

El método de busqueda utilizado en smina fue Monte Carlo, se definié una exhaustividad de 64,
el valor de puntuacién en vinardo y se proyectd un total de 10 modos de unién, el tamafio del
espacio quimico fue anteriormente descrito en el Cuadro 8. Para el segundo acoplamiento, se
siguid la metodologia descrita en (El-Hachem etal., 2017). La ejecucion se realizé en
AutoDockTools 1.5.7 y se tomaron en cuenta los mejores cuatro resultados derivados del primer
acoplamiento. Las condiciones en ADT1.5.7 para el acoplamiento fue utilizar 30 corridas, un
tamafio de muestreo de 500 y maximo ndimero de evaluaciones, larga. De igual forma, se utilizé
un algoritmo genético de busqueda, parametros de AutoDock 4.2 y archivos de salida Lamarckian

en formato. dlg.

8.2.5 Seleccion de las mejores poses

Para elegir la 0 las mejores poses en el acoplamiento llevadas a cabo en vina se realizo a través
de dos criterios:

e Visualizacion de pose: La inspeccion visual se llevd a cabo en el programa Maestro,
tomando en cuenta que las estructuras tuviesen una orientacion espacial a la estructura
control (Dinotefuran)

e Energia de union: Partiendo de los resultados de vinardo, se graficaron en prism9 las

tendencias de energia de cada estructura.

Mientras que, para los resultados de AutoDockTools 1.5.7, solo se tomé en cuenta el criterio de

Energia de unién.
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8.2.6 Dinamica Molecular

La finalidad de llevar a cabo la dinamica molecular después del acoplamiento es para refinar el
método de célculo. Las condiciones del sistema ahora simulados toman en cuenta un ambiente
virtual como si fuera un ensayo de laboratorio; las fases y condiciones para llevarlo a cabo se
muestran en la Figura 27; donde sa) corresponde al paso de calentamiento del sistema, eq) la
fase de equilibrado, pre-pro) la fase de preprocesamiento, cMD) la fase de dinamica molecular
convencional y finalmente aMD), dindmica molecular acelerada donde se producen las

trayectorias a analizar.
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dt
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(5}
~N
~N

Tiempo (ns) 107

Figura 27. Fases de Dinamica molecular.

Para iniciar el célculo, es necesario que a los atomos de la estructura inicial se le asignen
velocidades a través de la distribucion de Maxwell-Boltzmann mientras se mantienen las
condiciones constantes de moles, volumen, temperatura (NVT), presién (NPT) y energia (NVE) a
lo largo de la simulacion (Bueren-Calabuig, 2014). Todos los célculos se llevaron a cabo por
triplicado en GPUs usando CUDA version de pmemd de Amber20 (Salomon-Ferrer et al., 2012)
con pardmetros de topologia parm7. La energia de minimizacién de cada sistema se hizo en
10,000 pasos. La etapa o fase de equilibrado del complejo ligante-proteina se hizo en 2,500,000
pasos. La dinamica convencional (cMD) se realizé con un total de 50,000,000 pasos. Finalmente,
se llevé a cabo la dinamica molecular acelerada gaussiana (GaMD), minimizando el sistema en
un total de 52,000,000 pasos. El sistema se calentd por 5ns en NPT en tiempo de 1fs (Huerta-

Miranda et al., 2023).
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8.2.7 Trayectorias en Dindmica Molecular

La trayectoria se realizé en cpptraj y mediante la implementacién de la paqueteria ProLIF en el
entorno de programacion anaconda, se realiz0 la visualizacion de la trayectoria, haciendo uso de
bibliotecas virtuales de MDAnNalysis, seaborn y pandas. De las trayectorias provenientes de la
dindmica molecular, se tomé cada replica de 333ns y se visualizé en VMD junto con el archivo
dry, cargando las trayectorias con terminacion dcd. EI RMSD fue calculado superponiendo las
estructuras con el Ca de la proteina base para cada uno de los ligantes y todos los cinco ligantes
unidos al complejo.

