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RESUMEN

El Heloderma horridum charlesbogerti es un lagarto endémico de Guatemala. La familia
de esta especie presenta la caracteristica de ser la Unica de los lagartos que posee veneno en su
mordedura. El veneno a pesar de no ser una sustancia con alta toxicidad es efectivo debido a la
tendencia de los Helodermas de sujetarse al morder. Esto ocasiona que el veneno en su saliva
continle infectando el &rea mordida. Se ha encontrado que las toxinas dentro del veneno presentan
actividad tipo calicreina. Desafortunadamente, no se cuentan con antidotos o inhibidores del
veneno debido a la falta de estudio del mismo. Previamente la literatura reporta la estructura
primaria de uno de las toxinas del veneno, siendo esta la gilatoxina. Con el fin de identificar y
proponer nuevos inhibidores de la gilatoxina se realizé un estudio de anclaje molecular a partir de
inhibidores de calicreinas con una prediccion de la estructura terciaria de la gilatoxina. También se
evalu6 sus proyecciones como farmacos para seleccionar al mejor candidato. Se valido
exitosamente el modelo 3D predicho a partir de sus valores C-Score de 1.09 y TM-Score 0.86+0.07,
mostrando que la estructura predicha se asemeja la estructura desconocida. Se determiné que el
candidato 1G2 presenta energias de unidn negativas de -8.8kcal/mol. Cumplié con la regla de
Lipinski, y obtuvo los valores mas altos en clearance. Por lo que se selecciond 1G2 como el mejor
candidato para inhibir la gilatoxina



. INTRODUCCION

Los Helodermas son una especie de reptiles conocidos como Lagartos con Cuentas por sus
escamas que tienen forma de cuentas. Esta familia de reptiles habita desde Estados Unidos, México
y parte de Centroamérica, en Guatemala. Esta familia es famosa debido a que es una familia de
lagartos venenosos. Sus glandulas salivares cumplen la funcion de glandulas de veneno. Estos se
alimentan de pequefios mamiferos, aves y huevos de aves. Se conocen 2 especies dentro del genus
Heloderma, las cuales son: horridum y suspectum. Dentro de la especie horridum existen 3
subespecies, mientras gque suspectum posee 2 subespecies. La subespecie Heloderma horridum
charlesbogerti es endémica a Guatemala. Habita principalmente en el valle de Motagua.
Anteriormente, ejemplares de esta especie habitaban en las costas sur de Guatemala, sin embargo
desaparecieron debido al cambio extremo de su habitat. Por eso (nicamente se encuentran en el
este del pais (Wever, 2019). Actualmente se tiene programas para la conservacion de la especie,
asi bien como la reserva de Heloderma busca mantener la especie con vida (Conap, 2020).

Los Helodermas son la Unica especie de lagartos venenosos. Presentan un posible riesgo a
la salud humana. A pesar de esto, los Helodermas no han sido estudiados y presentan una amplia
rama de investigacion. Muchas veces, la poblacion humana cercana al habitat del Heloderma suele
eliminar a los individuos de esta especie, ya que les tienen miedo. Sin embargo, ambas poblaciones
pueden vivir en paz, no es necesario atentar contra la poblacion de Helodermas si se tienen las
precauciones necesarias. En 1994, un herpetologista trabajaba con un espécimen del monstruo Gila,
Heloderma suspectum, cuando fue mordido por dicho lagarto (Strimple, 1997). El caso descrito por
Strimple coincide con los sintomas registrados de una mordida de H. charlesbogerti en 2008, en
Guatemala. La mordida tuvo una duracion de 15 segundos y el paciente sufri6 diversos sintomas,
como dolor, mareo, diaforesis, paralisis del area mordida, entre otros. El paciente sobrevivid, sin
embargo no se le recetd6 medicamentos especificos para el veneno (Ariano, 2008).

El veneno del Heloderma esta constituido por varias toxinas, sin embargo el estudio se
centrard en las toxinas calicreinas: Helodermatina, Gilatoxina y Toxina horridum. El término
calicreinas hace referencias a enzimas y tejidos encontrados en el pancreas, fueron descubiertas en
1930 cuando se analizaba tejido de dicho drgano. calicreinas es una palabra en griego que significa
pancreas. Las toxinas del Heloderma: Gilatoxina, Helodermatina y Toxina Horridum presentan
actividad de tipo calicreina por la forma en que actGan. Estas toxinas también son las mas mortales
del veneno, ya que suelen trabajar en conjunto para potenciar los efectos del veneno (Kalinska,
2015).



1. OBJETIVOS

A. Objetivo general:

Evaluar la inhibicion de la gilatoxina con inhibidores de calicreinas.

B. Obijetivos especificos:

Modelar una estructura 3D a partir de la estructura primaria de la gilatoxina.

Evaluar la interaccién de inhibidores de calicreinas con la gilatoxina.

Determinar las fuerzas intermoleculares entre toxinas e inhibidores que causan la
inhibicion de las toxinas.

Determinar el mejor inhibidor existente de gilatoxina a partir del puntaje obtenido de
autodock vina.

Disefar una nueva molécula inhibitoria de gilatoxina a partir del esqueleto base del mejor
inhibidor para la gilatoxina.



l1l.  JUSTIFICACION

El Heloderma charlesbogerti es una especie nativa de Guatemala. Esta especie posee un
veneno compuesto de distintas toxinas, entre las cuales destacan 4 toxinas tipo calicreina. Estas 4
toxinas son: Gilatoxina. toxina horridum, Helodermatina, y una toxina no identificada. Estas
toxinas tienen distintos efectos como baja presion arterial y la contraccion de masculo liso en el
caso de la gilatoxina; hipertension, hemorragia en érganos internos e inflamacidn de ojos en el caso
de la toxina horridum. La toxina Helodermatina decrece la presion arterial y la toxina no nombrada
causa supresion de la contraccion del musculo del diafragma. Este veneno ha sido muy poco
explorado y actualmente no existen antisueros ni inhibidores capaces de disminuir el efecto del
veneno o eliminarlo por completo. Por lo que se propone encontrar inhibidores de las toxinas
calicreina que contiene el veneno para proponerlos como posibles medicamentos (Ariano, 2008).
Ademas, las toxinas calicreina del Heloderma pueden ser letales, dependiendo del tiempo de
mordedura del animal ya que con tan solo 15 segundos puede causar efectos severos como dolor
local intenso, mareos, diaforesis, vémitos, parestesia intensa en la mano y el brazo izquierdos e
hipotensién (70/52 mm / Hg) y leucocitosis (Ariano, 2008).

