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Resumen

Esta tesis doctoral se centra en el desarrollo de nuevas estrategias para la
identificacion de sustancias activas contra la cucaracha americana (Periplane-
ta americana) con potencial insecticida o sinérgico, como parte de un enfoque
industrial. La investigacion se enfoca en la aplicacion de técnicas avanzadas de
cribado virtual ( Virtual Screening, V) y modelado molecular para identificar
alternativas a los piretroides, que son los principales insecticidas neurotéxicos
actualmente utilizados. El trabajo se contextualiza dentro del marco regulato-
rio establecido por el Reglamento de Productos Biocidas (BPR) de la Union
Europea, que exige la busqueda de soluciones mas seguras y efectivas para el
control de plagas. El estudio se fundamenta en el anélisis de los principales me-
canismos de accion de insecticidas actuales, especificamente los canales de sodio
dependientes de voltaje (Na,) y la acetilcolinesterasa (AChE), que son dianas
criticas para la accién biocida. A partir de bases de datos como DrugBank,
que contiene moléculas bioactivas con perfiles farmacologicos conocidos, se ha
realizado un cribado exhaustivo mediante métodos computacionales para iden-
tificar compuestos con alta afinidad por estas dianas. Se han empleado técnicas
de docking molecular, utilizando herramientas como Glide y METADOCK 2.0,
para predecir la interacciéon de los compuestos seleccionados con las estructuras
biolégicas de Na, y AChE, lo que ha permitido priorizar las moléculas mas pro-
metedoras. La validacion de las predicciones computacionales se ha llevado a
cabo mediante ensayos in vivo en Periplaneta americana, utilizando una meto-
dologia experimental que evaltia tanto la eficacia insecticida como el potencial
sinérgico de los compuestos. Los resultados experimentales han demostrado la
eficacia de algunas moléculas propuestas como sinérgicos, lo que ha llevado a
la solicitud de una patente sobre inhibidores de alfa-glucosidasa con actividad
sinérgica insecticida.

En conclusion, la tesis propone una metodologia de cribado virtual que permite
reducir significativamente los tiempos y costes asociados a la investigacion de
nuevos insecticidas, facilitando la identificacién de compuestos que cumplan con
los estrictos requisitos regulatorios actuales. Ademas, sugiere futuras lineas de
investigacion, como la integraciéon de modelos multiobjetivo y la exploracion de
nuevas bases de datos de moléculas, para optimizar la busqueda de compuestos
bioactivos que puedan mejorar las formulaciones insecticidas comerciales.

Palabras clave: Cribado virtual, Docking molecular, Insecticidas, Terpenoi-
des, Piretroides, Periplaneta americana, Sinergia insecticida.



Abstract

This doctoral thesis focuses on the development of new strategies for identif-
ying active substances against the American cockroach (Periplaneta america-
na) with insecticidal or synergistic potential within an industrial framework.
The research deals with the application of refined virtual screening (VS) tech-
niques and molecular modeling to identify alternatives to pyrethroids, which
are the main neurotoxic insecticides currently in use. The conducted work aims
to fulfill the regulatory framework established by the European Union’s Bio-
cidal Products Regulation (BPR), which requires the search for safer and more
effective pest control solutions. The selected strategy is based on the analysis
of the main mechanisms of action of current insecticides, specifically voltage-
gated sodium channels (Na,) and acetylcholinesterase (AChE), which are cri-
tical targets for biocidal action. Using databases such as DrugBank, which con-
tains bioactive molecules with known pharmacological profiles, a comprehensive
screening has been performed by using computational methods to identify com-
pounds with high affinity for these targets. Molecular docking techniques, such
as Glide and METADOCK 2.0, have been implemented to predict the interac-
tion of selected compounds with the biological structures of Na, and AChE,
enabling the prioritization of the most promising molecules. The validation of
computational predictions has been carried out through in vivo assays in Pe-
riplaneta americana, using an experimental methodology that evaluates both
the insecticidal efficacy and the synergistic potential of the compounds. The
experimental results have demonstrated the efficacy of some proposed molecu-
les as synergists, which has led to the filing of a patent on alpha-glucosidase
inhibitors with synergistic insecticidal activity.

In conclusion, this thesis proposes a virtual screening methodology that sig-
nificantly reduces the time and costs associated with the research of new in-
secticides, facilitating the identification of compounds that meet current strict
regulatory requirements. Furthermore, it suggests future lines of research, such
as the integration of multi-objective models and the exploration of new mo-
lecular databases, to optimize the search for bioactive compounds that could
enhance commercial insecticide formulations.

Keywords: Virtual screening, Molecular docking, Insecticides, Terpenoids,
Pyrethroids, Periplaneta americana, Insecticide synergy.
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Estructura de la tesis

Con el objetivo de orientar al lector, se describe brevemente el contenido de

esta tesis doctoral desglosada en los siguientes capitulos:

o Capitulo 1: Introduccion. El objetivo de este capitulo es el de ilustrar al
lector sobre la motivacion de esta tesis en el contexto industrial, asi co-
mo las soluciones que ofrecen las nuevas tecnologias. Asimismo se trata
de contextualizar al lector sobre los insecticidas de uso doméstico dentro
del marco regulatorio actual y la situacion del mercado de biocidas en
Europa y su evolucion historica. También se describen los mecanismos
de accion de los insecticidas conocidos y se detallan las caracteristicas y
funcionamiento de los piretroides, utilizados en la actualidad para insec-
tos rastreros. También se introduce al lector en las herramientas compu-
tacionales existentes en el modelado computacional y la importancia de

su utilizacién en esta tesis.

o Capitulo 2: Objetivos. En este capitulo se enumeran los objetivos a

alcanzar en esta tesis doctoral.

o Capitulo 3: Materiales y Métodos. En este capitulo se describen los
métodos computacionales utilizados para predecir la interacciéon proteina-
ligando sobre el VSSC y la AChE de la cucaracha americana (Periplaneta
americana). También se describe la metodologia experimental in vivo
sobre Periplaneta america para determinar la eficacia insecticida y la
sinergia con piretroides, asi como la determinacion de algunos pardmetros

fisicoquimicos de caracterizacion de los liquidos de estudio.



INDICE DE FIGURAS xxi

o Capitulo 4: Resultados y Discusion. En este capitulo se presentan los re-
sultados obtenidos y su discusion distribuidos en tres secciones.
Una primera seccion (4.1) en la que se utilizan algunas sustancias de ter-
peniodes sintéticos con inhibicién sobre AChE descrita en la literatura
cientifica y sustancias piretroides utilizadas comercialmente como modu-
ladores de voltaje en el canal de sodio, con el objetivo de validar los méto-
dos experimentales para cucaracha americana. Se obtienen resultados de
toxicidad de las sustancias mediante técnicas in vivo y se comparan con
las energias de enlace en las estructuras moleculares de AChE y VSSC,
obtenidas mediante técnicas in silico.
Una segunda seccion (4.2) en la que se presentan los resultados de una
seleccion in silico e in vivo de la base de datos de medicamentos (Drug-
Bank) para detectar nuevos sinergistas potenciales de VSSC contra la
cucaracha americana (Periplaneta americana), reduciendo asi la dosis de
sustancias piretroides utilizadas en los insecticidas comerciales. Se pre-
sentan los resultados de VS implementados en Glide y METADOCK 2.0,
perfeccionados posteriormente mediante un refinamiento de los datos. Las
sustancias mas prometedoras se ensayan con un método in vivo desarro-
llado para cucaracha americana (Periplaneta americana).
Y, una tercera seccion (4.3), en la que se presentan los resultados de
una seleccion in silico e in vivo de la base de datos de Medicamentos
(DrugBank) para detectar nuevos sinergistas potenciales de AChE con-
tra la cucaracha americana (Periplaneta americana), reduciendo asi la
dosis de sustancias piretroides utilizadas en los insecticidas comerciales.
Se presentan los resultados de modelado molecular de la estructura de la

proteina utilizando Alphafold como modelo de inteligencia artificial fren-



te al modelo de homologia tradicional. Las sustancias més prometedoras

se ensayan con el método in vivo desarrollado para cucaracha americana

(Periplaneta americana).

o Capitulo 5: Conclusiones y Lineas Futuras. Por dltimo, se concluye esta

tesis doctoral ademas de las posibles vias futuras.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1 Motivacidon

Los insecticidas son las principales herramientas para eliminar las plagas
causadas por insectos en cultivos, ganado, mascotas y seres humanos. La
mayoria de los insecticidas utilizados para combatir estas plagas son venenos
que acttian sobre el sistema nervioso central de los insectos (neurotoxicos),
inhibiendo enzimas relevantes como la acetilcolinesterasa (AChE) y los canales
de sodio dependientes de voltaje [1]. Entre ellos destacan los piretroides,
la familia de moléculas mas utilizada en las formulaciones de insecticidas
comerciales para uso doméstico. Sus caracteristicas estructurales y propiedades
fisicas les confieren una elevada eficacia y selectividad hacia determinadas
especies de insectos [2|, actuando, principalmente sobre los canales de sodio

dependientes de voltaje (Na,), usualmente definidos como VSSC por sus siglas

3
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en inglés ( Voltage-Sensitive Sodium Channels) [3].

Sin embargo, la entrada en vigor del Reglamento de Productos Biocidas
(Biocidal Products Regulation, BPR) de la Unién Europea (UE) el 1 de sep-
tiembre de 2013 supuso la creaciéon de un marco regulatorio integral para el
mercado de biocidas en Europa. Este reglamento tiene como objetivo principal
garantizar una proteccion reforzada para la salud humana y el medio ambiente.
Su funcién es regular estrictamente la comercializacion y el uso de productos
biocidas, que son utilizados para salvaguardar a las personas, animales, mate-
riales y articulos contra organismos nocivos, como plagas y bacterias, mediante

la accion de sustancias activas contenidas en dichos productos [4].

Desde la implementacion del BPR, todas las sustancias activas empleadas
en productos biocidas deben ser aprobadas, y especificamente, los insecticidas
comercializados deben ser autorizados y contener inicamente sustancias activas
que hayan recibido dicha aprobacién. Durante el proceso de aprobacién, se
lleva a cabo una evaluacion exhaustiva de los riesgos toxicologicos asociados
a cada sustancia, tanto para la salud humana como para el medio ambiente.
Este riguroso escrutinio ha resultado en la eliminaciéon de varias sustancias
piretroides previamente utilizadas en formulaciones de insecticidas domésticos,
tales como Empentrina, Esbiotrina y D-Aletrina [5|. Esta situacion plantea la
necesidad urgente de la industria de biocidas de desarrollar nuevas sustancias

activas alternativas a los piretroides.

En este contexto, en los tltimos anos ha aumentado significativamente el
interés en la UE por los bioinsecticidas, que se basan en aceites esenciales de

plantas o mezclas de terpenoides sintéticos. Este tipo de formulaciones ha sido
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utilizado durante mas de una década en Estados Unidos, donde la regulacion
permitio la aplicacion de ciertos aceites esenciales bésicos, reduciendo los tiem-
pos y costes de autorizaciéon en comparacion con los biocidas convencionales
[6]. Diversos estudios de toxicidad han demostrado la eficacia de los bioinsec-
ticidas en diferentes especies de insectos |7]. Las distintas estructuras quimicas
de los terpenoides presentes en los aceites esenciales sugieren que estos com-
puestos pueden afectar simultdneamente miltiples sitios activos y mecanismos

de accion, incluyendo la inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa (AChE)|8].

Sin embargo, la adaptacion al nuevo marco establecido por el BPR requiere
una busqueda exhaustiva de alternativas de compuestos insecticidas. El cribado
virtual (Virtual Screening, VS) es una técnica computacional que permite la
identificacion de nuevos compuestos bioactivos mediante el analisis y la com-
paracion de grandes bibliotecas de moléculas [9]. Esta técnica se ha convertido
en una herramienta esencial en el diseno de nuevos insecticidas, ya que permite
predecir la actividad biologica y toxicidad potencial de las moléculas antes de
su sintesis y pruebas experimentales. Utilizando métodos de cribado virtual, se
pueden identificar compuestos que tengan perfiles de actividad deseados y que
sean compatibles con los estrictos requisitos de seguridad y eficacia impuestos
por el BPR. La integracién de VS en el desarrollo de nuevos insecticidas puede
acelerar el proceso de descubrimiento a la vez que reduce significativamente
los costos y recursos necesarios, facilitando la adaptacion de la industria a las
nuevas regulaciones y promoviendo la innovaciéon en la creacion de productos

més seguros y efectivos.

Existen diferentes métodos de VS que se han utilizado en la literatura. Por

ejemplo, los métodos de docking [10, 11, 12] permiten modelar la interacciéon



6 Motivaciéon

entre dos sustancias, tipicamente una molécula pequena (conocida como ligan-
do) y una proteina objetivo (receptor), para predecir la afinidad y el modo de
union de las moléculas. A pesar de que estos métodos son especialmente tutiles
para identificar compuestos que puedan unirse de manera eficaz a sitios activos
especificos de enzimas o proteinas, como la AChE o el VSSC. Para predecir el
acoplamiento de la molécula en el sitio activo existen varias aplicaciones que
realizan simulaciones en la superficie de la proteina, como es el caso de Auto-
Dock [10], Glide [13], BUDE [14] o DOCK [15], que realizan una busqueda en
una sitio de union especifico. Herramientas alternativas como BINDSURF [11]
o METADOCK |[16] [12] realizan el llamado régimen de “acoplamiento ciego”
(Blind Docking), es decir, una busqueda no condicionada en toda la superficie
de la proteina dividiéndola de forma arbitraria en regiones (o puntos) indepen-

dientes.

Los métodos de dindmica molecular, sin embargo, proporcionan una vision
més detallada de las interacciones moleculares al simular el comportamiento
de las moléculas en el tiempo bajo condiciones fisiologicas [17, 18|. Estos
métodos permiten estudiar la estabilidad y conformacién de los complejos
molécula-proteina, proporcionando informacién valiosa sobre los mecanismos
de acciéon y posibles efectos adversos. Ademés, las técnicas de VS basadas
en machine learning y deep learning han emergido recientemente, utilizando
grandes conjuntos de datos y algoritmos avanzados para predecir la actividad
biologica de nuevas moléculas con alta precision. En este escenario, cabe
destacar AlphaFold [19, 20|, un método basado en redes neuronales profundas
que permite predecir la estructura tridimensional de las proteinas a partir de su

secuencia de aminoacidos con una precision sin precedentes. Esta capacidad de
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predecir estructuras proteicas facilita enormemente la identificacién de nuevos
sitios activos y potenciales dianas moleculares para el diseno de insecticidas

maés eficaces y seguros.