8.2.8 MMGBSA

La energia libre de los complejos se evalué después del acoplamiento por medio del método
MMGBSA para simular un estado termodinamico real (Cournia et al., 2020b). El calculo de Born
Generalizado utilizé LCPO éarea de superficie. Se eliminaron agua, sodio y cloro y se tomaron las
trayectorias provenientes de la dindmica molecular de 333ns para evaluar las contribuciones

energéticas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo con lo planteado en el objetivo general y objetivos especificos, se analizaron los
resultados obtenidos del disefio molecular y las simulaciones.

9.1 Moléculas nitroguanidinas disefiadas in silico

Las nuevas nitroguanidinas en configuraciones Ry S (Figura 28) disefiadas en Maestro version
2022-3 estan caracterizadas por ser estructuras robustas debido a la presencia del grupo indol.
Después del disefio y la minimizacion de energia, el plegamiento de cada estructura se vio
afectada (Figura 29).

Para el disefio de nuevos derivados de nitroguanidinas y analogos neonicotinoides, se ha
encontrado la utilizacion de softwares como AccelrysDS 2.5 (Bonilla-Landa et al., 2021; Sun et al.,
2011), SYBYL6.9 (Wang et al., 2014), GOLD version 3.2 (Ye et al., 2011b) y recientemente la
utilizacién de Schrodinger Maestro version 2021-3 (Rodriguez-Hernandez et al., 2023). La gran
diferencia de los softwares antes descritos y la version de Schrédinger maestro version 2022-3
usada en este trabajo es la accesibilidad ya que se encuentra disponible en version académica y
comercial. Ademas, cuenta con una interfaz intuitiva, facil de usar en comparacion de GOLD,
Accelrys y SYBYL.
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Figura 29. Nitroguanidinas minimizadas en Maestro version 2022-3. Las letras “A” y “C” corresponde a las estructuras Ry S pirrol

e indol protegido. Las letras “B” y “D” corresponden a los disefios de R y S Triptofano nitroguanidinas amino protegidos.
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9.2 Analisis de afinidad mediante acoplamiento molecular

Mediante la script de python smina con funcién evaluadora vinardo se determiné la afinidad,
expresada como el término de energia libre. La ponderacién de los resultados se muestra en el
Apéndice, la cual contiene la evaluacion de la energia libre en cada sitio activo por cada frame
escogido al azar, 27, 618 y 3111. La Figura 30 contiene el andlisis de medias la cual contiene
todos los datos obtenidos en el primer acoplamiento molecular; la media se encuentra
representada por el punto medio de cada caja. Dicho esto, generalmente los datos medios
muestran una variacion un poco amplia que va desde valores de -1 a -9 aproximadamente. Las
mejores cuatro puntuaciones con menor energia libre y menor dispersién entre sus datos son los
compuestos R1b, R5b, S1d y S5d (Figura 31).

Score Acoplamiento en Vinardo
20+

104

3
1
[ o
L cm R
i

Energia Libre (Kcal/mol)
o
1

'ZDIIIIIIIIIIIIIIII
T O oo 0000000 TTTTT
N M =N N =N <t WD

Compuestos

Figura 30. Analisis de medias de todas las configuraciones de los compuestos realizados con la

funcion de puntuacion vinardo.
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R1b S1d R5b Shd
-7.48 kcal/mol -7.37 kecal/mol -7.18 kcal/mol -6.77 kecal/mol

Figura 31. Mejores cuatro estructuras por vinardo.

Para confirmar los resultados de la funcién evaluadora vinardo, se tomaron los mejores cuatro
compuestos del script de smina desde la etapa de disefio molecular y con la funcion
predeterminada ADT4.2 de AutodockTools se calculé la afinidad (energia libre) ademés de una
constante de inhibicion. El condensado de los resultados realizados por las dos funciones

evaluadoras se pueden apreciar en la Cuadro 9.