Por otra parte, la quimica computacional ha ido mejorando conforme al avance tecnol6gico
y computacional. Gracias a esto se obtienen resultados mas confiables y mejores predicciones. Los
estudios computacionales son el primer paso en el disefio de nuevos farmacos gracias a su precisién
y bajo riesgo. Por estas razones, el estudio aportara un predecesor para un nuevo farmaco que puede
ser Util no solamente para la gilatoxina, sino para otras toxinas y enzimas tipo calicreina.



IV. MARCO TEORICO

Los Helodermas, también conocidos como Lagartos con Cuentas por la forma de sus
escamas, es una familia de reptiles que habitan en Estados Unidos, alrededor de Arizona, siguiendo
las costas del Pacifico de México hasta parte de Centroamérica, en la region de Guatemala. Esta
familia de lagartos es conocida por ser los Unicos lagartos venenosos. Cuentan con glandulas de
veneno como una modificacion a las glandulas salivares. Se alimentan de pequefios mamiferos y
huevos de aves. Existe un solo genus, Heloderma, dentro del cual hay 2 especies, horridum y
suspectum. La especie horridum tiene 3 subespecies, mientras que el suspectum tiene 2 subespecies.
La subespecie Heloderma horridum charlesbogerti es endémica de Guatemala, siendo una de las
razones del trabajo promover la informacion de la especie endémica se enfocara la investigacion
de esta especie (Wever, 2019).
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Fig 1. Heloderma horridum charlesbogerti
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(Ariano, 2008)

A. Especie endémica

Heloderma horridum charlesbogerti es la subespecie de Heloderma endémica de
Guatemala. Se ha determinado que H. charlesbogerti se alimenta principalmente de huevos de aves,
pichones de aves, huevos de iguana del género Ctenosaura y huevos de otros reptiles asi como crias
de pequefios mamiferos como conejos y ratas. Este Heloderma puede encontrarse en un area
reducida de Guatemala, el bosque seco del Valle de Motagua especificamente. Se encuentra
distribuido en la zona este y central de Guatemala en los municipios de El Rancho y Gualan de los
departamentos El Progreso y Zacapa respectivamente. Anteriormente los Helodermas se
encontraban también en la parte sur de Guatemala, entre los departamentos de Guatemala, Escuintla
y Santa Rosa, sin embargo, sus poblaciones se consideran actualmente extintas por la pérdida de
su habitat natural.

Actualmente se prioriza conservar los habitats del Heloderma en Guatemala,
principalmente los cerros entre El Rosario y El Arenal del municipio de Cabafas, Zacapa; el area
montafiosa entre La Cartuchera, Los Jutes y El VVolcan del municipio Gualan, Zacapa; el area de
sierras entre El Jicaro, El Paso de los Jalapas y Santa Rita, en EI Progreso y por ultimo los bosques
de la Planta San Miguel de Cementos Progreso en Sanarate, El Progreso. En 2006, se estimé que
existen al menos 500 ejemplares adultos vivos en la zona. Esta es la Gnica subespecie alopatrica de
la familia Helodermatidae. Es la especie de menor tamafio y con una coloracidn distinta al resto de
especies. Esta especie se encuentra en peligro de extincion debido al cambio de uso del suelo,



trafico ilegal y matanza de Heloderma por temor de la poblacion de los alrededores. Desde el 2007
se fundd la Reserva Natural Privada del Heloderma, con fines cientificos y de conservacion, que es
propiedad de la Asociacion Zootropic. La especie se encuentra en el apéndice | de la Convencién
sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres (CITES)
debido a su estado de amenaza. No se ha logrado reproducir la especie en cautiverio hasta el
momento (CONAP, 2020).

Figura 2. Mapa de distribucion del Heloderma
(CONAP, 2020).

B. Antecedentes de mordeduras de Heloderma

Los Helodermas, al ser la Unica especie de lagartos venenosos, representan un posible
riesgo para la salud humana. Es por esto que muchas veces la poblacidn vecina de humanos tiende
a matar a los Helodermas vistos de la regién. Sin embargo, no es necesario atentar contra la
poblacién de Helodermas, media vez se tengan los cuidados necesarios (Peter, 1997). Se ha
registrado una mordida de H. bogerti en Guatemala en 2008 donde un investigador de 24 afios fue
mordido en su mano izquierda. El Heloderma estuvo alrededor de 15 segundos sujetado de la mano
del investigador. Los sintomas detectados en el paciente fueron dolor severo, mareos y diaforesis.
Luego de 1 minuto, el paciente desarroll6 parestesia en su brazo izquierdo y dificultad para mover
los dedos de la mano mordida. Luego de 3 minutos, el paciente experiment6 dificultad para mover
los dedos de la mano derecha la cual no fue mordida, ademés de paralisis del brazo izquierdo. El
dolor del brazo izquierdo se extendio desde la punta de sus dedos hasta el hombro. Se hinché la
lengua del paciente lo que dificulta la comunicacién. Luego de 15 minutos, el paciente ingreso al
hospital con sintomas de hipotension, 70/52 mmHg. Su ritmo cardiaco fue de 102 latidos por
minuto. Estudios de sangre revelaron leucocitosis 12600,mm?. El tratamiento administrado fue
ketorolaco, clorfeniramina, metilprednisolona, antibiéticos, ondansetron y solucién salina normal.



C. Antecedentes inhibidores

Anteriormente, la gilatoxina fue estudiada con el fin de determinar su estructura primaria
y algunas de sus propiedades bioquimicas. En 1993, Utaisincharoen obtuvo la estructura
primaria:
IIGGQECDETGHPWLALLHRSEGSTCSGVLLNQDWIVTAAHCFYLGELRIGLGVH
NRRVLRGNEQVRVSARKKCYPATASIITNSSCSEYTDDIMLIKLDSSVEYTERVRP
LSLPTSPASEGAECTVMGWGTTTPPDVTYPAVPVCVRIEMLNNAVCELARDLWN
ITDSVLCAGTWFGGKDSCKGDSGGPLICRGQLTGIVSWGGFPCEQPLEYGVYTK
VISFLFWIQSI. En este estudio se busco si la gilatoxina era inhibida por alguna molécula

como EDTA o diisopropilfluorofosfato (DFP). Se encontrd Ginicamente que el DFP inhibe
la gilatoxina. Sin embargo, aunque se conoce una molécula que puede inhibir la toxina, se
desconoce el funcionamiento de su inhibiciéon asi bien si hay otros inhibidores que
presenten un mejor resultado (Utaisincharoen, 1993). No se han realizado méas estudios
acerca de su inhibicion desde Utaisincharoen.