Sin lugar a dudas, la combinaciéon de estos enfoques permite un cribado
mas eficiente y exhaustivo, facilitando la identificacién de compuestos candi-
datos prometedores para el desarrollo de nuevos insecticidas. Con la ayuda de
estas técnicas computacionales, es posible explorar grandes bases de datos de
sustancias quimicas que, hasta el momento, no se han utilizado con fines in-
secticidas. Por ejemplo, la base de datos de medicamentos (DrugBank) [21]
puede ser analizada para determinar la interaccién de sus compuestos con los
VSSC o como inhibidores de AChE. El VS de extensas bases de datos permi-
te reducir significativamente los ensayos in vivo necesarios para determinar la
eficacia insecticida o sinergista de las sustancias, lo cual minimiza considera-
blemente los tiempos y costes de investigacion, aumentando de esta manera las
probabilidades de éxito en la identificacién de nuevos insecticidas efectivos y

Seguros.

En esta tesis doctoral se investiga la aplicacion de métodos emergentes de
VS y modelado molecular para identificar sustancias alternativas a los pire-
troides. Estas sustancias pueden ser potenciales candidatas para reemplazar
los piretroides existentes (busqueda de nuevos insecticidas) o para complemen-
tarlos (busqueda de nuevos sinergistas), cumpliendo con la normativa BPR.
Teniendo en cuenta esta premisa, el enfoque principal de la tesis se centra en el
modelo insecticida de la cucaracha americana ( Periplaneta americana). La mo-
tivacion es su gran resistencia y capacidad de adaptacion, lo que la convierte en

una de las principales especies de cucarachas domésticas en América del Norte
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y Europa consideradas invasoras [22|. La eliminacion efectiva de esta especie
no solo mejora la higiene y la salud piblica, sino que también previene la pro-
pagacion de enfermedades a través de productos agricolas y reduce los danos
estructurales en edificios, subrayando asi la importancia critica de desarrollar

nuevos insecticidas y sinergistas para su control [23].

Finalmente, cabe destacar que esta tesis doctoral se enmarca dentro del
Doctorado Industrial de la empresa Francisco Aragon S.L.U. (en adelante FA),
lider nacional en la fabricacion y comercializacion de productos insecticidas
para el hogar. Esta colaboraciéon refleja el compromiso de FA con la investi-
gacion y la innovacion, buscando ofrecer productos sostenibles que mejoren su
competitividad en el mercado global de insecticidas. Las instalaciones de FA,
ubicadas en Molina de Segura (Murcia), cuentan con el equipamiento necesario
para la cria de insectos rastreros y la evaluacion de la eficacia y sinergia en

cucarachas, utilizando ensayos in vivo de aplicaciéon topica.

1.2 Desarrollo de insecticidas de uso doméstico:

aplicacion en rastreros

Este apartado se centra en la evolucion histérica de los insecticidas de uso
doméstico dentro del marco regulatorio actual y la situaciéon del mercado de
insecticidas en Europa, asi como la posicion que ocupa FA dentro del mercado
nacional. Se describen los distintos mecanismos de accién de los insecticidas
conocidos y se detallan las caracteristicas y funcionamiento de los piretroides,

utilizados en la actualidad para el caso particular de insectos rastreros.
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1.2.1 Los insecticidas de uso doméstico

Un biocida es una sustancia activa que se utiliza para proteger la salud humana
y el medio ambiente del efecto danino de determinados organismos como
plagas de insectos, algas, hongos y bacterias. Los biocidas tienen multitud
de aplicaciones en sectores industriales y domésticos muy variados, desde
productos desinfectantes utilizados en el hogar, conservantes de tintas o liquidos
industriales, hasta productos rodenticidas usados para el control de roedores;

y productos insecticidas para el control de plagas de insectos domésticos.

El aumento continuo de la poblacién mundial esta provocando importantes
cambios en los ecosistemas, el clima y el comportamiento humano, lo que
favorece el desarrollo de plagas urbanas. Debido a la rapida expansion urbana,
los suburbios de nuestras ciudades se estan convirtiendo en hébitats naturales
de garrapatas, roedores y otras plagas. La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), en su publicacion sobre la importancia de las plagas urbanas en la salud
publica [22], realiza una exhaustiva revision de las enfermedades trasmitidas por
insectos como cucarachas, dcaros del polvo, chinches, pulgas, hormigas, moscas,

péajaros, piojos, garrapatas, mosquitos y roedores.

Esta tesis se basa en el estudio de insecticidas para el tratamiento de
estas plagas urbanas, en concreto, las relacionadas con las cucarachas. Los
productos insecticidas de uso doméstico se usan habitualmente para erradicar
estas plagas, lo que provoca la exposicion de las personas y el medio ambiente a
sustancias biocidas. Estos productos son aplicados en los hogares por usuarios

no profesionales que pueden leer o no, la etiqueta de un producto, lo que
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suele desembocar en dosis de aplicacion elevadas que aumentan la resistencia
al insecticida en muchos casos, asi como la exposicién innecesaria de estos
residuos biocidas, que ha motivado la actualizacion de la legislacion. El 1 de
septiembre de 2013 entra en vigor el Reglamento (UE) n.? 528/2012, también
conocido como Reglamento de Biocidas (BPR), con el objetivo de mejorar el
funcionamiento del mercado de biocidas en la UE y garantizar un alto nivel
de proteccion para las personas y el medio ambiente. Tal como se indica en el
anexo V de BPR, los biocidas estan divididos en 22 tipos de productos basados

en su uso y se clasifican en cuatro grandes grupos.

e Grupo 1.— Desinfectantes: compuestos destinados a eliminar microorga-

nismos o patogenos perjudiciales para la salud.

e Grupo 2.— Conservantes: compuestos destinados a prevenir el crecimiento
de microorganismos y algas, considerados nocivos, en productos que no
sean alimentos, piensos, productos cosméticos o medicinales, ni productos

sanitarios.

e Grupo 3.— Plaguicidas: compuestos destinados al control de plagas de
animales por medios distintos de repulsién o atracciéon, asi como los
que actian mediante estos dos métodos, incluidos los que se utilizan
para la higiene veterinaria o humana, ya sea directamente sobre la piel
o indirectamente en el entorno de las personas o animales. Dentro de
este grupo, clasificados como tipo de producto (TP) 18, se incluyen
insecticidas, acaricidas y productos para controlar otros artréopodos por

medios distintos de la repulsion o la atraccion.

e Grupo 4.— Otros biocidas: compuestos antiincrustantes y liquidos para

embalsamiento y taxidermia.
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Segiin esta clasificacion, los insecticidas son un tipo especifico de plaguicida
disenado para el control de insectos y pueden actuar sobre el sistema nervioso, el
metabolismo o la reproduccion de los insectos, lo que resulta en su eliminacion
o control efectivo. El uso de insecticidas para controlar plagas de insectos
se remonta a hace miles de anos. A lo largo de la historia, las civilizaciones
han desarrollado diferentes métodos y compuestos para combatir las plagas
y proteger asi los cultivos. Por ejemplo, se ha documentado la utilizacion de
azufre inorganico como arma quimica desde el ano 1000 a.C., arsénico desde
el 900 d.C. y, mas tarde, arseniato de plomo, criolita y acido borico [24].
Posteriormente, la botanica introdujo compuestos quimicos extraidos de plantas
con un importante potencial insecticida y elevada selectividad, sin embargo, su
disponibilidad era limitada y, por lo general, demasiado caros y fotolabiles
para lograr un gran impacto. Los mas destacados fueron piretro y nicotina.
A finales del siglo XIX y principios del XX se descubrieron otros compuestos
como el DDT (diclorodifeniltricloroetano) y los OP (organofosforados), lo que
condujo en 10 anos al TEPP (tetraetilpirofosfato) y al paration, asi como al
reconocimiento de que muchos OP tenian propiedades tnicas y ttiles para la
proteccion de las plantas. En la década de los 40 también se originaron los
insecticidas de MC (metilcarbamato). En las décadas siguientes, el DDT fue
uno de los insecticidas mas utilizados en la Segunda Guerra Mundial, por su
eficacia para controlar insectos transmisores de enfermedades como la malaria
y el tifus. Sin embargo, con el tiempo, se descubrieron sus efectos negativos
sobre la salud humana y el medio ambiente, lo que llevd a su prohibicion en

muchos paises [25].

En 1924, Laforge y Barthel [26], consiguieron definir las estructuras correc-
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tas de las piretrinas I y I contenidas en los extractos naturales de piretro y poco
después se identifico la configuracion absoluta de su fraccion acida por Crombie
y Harper en 1954 [27] para la piretrina I y por Inouye y Ohno en 1955 [28| para
la piretrina II. Finalmente, la configuraciéon absoluta de la fraccion alcohdlica
fue encontrada por Katsuda en 1958 [29]. Desde entonces, las investigaciones
se han centrado en el desarrollo de moléculas insecticidas a partir de modifica-
ciones estructurales de las piretrinas naturales. Estos derivados, denominados
piretroides sintéticos se han utilizado, no sélo para el control de plagas de insec-
tos domésticos, sino también para uso agricola siendo mas eficaces, econémicos

y estables que las piretrinas naturales originales.

Hasta finales de la década de los 50 se consideraba que los plaguicidas
representaban pocos o ningun riesgo a largo plazo para la salud y el medio
ambiente. Sin embargo, el rapido aumento del uso de insecticidas organicos
durante las décadas de 1940 y 1950, desperto la preocupacion piblica por su
seguridad. Desde entonces, se ha avanzado en el desarrollo de insecticidas més
selectivos y de baja toxicidad, asi como en el uso de enfoques integrados de
control de plagas que combinan métodos biolégicos, culturales y quimicos. De
hecho, el niimero de compuestos sintéticos preparados por producto comercial
ha aumentado de 2.000 productos quimicos hace 50 anos a mas de 20.000 en
la actualidad [25]. Sin embargo, el proceso de descubrimiento de moléculas
insecticidas se ha ralentizado en la tltima década debido principalmente a los
riesgos que su uso implica. La investigacion de insecticidas no solo ayudan
a combatir las plagas, sino que son la base de la toxicologia ambiental al
aportar conocimiento sobre la selectividad de los compuestos activos en los

insectos diana. Debido a esta necesidad de generar insecticidas més seguros,
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se ha profundizado mas en la investigacion fundamental para comprender los

mecanismos moleculares.

Los principios activos utilizados para el desarrollo de insecticidas pueden
clasificarse atendiendo a su modo de accién (MdA), tal como indica la IRAC
(Insecticide Resistence Action Committee) Espana en su actualizacion de enero
del ano 2022. Esta clasificaciéon, que se muestra en la Tabla 1.1, incluye los
grupos y las materias activas utilizadas en nuestro pais segin las funciones
fisiologicas a las que afectan, para comprender mejor la sintomatologia, la
rapidez de accion y otras propiedades de los insecticidas. De todos los grupos
que aparecen enumerados en esta clasificacion existen evidencias cientificas que

los relacionan con un mecanismo de accion especifico.

La mayoria de los insecticidas actuales presentan actividad neurotoxica, ya
que el sistema nervioso tiene, al menos, 11 dianas o modos de acciéon definidos
para ello. La primera generaciéon de insecticidas neurotdxicos se inicia con el
descubrimiento del antes citado DDT, descubierto en 1948 por Miiller, quien
recibio el Premio Nobel de Fisiologia o Medicina por demostrar su actividad
como insecticida usado en el control de la malaria y la fiebre amarilla, entre
otros [30]. Los piretroides, que contintian utilizdndose en la actualidad, actian
del mismo modo que el DDT sobre el canal de sodio dependiente de voltaje
(Na,), interrumpiendo el paso de iones sodio a través de la membrana celular
[31]. Con el tiempo, la resistencia generada por los insectos ha propiciado la
busqueda de nuevos mecanismos de accidon relacionados con el sistema nervioso
central. Los receptores del acido ~y-aminobutirico (GABA) desempefian un
papel central en la neurotransmision inhibidora répida en los insectos. La

Abamectina y sus anélogos surgieron como antagonistas de GABA en el canal



14

Desarrollo de insecticidas de uso doméstico: aplicaciéon en rastreros

Tabla 1.1: Clasificacién de los modos de accion (MdA) de las sustancias
insecticidas conocidas, de acuerdo a su respuesta fisiologica demostrada en

insectos.
Funcién .
Grupo | MdA Sustancias
fisiologica
1 Inhibidores de AChE Carbamatos y Organofosforados
3 Moduladores del canal de Na*t Piretroides y Piretrinas
A Moduladores competitivos del receptor Neonicotinoides, Sulfoxiaminas y
Sistema nervioso y nicotinico de acetilcolina Butenolides
muscular Moduladores alostéricos del receptor o
5 Spinosines
nicotinico de acetilcolina, sitio I
Moduladores alostéricos del canal de C1~ . . .
6 Avermectinas y Milbemicinas
dependiente de glutamato
22 Bloqueantes del canal de Na, Oxadiazinas y Semicarbazonas
28 Moduladores del receptor de rianodina Diamidas
Moduladores de los érganos cordotonales, ) )
29 Flonicamid
sin punto de accion definido
7 Miméticos de la hormona juvenil Fenoxicarb y Piriproxifen
10 Inhibidores del crecimiento de 4caros Clofentezin, Hexitiazox y Etoxazol
Regulacion del 15 Inhibidores de la biosintesis de quitina Benzoilureas
crecimiento y desarrollo Inhibidores de la biosintesis de quitina
16 Buprofezin
tipo 1
18 Agonistas del receptor de ecdisoma
(hormona de la muda)
93 Inhibidores de la enzima acetil CoA Derivados de los acidos tetronico y
carboxilasa tetramico
n Disruptores microbianos de las
Sistema digestivo membranas digestivas de insectos
31 Baculovirus
Inhibidores del transporte de electrones o )
20 Acequinocil y Bifenazato
en el complejo mitocondrial 111
Sistema respiratorio o1 Inhibidores del transporte de electrones | Fenazaquin, Fenpiroximato, Piridabén,
en el complejo mitocondrial I Tebufenpirad
Inhibidores del transporte de electrones '
24 Fosfuros
en el complejo mitocondrial VI
Inhibidores del transporte de electrones ) o
25 Derivados del beta-Cetonitrilo
en el complejo mitocondrial 1T
UN Compuestos Azaridactin y Azufre
Desconocido o no . . Aceites crudos, mezcla de terpenoides y
UNE | Extractos y aceites
especifico sales potasicas de acidos grasos vegetales
UNF | Hongos entomopatogenos
UNM | Disruptores mecanicos




Introducciéon 15

de cloruro [32]. Otro de los mecanismos neuroactivos méas significativos es la
accion sobre el receptor nicotinico de acetilcolina (nAChR) que es esencial
para la comunicacion entre células nerviosas y musculares [1|. Asi surgieron
los compuestos de cloronicotinilo o nicotinoides sintéticos que acttian en el
insecto en el mismo lugar que la nicotina, pero con mucha mayor eficacia y
seguridad. La acetilcolinesterasa (AChE) es la enzima responsable de hidrolizar
el neurotransmisor acetilcolina en la sinapsis nerviosa. Si esta hidrolisis no
tiene lugar, se produce una acumulaciéon de acetilcolina que provoca la accion
repetida de las neuronas y, en consecuencia, la muerte por agotamiento [33].
Los organofosforados y metilcarbamatos actiian segtin este modo de acciéon y

han sido muy utilizados en el control de plagas agricolas durante anos.