De la literatura consultada, la metodologia para llevar a cabo el disefio y el acoplamiento
molecular no puede discutirse directamente debido a la diferencia de los métodos utilizados. La
idea del uso la técnica de re-acoplamiento surgié de Triches et al., (2022) con la finalidad de
hacer mas robusto el trabajo y asegurar la correcta tendencia de los compuestos. Dicho lo anterior
y en contradiccion, (Spitzer y Jain, 2012) aseguré que existen muchos avances en la tecnologia
y otros métodos mas finos a utilizar para complementar un estudio que solo quedarse en el re-
acoplamiento para remarcar una tendencia. Sin embargo, es importante remarcar la diferencia
entre los softwares y los resultados que arrojan las funciones evaluadoras, ya que en uno se

suelen subestimar los resultados y en el otro a sobreestimarlos (Trotty Olson, 2009).
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Cuadro 9. Afinidad y constante de inhibicién por acoplamiento molecular

Nitroguanidina VINA ADT4.2 Ki Calculada Nitroguanidina VINA
AG (kcal/mol) AG (kcal/mol) (UM) AG (kcal/mol)
:‘)‘ NH, "’;\,\7
O/NL\N/
H NHz
-7.48 -9.61 0.090 @/%\N)\NH/ E? -3.98
1b) 3c)
ﬁ NH,
o‘/N.\Nﬁ'J\‘Q/'\/"\//’/\
o 'EH,‘ //—}{‘/
i J\ DR
/ ~—
N N N -7.37 -8.37 0.395 \?/ -3.40
9
1d) 4d)
T)‘ NH,
N =
‘0 NHz L _ NH
" O:\/
o./”\N/ N/\r\ N ;0 L/
B f P -7.18 -8.03 1.30 L -3.16
\l\ s N
b7
4b)
5b)
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-2.94
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ﬁ NH,
o N )\ : -5.08
la)
ﬁ NH
O/N.\N)\N i
H NH
NH," =
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H ety -2.44
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2c)
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8/3\,‘)\“/\/\‘"7 -1.55
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9.3 Interaccion del ligante- proteina

Todos los atomos del ligante estuvieron en un rango de 25 A dentro de la proteina 3C79. En la
molécula control dinotefuran (Figura 32), las interacciones que le confieren afinidad con el
receptor son las originadas por la interaccion del doble enlace del anillo de la TYR471 conel N*
del centro de la guanidina, ademas de la interaccion de enlace de hidrogeno de la SER770 con

el oxigeno del pirrol nitroguanidina.

(o) GLY
CYX 769
i

55 \ 819

TYR NH

TYR4T1 7
7
/
AN

&
— SER770 ! ( -
-
i TYR

) Charged (negative) polar e Distance —e Pj-cation

) Charged (positive) «) Unspecified residue —= H-bond — Salt bridge
Glycine Water = Halogen bond Solvent exposure
Hydrophobic Hydration site — Metal coordination

) Metal 2 Hydration site (displaced) ®— Pi-Pi stacking

Figura 32. Diagrama de interaccién 3D y 2D del complejo 3C79-DIN.

En el caso del 1b) (Figura 33), existen mas interacciones a diferencia del dinotefuran, sin
embargo, ninguna de las interacciones se ejerce sobre los mismos aminoacidos. La mayoria de
las interacciones son del tipo -1, el anillo inddlico de la nitroguanidina interactda con la TYR93
y el TRP147, ademas, el oxigeno del nitro con doble enlace interactia mediante enlace de
hidrogeno con la GLN889.
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Figura 33. Diagrama de interaccién 3D y 2D del complejo 3C79-1b.

Las interacciones que presenta el 1d) (Figura 34) son interacciones T-11 entre la TYR1027 y entre la

parte del ciclo hexano del grupo indol, también se pueden observar enlaces de hidrégeno de las

moléculas NH y NH, de la cadena principal del grupo nitro con el O de la GLN662. De igual forma,

el 0~ del nitro interacciona mediante puentes salinos con el N de la LYS975.