D. Toxinas calicreinas

Las calicreinas es un grupo de enzimas serinas proteasas con especificidad trypsin o
chymotrypsin. Esta familia fue descubierta en 1930 cuando se analizaba extractos de tejido del
pancreas y se encontrd una proteasa que tenia un papel fundamental en la sefializacién de los
receptores de bradykinin B1 y B2. Debido a que se encontro esta enzima y tejidos similares con
gran abundancia en el pancreas se les llamo a la familia calicreinas, que significa “pancreas” en
griego. Desde entonces, el término calicreinas se utiliza para describir dos cosas: Tejidos calicreinas
y plasma calicreinas. El plasma calicreina se produce en el higado y circula por la sangre, mientras
que el tejido calicreina consta de 15 proteasas codificadas por genes encontradas en el cromosoma
19913.4. El plasma calicreina no pertenece a la familia de las proteasa del tejido calicreina, aunque
su nombre sigue en uso. La familia de proteasas calicreinas comparten varias caracteristicas, como
parte de su secuenciacion es similar, organizacion de la triada catalitica, organizacion estructural y
su mecanismo de activacion que involucra remover un pequefio fragmento N-terminal (Kalinska,
2015).

1. Gilatoxina

La gilatoxina es una glicoproteina encontrada en el veneno de la familia Helodermatidae.
Se ha secuenciado esta toxina y se ha determinado que contiene 245 residuos de aminoéacidos. Se
ha determinado la proporcion molar de aminoglucésidos y la toxina siendo de 8 moles de
monoglucésidos por cada mol de toxina (8:1). Esta toxina muestra actividad similar a calicreinas,
debido a que libera bradykinin de kininogen. El Kininogen tratado con gilatoxina produce presion
arterial baja en ratas. También se encontré que la gilatoxina puede hidrolizar varios sustratos de
otras enzimas como trypsin y thrombin como ésteres de arginina; la toxina puede degradar
angiotensina 1 y 1l por el corte del péptido del NH2 terminal. Por ultimo se ha encontrado que la
toxina puede degradar Fibrinogen, pero no libera un coagulo de fibrina. La ausencia del coagulo de
fibrina muestra que la gilatoxina tiene especificidades distintas a la de thrombin y las toxinas tipo-
thrombin del veneno de las serpientes. La comparacion de la estructura primaria de la gilatoxina



con la toxina horridum muestra una significativa homologia. También muestra similitud con la
Helodermatina, una toxina hipotensiva, sin embargo la Helodermatina es aproximadamente el
doble de pesada que la gilatoxina. La actividad calicreina de la toxina muestra que el kininogen
tratado con gilatoxina produce contracciones del masculo liso del atero de las ratas. El efecto
hipotensivo de la gilatoxina se debe a la liberacion de bradykinin causado por la toxina. Por Gltimo,
la gilatoxina puede degradar la fibrinogen, pero no produce el coagulo de fibrino que es producido
por thrombin y enzimas del veneno de serpiente. La gilatoxina es capaz de hidrolizar las cadenas
alfa, beta y gamma del fibrinogen. Las cadenas alfa y beta son hidrolizadas en 12 horas, sin embargo
la hidrdlisis de la cadena gamma toma hasta 18 horas de incubacion en gilatoxina. Otras enzimas
pueden degradar las cadenas alfa y beta de fibrinogen pero no pueden hidrolizar la cadena gamma
(Utaisincharoen, 1993).

La gilatoxina representa un 3%-5% del volumen del veneno. Esta toxina esta presente
Gnicamente en el veneno de estos lagartos. Y tiene una dosis letal (LDso) de 2.6-2.9
microgramos/gramo. Sin embargo, esta toxina se torna mas téxica cuando se administra en conjunto
de otras toxinas como Helodermatina y toxina horridum, por lo que la toxina tiene sinergia con
otros componentes del veneno (Beck, 2005).

Figura 3. Estructura de activador de proteina C del veneno de la serpiente cabeza de cobre Agkistrodon
contortrix contortrix homologa a la gilatoxina.
(Swissmodel, 2020)

2. Helodermatina.

La Helodermatina es una toxina presente en el veneno del Heloderma. Esta toxina ha sido
purificada, sin embargo, se desconoce la estructura primaria de la misma. Se conoce que es una
arginina esterasa. Es también una glicoproteina, es decir que contiene azlcares, como el resto de
toxinas calicreinas. Sin embargo, esta es mucho mas masiva, con una masa de 66 kDa, teniendo
una masa de aproximadamente el doble de la gilatoxina. Se ha encontrado una similitud con la
toxina crotalasa encontrada en el veneno de la serpiente de cascabel espalda de diamante. Los
estudios han demostrado que presenta actividad hipotensiva, disminuyendo la presion arterial
(Alagon, 1986 & Beck, 2005).

3. Toxina Horridum
La toxina Horridum es otra toxina con actividad calicreina presente en el veneno del
Heloderma. Ha sido la Unica toxina hemorrégica aislada hasta la actualidad. Al igual que la



gilatoxina y la Helodermatina es una glicoproteina. Es muy similar a la gilatoxina. A parte de sus
efectos hemorragicos, esta también presenta efectos hipotensivos como la Helodermatina. Es una
de las toxinas més letales del veneno, siendo su LDso de 0.38 pg/g. Uno de los efectos mas notorios
de la toxina horridum, es que produce exoftalmos (ojos saltones) un trastorno unico de este veneno.
Por dltimo cabe mencionar que la toxina horridum puede degradar fibrindgeno en fibrina al igual
que la enzima thrombin, sin embargo no libera codgulos durante este proceso por lo que no presenta
actividad tipo thrombin (Toshiaki, 1988; Beck, 2005 & Nikai, 1988).

E. Propiedades farmacoldgicas

La farmacologia es el estudio de medicamentos y sus efectos en las personas. Actualmente,
la farmacologia permite predecir si una molécula serd adecuada para el consumo humano sin
necesidad de pruebas fisicas. Para esto se evallan caracteristicas de la molécula como su peso,
donadores de protones, aceptores de protones, acidez, entre otras cualidades. Hay muchos tipos de
propiedades farmacoldgicas, debido a la naturaleza del estudio se escogié Unicamente 4 de estas
gue fueron la regla de Lipinski, permeabilidad Caco-2, clearance y vida media. Se escogieron estos
factores debido a que informan principalmente de la absorcion y excrecion de los inhibidores
(Xiong et al, 2021).

1. Regla de Lipinksi

La regla de Lipinski evalGa 5 aspectos de la molécula siendo estos su peso molecular, sus
donadores de protones, aceptores de protones, y coeficiente de reparto octanol-agua (log P). Para
ser aceptada debe cumplir con al menos 3 de las siguientes condiciones: Peso molecular menor a
500 umas, contener menos de 5 donadores de protones, contener menos de 10 aceptores de protones
y un log P menor a 5. Esta regla también es conocida como la regla de 5, debido a que todas sus
condiciones son multiplos de 5. Cuando la regla es aceptada, se infiere que el fArmaco tendra una
buena absorcion y permeabilidad (Xiong et al, 2021).