Ademés de los antes citado, se han estudiado otros mecanismos neuroacti-
vos, como el receptor de glutamato en la uniéon neuromuscular de los insectos y
el receptor de octopamina pero, los compuestos resultantes se han descartado
debido a su toxicologia adversa. Mas alla de los neurotoxicos, se han desarro-
llado otros compuestos con mecanismo de accion diferentes. Es el caso de los
compuestos que alteran la respiracion, como la rotenona cuyo objetivo es la
NADH-ubiquinona oxidorreductasa. Sin embargo, este mecanismo de accién
presenta alta toxicidad a los peces y a otras especies no objetivo. Existen otros
tipos de insecticidas que actiian como reguladores del crecimiento y estan ins-
pirados en hormonas juveniles naturales de insectos. Entre los mas utilizados
en mercados especializados se encuentran el fenoxicarb y piriproxifen aunque
su accion es lenta ya que requiere de una serie de etapas sensibles en el ciclo de
vida del insecto. Las feromonas y otros atrayentes desempenan un papel impor-

tante en el seguimiento y la manipulaciéon del comportamiento de los insectos a
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niveles extremadamente bajos sin residuos quimicos toxicos; son componentes
importantes de los programas de control de plagas que generalmente también

requieren un insecticida quimico.[25].

La toxicidad no selectiva de las sustancias desarrolladas a partir de la
investigacion de estos mecanismos moleculares en insectos, ha propiciado el
uso masivo de unos pocos insecticidas altamente eficaces para el control de
plagas. Esto conduce, a menudo, a una resistencia a los insecticidas, por lo que
los fabricantes se ven obligados a invertir en investigacién para descubrir nuevas
sustancias biocidas que actien eficazmente sobre los insectos o que desarrollen
un efecto sinérgico con los insecticidas actuales, potenciando la sensibilidad
sobre el insecto objetivo. Por otra parte, los consumidores buscan, cada vez
mas, soluciones especificas y efectivas en funcion de la plaga de insecto a tratar.
Sin embargo, la creciente preocupacion por el medio ambiente hace que, cada

vez més, el consumidor busque productos con un minimo impacto ambiental.

La UE establece las normas para la comercializacion y el uso de productos
biocidas en el territorio de la UE a través de BPR. Esto incluye productos
destinados a su uso en areas industriales, domésticas, de salud publica y
veterinarias. Antes de que un producto biocida pueda ser comercializado y
utilizado, debe obtener una autorizaciéon previa. El proceso de autorizacion
implica una evaluacién exhaustiva de los riesgos y beneficios del producto, asi
como de su eficacia para controlar los organismos objetivo y los efectos sobre
la salud humana y el medio ambiente. Cada tipo de producto (TP) definido
en este Reglamento se clasifica en una categoria y se somete a requisitos
especificos de autorizacion. Solo se permite la comercializacion de productos

que contengan sustancias activas aprobadas y que cumplan con los criterios
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de seguridad y eficacia establecidos. Ademas, a partir del 1 de septiembre de
2015, un biocida compuesto por una sustancia relevante, o que la contenga o
genere, no podra comercializarse en la UE si el proveedor de la sustancia o del
producto no esta incluido en la lista correspondiente al tipo de producto al cual
pertenece. En el listado del articulo 95 de BPR se incluyen las sustancias activas
que han superado los estudios toxicoldgicos, ecotoxicoldgicos y ambientales
requeridos para ello. De esta manera, las combinaciones de sustancias activas
efectivas para cada familia de insectos se reducen considerablemente y la
ventaja competitiva de las empresas del sector es practicamente nula. Los
fabricantes y comercializadores de productos biocidas tienen la responsabilidad
de garantizar el uso seguro de estos productos. Esto incluye proporcionar
instrucciones claras de uso, precauciones de seguridad y etiquetado adecuado

en el envase del producto.

El BPR promueve el intercambio de informacién y la cooperaciéon entre los
Estados miembros de la UE y establece un proceso de reconocimiento mutuo
para la autorizaciéon de productos biocidas en los diferentes paises de la UE.
Los Estados miembros tienen la responsabilidad de garantizar la vigilancia y el
cumplimiento de las disposiciones del BPR mediante la inspecciéon de productos
en el mercado, el control de calidad y la toma de medidas correctivas en caso

de incumplimiento.

El mercado internacional de insecticidas esta muy consolidado, con produc-
tores especializados que poseen la mayoria de la cuota de mercado: Syngenta
AG, Bayer Crop Science, FMC Corporation, ADAMA Agricultural Solutions
Ltd. y BASF SE son las principales companias. El alto coste asociado al desa-

rrollo de moléculas insecticidas es una barrera en el mercado y es probable que
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las grandes empresas hagan esfuerzos para que el mercado esté mas consolida-
do en el futuro. A nivel nacional, en el mercado espanol, FA realiz6 un estudio
con datos recogidos del portal de ventas Nielsen de productos insecticidas. Los
resultados del estudio reflejaron un crecimiento ininterrumpido de las ventas
de productos insecticidas en el mercado espanol, tal como se puede observar en

el grafico de la Figura 1.1.
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Figura 1.1: Volumen de ventas anuales (millones de €) de productos insecticidas
en Espana en el periodo 2019-2023.

Analizando la cuota de mercado espanol por marca, FA dentro del grupo
empresarial Smart Control Corp, lidera el mercado con una cuota del 43 % en
volumen de ventas. El resto de los grupos empresariales presentes en Espana
son scJohnson, Henkel y Zelnova, las marcas de sus productos insecticidas se

describen en la Figura 1.2.
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Figura 1.2: Marcas incluidas en los grupos empresariales presentes en Espana.

La distribucion de ventas de insecticidas en 2023 en Espana por segmentos
(Figura 1.3) indica que el conjunto de insectos voladores presenta el mayor peso,

con mas del 60 % de las ventas nacionales, seguido por los insectos rastreros.
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Figura 1.3: Distribucién de ventas de insecticidas en 2023 en Espana por
segmentos.

Cabe destacar la amplia gama de tipos de aplicaciones para insectos vola-
dores (aerosoles, difusores eléctricos, velas, espirales, etc.), donde la volatilidad
del producto es importante para alcanzar tamanos de gota muy reducidos que

consigan impactar sobre insectos de pequeno tamano en continuo movimiento.



20 Desarrollo de insecticidas de uso doméstico: aplicacién en rastreros

El aerosol fue el formato con mayor volumen de ventas en 2019 para el segmento

de voladores, seguido del difusor eléctrico (Figura 1.4).
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Figura 1.4: Volumen de ventas en 2023 para el segmento de voladores.

En el caso de los productos destinados a insectos rastreros, las aplicaciones
mas comunes son el aerosol, el liquido en spray y el producto en forma de
trampas que contienen un cebo insecticida y actta por ingestion. Al igual que
en voladores, el formato en aerosol ocup6 el mayor volumen de ventas en 2023,

seguido de las trampas (Figura 1.5).

m Aerosol = Trampas

Figura 1.5: Volumen de ventas en 2023 para el segmento de rastreros.
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La presencia relevante de FA en el mercado espanol de insecticidas motiva la
inversion en investigacion para el descubrimiento de nuevas sustancias activas
que puedan suponer una alternativa a los insecticidas comerciales actuales, o
bien que potencien la sensibilidad de las sustancias permitidas hasta la fecha,
reduciendo asi la resistencia generada por muchos de los piretroides utilizados
en formulaciones de uso doméstico. Asimismo, el desarrollo de alternativas
insecticidas con menor impacto en el medio ambiente y la salud humana
permite consolidar a FA como una empresa espanola lider en la fabricacion

y comercializacion de insecticidas, comprometida con el desarrollo sostenible.

1.2.2 Actividad insecticida en rastreros: los piretroides

Para desarrollar un insecticida de uso doméstico es clave conocer el modo de
aplicacion, el insecto diana y sus mecanismos biologicos asociados. En esta
tesis se ha tomado como insecto diana a la cucaracha americana Periplaneta
americana, debido a su creciente presencia en areas urbanas y residenciales
de Espana y resto de Europa. Las hembras de esta especie depositan los
huevos en forma de capsulas, llamadas ootecas, en lugares ocultos al transito
de personas y en ausencia de luz. Las condiciones de temperatura y humedad
de la época estival en la costa mediterranea propicia su rapida reproducciéon
en estas zonas, generando malestar entre la poblacion. Como ya se ha tratado
en la seccion anterior, el modo de aplicacion mas utilizado en el mercado es
el aerosol aplicado directamente sobre el insecto (via topica) o bien, aplicado
sobre una superficie de paso actuando también por via topica. Considerando la

investigacion generada hasta la fecha de los mecanismos de accion de sustancias
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insecticidas y la eficacia insecticida de los productos comerciales méas utilizados
en los ultimos anos, se profundiza en el conocimiento del mecanismo biolégico
de inhibicién de AChE, asi como en la actividad biologica de los canales i6nicos.
De esta manera, se pretende valorar la viabilidad de utilizar estos MdA para
desarrollar sus estructuras moleculares en la cucaracha americana y desarrollar

sustancias insecticidas no conocidas.

La AChE pertenece a la clase de proteinas caracterizadas por el pliegue hi-
drolasa, que es compartido por varias enzimas hidroliticas de diferentes origenes
y funciones. El sitio activo de la AChE contiene dos subsitios, el esteratico que
corresponde al sitio catalitico y el aniénico, que corresponde al sitio de uniéon
de colina, respectivamente. También hay otro sitio de unién aniénico perifé-
rico para la acetilcolina y otros ligandos cuaternarios. El modo de accion de
la AChE se asemeja a otras serinas hidrolasas, implicando la formacion de un
intermedio acil-enzima [32]. Con la ayuda de las técnicas de simulaciéon y mo-
delado computacional se han realizado numerosos estudios para determinar la
estructura y funcion de la acetilcolinesterasa en varios organismos. En este sen-
tido, una fuente de informaciéon esencial es la ampliamente utilizada coleccion
depositada en la Protein Data Bank (PDB), una libreria que pone a disposi-
cion publica innumerables biomoléculas y complejos para la investigacion tanto
estructural como computacional. Cabe destacar que ya en 2016 habia 178 es-
tructuras de AChE disponibles, muchas de las cuales incluian inhibidores de
importancia médica y farmacologica [34]. Las técnicas computacionales tam-
bién han servido para predecir la potencia inhibidora de compuestos OP y
carbamatos, como en el trabajo de Lee et al. [35]|, donde se utilizaron méto-

dos de tipo de Relacion Cuantitativa Estructura-Actividad (3D-QSAR) y se
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incluyeron insecticidas comerciales para la validacion de la prediccion. Los in-
secticidas OP y carbamatos fueron desarrollados como inhibidores de AChE.
Los OP son compuestos que contienen fosforo y derivan de los acidos fosférico,
fosfonico y fosfinico. Su mecanismo de accion es la fosfilacion del residuo cata-
litico de serina de la AChE, tal como se describe en la Figura 1.6. Al inhibir
la AChE provocan una respuesta rapida sobre el insecto que comienza con un
movimiento descoordinado y termina en la muerte en un periodo de 24 a 48
horas segiin la dosis de aplicacion. Una de sus principales ventajas es que se
degradan rapidamente mediante hidroélisis por lo que no se acumulan en el me-
dio ambiente como ocurria con los organoclorados. Sin embargo, el problema
de los OP es que atacan irreversiblemente al residuo catalitico de serina de la
ACHhE tanto para invertebrados como para vertebrados, lo que los convierte en

altamente toxicos para humanos [36].

En el caso de los carbamatos, se inhibe la AChE mediante la carbamilacion
de la serina catalitica tal como se muestra en la Figura 1.6. Al ser mas rapida
la descarbamilacion que la defosfilacion, la dosis necesaria para causar efectos
toxicos en humanos es mayor para los carbamatos que para los OP por lo
que se consideran menos peligrosos para la salud humana. Se descomponen en
semanas o meses, por lo que no se acumulan significativamente en el medio
ambiente. Cabe también destacar que son mas estables quimicamente y més
hidrofobos y tienen presiones de vapor mas bajas. Por todo esto, se utilizan
como insecticidas de contacto para el tratamiento de plagas en cultivos y se

han convertido en una alternativa a los OP como inhibidores de la AChE [36].

Ademas de la ya mencionada AChE, otras de las dianas méas importantes

en el desarrollo de nuevos insecticidas son los llamados canales i6nicos.
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-R’OH H,0
AChE-OH +|(RO),PO(OR’)| ———— [AChE-O-PO(OR) ,] — > AChE-OH + (RO) ,PO,H

OP

-R’OH H,O0
AChE-OH +|R'OCONHR | ———— [AChE-O-CONHR] ———— AChE-OH + RNHCO,H

carbamato

Figura 1.6: Proceso de inhbicién de acetilcolinesterasa para compuestos orga-
nofosforads y carbamatos.

Estas biomoléculas son proteinas que regulan el paso de los iones a través de la
membrana plasmatica y se difunden de acuerdo a su potencial electroquimico.
Son estructuralmente muy diversos pero tienen en comun que acttian como
puertas que se abren o cierran en respuesta a un estimulo. Pueden ser selectivos
para un i6n especifico, como los canales de sodio (Na™), potasio (K1) y calcio
(Ca®T); o no selectivos, como los receptores nicotinicos [37]. En el caso de
los canales selectivos de Na™ y K™, en la mayoria de los casos la apertura y
cierre se genera por un potencial de membrana a causa de la propagacion de
un estimulo nervioso. La apertura de los canales de sodio activados por voltaje
(Nay) se produce rapidamente, y como consecuencia provoca la despolarizacion
de la membrana, tal como se puede apreciar en la Figura 1.7. Esto desencadena
posteriormente la apertura de los canales de K activados por voltaje (Ky) que
luego repolarizan la membrana garantizando el retorno al potencial de reposo

38].

En las ultimas décadas, los estudios computacionales han avanzado en
la determinacion de la estructura atéomica tridimensional de varios canales
ibnicos, lo cual ha permitido comprender mejor la permeabilidad i6nica y la

selectividad de los iones en canales de membranas biol6gicas a nivel molecular.
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Figura 1.7: Mecanismo para el funcionamiento del canal de sodio activado por
voltaje.