J
J

<4

TYR1027

TYR1020

Charged (negative)
Charged (positive)
Glycine
Hydrophobic
Metal

Polar
J Unspecified residue —
Water —

Hydration site —
X Hydration site (displaced) e—e

—® Pj-cation
— Salt bridge
Solvent exposure

Distance

H-bond

Halogen bond
Metal coordination
Pi-Pi stacking

Figura 34. Diagrama de interaccion 3D y 2D del complejo 3C79-1d.

En la Figura 35 correspondiente al 5b, se pueden identificar la formacion de puentes salinos con

el N de la LYS559 y el 0~ del grupo nitro; igualmente, existe formacion de puentes salinos entre

el N* del nitro con uno de los O de la ASP613. La presencia de enlaces de hidrégeno se dio entre
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los H del NH, con el O con doble enlace de la ASP613 y el O con doble enlace de la SER562.
Por ultimo, el NH del indol formé enlaces de hidrégeno con el oxigeno con doble enlace de la
VAL564.

ILE ALA
34 315 ™ AL

316

LYS559 \

) Charged (negative) polar e Distance — Pi-cation

) Charged (positive) J Unspecified residue —* H-bond — Salt bridge
Glycine Water —# Halogen bond Solvent exposure
Hydrophobic Hydration site — Metal coordination

) Metal X Hydration site (displaced) ®—e Pi-Pi stacking

Figura 35. Diagrama de interaccién 3D y 2D del complejo 3C79-5b.

Las interacciones del 5d (Figura 36) con el receptor fueron las menos abundantes, entre sus
interacciones se pueden encontrar enlaces de hidrégeno con el NH cercano al grupo protegido
con Me con el oxigeno doble enlace del TRP355. También se encontraron interacciones Tr-cation
del anillo de la TYR301 y la TYR396 con el N* del grupo nitro del 5d.
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Figura 36. Diagrama de interaccién 3D y 2D del complejo 3C79-5d.

A diferencia de las interacciones sefialadas aqui, en el trabajo realizado por Rodriguez-
Hernandez et al., (2023) quienes disefiaron y sintetizaron derivados de nitroguanidinas afiadiendo
prolina, las interacciones mas importantes del control dinotefuran se repitieron en sus dos mejores
compuestos y demostraron ser altamente afines al receptor 3C79. Ademas, se sugirié que
GLN394 le daba mas estabilidad al compuesto R y, por ende, una menor energia y afinidad al

ligante.

Cabe mencionar que mucho se ha investigado y discutido acerca de la complejidad del receptor
de acetilcolina debido a sus distintos modos de unién en cada una de sus subunidades y sus
interacciones con los candidatos potencialmente bioactivos. Sin embargo, varios autores han
utilizado receptores provenientes de Drosophila melanogaster (Tomizawa et al., 2003) Aphis
craccivora (Wang et al., 2014), Nilaparvata lugens (Sun et al., 2011), entre otros, cuando desde
hace casi dos décadas se fundament6 a la A-AChBP homopentamérica de Aplysia califérnica

como la mas afin a los agonistas y antagonistas de acetilcolina (Hansen et al., 2005).
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9.4 Andlisis de trayectorias de los ligantes

El andlisis de las trayectorias (Figura 37, 38 y 39) muestra que el ligante 1b) (color azul) sigue un
comportamiento similar al dinotefuran (morado), lo cual nos sugiere que el compuesto 1b) tiene

una buena afinidad con el receptor 3C79.