2. Permeabilidad caco-2

Los farmacos ingeridos por via oral deben son transportados por células intestinales hacia
el sistema por medio de transporte activo. Esta propiedad es estudiada con células de
adenocarcinoma por su similitud en el transporte del farmaco. Estas células también son llamadas
caco-2. Un valor adecuado para esta propiedad esta un rango mayor a -5.15logcm/s (Xiong et al,
2021).

3. Clearance y vida media

Estas propiedades describen la excrecién de los farmacos. Clearance indica la facilidad con
la que el organismo puede limpiarse del medicamento. Esta propiedad se relaciona con la vida
media, ya que a partir del clearance se puede calcular la vida media del farmaco que ser el tiempo
en el que el organismo desecha la mitad de la concentracién original del farmaco. Los valores
esperados para CL deben estar entre 15 y 5ml /min /kg y para T, debe ser menor a 0.3 (Xiong et
al, 2021).



V. METODOLOGIA
A. Hipdtesis

Los inhibidores de calicreinas presentan interacciones hidrofébicas y puentes de hidrogeno
con la gilatoxina que dan lugar a energias de unién negativas en el acoplamiento molecular
computacional.

Los inhibidores de calicreinas no presentan interacciones hidrofobicas y puentes de
hidrégeno con la gilatoxina por lo que las energias de unién son mas positivas en el acoplamiento
molecular

B. Muestra
Cuadro 1. Estructuras obtenidas a partir de la literatura como inhibidores de calicreina.

No. Estructura

NH,

1 (Young, 2006)

NH,

2 (Young, 2006)




Continuacion Cuadro 1

No. Estructura

HN
,

3 (Young, 2006)

4 (Young, 2006)

HN
Ha

5 (Young, 2006)

10



Continuacion Cuadro 1

No. Estructura

NH-

6 (Young, 2006)

HN
H;

7 (Young, 2006)

HN
H,
8 (Young, 2006)
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Continuacion Cuadro 1

No. Estructura

HN
Ha

9 (Young, 2006)

HN

NH,

11 (Young, 2006)
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Continuacion Cuadro 1

No. Estructura

NH,

12 (Young, 2006)

13 (Young, 2006)

HN
H,

14 (Young, 2006)
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Continuacion Cuadro 1

No. Estructura

N
—
HN=:
H;

15 (Young, 2006)

NH,

16 (Young, 2006)

Cuadro 2. Propuestas de inhibidores a partir de los mejores candidatos encontrados

No. Nombre  Estructura

1161
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Continuacién Cuadro 2

No. Nombre Estructura
HMN
2 1G2 H?
NH,
3 1G3
NH,
4 1G4
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Continuacion Cuadro 2

No. Nombre  Estructura

HN
6 1G6

HN
7 1G7

HM
Hs

8 IG8
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Continuacién Cuadro 2

No. Nombre Estructura
NH-,
9 1G9
NH,
10 IG10
NH,
11 1G11
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Continuacion Cuadro 2

No. Nombre  Estructura

HN
12 1G12

HN

H,
13 1G13

C. Recursos materiales
1. HARDWARE: Computadora con procesador ryzen 3 3200G, 16GB de memoria RAM y
sistema operativo windows 11.
2. Software: I-TASSER, Avogadro 1.2.0, AutoDock Vina 1.1.2, ADMETIab 2.0, PLIP 2021
y UCSF Chimera (Yang, 2015), (Yang, 2015), (Zheng 2021, & Kufareva & Abagyan,
2011), (Hanwell et al, 2012), (Trott & Olson, 2010), (Eberhardt et al, 2021), (Xiong et al,
2021), (Adasme et al, 2021) y (Pettersen, et al, 2004).
D. Meétodos
1. Preparacion de la muestra: La estructura terciaria de la gilatoxina no se encuentra en la base
de datos pdb, sin embargo se cuenta con la estructura primaria, se utilizara el programa |
TASSER para predecir la estructura terciaria de la gilatoxina. Los pardmetros a utilizar
seran los predeterminados por el sistema, ya que se desconoce mucho de la estructura de
esta toxina.
2. Evaluacion computacional de los inhibidores
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a.

Se evalud los mejores 5 inhibidores existentes utilizando autodock vina, como ligandos.
Los resultados obtenidos muestran las energias de union, por lo que la menor energia de
union serd el inhibidor con mejor posibilidad de inhibir las toxinas.

A partir de los inhibidores seleccionados se propusieron nuevas estructuras y se analizaron
como potenciales inhibidores de la misma forma que las moléculas originales.
Evaluacion farmacologica de los inhibidores: se utiliz6 el sitio web
https://admetmesh.scbdd.com/ para analizar las propiedades farmacoldgicas de los
inhibidores. Se evalu6 la regla de Lipinski, permeabilidad Caco-2 y Clearance. De esta
forma se selecciona el inhibidor con mejores caracteristicas farmacoldgicas.
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VI. RESULTADOS

Se predijo el modelo 3D de la gilatoxina a partir de su estructura primaria utilizando 1-
Tasser. Se generaron 5 modelos 3D para esta estructura. Se seleccion6 el modelo 1, debido a que
este presenta los mejores valores de confianza para su validacion.

Cuadro 3. Parametros de confianza de la Molécula 3D predicha

Aminoacidos en el
Modelo 3D sitio activo C-score TM-score RMSD

41,88,89,90,164,
181,182,183,184,
187,201,202,203,
204,205,206,208,
215 1.09 0.86+0.07 3.5+2.4

Los valores del C-score estan comprendidos entre [-5,2], EI TM-Score entre [0,1]

Se realizé el anclaje molecular de las 16 moléculas obtenidas de la literatura. Se encontrd
gue todas las moléculas presentan energias de unidn negativas en un rango de -8.3kcal/mol a -
9.0kcal/mol. Esto demuestra que los inhibidores de las calicreinas pueden inhibir también al modelo
predicho de la gilatoxina. Tras encontrar las energias de union, se selecciond a los 8 mejores
candidatos y se realizaron pequefias modificaciones a su estructura. Las nuevas moléculas se
nombraron IG1 al 1G13. Se encontrd que algunas modificaciones mejoraron las energia de union
demostrando asi la capacidad de inhibir la gilatoxina por parte de las nuevas moléculas.