Los modelos computacionales desarrollados han permitido predecir los sitios
de unioén de los distintos insecticidas conocidos, como en el trabajo de O’Reilly
et al. [39], donde se desarrollé un modelo de homologia del VSSC de la mosca
doméstica para predecir la ubicacién de los sitios de unién de los insecticidas
fenvalerato (piretroide sintético) y DDT (organoclorado de primera generacion).
En el caso de la cucaracha americana, Shen et al. determinaron una estructura
de alta resolucion para el canal de sodio mediante microscopia electronica
[40]. Posteriormente en su publicacién de 2018 [41] proporcionaron las bases
para determinar la accién de moléculas pequenas en el canal, dividiendo su
mecanismo de acciéon en dos categorias: bloqueantes fisicos que obstruyen el
canal, como tetrodotoxina (TTX) y saxitoxina (STX); y modificadores que
alteran la activacion del canal al interferir con el sitio de deteccion de voltaje.

Los insecticidas que han demostrado su accion sobre canales i6nicos se resumen
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en la Tabla 1.2. De todos ellos, los méas utilizados en la actualidad en las

formulaciones comerciales de productos para uso doméstico son los piretroides.

Tabla 1.2: Tipos de insecticidas que acttian sobre canales i6nicos.

Tipo de insecticida | Canal i6nico
Piretroides Na*
DDT y analogos Na™*
N-Alkylamides Na™*
Dihydropyrazoles Na™*
Diacylhydrazines Kt
Azadirachtin K+
Ryanodine Ca*?

Los piretroides son una clase de insecticidas neurotéxicos muy importantes
y surgen como anéalogos sintéticos de los ésteres naturales del acido crisantémico
(piretrinas I) y del acido pirétrico (piretrinas II) (Figura 1.8). El primer
piretroide, la Aletrina (Figura 1.9) fue descubierto por Schechter y LaForge
en 1949, como resultado de la simplificacion de la fracciéon dieno de la Piretrina
[, y fue comercializada por Sumitomo Chemical Co. en 1953, gracias a la
investigacion realizada por Matsui que establecié las bases para el desarrollo
de novedosos piretroides desarrollados posteriormente por los quimicos de
esta compania. Estas investigaciones llevaron a Matsuo hasta la sintesis de la
Praletrina en 1981, consiguiendo un piretroide de alta actividad biocida contra
insectos domeésticos y la estructura mas similar a la Piretrina I natural [42].
La Tetrametrina fue sintetizada por Ueda en 1964 a partir de la Piretrina I
hasta conseguir el éster de N-hidroximetil ftalimida, que resulté ser uno de los
insecticidas més potentes utilizados para combatir plagas domésticas. Siguiendo

los trabajos de la sintesis de Tetrametrina, Itaya redisend la estructura de
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la fraccién alcoholica de la Praletrina sintetizando la Imiprotrina en 1977
(Figura 1.9). Este piretroide sintético demostro una elevada actividad biocida
contra cucarachas [43]. También Itaya, en 1968, sintetizé varios derivados
a partir del m-cresol hasta conseguir finalmente la Fenotrina, que resulto
mostrar una elevada actividad como insecticida y su toxicidad en mamiferos era
menor que las Piretrinas naturales [44]. La incorporacion del alcohol -ciano-3-
fenoxibencilico ha dado lugar a varios piretroides comerciales como Cifenotrina,

Cipermetrina o Deltametrina (Figura 1.9).
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Figura 1.8: Estructura molecular de la Piretrina I y II. Fuente: Referencia [42]

Los piretroides se clasifican en dos grupos (tipo I y II) segin su toxici-
dad y propiedades fisicas. Los de tipo I tienen una estructura basica de éster
carboxilico de ciclopropano, entre ellos se encuentra la Aletrina, Permetrina,
Fenotrina y Tetrametrina. Los piretroides tipo II incorporan un grupo ciano
a su estructura, como la Cipermetrina y la Cifenotrina. Los piretroides tienen
una alta quiralidad ya que presentan de uno a tres atomos de carbono asimétri-
cos (centros quirales). Todos tienen al menos cuatro estereoisomeros y de dos
a cuatro pares de diastereoisbmeros o enantiémeros. Ademas de la adicion del
grupo ciano, también se han realizado variaciones en la identidad y posicion de
los grupos quimicos halogenados e hidrofébicos y de su disposicién estereoqui-
mica [2]. Estas alteraciones de la estructura béasica de un piretroide basada en

la estructura original de la Piretrina, puede aumentar el potencial biocida pero
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a la vez puede afectar a la fotoestabilidad o a la selectividad de la molécula

sobre el insecto diana.
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Figura 1.9: Ejemplos de moléculas de algunos piretroides comerciales. Fuente:
PubChem Open chemistry database |45]

Las propiedades fisico quimicas son similares entre los distintos piretroides,
tal como se muestra en la Figura 1.3. Todos ellos tienen una masa molar (M)
superior a los 300 g/mol, el logaritmo del coeficiente de particion octanol-agua
(log K,,) entre 4 y 7 indica que son altamente hidréfobos, y la solubilidad en
agua es muy baja para todos ellos (Tabla 1.3). La persistencia, medida como el
tiempo de degradacion para el 50 % de la sustancia (D7), es muy baja ya que
se hidrolizan facilmente en presencia de luz [46]. Los insecticidas piretroides
se utilizan por su elevada actividad insecticida y su bajo nivel de toxicidad en
mamiferos, aves y plantas en comparaciéon con los insecticidas organoclorados

y organofosforados.
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Tabla 1.3: Propiedades fisicoquimicas de los piretroides. Fuente: Referencia [46].

Piretroide | Tipo Formula M log Kow Solubilidad en agua | DTy
molecular (g/mol) a 20°C (ug/L) (dias)
Aletrina I CloH2605 3024 4,96 0,1 -
Imiprotrina 1 Ci7Hya N5 Oy 318,4 2,43 93.500 -
Permetrina I Co1Hy03Cly 391,3 6,1 200 13
Fenotrina I Ca3H605 350,5 6,01 9,7 -
Praletrina I C19H340; 300,4 4,49 8.030 -
Tetrametrina 1 CioHysNO, 331,4 4,6 1.830 3
Trasflutrina 1 Ci5H15CI3 F,04 371,2 5,46 57 7
Cipermetrina 11 CoH1gNO3Cly 416,3 5,3 9 60
Deltametrina 1I Co9H19NO3Bry 505,2 4,6 0,2 13

En la Tabla 1.4 se muestran los efectos agudos de algunos piretroides y
sus formulaciones en organismos no objetivo. Los insectos tienen canales de
sodio mas sensibles, sus cuerpos son pequenos en comparacion con el de los
mamiferos y con temperaturas corporales mas bajas, lo que se traduce en una
menor absorcion a través de la piel en mamiferos y una mayor metabolizacion a
compuestos no téxicos. Sin embargo, la exposicién a concentraciones elevadas
de piretroides podria afectar al sistema nervioso central e inducir toxicidad

reproductiva debido a la alteraciéon endocrina.

A pesar de la capacidad de metabolizacion de los piretroides que poseen los
seres humanos, existen estudios que demuestran que estos pueden bioacumu-
larse en poblaciones de mamiferos donde el uso de estos insecticidas se realiza
de manera habitual para el control de plagas agricolas o domésticas, como el
estudio de Corcellas et al. [47] donde se analizan los niveles de piretroides en

leche materna humana en distintas zonas de Colombia, Brasil y Espana.
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Tabla 1.4: Efectos toxicolégicos de los piretroides sobre aves, peces y abejas.
Fuente: Referencia [2].

Piretroide Aves Peces Abejas
MEyiretroide/ Kpeso ave

Aletrina 2030 Toxico -
Permetrina >13500 Muy toxico Muy toxico
Fenotrina >2500 Toéxico Toéxico
Tetrametrina >1000 Toxico Toxico
Cipermetrina - Extremadamente toxico Toxico
Deltametrina >4640 Toxico Muy toxico

1.3 Herramientas computacionales de modelado

molecular

El modelado molecular es una disciplina fundamental en la investigacion cien-
tifica y el desarrollo tecnolégico en campos como la quimica, la biologia, la
farmacologia y la nanotecnologia [48]. Se basa en la utilizacion de técnicas
computacionales para simular y analizar la estructura y el comportamiento de
moléculas y sistemas moleculares a nivel atémico. Las herramientas de modela-
do molecular permiten visualizar [49], predecir [20] y entender las propiedades
y funciones de las moléculas [50], lo que resulta indispensable para una amplia

gama de aplicaciones. Entre estas aplicaciones podemos destacar las siguientes:

a. Diseno de nuevos farmacos: Permite disenar y optimizar nuevos com-
puestos farmacéuticos mediante la prediccion de sus mecanismos de accion
frente a dianas biologicas, como enzimas, receptores y proteinas [51|. Es-

te enfoque ha demostrado ser crucial para el desarrollo de medicamentos
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mas eficaces y selectivos.

b. Descripciéon de la estructura y funciéon de proteinas: Facilita el
estudio de la estructura tridimensional de proteinas y la comprension del
mecanismo biolégico en el que participan, lo que es crucial para entender

procesos en tejidos vivos y desarrollar terapias dirigidas [52, 53|.

c. Diseno de materiales: Permite simular y optimizar la estructura y las
propiedades de materiales a nivel molecular, lo que es tutil para crear
materiales avanzados con propiedades especificas para aplicaciones en

electronica, catalisis, y materiales biomiméticos, entre otros [54, 55].

d. Predicciéon de propiedades quimicas: Permite predecir propiedades
fisicas y quimicas de moléculas y materiales, como la solubilidad, la
reactividad quimica, y las propiedades termodinamicas, lo que puede
ayudar a la optimizacion de procesos quimicos y la sintesis de materiales

con propiedades mejoradas [56, 57].

Existen diversas herramientas y técnicas de modelado molecular, cada una
con sus propias caracteristicas y aplicaciones especificas. Estas técnicas son
esenciales para abordar problemas complejos en diferentes areas cientificas. La
dindmica molecular (MD) es una técnica que simula la evolucién temporal de
un sistema molecular mediante la integracion numérica de las ecuaciones de
movimiento de las particulas, generalmente utilizando el algoritmo de Verlet
o variantes de éste [17|. Esta técnica permite estudiar la dindmica y la ter-
modinamica de sistemas moleculares complejos, proporcionando informaciéon
detallada sobre el comportamiento de las moléculas a nivel atémico. Aplicacio-

nes tipicas de la dinamica molecular incluyen el estudio de procesos de difusion,
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plegamiento de proteinas e interacciones intermoleculares [18, 58|.

Existen ademas los métodos de mecanica cuantica, una teoria mas compleja
que abre la puerta al estudio del comportamiento electronico de sistemas
moleculares. Este nivel de teoria permite asi estudiar reacciones quimicas,
propiedades oOpticas y electronicas de moléculas y materiales [59]. Métodos
como la teoria del funcional de la densidad (DFT) y la teoria del segundo orden
de Mpgller-Plesset (MP2) son comtnmente utilizados para este proposito [60].
Estos enfoques proporcionan una comprension profunda de los mecanismos de

reaccion y las propiedades de los materiales a nivel cuantico [61].

Otra técnica ampliamente utilizada es el docking molecular, que predice
la conformacion y la afinidad de unién entre dos moléculas, como farmacos y
proteinas, utilizando algoritmos de buisqueda para encontrar la orientacion y
geometria 6ptimas de interaccion entre ellas [12, 15, 62]. Este método es fun-
damental en el diseno de farmacos, ya que permite identificar posibles ligandos
que se unan con alta afinidad a una diana biolégica especifica, facilitando el
desarrollo de nuevos agentes terapéuticos [63]. El modelado de proteinas es otro
campo importante, que incluye técnicas como la modelizacién por homologia
y el plegamiento de proteinas. La modelizaciéon por homologia permite prede-
cir la estructura tridimensional de una proteina basandose en la secuencia de
aminoacidos y la estructura de proteinas homologas conocidas [64]. Ademas,
técnicas avanzadas como AlphaFold han revolucionado este campo al propor-

cionar predicciones de estructura con precision casi experimental [52].

Los métodos de simulacion Montecarlo son técnicas estocasticas que utilizan

el muestreo aleatorio para explorar el espacio de configuraciones de un sistema.
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Uno de los métodos més utilizados es el muestreo de Metropolis, que permite
obtener un muestreo eficiente y réapido utilizando criterios como el factor de
Boltzmann para guiar el recorrido aleatorio [65]. Estos métodos son especial-
mente tutiles para estudiar sistemas donde las configuraciones energéticas son

complejas y no lineales.

La metadinamica es una técnica avanzada desarrollada para superar ba-
rreras de energia y simular eventos raros. Introduce potenciales Gaussianos
repulsivos en el sistema a intervalos regulares para ayudar a escapar de mi-
nimos locales de energia, proporcionando una reconstrucciéon més precisa de
la energia libre del sistema [66, 67|. Esta técnica es particularmente util para
estudiar procesos lentos y dificiles de simular con métodos tradicionales, como

cambios conformacionales en proteinas y reacciones quimicas complejas.

Ademés, los métodos QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationship)
son vitales en el modelado molecular. QSAR utiliza modelos matematicos y
estadisticos para predecir la actividad bioldgica y las propiedades fisicoquimicas
de compuestos quimicos basdndose en su estructura molecular [68]. Estos
métodos son ampliamente utilizados en el diseno de farmacos, la evaluacion
de toxicidad y la optimizacién de compuestos quimicos, proporcionando una
herramienta poderosa para predecir la actividad biolégica de nuevas moléculas

antes de su sintesis experimental [69].

Cada una de estas técnicas aporta herramientas poderosas para la investi-
gacion y el desarrollo en diversas areas de las ciencias de la vida y la ingenieria,
proporcionando una comprension més profunda y detallada de los sistemas

moleculares y sus comportamientos.
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Capitulo 2

Objetivos

El objetivo principal de esta tesis es descubrir el potencial insecticida y
sinérgico de sustancias quimicas recogidas en la base de datos de medicamentos
(DrugBank), mediante la prediccion de su interaccion en dos de los mecanismos

de accién mas relevantes para los insecticidas rastreros de uso doméstico, como

son VSSC y AChE.

Los objetivos parciales de esta tesis doctoral se enumeran a continuacion:

O1.- Caracterizar la actividad biocida de las principales sustancias insecticidas
convencionales (piretroides) frente a sustancias alternativas (terpenoides),
mediante un método n wvivo de aplicacién toépica sobre la cucaracha

Periplaneta americana.

02.- Desarrollar un modelo computacional capaz de predecir la interaccion
de una sustancia en el sitio activo de VSSC de la cucaracha Periplaneta

americana.
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03.- Desarrollar un modelo computacional capaz de predecir la interaccion de
una sustancia en el sitio activo de la AChE de la cucaracha Periplaneta

americana.

O4.- Generar predicciones de interaccion con los modelos de VSSC y AChE a

partir de la base de datos de medicamentos (DrugBank).