400

RTN-H STN-H —RTN-Me  —DIN Complejo STN-Me

300

200

RMSD (Ca)

Bl 4 AL L | L g b 1
A A AR L T AR
0,00 o
o 200 400 600 Boo 1000 1200 1400
Frame

Figura 37. Réplica 1 de 333ns

—DIN - RTN-H - STN-H -~ RTN-Me + STN-Me | - Complejo

RMSD (Ca)

Frame

Figura 38. Réplica 2 de 333ns
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Figura 39. Réplica 3 de 333ns

Cuadro 10. Andlisis individual de RMSD C, N, O (A)

Dinotefuran 0.40
1b 0.49
1d 0.51
5b 0.23
5d 0.27

El compuesto 1d) (color rosado) tiene una trayectoria similar al complejo (color verde) en la réplica
1y 3 pero en la réplica 2 se observa una desviacion bastante pronunciada de la trayectoria, lo
cual sugiere que la molécula 1d tiene una interaccion estable con algin aminoacido lo cual no
permite la fluctuacion de intercambio idnico, sin embargo, no es el tipo de tendencia que se esta
buscando obtener. De igual forma, se puede destacar al compuesto 5d) (amarillo) como el
compuesto menos afin al receptor y cuya trayectoria no sigue la tendencia deseada, aunque llama
la atencion por su trayectoria relativamente estable. Los valores obtenidos de RMSD (Cuadro 10)
no rebasan los 2A, de acuerdo con la literatura, en el RMSD valores mayores a 2A no son
adecuados (Prieto-Martinez et al., 2018), debido a que existe mucha desviacion entre los valores

e indica que el ligante tiene mucha movilidad.
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9.5 Analisis de energia libre en dinAmica molecular de los mejores ligantes contra
nAChR

El célculo de punto final engloba las multiples conformaciones que puede tener un sistema (Miller
et al., 2012) expresado en AAG (Cuadro 11) nos muestra que el Unico compuesto que puede

existir, llevarse a cabo e interactuar de forma constante es el compuesto R1b.

Cuadro 11. Términos de descomposicion del complejo con proteina 3C79

Términos de energia (kcal/mol )

Complejo Vdw Elec GB Surf AGgas AGsol AG Total AAG

3C79-DIN -30.36 % -9.02 £ 20.10 £ 0.87 -3.85 £ -39.39+  16.25+0.89 -23.14 + -
1.15 1.58 0.05 0.82 0.55

3C79-S5d -42.03+  -496.20 + 496.22 + -5.25 + -538.23 + 490.96 + -47.26 + 24.12
3.16 3.63 2.58 0.24 6.21 2.63 5.63

3C79-R5b -37.01+  -471.96 % 482.82 + -4.78 £ -508.98 + 478.04 + -30.94 + 7.8
0.59 4.85 2.23 0.02 5.42 2.21 3.20

3C79-S1d -35.90+  -484.31% 491.61 + -4.42 £ -520.22 + 487.18 + -33.03 9.89
3.96 2.19 1.44 0.26 4.85 1.69 6.48

3C79-R1b -17.37+  -447.22+ 44955 + -2.64 % -464.59 + 446.91 + -17.68 + -5.46
6.69 22.19 26.32 0.73 28.66 25.59 3.06

Profundizando en el andlisis, las interacciones que controlan la afinidad del dinotefuran con el
receptor esta dado por interacciones de Van der waals (VdW) y las calculadas por el campo de
fuerza de la fase gas. Los deméas compuestos (5d, 5b, 1d y 1b) muestran una tendencia similar,
las fuerzas electrostéticas se anulan por la solvatacion del modelo Born Generalizado (GB). De
igual forma, la AG de la fase gas anula casi por completo la AG de solvatacién, por lo que las
Unicas interacciones que contribuyen a la afinidad para estos ligantes son las fuerzas de Vdw y
las de superficie. En comparacion con el valor de referencia del dinotefuran proveniente de
Rodriguez-Hernandez et al., (2023) cuyo valor es de -5.55 kcal/mol, 1b resulta menos afin al
receptor 3C79.
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En perspectiva, en las Ultimas décadas, el potencial de los métodos computacionales se ha
orientado en el uso de productos naturales, uso de bibliotecas virtuales (Lamberth et al., 2013),
ademas de investigacion de moléculas con un centro asimétrico para encontrar nuevos
plaguicidas con bajo riesgo y alta eficiencia (Guo et al., 2021). Asimismo, cabe resaltar que,
gracias al avance tecnolégico, disciplinas emergentes como la quimioinformética o técnicas In
silico son utilizadas junto a herramientas bioinformaticas para la busqueda de nuevos ligantes,
siendo Utiles en &reas de la quimica, la salud y el medioambiente (Raslan etal., 2023).
Especificamente, estas herramientas se utilizan para buscar agentes terapéuticos para tratar
enfermedades. Actualmente, se ha investigado y estudiado la aplicacion de inteligencia artificial
(IA) en las areas antes mencionadas, ya que puede ayudar automatizando la busqueda de
moléculas pequefas (Joshi y Kumar, 2021). No obstante, la limitante del uso de IA y otras
disciplinas esta concedida por la gran cantidad de informacién por procesar y la factibilidad de
sintesis de los nuevos compuestos que necesitan ser validados por los investigadores (Miljkovic¢