Los anclajes obtenidos se analizaron en el software Protein-Ligand Interaction Profile
(PLIP). Las interacciones encontradas en el anclaje con el sitio activo fueron puentes de hidrégeno
(PH) e interacciones hidrofdbicas (IH) en los siguientes aminoacidos: SER24A, THR25A, HIS41A,
CYS42A, TYR90A, TYR140A, TRP164A, ASP181A, SER182A, CYS183A, LYSI184A,
GLY185A, ASP186A, SER187A, TRP203A, GLY204A, GLY205A y PHE206A. Se encontraron
ademas interacciones de puentes de halégenos, Pi-Stacking y PI-Cation,
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Cuadro 4. Interacciones de los inhibidores con el sitio activo de la gilatoxina

Energia
de unién
(kcal/
Molécula Estructura mol) IH PH Otras
HIS41 SER182A,
A, LYS184A,
PHE2 SER187A,
1 Vg Guiesumirtie Wo -8.8 06A  GLY205A N/A
SER24A,
TYR90A,
SER182A,
LYS184A,
SER12A GLY185A,
TYR9 SER187A,
2 -8.7 0A GLY205A N/A
HIS41A
TYR90A,
TYR90A,
SER182A,
LYS184A,
HIS41 ASP186A,
-85 A SER187A N/A
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Continuaciéon Cuadro 4

Energia
de unién
(kcal/
Molécula Estructura mol) IH PH Otras
TYRO90A,
HIS41 TYR90A,
A, SER182A,
TRP2 LYS184A, TYRO90A PI
4 -8.5 03A  ASP186A STACKING
TYR140A,
TYR9 SER182A,
0A, LYS184A,
TRP2 GLY185A,
03A, SERI187A,
PHE2 SERI187A,
5 -8.5 06A GLY205A N/A
TYR90A
TYR90A,
TRP164A,
HIS41 SER182A,
A, LYS184A,
TYR9 ASP186A,
6 -8.5 0A SER187A N/A
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Continuaciéon Cuadro 4

Energia
de unién
(kcal/
Molécula Estructura mol) IH PH Otras

HIS41A, TYR90
TYR9 A, SER182A,
0A, LYSI184A,

TRP2 ASP186A, HIS41A PI

-8.5 03A  SERI187A CATION
TYRO90A,

HIS41 TYR90A,

A SER182A,

TRP2 LYS184A, TYR90A PI
-8.5 03A  ASP186A STACKING

HIS41

A TYR90A,

TYR9 SER182A,
0A, LYS184A,
TRP2 ASP186A,
-8.8 03A  SERI187A N/A
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Continuaciéon Cuadro 4

Energia
de unién
(kcal/
Molécula Estructura mol) IH PH Otras
HIS41A
SER187A
HIS41A,

R TYR90A,

SER182A,

LYS184A,

TYR9 ASP186A, HIS41A PI
10 -8.3 0A  SER187A CATION
TYR90A,

HIS41 TYR90A,
A, SER182A,
TRP2 LYS184A,

-8.6 03A  ASP186A N/A
HIS41A,
TYR90A,
SER182A,
TYR9 LYS184A,
-8.5 0A SER187A N/A
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Continuaciéon Cuadro 4

Energia
de unién
(kcal/
Molécula Estructura mol) IH PH Otras
SER24A,
TRP164A,
SER182A,
s LYS184A,
TYR9 GLY185A,
SER162A 0A, SERI187A,
LYS1 SERI187A,
13 -8.6 84A  GLY205A N/A
HIS41A,
TYR90A,

TYR9 SER182A,
0A, CYSI183A,
TRP2 LYS184A,

14 -9.0 03A  SER187A N/A

HIS41A

TYr HIS41A,
CYS42A,
TYRO90A,
SER182A,
SER182A,
LYS184A,

TYR9 ASP186A,

15 -8.9 0A SER187A N/A
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Continuaciéon Cuadro 4

Energia
de unién
(kcal/
Molécula Estructura mol) IH PH Otras
CYS42A,
TYR90A,
SER182A,
LYS184A,
TYR9 ASP186A,
-8.7 0A  SER187A N/A
HIS41A
TYR90A,
HIS41 TYR90A,
A, SER182A,
TRP2 LYS184A,
IG1 -8.7 03A  ASP186A N/A
HIS41A FYROGA
TRP164A
HIS41A,
TYR90A,
TRP164A,
SER182A,
CYS183A,
TYR9 LYS184A,
1G2 -8.8 0A  SERI187A N/A
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Continuaciéon Cuadro 4

Energia
de unién
(kcal/
Molécula Estructura mol) IH PH Otras
SER24A,
SER182A,
LYS184A,
GLY185A,
SER187A,
PHE2 SER187A,
IG3 -9.0 06A  GLY205A N/A
GLY205A ','2
A,
|
YR90A TYR90A,
TYR90A,
TYR9 TYR90A,
0A, LYS184A,
TRP1 SERI187A,
1G4 -9.0 64A  GLY205A N/A
HIS41A,
LYS184A,
TYR9 SER187A, HIS41A PI
IG5 -8.6 0A  SER187A CATION
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Continuacion Cuadro 4

Energia
de unién
(kcal/
Molécula Estructura mol) IH PH Otras
TYR90A,
HIS41 SER182A,
A, LYS184A,
TYR9 ASP186A,
1G6 -8.3 0A SER187A N/A
SER182A
HIS41A,
CYS42A,
TYR90A,
s SER182A,
S42A LYS].84A,
TYR9 ASP186A,
IG7 -8.6 0A SER187A N/A
HIS41A,
TYR90A,
SER182A,
LYS184A,
TYR9 ASP186A,
1G8 -8.9 0A SER187A N/A
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Continuacion Cuadro 4

Energia
de uniodn
(kcal/
Molécula Estructura mol) IH PH Otras
HIS41A Pl
JYRO0A TYR9 CATION,
0A, TYR90A, SER202A
TRP1 TYR90A, PUENTES
64A, SERI182A, DE
TRP2 CYSI183A, HALOGEN
1G9 -8.8 03A  LYS184A (O
THR25A,
HIS41A,
TYR90A,
ASP181A,
TYR9 SER182A,
0A, ASP186A,
TRP2 SERI187A,
1G10 -8.3 03A SERI187A N/A
SER24A
SER24A,
GLY185A ASP181A,
fErIEEn SER182A,
HIS41A SER182A,
é SER182A SER182A,
Ty ASP181A GLY185A,
. ASP186A,
ook TYR9 ASP186A,
0A, GLY204A,
TRP2 GLY205A,
IG11 -8.7 03A  GLY205A N/A
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Continuacion Cuadro 4

Molécula Estructura

Energia
de unién

(kcal

/mol) 1H

PH Otras

1G12

1G13

-9.0 06A

-8.7 64A

HIS41

LYS1 SERI182A,
84A, LYSI184A,
PHE2 GLY204A,

GLY205A N/A

HIS41A,

TYR90A,

SER182A,
TYR9 CYS183A,
0A, LYSI184A,
TRP1 SERI187A,

SER187A N/A

Por ultimo, se analizaron los inhibidores en ADMETMESH. Se evalu la regla de Lipinski,
la permeabilidad Caco-2, Clearance (CL) y la vida media (Ti2). Se compararon los valores
obtenidos y se observo que todos los inhibidores tienen poca permeabilidad Caco-2, baja Clearance
y alta vida media. La mayoria de los compuestos cumplen con la regla de Lipinski. A partir de los
valores observados se seleccion6 la mejor molécula inhibidora.