05.- Comparar los resultados obtenidos en los modelos computacionales con
los datos experimentales in vivo obtenidos mediante aplicacion topica de

las sustancias méas prometedoras y que estan disponibles comercialmente.



Capitulo 3

Materiales y Métodos

En este capitulo se describen de manera detallada los materiales y métodos,
tanto computacionales como experimentales, utilizados en el desarrollo de esta
tesis. En primer lugar, se explica en qué consiste el proceso de VS y se presenta
la metodologia computacional desarrollada a lo largo de la investigacion. Esto
incluye la seleccion de las dianas biologicas de la cucaracha americana, la
biblioteca de compuestos explorada, el procedimiento de preparacion de las
estructuras de las dianas y la estrategia de VS aplicada. También se describe
el procedimiento utilizado en la realizaciéon de los ensayos in vivo, asi como los
parametros de toxicidad empleados para determinar la eficacia insecticida y
sinérgica de los compuestos seleccionados in silico. Finalmente, se incluyen los
procedimientos experimentales y los métodos de calculo de las determinaciones
fisicoquimicas realizadas durante la investigacion, con el fin de evaluar el

comportamiento del liquido de ensayo a través de la cuticula de la cucaracha.
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3.1 Virtual screening (VS) para el descubrimien-

to de biocidas

El VS [70] es un método computacional que se utiliza para identificar rapida-
mente compuestos quimicos potencialmente activos frente a una diana biologica
especifica, como puede ser una enzima, un receptor o una proteina asociada a
una enfermedad. En lugar de realizar ensayos experimentales (asociados a un
alto coste en tiempo y dinero) de manera directa sobre una gran cantidad de
compuestos quimicos, el VS utiliza herramientas de modelado molecular pa-
ra realizar simulaciones computacionales de interaccion entre compuestos y la

diana biologica.

El proceso de descubrimiento y desarrollo de nuevas sustancias activas bio-
cidas es largo y complejo, abarcando tipicamente un periodo de 8 a 13 anos
desde la idea inicial hasta la comercializacién de la sustancia. La Figura 3.1
ilustra el proceso de desarrollo de sustancias activas biocidas, donde miles de
compuestos son inicialmente seleccionados y evaluados. A través de diversas
etapas, incluyendo la selectividad toxicologica de la sustancia y la identifica-
cion de los riesgos para la salud humana y el medioambiente, el niimero de
candidatos se reduce significativamente. De los miles de compuestos evaluados,
aproximadamente 250 avanzan a las fases de estudios in vivo para determi-
nar la dosis minima eficaz de la sustancia. Posteriormente, solo unos pocos,
alrededor de cinco, llegan a las etapas avanzadas de desarrollo de un dossier
de registro que debe incluir los estudios fisicoquimicos y de eficacia que indica

BPR. Finalmente, uno o dos compuestos consiguen incluirse en el listado de
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sustancias activas biocidas aprobados por la ECHA. En este contexto, el VS
juega un papel crucial al permitir la identificacion eficiente de compuestos pro-
metedores en las etapas iniciales, optimizando recursos y acelerando el proceso

de descubrimiento de sustancias insecticidas.

Dosis
eficaz

Toxicidad Fisico - Efi ) Sustancia
selectiva quimico Icacla aprobada
Riesgos
Descubrimiento Estudios segun BPR Evaluacién ECHA
[ ] [ ] [ |
3-5afos 3 anos 2-5afos

Figura 3.1: Proceso de desarrollo para la aprobaciéon y comercializacion de una
sustancia activa biocida en Europa.

El proceso del VS se estructura en varias etapas criticas que garantizan la
seleccion de los mejores candidatos para avanzar en el pipeline de desarrollo.
En primer lugar, la preparacién de la biblioteca de compuestos es
una etapa fundamental donde se selecciona un conjunto de moléculas que
seran evaluadas en el cribado virtual. Esta biblioteca puede componerse de
moléculas provenientes de bases de datos publicas, como PubChem, ZINC o
Drug Bank (DB), o de colecciones de compuestos de disefio propio desarrolladas
especificamente para el estudio en cuestion [21, 71, 72|. Ademaés, debido a la
creciente preocupacion por la seguridad y sostenibilidad en el desarrollo de
nuevos farmacos, se estan utilizando cada vez méas bases de datos de compuestos

naturales, como NPASS y SuperNatural II, que ofrecen una rica fuente de



40 Virtual screening (VS) para el descubrimiento de biocidas

moléculas con una diversidad estructural significativa y propiedades bioactivas
potenciales |73, 74|. Sin lugar a dudas, la diversidad y calidad de la biblioteca
de compuestos son cruciales, ya que determinan el rango y la eficacia potencial

de los candidatos identificados durante el cribado.

Una vez que se ha preparado la biblioteca de compuestos, la siguiente etapa
crucial en el proceso de VS es la preparacién de la estructura de la diana
biologica. Esta fase implica la obtencion y optimizacion de la estructura tri-
dimensional de la proteina diana, que es esencial para la precision y éxito del
docking molecular. La estructura tridimensional de la proteina puede obtenerse
mediante diversas técnicas experimentales como la cristalografia de rayos X, la
resonancia magnética nuclear (RMN), o a través de técnicas de criomicrosco-
pia electronica (cryo-EM). Estas metodologias proporcionan datos estructurales
con alta resolucion que son fundamentales para el analisis detallado de las inter-
acciones proteina-ligando |75|. Existen bases de datos publicas como el Protein
Data Bank (PDB) donde se almacena la estructura tridimensional de protei-
nas y acidos nucleicos determinada mediante técnicas experimentales, como la
cristalografia de rayos X y RMN [76]. El PDB contiene una amplia coleccion
de estructuras de proteinas resueltas a diferentes resoluciones y en diversos
estados funcionales. Es una herramienta fundamental para la investigacion en
biologia estructural y el modelado de proteinas, ya que proporciona informaciéon

detallada sobre la conformacion y la funciéon de proteinas de interés.

En los casos donde la estructura experimental de la proteina diana no es-
ta disponible, se pueden utilizar métodos computacionales de modelado por
homologia como se ha mencionado anteriormente. Este enfoque se basa en la

suposiciéon de que proteinas con secuencias de aminoacidos similares tienen
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estructuras tridimensionales similares. Herramientas como SWISS-MODEL y
Phyre2 permiten construir modelos tridimensionales de proteinas basandose en
estructuras conocidas de proteinas homologas, ofreciendo una alternativa via-
ble para la obtencion de la estructura de la diana |77, 78|. Recientemente, la
irrupcion de la inteligencia artificial (IA) en el modelado molecular ha gene-
rado herramientas como AlphakFold, capaces de predecir la estructura terciaria
de las proteinas a partir de sus secuencias de aminoécidos. Estas herramientas
han revolucionado el campo de la biologia estructural al ofrecer predicciones de
estructuras proteicas con una precision comparable a la de métodos experimen-
tales tradicionales [52]. AlphaFold, desarrollado por DeepMind, utiliza redes
neuronales profundas y una ingente cantidad de datos de secuencias y estruc-
turas proteicas disponibles publicamente para entrenar su modelo. El sistema
incorpora informacién evolutiva, principios fisicos y datos estructurales cono-
cidos para generar predicciones de la estructura tridimensional de proteinas
con alta precision. En la competicion Critical Assessment of protein Structure
Prediction"(CASP), AlphaFold ha demostrado una capacidad sin precedentes
para predecir estructuras complejas que anteriormente eran dificiles de resolver

[79].

Una vez obtenida la estructura tridimensional de la proteina, es necesario
preparar esta estructura para el analisis de docking. Este proceso incluye varios
pasos criticos. Primero, se elimina cualquier molécula de agua presente en la
estructura cristalografica, ya que estas pueden interferir con la simulaciéon de
docking. A continuacion, se anaden los d4tomos de hidrogeno faltantes, lo cual
es esencial para una correcta representacion de las interacciones de enlace de

hidrégeno y otras fuerzas intermoleculares [80]. Adicionalmente, se asignan los
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estados de protonacion adecuados para los residuos de la proteina, en funciéon
del pH fisiolégico, utilizando herramientas como PROPKA para prever el estado

de ionizacion de los residuos en el contexto de la estructura completa [81].

Otra consideraciéon importante durante la preparacion de la diana es la
optimizacién de la estructura proteica. Esto puede implicar la minimizaciéon
de energia para aliviar tensiones estéricas o ajustes en las conformaciones de
los bucles que no estdn bien definidos en la estructura cristalografica. Los
métodos de MD pueden ser utilizados para refinar la estructura de la proteina,
proporcionando una representacion més realista y flexible de la diana biolégica

en condiciones simuladas de solvencia y temperatura [17].

Finalmente, se define el sitio activo de la proteina donde se realizara el
docking. Esto implica identificar las regiones de la proteina que son cruciales
para la interaccion con los ligandos, basandose en informacién experimental,
datos de mutagénesis, o predicciones computacionales. Herramientas como
SiteMap pueden ser utilizadas para identificar y caracterizar estos sitios de
union, asegurando que el docking se enfoque en las areas mas relevantes para
la actividad biolégica de los ligandos [82]. La cuidadosa preparacion de la
estructura de la diana biolégica es un paso fundamental en el proceso de
VS. Este proceso garantiza que las simulaciones de docking sean precisas y
relevantes, aumentando las probabilidades de identificar compuestos con alta
afinidad y especificidad hacia la diana bioldgica, y, por ende, con un mayor

potencial de eficacia.

La siguiente etapa es el docking molecular, donde se utiliza software espe-

cializado para predecir la conformaciéon y la energia de interacciéon entre cada
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compuesto de la biblioteca y la diana biologica de interés. Herramientas co-
mo AutoDock, DOCK, Glide o METADOCK son comtinmente empleadas en
este paso para evaluar como los compuestos se unen al sitio activo de la dia-
na. El docking molecular simula las interacciones fisicoquimicas y calcula la
afinidad de unién, proporcionando una vision detallada de las posibles confi-
guraciones moleculares y su compatibilidad con la diana [12, 83, 84|. Existen
métodos de docking basados en la nube como ACHILES, que proporcionan
una infraestructura escalable y accesible para realizar simulaciones de docking
molecular de alta eficiencia. Estos sistemas aprovechan el poder computacional
de los recursos en la nube para procesar grandes bibliotecas de compuestos
en paralelo, reduciendo significativamente el tiempo requerido para identificar
candidatos prometedores. ACHILES [85] y otros servicios similares permiten a
los investigadores ejecutar complejas simulaciones sin la necesidad de costosas
instalaciones de hardware local, facilitando el acceso a tecnologias avanzadas

para laboratorios de todo el mundo [11].

Una vez completado el docking, se procede al filtrado y selecciéon de los
compuestos. Los resultados obtenidos se analizan para identificar aquellos
con alta afinidad de unién y buena complementariedad estructural con la dia-
na biologica. Este proceso de filtrado implica la aplicaciéon de varios criterios
de seleccion, tales como la energia de unién, la geometria de la interaccion, y la
presencia de grupos funcionales relevantes. El objetivo es reducir el niimero de
candidatos a aquellos que muestran las caracteristicas mas prometedoras para
avanzar a las siguientes etapas del desarrollo [63, 86]. Cabe destacar que en este
sentido, se han utilizado en la bibliografia técnicas de docking por consenso,

donde diferentes aplicaciones de docking se utilizan para llegar a un consenso
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entre los resultados obtenidos por cada una de ellas. Esta estrategia busca me-
jorar la precision y fiabilidad de las predicciones al combinar multiples modelos
y algoritmos, minimizando asi el riesgo de falsos positivos. Por ejemplo, se pue-
den emplear programas como AutoDock, Glide, METADOCK, en paralelo, y
luego integrar sus resultados para seleccionar los compuestos con las puntua-
ciones mas consistentes y favorables. Este enfoque de docking por consenso ha
demostrado ser eficaz en la identificacion de ligandos potenciales con alta pro-
babilidad de éxito en etapas posteriores del desarrollo de farmacos [87]. Ademas
de las técnicas de docking por consenso, se han desarrollado métodos de post-
procesamiento de los resultados de docking que incluyen la re-evaluacion de los
complejos proteina-ligando mediante simulaciones de MD. Estas simulaciones
permiten refinar las configuraciones obtenidas en el docking inicial y evaluar
la estabilidad de los complejos en un entorno dinamico, proporcionando una
vision mas realista de la interaccion entre el ligando y la diana biologica [88].
La combinacion de docking molecular y simulaciones de dindmica molecular
constituye un enfoque robusto para la selecciéon y optimizacion de compuestos

candidatos.

La ultima etapa del proceso de VS es la validacion experimental, donde
los compuestos seleccionados se someten a ensayos para confirmar su actividad
biolégica. Estos ensayos pueden incluir pruebas de inhibicién enzimatica, estu-
dios de unién a receptores, ensayos celulares, y pruebas n vivo, dependiendo
de la naturaleza de la diana biolégica y el contexto del estudio. La validacion
experimental es crucial para corroborar los resultados computacionales y ase-
gurar que los compuestos identificados poseen la actividad biolégica deseada

en sistemas biologicos reales [89].
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3.2 Metodologia computacional propuesta

En esta seccién se describe la metodologia de VS utilizada en esta tesis para el
descubrimiento de nuevos compuestos biocidas contra la cucaracha americana
(Periplaneta americana). El objetivo principal es identificar compuestos que
no solo sean eficaces contra este insecto, sino que también cumplan con los
requisitos regulatorios establecidos por las principales agencias gubernamenta-
les, como la FDA (Food and Drug Administration) en los Estados Unidos y la
ECHA (European Chemical Agency) en Europa.

El primer paso en nuestra metodologia fue la seleccion de compuestos
a analizar. Basandonos en méas de 20 anos de experiencia acumulada en el de-
sarrollo de biocidas por parte de Francisco Aragon, se formulo la hipotesis de
que ciertos compuestos ya aprobados y utilizados en otros dominios, como el
farmacéutico, podrian tener un potencial biocida no explotado previamente.
Esta estrategia, conocida como reposicion de farmacos (drug repurposing) se
ha consolidado como una practica efectiva en la industria farmacéutica para
encontrar nuevas aplicaciones terapéuticas para medicamentos ya aprobados,
aprovechando el conocimiento existente sobre su seguridad y eficacia [90]. Pa-
ra llevar a cabo esta estrategia, nos centramos en la base de datos DrugBank
(DB) [21], una de las principales fuentes de moléculas utilizadas en el disefio
de farmacos. DB contiene més de 10.000 compuestos, incluidos medicamen-
tos aprobados, nutracéuticos, compuestos experimentales y retirados, lo que la
convierte en una base de datos fundamental para el proceso de reposiciona-
miento de farmacos. La seleccion de compuestos de esta base de datos ofrece

la ventaja de acceder a moléculas con perfiles toxicologicos ya conocidos. Estos
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datos previos facilitan ademas el proceso regulatorio, ya que muchos de estos
compuestos ya cuentan con la aprobacién de organismos legisladores interna-
cionales, reduciendo asi los obstaculos para su uso en nuevos dominios, como

el biocida.