et al., 2021) mediante el ciclo disefio-sintesis-prueba y analisis (Lamberth et al., 2013).
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CONCLUSIONES

Se disefaron dieciséis nuevas nitroguanidinas mediante quimica computacional de forma exitosa
teniendo mucho cuidado en la protonacion de ciertos elementos como el Ny el O, debido a que
una mala protonacién llega a conformaciones erréneas. En lo referente a la simulacion mediante
dos funciones evaluadoras, ambos resultados apuntaron a la misma tendencia de los compuestos
mas afines y no se mostr6 ninguna dificultad para llevarse a cabo. Por otra parte, las afinidades
provenientes del acoplamiento y dindmica molecular se analizaron y compararon dando
tendencias algo contradictorias, ya que, de los cuatro mejores compuestos del acoplamiento
molecular solo uno fue afin en dindmica molecular. Esto quiere decir que, en la dinAmica
molecular hay interacciones que se pierden debido al medio solvatado. Las interacciones de
dinotefuran solo fueron calculadas para la parte de dinamica molecular debido a que el dato de
su energia libre en el acoplamiento molecular fue reportado por el grupo de trabajo en Bonilla-
Landa et al., (2021) a través del mismo procedimiento llevado a cabo en AutodockTools 4.2, cuyo
valor fue de -5.64 kcal/mol. En conclusion, el compuesto R1b se mostré como el compuesto mas
afin hacia el receptor nicotinico de acetilcolina (hnAChR) teniendo un valor de energia libre de -
9.61 kcal/mol mediante el uso de métodos In silico y cuyo potencial tedrico resulta ser alentador
para controlar complejos ambrosiales, al tener una constante de inhibicién (que refleja la afinidad

del inhibidor con la enzima) de 0.090uM.
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RECOMENDACIONES

El disefio de nuevos compuestos mediante el uso de herramientas In silico para fines de
investigacion de compuestos con posible actividad biologica han resultado como una valiosa
estrategia y etapa preliminar a pruebas experimentales, por ello, se sugiere seguir investigando
por acoplamiento molecular y métodos robustos, la adicién de otros aminoacidos enantiopuros al
amino terminal de las nitroguanidinas, asi como su interaccién con el receptor 3C79. De igual
forma, se sugiere realizar pruebas bioldgicas para dar mas sustento a las investigaciones futuras,

asi como realizar pruebas ambientales para corroborar su efecto en el medio ambiente.
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APENDICE

RESULTADOS DE SCORE CALCULADOS EN FUNCION EVALUADORA VINARDO

RIN RIN -Bn RIN -Me
Claster 27 618 3111 Claster 27 618 3111 Claster 27 618 3111
Bsl -10.2 -8.4 -11.1 Bsl -9.9 -6.5 -8 Bsl -8.3 -7.3 -95
Bs2 -2.2 -5.1 -8.9 Bs2 8.8 21 -1.7 Bs2 3.7 -1.4 -8.3
Bs3 12.4 4.6 -1.1 Bs3 24.8 5.8 7.8 Bs3 14.9 8.6 -1.2
Bs4 -10.1 -6.8 -9.8 Bs4 -10.3 -8.3 -9.2 Bs4 9.1 -6.8 -9.6
Bs5 -9.2 -10.1 -9 Bs5 -9.9 -10.6 -11.5 Bs5 -8.3 -9 -8.2