Cuadro 5. Parametros farmacolégicos de Regla de Lipinski, permeabilidad Caco-2, Clearance y
Vida media

Regla de Permeabilidad Caco- Clearance
Molecula lipinski 2 (log cm/s) (ml/min/kg) Vida media (T1)
1 aceptada -6.618 0.357 0.838
2 aceptada -6.657 0.367 0.863
3 aceptada -6.665 0.489 0.828
4 aceptada -6.585 0.355 0.781
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Continuation Cuadro 5

Regla de Permeabilidad Caco- Clearance

Molecula lipinski 2 (log cm/s) (ml/min/kg) Vida media (T1)

5 aceptada -6.58 0.333 0.818

6 aceptada -6.655 0.507 0.882

7 aceptada -6.646 0.417 0.825

8 aceptada -6.618 0.474 0.847

9 aceptada -6.566 0.337 0.833

10 aceptada -6.634 0.74 0.889

11 rechazada -6.669 0.595 0.702

12 aceptada -6.542 0.256 0.861

13 aceptada -6.669 0.502 0.89

14 aceptada -6.644 0.409 0.805

15 aceptada -6.558 0.315 0.826

16 aceptada -6.535 0.236 0.847

IG1 rechazada -6.702 1.044 0.871
1G2 aceptada -6.617 1.018 0.855
IG3 rechazada -6.252 0.476 0.663
1G4 rechazada -6.42 0.312 0.796
IG5 aceptada -6.601 0.241 0.793
1G6 rechazada -6.775 0.815 0.797
IG7 aceptada -6.594 0.526 0.832
1G8 aceptada -6.452 0.252 0.815
1G9 rechazada -6.594 0.409 0.772
IG10 rechazada -6.734 0.703 0.929
IG11 rechazada -6.761 0.866 0.921
IG12 rechazada -6.497 0.45 0.656
IG13 aceptada -6.545 0.351 0.761
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VII. DISCUSION

El Heloderma h. charlesbogerti es una especie endémica de Guatemala. Su saliva contiene
toxinas que pueden causar aumento de presion, paralisis, entre otras. Se conoce muy poco de las
toxinas involucradas y su estudio no se ha desarrollado. Se conoce por la literatura varias toxinas
como la: Helodermatina, toxina horridum y la gilatoxina (Beck, 2005). Se ha estudiado previamente
algunas toxinas del veneno como exendin 3 y exendin 4 como medicamentos para la diabetes
mellitus (Warrell, 2014). Sin embargo, se desconoce mucho de la gilatoxina, ya que unicamente se
cuenta con la estructura primaria de esta toxina (Utaisincharoen, 1993). Previos estudios han
demostrado que la gilatoxina puede inhibirse con DFP, sin embargo se desconoce mucho de la
toxina. Se conoce por la literatura que su mecanismo de accion es similar al de las enzimas
calicreinas (Utaisincharoen, 1993). El presente estudio tiene como fin analizar de manera in silico
moléculas inhibidoras de calicreinas como inhibidores de gilatoxina.

Utaisincharoen, obtuvo la estructura primaria de la gilatoxina. Sin embargo, para analizar
los inhibidores se necesita de un modelo tridimensional. EI modelo 3D fue obtenido a partir de
Tasser. El software presentd 5 conformaciones distintas y se trabajo Gnicamente con la primera
prediccion, ya que esta contaba con valores de prediccién més altos. EI modelo utilizado se validd
a partir de los parametros de C-Score, TM-Score y RMSD (ver Cuadro 3) cuyos valores fueron de
1.09, 0.86+- 0.07 y 3.5 +- 2.4. El parametro C-Score oscila entre [-5,2], siendo 2 el resultado
Optimo. Al obtener un valor de 1.09, se muestra que la prediccion se asimila bastante a la estructura
desconocida. Los valores de TM-Score y de RMSD se obtienen a partir de correlaciones
provenientes de C-Score. EIl RMSD obtenido, a pesar de ser un valor alto, no determina que la
prediccidn sea imprecisa. Esto se debe a que el RMSD se ve afectado por pequefios errores locales
. Por altimo, un TM-Score mayor a 0.5 representa que la topologia de la molécula se acerca a la de
la estructura desconocida (Yang, 2015), (Yang, 2015) y (Zheng 2021, & Kufareva & Abagyan,
2011).

Young, presenta 16 moléculas inhibitorias de calicreinas. Estas 16 moléculas son
variaciones de una molécula base realizando sustituciones en un anillo aromético de la molécula
(Young, 2006). Las 16 moléculas se tomaron como candidatos para anclaje molecular buscando
determinar su energia de unién con el modelo 3D generado. Como se observa en el Cuadro 4 las
moléculas con energias de union mas negativas fueron las moléculas 1,2,9,11,13,14,15 y 16. Estas
moléculas tienen grupos funcionales como el éter de metilo cuya energia fue la méas alta (-
9.0kcal/mol), también grupos metilo en posicion para y orto (-8.9kcal/mol y -8.8kcal/mol), asi
como la falta de sustituyentes (-8.8kcal/mol). Otros grupos como amidas, aminas, alcoholes y el
cloro también tuvieron energias mayores a 8.6Kcal/mol (Trott & Olson, 2010 & Eberhardt et al,
2021).

Tomando en cuenta los resultados de las moléculas propuestas por la literatura, se
propusieron distintos cambios a las mejores moléculas para analizar posibles derivados como
inhibidores. Por ejemplo, la molécula clorada no 16, como ya se habia analizado las posiciones
orto, para y meta, se decidid agregar mas cloros en todo el anillo aromatico del inhibidor y agregar
cloros Gnicamente en las primeras 3 posiciones del anillo aroméatico como en las moléculas IG3 e
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IG4. Este cambio generd un mejor inhibidor ya que su energia de union cambio de -8.7kcal/mol a
-9.0kcal/mol, lo cual demuestra que mejoro su afinidad al sitio activo. Se observo que la energia de
union aumento al aumentar la cantidad de sustituyentes con los metilos e hidréxidos donde su
energia aumento de -8.9kcal/mol y -8.6kcal/mol a -9.0kcal/mol y -8.7kcal/mol respectivamente. El
cambio de sustituyente metilo de la molécula 15 por un etil(IG8) resultd dar un sustituyente igual
de efectivo, por lo que los alcanos en posicion para muestra ser una opcion viable para el inhibidor.
El cambio de éter en la molécula 14 por una amina (IG2) mostré una disminucién en la energia de
unién que pas6é de -9.0kcal/mol a -8.8kcal/mol que es un valor aceptable para la inhibicion. Se
puede notar que todas las propuestas, a excepcion del 1G6 e IG10, tienen energias de union
aceptables, siendo estas mas negativas que -8.6kcal/mol. Se pueden destacar las moléculas con
amina sustituida (1G2), las halogenadas (IG3, 1G4, 1G9), y la etilada (IG8) que obtuvieron las
energias de unién mas negativas siendo estas de -8.8kcal/Mol a -9.0kcal/mol. Por lo que las
propuestas cumplen también con ser posibles inhibidores de la gilatoxina (Trott & Olson, 2010 &
Eberhardt et al, 2021)..