Las estructuras moleculares de la DB se curaron utilizando el médulo Lig-
Prep de Schrodinger. Este modulo es fundamental para asegurar la calidad de
las estructuras, ya que asigna 6rdenes de enlace correctos, determina los estados
de protonaciéon a un pH fisiolégico de 7.0, y optimiza las estructuras utilizan-
do el campo de fuerza OPLS4. Ademas, LigPrep genera todos los tautémeros
posibles de cada compuesto, ampliando asi el espectro de conformaciones que

podrian interactuar con las dianas biologicas [91].

Una vez seleccionada y preparada computacionalmente la biblioteca de
compuestos, el siguiente paso en nuestra metodologia fue la identificaciéon
de las dianas o receptores relevantes que deben ser bloqueados por los
compuestos insecticidas o sinergistas para ser efectivos contra la cucaracha
americana (Periplaneta americana). La seleccion de estas dianas biologicas
es una etapa clave para asegurar que los compuestos identificados a través
del cribado virtual tengan una alta probabilidad de interferir en funciones
vitales del insecto, conduciendo a su eliminacién o a la potenciacién de otros

insecticidas.

Existen varios modos de accion identificados en el sistema nervioso de la
cucaracha americana cruciales para su supervivencia. Entre estos, los insectici-
das actuales han demostrado ser particularmente eficaces cuando acttian sobre

dos dianas clave: los canales de sodio dependientes de voltaje (Na,) y la enzima
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acetilcolinesterasa (AChE). Los canales Na, son esenciales para la generacion
y propagacion de potenciales de acciéon en las neuronas, y su bloqueo puede
conducir a la paralisis y muerte del insecto [41]. Por otro lado, la acetilcolines-
terasa es responsable de la degradacion del neurotransmisor acetilcolina en la
sinapsis, y su inhibicién resulta en una acumulacién excesiva de acetilcolina,

causando disfuncion sindptica y eventual toxicidad [92].

La seleccion de estas dos dianas como objetivos principales en nuestra es-
trategia se basa en una combinacion de su relevancia biolégica, su validacion
como dianas efectivas en otros insectos, y la disponibilidad de datos estructu-
rales detallados que permiten un modelado molecular preciso. La importancia
de los canales Na, y la AChE en la funciéon neural del insecto, junto con su
alta conservacion estructural entre especies, hace que estos receptores sean re-
ceptores O6ptimos para la acciéon de nuevos compuestos insecticidas o sinergistas

3, 8.

Una vez establecidas las dianas, se procedié a su preparaciéon compu-
tacional. Este proceso implico la obtenciéon de modelos tridimensionales pre-
cisos de las proteinas diana. En el caso del Na, se utiliz6 la estructura cris-
talografica disponible en la base de datos PDB con el codigo de acceso 6A95,
publicada por Shen et al. [41]. La gran ventaja de utilizar esta estructura PDB
en concreto es que proporciona un modelo experimental detallado del canal
Na, de la cucaracha americana (Periplaneta americana). Otra ventaja es que
este mismo PDB incluye la posicion de la tetrodotoxina (TTX) como ligando
cristalografico, asi como la toxina Dcla que modifica la activacion del canal en

la esfera del atomo de sodio (ver Figura 3.2).



48 Metodologia computacional propuesta

Figura 3.2: Imagen de la estructura experimental del canal Na, de P. americana
en presencia de los bloqueadores de poros de guanidinio TTX (Na,PaS). La
proteina se representa en amarillo. La estructura molecular del inhibidor de
TTX se representa siguiendo un esquema de colores (carbono en verde, oxigeno,
nitrogeno en azul e hidrégeno en blanco) y un dtomo de sodio ubicado en el
poro central (bola rosa). En el recuadro se amplia la region del sitio de union.

Los datos estructurales sin procesar del canal Na,, depositados en el PDB,
fueron preparados y refinados utilizando herramientas de la suite de Schroedin-
ger. Inicialmente, se utiliz6 el moédulo Protein Preparation Wizard para anadir
todos los dtomos de hidrogeno faltantes y corregir los érdenes de enlace [93].
Las cargas de los atomos se asignaron mediante el uso de Epik a un pH de
7.0, lo cual asegura una representacion precisa del entorno fisiologico [94]. Para
determinar los estados de protonacion de los residuos, se empled6 PROPKA,
una herramienta que proporciona estimaciones confiables de los valores de pKa
basadas en la estructura proteica [95]. Finalmente, la estructura fue optimizada
mediante minimizacion de energia utilizando el campo de fuerza OPLS4, lo que
resultdé en un modelo tridimensional refinado y adecuado para los estudios de

docking molecular [96].



Materiales y Métodos 49

Para la segunda diana objeto de esta tesis doctoral; esto es la enzima AChFE,
no se disponia de datos cristalograficos especificos para la cucaracha america-
na. En estos casos, donde la estructura cristalina de la diana no esta resuelta,
el modelado por homologia surge como una alternativa viable. En concreto,
se utilizo el conjunto de herramientas de modelado por homologia dentro del
software Schroedinger [97], se llevo a cabo una busqueda BLAST para identifi-
car plantillas adecuadas. Todos los parametros de modelado se mantuvieron en
sus configuraciones predeterminadas para asegurar la reproducibilidad de los
experimentos. Nuestra bisqueda encontré un homologo estructural depositado
en el PDB con el c6digo de acceso 5X61, que presenta una identidad de secuen-
cia del 73.18 %, una positividad de secuencia del 82.95 % y minimas diferencias
que representan solo el 0.22 % de la alineacién de la secuencia. Este homologo,
proveniente de la especie Anopheles gambiae, proporcioné la base para la cons-
truccion de nuestro modelo de homologia. Es importante resaltar que nuestro
estd de acuerdo con estudios previos disponibles en la bibliografia [92], que
abarca tanto anéalisis experimentales como computacionales de la AChE. La
secuencia de la AChE de P. americana, denotada por el codigo de secuencia
GenBank ALJ10969.1 y obtenida en formato FASTA, se aline6 siguiendo los
criterios establecidos en el estudio mencionado, corroborando la seleccion del

codigo PDB 5X61 como plantilla para nuestro modelo estructural.

Como método alternativo para construir una estructura fiable de AChE
para la Periplaneta americana se utilizo6 AlphaFold para predecir la estructu-
ra a partir de la secuencia de aminoacidos anteriormente citada. En concreto,
se utilizo el sistema ColabFold v1.5.5, que es una implementacion de Alpha-

Fold2 optimizada para su uso en Google Colab, permitiendo un acceso més
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facil y eficiente a la prediccion de estructuras proteicas. Este sistema combina
la potencia del modelo AlphaFold2 con MMseqs2 para la generacion de alinea-
mientos de secuencias y plantillas mediante HHsearch [98]. El pipeline utilizado
incluy6 predicciones tanto para mondémeros como para complejos, con opciones
de configuracion avanzadas que permitieron ajustes especificos, como el uso de
modelos relajados por Amber, lo que proporciona un refinamiento adicional
a la estructura predicha. ColabFold permitié6 una predicciéon rapida y preci-
sa de la estructura 3D de la AChE de Periplaneta americana, aprovechando
la capacidad de AlphaFold para integrar informacion evolutiva y restricciones
geométricas para predecir la disposicion espacial de los aminoacidos. Este en-
foque facilitoé la derivacion de un modelo estructural confiable que sirvié como
base para los subsiguientes estudios de docking molecular, permitiendo simular
con precision las interacciones de potenciales inhibidores en el sitio activo de

la enzima.

La Figura 3.3 ilustra la superposicion de los modelos estructurales genera-
dos para la diana AChE, comparando el modelo de homologia con la estructura
predicha por AlphaFold. Esta comparacion visual permite validar la consisten-
cia entre ambos enfoques, destacando la precision del modelo de AlphaFold,
que, a pesar de la ausencia de datos cristalograficos experimentales, ofrece una
conformacion proteica altamente confiable con un valor de desviaciéon cuadra-
tica media (RMSD) de solo 1.32 A. Esta validacion es crucial para justificar la
fiabilidad del modelo utilizado en las etapas posteriores de docking molecular.
Las preparaciones computacionales de las dianas Na, y AChE, incluyendo la re-
finacion estructural y la prediccion basada en inteligencia artificial, aseguraron

que las simulaciones de docking se llevaran a cabo sobre modelos tridimensio-
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nales precisos y biolégicamente relevantes. Este rigor en la preparacion de los
modelos incrementa significativamente las probabilidades de identificar com-
puestos con alta afinidad y especificidad hacia estas dianas, optimizando el

proceso de descubrimiento de nuevos biocidas en esta tesis.

Figura 3.3: Superposicion de los modelos generados para la diana AChE
mostrados como caricaturas. Esquema de colores: modelo de homologia en verde
y estructura predicha por AlphaFold en blanco.

Respecto a la estrategia de docking molecular y el filtrado y seleccién
de compuestos propuesta en esta tesis doctoral, se implement6é un enfoque
de consenso para maximizar la precision y efectividad en la identificacion de
compuestos con potencial actividad biocida. La Figura 3.4 muestra la estrategia
de consenso VS desarrollada, que combina dos estrategias de descubrimiento
principales. El primero se basa en el flujo de trabajo Glide centrado en el
sitio activo. Todos los ligandos pasaron por las tres etapas del proceso Glide
segiun su configuracion estandar |62, 84|, es decir, deteccion virtual de alto
rendimiento (HTVS), precision estandar (SP) y precision extra (XP). En ese
marco, el nimero de falsos positivos se reduce secuencialmente de més de 10.000

entradas a 1.000 en el paso HTVS. Vale la pena destacar que tanto HTVS
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como SP implementan la misma funcién de puntuaciéon. Sin embargo, HTVS se
basa en un refinamiento y muestreo torsional menos exigente que permite un
rapido rechazo de compuestos incompatibles con el poro central. El paso SP se
utiliza para volver a acoplar los 1000 mejores resultados generados por HTVS.
El procedimiento de acoplamiento se completa volviendo a acoplar los 100
compuestos mejor puntuados con un nivel de precision XP, lo que implementa
una funcion de puntuacién més refinada [99]. Se permite un méaximo de 10

poses en ese paso final de XP.
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Glide HTVS 9137 compounds
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—
T =

In vivo Testing

10000 poses
| ey

Glide XP

Figura 3.4: Estrategia de virtual screening para el canal de sodio en Periplaneta
americanda.

En el caso de la estructura de la AChE, los sitios de unién se determinaron
utilizando la herramienta SiteMap, también implementada en el conjunto de
programas Schroringer. SiteMap es una herramienta disefiada para escanear
las superficies de las proteinas para la busqueda de posibles sitios de unién

[100]. Sin embargo, para la estructura del canal de sodio se dispone de los datos
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cristalograficos del inhibidor TTX, por lo que se genera un cuadro de cuadricula

de 20 x 20 x 20 A3 en la ubicacion del inhibidor de T'TX cristalizado.

Aunque el protocolo de tres niveles Glide permite una detecciéon rapida de
bibliotecas grandes, la bisqueda se restringe principalmente a un sitio de enlace
especifico. El niimero de poses generadas también es limitado (es decir, hasta 10
poses por ligando). Ese enfoque mantiene el costo computacional bajo control
ya que Glide utiliza exclusivamente recursos de CPU. METADOCK 2.0 se uti-
liza para mejorar la generaciéon de poses en este tltimo paso de acoplamiento.
Este método de acoplamiento es capaz de configurar diferentes mecanismos de
bisqueda basados en procedimientos metaheuristicos como Algoritmos Genéti-
cos (GA), Busqueda Greedy (GS), Busqueda Scatter (SS), Hill Climbing, solo
por mencionar algunos. Los métodos de busqueda se definen creando instan-
cias de un conjunto de parametros de configuracion (Tabla 3.1) que definen la
condiciéon de parada de la metaheuristica, el nimero de individuos en la pobla-
cion inicial, la politica de combinacién, mutaciones, etc. En consecuencia, esta
configuracion de parametros define la efectividad del procedimiento de acopla-
miento, por lo que se deben realizar varias optimizaciones de parametros antes
de lanzar la simulacion. Este proceso lo lleva a cabo HYPERDOCK [101, 102]
que desarrolla una busqueda sistematica utilizando hiperheuristicas trabajan-
do sobre el esquema metaheuristico, para encontrar un conjunto de parametros

que proporcionen metaheuristicas satisfactorias.
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Tabla 3.1: Los diecinueve parametros metaheuristicos utilizados para META-
DOCK 2.0.

Parametros Metaheuristicos | Descripcion

INFEIni Numero de conformaciones iniciales del ligando.

1IEFlex Intensificacion de la flexibilidad en las funciones de mejora.

| PEIIni Porcentaje de las mejores conformaciones que se mejoran en la funcion Inicializar.

ParamlIni

IIEIni Intensificacion de la mejora en la funcion Inicializar.

PBEIni Porcentaje de las mejores conformaciones a incluir en el conjunto inicial para las siguientes iteraciones.

PW EIni Porcentaje de las peores conformaciones a incluir en el conjunto inicial para las siguientes iteraciones.

PBESel Porcentaje de las mejores conformaciones seleccionadas para combinacion.
ParamSel

PW ESel Porcentaje de las peores conformaciones seleccionadas para combinacion.

PBBCom Porcentaje de mejores conformaciones para ser combinadas.

) . . . .
ParamCom | PWW Com Porcentaje de peores conformaciones para ser combinadas.
) F F

PBWCom Porcentaje de mejores-peores conformaciones para ser combinadas.

PMUCom Porcentaje de mejores conformaciones de la combinacion a ser mutadas.
ParamMut

IMUCom Intensificacion de la mutacion de elementos generados por combinacion.

PEIImp Porcentaje de mejores conformaciones de la combinacion a ser mejoradas.
ParamImp

IIEImp Intensificacion de la mejora de elementos generados por combinacion.
ParamInc | PBEInc Porcentaje de mejores conformaciones a incluir en el conjunto de referencia.

NIREnd Numero maximo de pasos sin mejora.
ParamEnd

MNIEnd Nuamero méximo de iteraciones con o sin mejora.

Los individuos de las metaheuristicas son posiciones diferentes del comple-

jo proteina-ligando. Para cada ligando, se genera una poblaciéon de poses que

se distribuye entre los carbonos alfa de la superficie de la proteina. De esta

manera se busca sistematicamente toda la superficie del receptor. Para deter-

minar la bondad de una pose particular, se calcula la funciéon de puntuaciéon

METADOCK 2.0. La fase de refinamiento desarrollada por METADOCK 2.0

se alimenta de los 100 compuestos de mayor afinidad generados en las etapas

HTVS y SP. Después de la fase de refinamiento, METADOCK 2.0 genera las

10 poses de mayor afinidad.