100



R-Triptéfano-H RIN-Bn RIN-Boc
Claster 27 618 3111 Claster 27 618 3111 Cluster 27 618 3111
Bsl -9.2 -7.7 -10.1 Bsl -11.6 -7.3 -12.2 Bs1 -10.3 -7.4 -8.7
Bs2 -6.5 -6.5 -9 Bs2 4.5 1.8 -95 Bs2 8.2 6.1 -4
Bs3 -1.6 -1.1 -3.9 Bs3 16.2 5.3 2.1 Bs3 16.3 6.4 4.6
Bs4 -10.5 -8 -9.8 Bs4 -10.7 -9.8 -11.1 Bs4 -10.9 -8.3 -10.4
BsS -9 -9.7 -9.7 Bs5 -11.4  -115 -10.2 Bs5 -95 -10.5 -8.9
RTN-Cbz RTN-Me
Claster 27 618 3111 Claster 27 618 3111
Bsl -10.8 -7.4 -10.2 Bsl -9.2 -8.1 -10.2
Bs2 6.4 4.5 -5 Bs2 -5.3 -6.5 -8.9
Bs3 18.4 8 8.2 Bs3 1 -0.7 -4
Bs4 -9.9 -9.2 -9.8 Bs4 -10.2 -7.8 -9.8
Bs5 -8.8 -10.8 -11.1 Bs5 9.1 -9.8 -9.2
SIN SIN -Bn SIN-Me
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Cluster 27 618 3111 Cluster 27 618 3111 Cluster 27 618 3111
Bsl -93 -79 -9.3 Bsl 95 -21 -8.8 Bsl -8.8 -4.8 -8.3
Bs2 -7 41 -9.3 Bs2 7.6 4.3 -2.4 Bs2 4.1 -0.3 -6.6
Bs3 14.4 2.5 1.6 Bs3 25.6 9.7 11.4 Bs3 19.2 7.7 4.4
Bs4 -98 -7.8 -8.5 Bs4 -11.2 -89 -9.9 Bs4 -10.2 -7.1 -7.8
Bs5 -89 -97 -8.4 Bs5 -89 97 -10.5 Bs5 -6.7 -9.2 -8.3

STN STN-Bn STN -Boc

Cluster 27 618 3111 Cluster 27 618 3111 Claster 27 618 3111
Bsl -9.1 -8 -10 Bs1 -11.9 -84 -121 Bs1 -105 -8 -9.4
Bs2 -5.8 -6 -8.8 Bs2 0.8 28 -64 Bs2 73 6.7 -46
Bs3 0 -28 -4.8 Bs3 9.7 4.5 1.2 Bs3 157 8.1 6.8
Bs4 -10.9 -7 -9.2 Bs4 -11.9 -6.7 -10.3 Bs4 -108 -7.6 -10.1
Bs5 -94 -95 -93 Bs5 -11.2 -11.3 -10.8 Bs5 -9.8 -89 -9

102



STN -Cbhz STN -Me
Claster 27 618 3111 Claster 27 618 3111
Bsl -10.1 -6.4 -10.6 Bsl -9 -8 -10
Bs2 8.6 3.1 -2.9 Bs2 -4.9 -5.9 -8.5
Bs3 15.2 5.6 6.5 Bs3 4.4 0.6 -4.7
Bs4 -11.5 -6.8 -9.5 Bs4 -10.6 -7.4 -9.6
Bs5 -10.1 -11.2 -11 Bs5 -9.3 -9.5 -9.2
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