Es de interés también notar que todos los anclajes presentan las moléculas alrededor del
mismo sitio en la toxina. Se puede notar que distintos ligandos quedan con anillos aromaticos
sobrepuestos. Esto es un indicador de que los ligandos se unieron en el sitio activo. Esto también
puede observarse al comparar los aminoacidos predichos en el sitio activo (ver Cuadro 3) con los
aminoacidos encontrados por el anclaje molecular (ver Cuadro 4). Los aminoacidos en comin de
ambos grupos (predichos por el modelo 3D y encontrados por anclaje con alguno de los candidatos)
son: HIS41A, TYR90A, TRP164A, ASP181A, SER182A, CYS183A, LYS184A, SER187A,
TRP203A, GLY204A, GLY205A, PHE206A. Entre estos llaman la atencion HIS41A, TYR90A,
SER182A, LYS184A, ASP186A, SER187A debido a que estuvieron presentes en la mayoria de
los posibles inhibidores, donde SER182A y LY S184A estuvieron presentes en mas del 90% de las
interacciones de las moléculas. La coincidencia de aminoacidos en el anclaje molecular demuestra
que la prediccion del sitio activo fue correcta (Adasme et al, 2021).

Se puede observar que los mejores inhibidores comparten interacciones con 1os mismos
aminodacidos. Por ejemplo, la molécula IG2 y el inhibidor 14 presentan interacciones similares,
siendo 1 interaccion hidrofébica con TYR90A y puentes de hidrégeno con HIS41A, TYR90A,
SER182A, CYS183A, LYS184A, y SER187A, cumpliendo asi con lo esperado, ya que los grupos
funcionales en estos inhibidores (la amina con sustituyente metilo y el éter son atractores de
electrones). La molécula 1G9 presentd un puente de halégeno, lo que no sucedid en las estructuras
cloradas de 1G3 e 1G4. Por otra parte, la molécula 1G11, fue la que obtuvo mas puentes de
hidrégeno, teniendo 11 interacciones de este tipo, lo cual coincide con lo esperado ya que esta
molécula se le agreg6 5 grupos hidroxilo por lo que tiene més posibilidades de formar puentes de
hidrégeno. Los aminoécidos HIS41A y TYR90A son de interés ya que estos mostraron su
capacidad para interacciones Pl-cation y PI-Stacking respectivamente. Las interacciones Pl-cation
fueron vistas en la molécula 7, molécula 10, IG5 e 1G9. Mientras que las interacciones Pl-stacking
fueron vistas en las moléculas 4 y 8, ambas de estas moléculas presentan un grupo atractor de
electrones (fltor y cetona) por lo que este factor podria ser de interés para generar interacciones de
este tipo (Adasme et al, 2021).
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Al observar las propiedades farmacoldgicas, se comparan los valores de la regla de
Lipinski, la permeabilidad de Caco-23 la vida media (T12) y el valor de clearance (CL) de los
farmacos. Puede notarse que la mayoria de los farmacos aceptan la regla de lipinski, que indica la
buena absorcion o permeabilidad del farmaco. Otro factor de interés es la permeabilidad de Caco-
2, indica la permeabilidad que tendra el farmaco en la linea celular del colon humano, donde un
valor mayor a -5.15logcm/s es aceptable. Por dltimo, el valor CL indica la distribucion, vida media
y frecuencia de dosis de un medicamento, ya que el factor indica que tan facilmente el cuerpo puede
limpiarse del medicamento, esto también puede verse reflejado en el valor de la vida media del
farmaco. Los criterios para CL son 15ml/min/kg>CI>5ml/min/kg y para T, <0.3. Se puede notar
gue la permeabilidad Caco-2 no se cumple para ninguna molécula, sin embargo se tienen valores
cercanos como -6.2logecm/s para la molécula 1G3 (Ver Cuadro 5). Aunque esta molécula tiene la
puntuacion mas alta para la permeabilidad Caco-2, esta molécula no cumple con la regla de Lipinski
por lo que se debe buscar otro candidato con los mejores valores. La 1G2 sera entonces una buena
opcion ya que, aungue tiene una permeabilidad Caco-2 de -6.617logcm/s, la regla de lipinski es
aceptada y es la molécula que tiene un mayor puntaje en CL, siendo esta de 1.018ml/min/kg con
un valor Ty, de 0.855. Se puede comparar 1G2 con la molécula 14 que presenta resultados
similares al ser una molécula con un grupo funcional similar. La molécula 14 cumple con la regla
de Lipinski y presenta valores de -6.644logcm/s para Caco-2, 0.409ml/min/kg para CL y Ty de
0.805. Se puede observar que sus puntuaciones son similares en permeabilidad Caco-2, sin embargo
IG2 tiene un valor CL de mas del doble que el de la molécula 14, a pesar de tener una vida media
similar. Otra opcion por sus propiedades farmacol6gicas es la molécula 10 que presenta un valor
de CL de 0.74ml/min/kg, regla de lipinski aceptada y una permeabilidad de Caco-2 de -
6.634logcm/s. Sin embargo, la molécula 10 no destac6 por su capacidad de inhibir a la toxina,
aunque por sus valores farmacol6gicos puede tomarse en cuenta para futuros estudios. Dados los
resultados del anclaje molécula y sus propiedades farmacoldgicas que resultaron ser las mejores se
selecciona 1G2 como el mejor candidato analizado de los inhibidores de la gilatoxina (Xiong et al,
2021).
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VIIl. CONCLUSIONES

Se predijo exitosamente el modelo 3D de la gilatoxina a partir de su estructura primaria.
Esto se valido a partir de los valores de confianza obtenidos. EI C-Score obtenido fue de 1.09, el
TM-Score fue de 0.86+£0.07, y RMSD de 3.5+2.4. A pesar de tener un valor alto para el RMSD,
este factor no determina por completo si el modelo se acerca a la estructura desconocida ya que
este pardmetro se ve afectado por pequerios errores locales en la molécula. El valor alto de C-Score
y de TM-Score demuestran que la topologia de la molécula se asemeja a la estructura 3D real de la
gilatoxina.