Estos métodos de acoplamiento generan una serie de compuestos que se
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clasifican segiin su valor de puntuaciéon. Cabe destacar que las funciones
de puntuaciéon de los métodos no son equivalentes, por lo que los valores
obtenidos por Glide y METADOCK 2.0 no son directamente comparables entre
ellos. Para homogeneizar los valores de puntuacion, las energias de enlace de
los compuestos de Glide y METADOCK 2.0 mejor clasificados se calculan
finalmente con el método de mecanica molecular/area de superficie de Born
generalizada (MMGBSA) implementado en el moédulo Prime [103, 104]. Ese
nivel de teoria es més refinado computacionalmente ya que tiene en cuenta las
energias antes y después de la union del ligando, lo que a su vez permite una
nueva puntuacion més rigurosa [105, 106, 107, 108]. En ese caso, las energias

libres de enlace se calculan tal como indica la Ecuacién 3.1,

AGbind = Gcomplex - Gtarget - Gligand (31>

donde AGy,ng representa la energia libre de union de cada ligando, y Geomplex;
Giargets ¥ Giligana son las energias libres del complejo, objetivo (Na,PaS) y
ligando (entrada DB), respectivamente. Esa ecuacion podria reescribirse como

se muestra en la Ecuacion 3.2,

AGHnEP = AEyy + AGep + AGga — TAS (3.2)

donde AEyy es la energia total en la fase gaseosa (incluidas las contribuciones
interna, electrostatica y de van der Waals), AGgp es la contribucion polar a
la energia libre de solvatacion calculada con el método generalizado de Born

(GB), AGga es la funcion lineal predicha del término libre de solvatacion no
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polar del area de superficie accesible al solvente (SASA), y TAS es el cambio
de entropia conformacional [109]. Estos términos dan como resultado la energia

libre de unién de cada ligando dentro del enfoque MMGBSA (AGMMGBSA)

3.3 Determinacién toxicolégica in wvivo sobre

Periplaneta americana

Se utiliza cucarachas americanas (Periplaneta americana) criadas en el labo-
ratorio biolégico de FA a 27,5 + 0,5 °C, 70 = 5% de humedad relativa y un
fotoperiodo de 12:12 (L:D). Las cucarachas usadas tienen entre 1-2 meses de
vida. Estas cucarachas fueron alimentadas, desde la emergencia de la ooteca
hasta adultas, con pienso de perro seco y agua. Existen 3 cepas diferentes de
Periplaneta americana en este laboratorio, la mas antigua se recolect6 en 2008,
cerca de la sede de FA, y de los adultos recolectados, se desarrollaron 4 lineas
de cria de este insecto, proveyendo asi las tres etapas de su ciclo de vida: huevo,
ninfa y adulto. La segunda cepa se compro en 2018 a 121 Laboratorio de inves-
tigacion Ltd. (Cardiff, U.K.) y se cre6 una nueva linea de cria. La tltima cepa
también se recolecto cerca de la sede de FA, compuesta por ninfas y adultos de
periplaneta americana, y se desarrollé6 una nueva linea de cria con esta tercera
cepa. Los insectos, para su manipulacion fueron tratados con gas dioxido de
carbono de grado industrial (pureza >99,5 %) suministrado por Linde Espana.
Se realizaron diluciones de las moléculas de ensayo utilizando tanto disolventes
como emulsionantes y se analizaron varios solventes para determinar su ido-

neidad en la determinacion de la toxicidad sobre cucaracha americana. Todas
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estas sustancias utilizadas para la preparacion de los productos de ensayo se

muestran en la Tabla 3.2.

Con el objetivo de conocer experimentalmente la toxicidad de cualquier
sustancia liquida en cucarachas se desarroll6 un método de aplicaciéon topica
basado en lo descrito en los estudios de Zhai y Robinson [110], Scott et al
[111] y Ladonni [112]. Las cucarachas fueron anestesiadas en su caja de cria
para pasarlas a frascos de 700 cc, donde se realizo la seleccion por sexos y se

colocaron en bolsas transparentes de cierre hermético.

Tabla 3.2: Disolventes y tensioactivos utilizados para la preparacion de los

productos de ensayo.

CAS Proveedor Nombre Uso de la sustancia
7732-18-5 PanReac Agua Disolvente
64-17-5 Scharlau Etanol absoluto Disolvente
67-64-1 Scharlau Acetona Disolvente
67-68-5 Honeywell Dimetilsulféxido Disolvente
68-12-2 | ThermokFisher | Dimetilformamida Disolvente
75-09-2 Labkem Diclorometano Disolvente
111-90-0 | Dow Chemical Etildiglicol Disolvente
123-86-4 Scharlau Acetato de butilo Disolvente
141-78-6 Scharlau Acetato de etilo Disolvente
9005-64-5 | Croda Iberica Tween 20 Tensioactivo
70559-25-0 Clariant Emulsogen ts100 Tensioactivo
- Clariant Calsogen 4814 Tensioactivo
61788-85-0 Sabo SpA Sabowax EL-H 40 Tensioactivo

La seleccion de sexos se hizo en base a los criterios morfologicos de esta

especie. Las hembras poseen un par de cercos y los machos poseen ademés un
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par de estilos. Para la aplicacion del producto de ensayo, se manipuld cada
individuo con las pinzas desde el torax a la altura del segundo par de patas. Se
observo la actividad en los individuos antes de iniciar el ensayo y a continuacion,
se dosificaron 5ul. del producto a ensayar de forma individual en la zona ventral

del torax, tal como se observa en la Figura 3.5.

Inmediatamente después, se coloco el individuo en el frasco y se cerrd
rapidamente, accionando el cronémetro digital para contabilizar el tiempo.
Cada frasco se identificd con el nimero del producto de ensayo, la réplica y el
sexo del individuo. Se contabilizo la mortalidad a las 24 horas de la aplicacion,

de las cucarachas tratadas y de los individuos control.

Seleccion
por sexo

Tiempo de
volteo
individual y
mortalidad
24h

Inmovilizar
individuo

Conectar
control de
tiempo

Aplicacion
ventral Spl

Figura 3.5: Proceso de aplicacion topica sobre la zona ventral del térax de
Periplaneta americana

Para evitar contaminaciones cruzadas, se tomaron las siguientes precaucio-

nes durante el ensayo:

e Usar guantes nuevos.

e Usar frascos nuevos o perfectamente limpios.
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e Usar tapas con ventilacion en los frascos.

e Las cucarachas se introducen en los frascos con cuidado y se cierra la tapa

rapidamente.

e Se utilizan individuos control sin tratamiento (igual nmero de machos y

hembras).

e Todos los individuos del ensayo se mantienen en la zona de trabajo bajo

las mismas condiciones ambientales.

Para determinar la toxicidad en Periplaneta americana se utilizaron como
variables respuesta del estudio: por una parte, la mortalidad de los individuos a
las 24 horas desde la aplicacion de la sustancia y, por otra, el tiempo de volteo
conocido como Knockdown (KD) de cada individuo a lo largo del ensayo. El
tiempo de observacion fue de 3 a 5 horas, en funcién del ensayo. Para la toma

de datos se siguieron los siguientes criterios:

a. Se anota el tiempo de volteo inicial, es decir la primera vez que la

cucaracha voltea y permanece sobre su espalda 3 segundos o mas.

b. Puede ocurrir que se recupere, que se vuelva a poner de pie y vuelva a
andar o a moverse y luego vuelva a voltear. En ese caso, se anotan todos
los tiempos de volteo sucesivos al volteo inicial que cumplan lo descrito

en a., hasta el volteo final.

c. Algunas sustancias no produciran un volteo literal, en ese caso, se debe

anotar el tiempo exacto en el que la cucaracha se queda paralizada.
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d. El parametro afectado hace referencia al individuo que no es capaz de

moverse coordinadamente pero no esta muerto, segtin se indica en la guia

BPR, volumen II.

El tratamiento de los datos para obtener el valor promedio y la desviacién
estandar del tiempo de volteo se calcul6 con el programa estadistico Minitab 20.
Para el calculo de la mortalidad a las 24 horas, expresado en tanto por ciento
se realizo el recuento de los individuos volteadas a las 24 horas de la aplicaciéon

y se multiplicé por cien, el resultado se dividi6 entre el total de individuos del

estudio.

Durante la fase de validacion de la metodologia experimental, se utilizaron
algunos terpenoides, cuya estructura molecular se muestra en la Figura 3.6.
Todos los terpenoides utilizados en este estudio han sido suministrados por

Crearomatic Especialidades Aromaticas, S.L.
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Figura 3.6: Estructura molecular de los terpenoides del estudio experimental.
Fuente: PubChem Open chemistry database [45]
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Ademas, se utilizaron sustancias piretroides y piretrinas como control po-
sitivo empleado en insecticidas comerciales. Las estructuras moleculares de las
sustancias piretroides utilizadas como productos de ensayo se muestran en la

Figura 3.7.
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Figura 3.7: Estructura molecular de los piretroides utilizados en el ensayo de
validacion experimental. Fuente: PubChem Open chemistry database [45]

Las piretrinas naturales utilizadas en el estudio estan formadas por los 6
ingredientes que se encuentran en los extractos de Pyrethrum cinerariaefolium.
El extracto de piretro incluye asi 6 ésteres activos, tal como indica la Figura

3.8.
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Figura 3.8: Estructura molecular de las piretrinas utilizadas en el ensayo de
validacion experimental. Fuente: Referencia [42]

3.4 Propiedades fisicoquimicas

3.4.1 Determinacién de la tensiéon superficial de un

liquido

La tension superficial de un liquido con la fase gaseosa (SFT) y la tension
interfacial (IFT) entre dos liquidos inmiscibles se pueden determinar con un
sistema Optico de medicion de angulo de contacto y analisis de la forma de
la gota, como son los equipos de la serie OCA. En este procedimiento nos
centramos en el estudio de la forma de la gota colgante. La configuracion del
equipo que se muestra en la Figura 3.9 se utiliz6 para capturar una imagen
de una gota liquida que cuelga de una aguja dosificadora y, posteriormente,
analizarla con el médulo de software DataPhysics Instruments. El proceso de
evaluacion correspondiente se denomina método de gota colgante ( Pendant drop

method).
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drop at a needle

light source

camera

Figura 3.9: Configuracion esquematica del equipo de medida para el Pendant
drop method. Fuente: Referencia [113]

El analisis de la forma de caida se basa en la ecuaciéon Young-Laplace. Dicha
ecuacion (3.3) describe la diferencia de presion (presion de Laplace) entre las
areas dentro y fuera de una superficie/interfaz liquida curvada con los radios

principales de curvatura Ry, .

1 1

AP = (Pint_Pext) - U(R_1+R_2

) (3.3)

Las fuerzas que determinan la forma de la gota colgante son la tension
superficial y la gravitacion. La tension superficial busca minimizar el area de
la superficie y que la gota adopte forma esférica. La gravitacion, por otro lado,
estira la gota con forma esférica y los resultados tipicos tienen forma similar
a una pera. La gravitacion causa una diferencia de presion en todo el eje z de
acuerdo con la ley de Pascal (presion hidrostética). Por lo tanto, la presion de
Laplace AP(z) a una distancia z de un plano de referencia arbitrario con AP

de presiéon de Laplace AP, se desarrolla en la Ecuacion 3.4.
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AP(z) = APy £ Apgz (3.4)

Para una gota colgante, los radios principales de curvatura en el vértice
(punto més bajo de la gota) son Ry = Ry = R. Por lo tanto, es conveniente
colocar el plano de referencia en este punto. Para cada punto por debajo de
este se cumple Ry = x/sinH (véase la Figura 3.10). Los célculos mencionados

conducen a la Ecuacién 3.5.

1 n® 2 A
_+sm _ 2 Apgz

R1 X R g

(3.5)
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!

Figura 3.10: Derivacion del ajuste Young-Laplace en una gota colgante. Fuente:
Referencia [113]

La introducciéon de una parametrizaciéon con un arco de longitud s de la
forma de la gota da como resultado tres ecuaciones diferenciales de primer
orden (Ecuacion 3.6; 3.7; 3.8) con tres valores de contorno, que se pueden

resolver mediante procedimientos numeéricos (Ecuacion 3.9).
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dd n® 2 A
a® _ sin L2, P9z

ds © R~ o (36)
X~ cost (3.7)

j—z _ sind (3.8)

0= a(s = 0) = (s = 0) = B(s = 0) (3.9)

El ajuste numérico de la forma grabada por la cAmara a la forma teorica de
caida permite obtener el valor de tension superficial. Normalmente se expresa

en dina/cm que es equivalente al mN/m.

Para determinar la tension superficial de los liquidos de ensayo durante el
desarrollo de este estudio se utilizo6 el equipo OCA-25 Dataphysics con una
aguja de dosificacion de 0,91 mm. Ademas, se requiere de un termoémetro
con resolucion 0,1°C para comprobar la temperatura del liquido de ensayo
y un bano termostatizado para mantener la temperatura de la muestra a
20£5°C. Para registrar la temperatura y humedad relativa ambiente se utilizé
un termohigrometro. El equipo se verifico antes de su uso con una pieza patron
que es un estandar o6ptico, fabricado con la méxima precision en un proceso
fotolitografico controlado para servir como referencia fiable para la precision de

los datos medidos. Los datos de esta pieza patréon se muestran en la Ecuacion
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3.10.

o =1[2040,02) mN/m; AP =1 g/cm?®; g = 9,80665 m/s> (3.10)

Se utiliz6 agua grado HPLC como liquido de referencia y se realiz6 como
minimo, dos medidas por cada muestra. En el caso de los liquidos de ensayos,

se realiz6 de 3 a 5 mediciones.

Para proceder a la determinaciéon, previamente se atemperé el liquido de
ensayo y seguidamente, se rellené la aguja y se enfoco la imagen. Se selecciond
el método Pendant Drop en el programa SCA-20. A continuacion, se rellenaron
los parametros de dosificado automatico, volumen de dosificacién entre 3
y 6ulL, velocidad 0,5uL/s y altura de la jeringa 0,5cm. Se comprobd que
estos parametros eran validos en la primera medida de tensién superficial
de la muestra, evaluando el tamafio y la forma de la gota. Seguidamente se
seleccionaron los parametros de iluminacion, ya que la cantidad de luz necesaria
determinara la nitidez de la imagen. A continuacion, se generd la hoja de
resultados introduciendo los parametros necesarios para realizar las medidas.
Se incluyo el valor promedio de la densidad a 20°C y el valor de temperatura y
humedad relativa correspondiente a las condiciones ambientales. Finalmente se
inici6 la grabacion y se acciond la dispensaciéon de la gota. Una vez se dispuso
de la gota, justo antes de que cayera de la jeringa, se paré la grabacion y se

colocaron las lineas de referencia para el cilculo segin la Figura 3.11.
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Figura 3.11: Ejemplo de ajuste de las lineas a la forma de la gota para el
Pendant drop method. Fuente: Referencia [113]

Para obtener el valor de SF'T del producto de ensayo es necesario realizar
una serie de calculos a partir de los resultados generados por el equipo de
medida. En primer lugar se realizo el calculo del valor promedio de las dos
medidas del agua (Xo,) tal como indica la Ecuacién 3.12. Se calcul6 también el
factor de correccion del valor medido de tension superficial del agua, aplicando
para ello la Ecuacion 3.11, donde o, es el valor de tension superficial del agua a
la temperatura deseada segtin lo recogido en la literatura cientifica y mostrado
en la Tabla 3.3 y 0, es el valor promedio de la tensién superficial obtenido en
la medida experimental del agua. Ambos valores deben hacer referencia a la
misma temperatura y se han de expresar en las mismas unidades, por lo que

es importante tener en cuenta que 1Dina/cm = 107>N/m = 1mN/m.