Se comprob6 por medio de las interacciones de los distintos anclajes moleculares que los
aminocidos predichos en el sitio activo son correctos. Estos aminoécidos son: SER24A, THR25A,
HIS41A, CYS42A, TYR90A, TYR140A, TRP164A, ASP181A, SER182A, CYS183A, LYS184A,
GLY185A, ASP186A, SER187A, TRP203A, GLY204A, GLY205A, PHE206A. Entre estos
aminoacidos cabe destacar a HIS41A, TYR90A, SER182A, SER184A y SER187A tienen altos
indices de presencia entre los inhibidores analizados, donde SER182A y SER184A se encontraron
presentes en mas del 90% de los aminoacidos.

La molécula IG2 es la mejor opcion de inhibidor de la gilatoxina gracias a su energia de
unién -8.8kcal/mol. Se encontraron interacciones hidrofébicas con los aminodcidos TYR90A y
puentes de hidrégeno con los aminoacidos HIS41A, TYR90A, TRP164A, SER182A, CYS183A,
LYS184A, SER187A. Ademas de la energia de union, los valores obtenidos para los parametros
farmacolégicos también fueron tomados en cuenta para seleccionar el mejor inhibidor. En el caso
de 1G2, la regla de Lipinski fue aceptada, su permeabilidad Caco-2 fue de -6.617, clearance de
1.018. Aunque algunos de los parametros no cumplieron con los valores esperados, como lo fue la
permeabilidad Caco-2 y el clearance, esta molécula presentd los mejores resultados entre todo el
grupo de inhibidores.
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IX. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar un estudio para obtener la estructura terciaria de la gilatoxina para
comparar con la estructura predicha. De esta forma se podra determinar de una mejor manera si los
inhibidores analizados son efectivos.

Se recomienda dar seguimiento a la investigacion realizando la sintesis de 1G2 y realizar
un analisis in vitro que permita determinar su potencial farmacéutico.
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XI.  ANEXOS

Cuadro 6. Codigos Smiles de las moléculas evaluadas

Molecula Codigo Smiles

1 N=C(N)c4ccc3nc(c2cc(C(CC(=0)0)C(=0)0)cc(cleececcl)c20)[nH]c3c4

2 N=C(N)c4ccc3nc(c2cc(C(CC(=0)0)C(=0)0)cc(clecececcl0)c20)[nH]c3cd

3 COclcceccledec(C(CC(=0)0)C(=0)0)cc(c3nc2cec(C(=N)N)cc2[nH]3)c40

4 N=C(N)c4ccc3nc(c2cc(C(CC(=0)0)C(=0)O)cc(clcececclF)c20)[nH]c3c4

5 Cclcceecledec(C(CC(=0)0O)C(=0)0)cc(c3nc2cec(C(=N)N)cc2[nH]3)c40

6 N=C(N)c4ccc3nc(c2cc(C(CC(=0)0)C(=0)0)cc(cleecc(0)cl)c20)[nH]c3c4

7 COc4ccec(c3ec(C(CC(=0)0)C(=0)0)cc(c2nclcecc(C(=N)N)ccl[nH]2)c30)c4

8 CC(=0)c4ccec(c3cc(C(CC(=0)0)C(=0)0)cc(c2nclecc(C(=N)N)ccl[nH]2)c30)c4
9 Cc4ccec(c3cc(C(CC(=0)0)C(=0)0)cc(c2nclecc(C(=N)N)ccl[nH]2)c30)c4
10 N#Cc4ccee(c3cc(C(CC(=0)0)C(=0)0O)cc(c2ncleec(C(=N)N)ccl[nH]2)c30)c4
11 N=C(N)c4ccc3nc(c2cc(C(CC(=0)0O)C(=0)0)cc(clccec(C(N)=0)c1)c20)[nH]c3c4
12 N=C(N)c4ccc3nc(c2cc(C(CC(=0)0)C(=0)0O)cc(cleccc(Cl)el)c20)[nH]c3ca
13 N=C(N)c4ccc3nc(c2cc(C(CC(=0)0)C(=0)O)cc(clecc(O)ccl)c20)[nH]c3c4
14 COc4cce(c3cc(C(CC(=0)0)C(=0)0)cc(c2ncleec(C(=N)N)ccl[nH]2)c30)cca
15 Cc4ccece(c3ec(C(CC(=0)0)C(=0)0)cc(c2ncleecc(C(=N)N)ccl[nH]2)c30)cc4
16 N=C(N)c4ccc3nc(c2cc(C(CC(=0)0)C(=0)0)cc(clccc(Cl)ecl)c20)[nH]c3c4

IG1 CNC(=0)c4cccec(c3ec(C(CC(=0)0)C(=0)0O)cc(c2ncleec(C(=N)N)ccl[nH]2)c30)c4

1G2 CNc4ccee(c3cc(C(CC(=0)0)C(=0)0)cc(c2necleec(C(=N)N)ccl[nH]2)c30)cc4d

1G3 N=C(N)c4ccc3nc(c2cc(C(CC(=0)0)C(=0)0)cc(clece(Che(ChclClec20)[nH]c3c4

1G4 N=C(N)c4ccc3nc(c2cc(C(CC(=0)0)C(=0)O)cc(cle(Che(Che(Che(ClclCl)c20)[nH]c3c4
IG5 CCOc4cce(c3ec(C(CC(=0)0)C(=0)0)cc(c2nclecc(C(=N)N)ccl[nH]2)c30)cca

IG6 COc4cce(c3ec(C(CC(=0)0)C(=0)0)cc(c2ncleec(C(=N)N)ccl[nH]2)c30)c(0OC)c40C
IG7 COCc4ccc(c3cec(C(CC(=0)0)C(=0)0)cc(c2ncicecc(C(=N)N)ccl[nH]2)c30)cca

1G8 CCc4cce(c3cc(C(CC(=0)0)C(=0)0)cc(c2neleec(C(=N)N)ccl[nH]2)c30)cc4d

1G9 N=C(N)c4ccc3nc(c2cc(C(CC(=0)0)C(=0)0)cc(cle(F)c(F)c(F)c(F)c1F)c20)[nH]c3c4

IG10 N=C(N)c4ccc3nc(c2cc(C(CC(=0)0)C(=0)0)cc(cleec(0)c(0)cl10)c20)[nH]c3c4
IG11 N=C(N)c4ccc3nc(c2cc(C(CC(=0)0)C(=0)O)cc(cle(0)c(0)c(0)c(0)c10)c20)[nH]c3c4
IG12 Cc4c(C)e(C)e(c3cec(C(CC(=0)0)C(=0)0)cc(c2ncleec(C(=N)N)ccl[nH]2)c30)c(C)caC
IG13 Cc4ccece(c3ec(C(CC(=0)0)C(=0)0)cc(c2nclcecc(C(=N)N)ccl[nH]2)c30)c(C)caC
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Figura 4. A) Modelo 1 obtenido por I-Tasser utilizado en este estudio. B) Modelo 2
obtenido por I-Tasser. C) Modelo 3 obtenido por Tasser
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