7 (SFTagua)l + (SFTagua)Q

O'g:

(3.11)

O, = -2 (3.12)



68 Propiedades fisicoquimicas

En caso de necesitar determinar la tension superficial del agua a una
temperatura distinta a la contempladas en la Tabla 3.3 (SF'T,), es necesario
realizar una interpolacion entre el valor superior (1) e inferior (0) siguiendo la
Ecuacion 3.13, donde T hace referencia a la temperatura y SFT al valor de

tension superficial.

SFTx:SFTl—{—%*(SFTl—SFTO) (3.13)

Para determinar la media aritmética de las distintas medidas del producto

de ensayo realizadas (SE Ty oducto de ensayo)s S€ aplico la Ecuacion 3.14 donde n es
el nimero de medidas realizadas y SFTyedida producto de ensayo COrresponde a cada
una de las medidas realizadas. Una vez se obtuvo el factor de correccion (®;) y
el SFTpromedio producto de ensayo, ¢ calculo SFT oqucto de ensayo cOMO el producto

de ambos.

i=1

Z SFTmedida producto de ensayo (3 14)

n

SFTpromedio producto de ensayo —

n

En el caso de determinar el angulo de contacto del liquido sobre una
superficie, se selecciona el método Sessile Drop en el programa SCA-20. La
seleccion de la linea base se genera de forma automética y el célculo se realiza

siguiendo la ecuaciéon de Laplace.
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Tabla 3.3: Tension superficial del agua a distintas temperaturas. Fuente: Refe-
rencia [114]

Temperatura (°C) | Tension superficial del agua (mN/m)
0 75,64
5 74,90
10 74,22
15 73,49
20 72,75
2 71,97
30 71,18
40 69,56
50 67,01
100 58,85

3.4.2 Determinacion de la densidad de un liquido

La densidad de una sustancia a una temperatura especifica es la relacién entre
la masa de la sustancia y el volumen que ocupa a dicha temperatura. En este
caso, la densidad se obtuvo mediante un densimetro basado en el principio de
oscilacion. Un oscilador mecéanico, construido en forma de tubo en U que vibra
a su frecuencia de resonancia y que depende de su masa. La introducciéon de
una muestra cambia la frecuencia de resonancia. El aparato debe calibrarse con
dos liquidos de densidad conocida. Es preferible elegir los liquidos de manera
que sus densidades abarquen el intervalo en el que se encuentra el liquido que
se investiga. El método es aplicable a liquidos con viscosidad dindmica inferior

a bPas.

Para determinar la densidad de los liquidos de ensayo analizados durante
este estudio se utiliz6 un medidor de densidad de calculo digital Anton Paar,

modelo DMA 1001. Como liquido de referencia se utilizé agua de grado HPLC.
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Se utilizaron jeringas desechables de 2 mL para la introduccién de la muestra

liquida.

Se realiz6é una verificacion previa a su uso con aire y con agua HPLC a 20°C
antes de iniciar una serie de mediciones. La prueba se realiz6 a temperatura
constante, por lo que fue necesario configurar la temperatura de medida antes
de iniciar la determinacion. En este estudio se midieron las muestras a 20°C,
realizando las medidas por duplicado. Para el célculo de la densidad relativa fue
necesario medir la densidad del agua a la misma temperatura que la muestra

de ensayo.

Para iniciar la determinacion, se llené una jeringa de 2 mL con la muestra
liquida homogénea y sin burbujas. A continuacién, se introdujo la muestra
directamente en la celda de medicién hasta que la celda estuvo llena. Después
de que el termostato hubo equilibrado la temperatura de la muestra en la celda

de medicion, se obtuvo el valor.

Para obtener el valor de la densidad relativa de la muestra, se dividio el valor
de la densidad registrado por el equipo de medida entre la densidad del agua
medida a la temperatura correspondiente (20°C), tal como indica la Ecuacion

3.15.

Densidad muestra 20°C

Densidad relativa (20°C) = Densidad 20°C'
ensidad agua

(3.15)

Se calculo el valor promedio de las dos medidas realizadas y la desviacion

estandar asociada siguiendo las Ecuaciones 3.16 y 3.17.
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Densidad 1 + Densidad 2
2

X = (3.16)

(3.17)

g =

\/(Densidad 1 — X)2 + (Densidad 2 — X)2
2—-1
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Capitulo 4

Resultados y Discusion

En este capitulo se presentan y discuten los resultados obtenidos durante la
investigacion. El capitulo esta dividido en tres apartados, cada uno de los cua-
les explora diferentes aspectos del trabajo realizado para identificar y validar

nuevos compuestos insecticidas y sinérgicos, aplicados a Periplaneta americana.

En la primera seccién, se describen los experimentos realizados con
terpenoides y piretroides como inhibidores conocidos de AChE y VSSC. Se
evalian diversos disolventes para optimizar la preparacion de las soluciones
de ensayo y se presentan los resultados de toxicidad de los terpenoides y
piretroides. Ademas, se realiz6 un modelado molecular de las interacciones
entre los compuestos y sus receptores, estableciendo umbrales de energia que

facilitan la identificacién de candidatos con actividad biocida.

73
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En la siguiente seccion, se llevd a cabo un cribado in silico y ensayos in
vivo de la base de datos DB para identificar nuevos compuestos con actividad
insecticida o sinérgica para los VSSC de Periplaneta americana. Tras validar los
métodos de cribado, se identificaron varios compuestos con potencial biocida,
destacando el Miglitol, que en combinacién con Praletrina mostré una alta
efectividad sinérgica, logrando una mortalidad del 100 % en las pruebas in vivo.
La tercera seccion explora el uso de metodologias de inteligencia artificial
(IA) para la identificacion de nuevos inhibidores de AChE en Periplaneta
americana, superando las limitaciones de la falta de informacién estructural
detallada sobre la enzima. Se llevo a cabo un cribado virtual (VS) sobre las
estructuras predichas, identificando una serie de compuestos activos. Entre
ellos, la molécula PF-04995274 mostré un gran potencial como sinergista en
combinaciéon con Praletrina, reduciendo significativamente los tiempos de KD

en ensayos in vivo.

4.1 Validacion experimental: Terpenoides vy

Piretroides

Con el objetivo de validar la metodologia descrita en el capitulo anterior se
utilizan los terpenoides y piretroides como inhibidores reportados en la litera-
tura de la AChE y el VSSC de Periplaneta americana, respectivamente. En
primer lugar, se presenta el estudio de varios disolventes con diferentes carac-
teristicas para la preparacion de los productos de ensayo a evaluar. En este

este estudio se determina por una parte, la toxicidad de los disolventes en Pe-
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riplaneta americana y por otra, los parametros fisicoquimicos mas relevantes
para asegurar la introducciéon del compuesto de prueba en cada individuo. A
continuacion, se describen las sustancias terpenoides y piretroides seleccionadas
y se presentan los resultados de toxicidad sobre Periplaneta americana y las
dosis de aplicacion utilizadas. Ademés, se obtiene la dosis minima letal necesa-
ria de piretroides que permita evaluar la actividad sinérgica de los compuestos
de prueba. Finalmente, se llevd a cabo el modelado molecular de las interac-
ciones entre los terpenoides y piretroides con los receptores AChE y VSSC de
Periplaneta americana. Este analisis persigue un doble objetivo. En primer lu-
gar, se busca validar los sitios de interaccion entre los compuestos biocidas y
sus receptores, comparando estos resultados con los datos de interacciéon ob-
tenidos de moléculas cristalograficas previamente identificadas. Esto permitira
confirmar la correspondencia entre las posiciones de unién observadas en las
simulaciones y las posiciones experimentales conocidas. En segundo lugar, se
pretende establecer un umbral de referencia para la energia de interacciéon en-
tre los compuestos con actividad biocida y sus receptores. Este umbral servira
como criterio cuantitativo para evaluar la potencial eficacia de los compuestos
identificados durante el proceso de VS. De esta forma, se podré calificar a los
compuestos seleccionados en el cribado virtual como candidatos prometedores,
en funciéon de su energia de interaccion con las dianas biolégicas relevantes. Los
resultados presentados en este capitulo nos permiten definir aspectos clave pa-
ra desarrollar la metodologia de buisqueda de nuevos compuestos con actividad

insecticida y sinérgica sobre la Periplaneta americana.
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4.1.1 Analisis de toxicidad de disolventes para la Peripla-

neta americana

Para asegurar la eficacia y precision en los ensayos de toxicidad, es fundamental
seleccionar un disolvente adecuado que permita una 6ptima penetracion y
distribucion del compuesto a través de la cuticula de la cucaracha, sin introducir
efectos toxicos adicionales que puedan sesgar los resultados. En este contexto,
se realizé un anéalisis exhaustivo de la toxicidad asociada a varios disolventes con
diferentes propiedades fisicoquimicas, con el objetivo de identificar el vehiculo
més apropiado para la administracion topica de los compuestos de ensayo.
La Tabla 4.1 muestra los resultados obtenidos en términos de mortalidad y
afectacion de los insectos tras 24 horas de exposicion a bHul. de cada disolvente.
Para cada disolvente se utilizaron seis individuos (3 machos y 3 hembras)
de Periplaneta americana, todos provenientes del mismo lote de cria, lo que
garantiza la consistencia y comparabilidad de los resultados. Este paso es
crucial para minimizar la variabilidad experimental y asegurar que cualquier
efecto observado se deba exclusivamente al compuesto activo y no al vehiculo

empleado.

Tras identificar los disolventes que no presentaron toxicidad en las pruebas
preliminares, se procedié a evaluar su idoneidad para solubilizar las sustancias
de estudio y garantizar una aplicacion topica efectiva. Un factor crucial en este
proceso es la capacidad del disolvente para formar una gota visible sobre la
cuticula de la cucaracha y permitir su absorcién. Para ello, se deben considerar
varias propiedades fisicoquimicas clave. En primer lugar, la presiéon de vapor

del disolvente proporciona una indicaciéon de su volatilidad.
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Tabla 4.1: Toxicidad de diferentes solventes en aplicacion tépica sobre Peripla-
neta americana.

CAS Disolvente Afectacion 24h (%) | Mortalidad 24h (%)
7732-18-5 Agua 0 0
56539-66-33 3-metoxi-3-metil-1-butanol (MMB) 35,7 21,4
64-17-5 Etanol 0 0
67-64-1 Acetona 0 0

64742-47-8 Disolvente D20/26 0 0
64742-47-8 Disolvente Isopar M 0 14,3
64742-47-8 Disolvente Isopar L 7,1 0
67-68-5 Dimetilsulfoxido (DMSO) 0 0
68-12-2 Dimetilformamida (DMF) 0 0
34590-94-8 | Dipropilenglicol monometiléter (DPM) 11,1 11,1
25498-49-1 | Tripropilenglicol monometiléter (TPM) 33,3 0
75-09-2 Diclorometano 0 0
57-55-6 Propilenglicol 0 0
142-91-6 Palmitato de isopropilo 0 0
111-90-0 Etildiglicol 0 0
123-86-4 Acetato de butilo 0 0
141-78-6 Acetato de etilo 0 0
120-51-4 Benzoato de bencilo 0 16,7
67774-74-7 Alquilbenceno lineal 0 0
64742-94-5 Disolvente Solvesso 150 50 50
100-51-6 Alcohol bencilico 33,3 83,3

Es imprescindible que el disolvente no se evapore demasiado rapido, ya que

esto dificultaria su aplicacién y podria comprometer la consistencia del ensayo.

Los valores de presion de vapor a 20°C, obtenidos de la informaciéon técnica

proporcionada por los fabricantes, se presentan en la Tabla 4.2. De acuerdo

con estos datos, el diclorometano, que presenta una presiéon de vapor superior

a la de la acetona, fue descartado para su uso en la aplicacion topica debido a

su rapida evaporacion, que impide una administraciéon controlada del producto
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sobre la cuticula.

Tabla 4.2: Valores de algunos parametros fisico quimicos relevantes de solventes.
*Datos teoricos suministrados por el proveedor.

CAS Proveedor Nombre Presion vapor | Densidad relativa SFT
a 20°C (kPa)* | a 20°C (g/cm?®) | a 20°C (mN/m)

7732-18-5 | PanReac Agua 2,3 0,9999 +1,20 x 10~* 73 +£0,4

64-17-5 Scharlau Etanol absoluto 6,0928 0,7911 £3,22 x 10~° 21,7 £1,7
67-64-1 Scharlau Acetona 23,3 0,7917 £6,67 x 10~° 23,7 +£0,8
67-68-5 Honeywell DMSO 0,056 1,1017 £1,02 x 1073 43,5 £0,5
68-12-2 ThermoFisher | DMF 0,49 x 107 0,9506 +8,98 x 10~° 37,1 £0,3
75-09-2 Labkem Diclorometano 47,5 1,3279 49,86 x 1075 27,2 +£0,3
111-90-0 | Dow Chemical | Etildiglicol 0,017 (a 25°C) | 0,9894 £3,42 x 10~* 35,04 £0,7
123-86-4 | Scharlau Acetato de butilo 1,07 0,8831 42,65 x 10> 24,6 £0,4

Ademas, la tension superficial del disolvente también juega un papel deter-
minante en la permeabilidad del compuesto a través de la cuticula. Una menor
tension superficial sugiere una mayor capacidad del disolvente para penetrar
en la cuticula, facilitando asi la absorcién del compuesto activo. La tension
superficial de los disolventes seleccionados se midié utilizando el método de
“pendant drop”, descrito en la seccién 3.4, mientras que la densidad de los li-
quidos también fue determinada experimentalmente segin los procedimientos
mencionados en la misma seccién. Estos parametros son fundamentales para
garantizar que el disolvente no solo sea seguro, sino también eficaz en la admi-

nistracion del compuesto activo durante los ensayos toxicolégicos.

Para validar el método experimental de determinacion de la tension super-
ficial de los disolventes, se utiliza agua como patréon de referencia ya que se
dispone del valor de tension superficial en trabajos cientificos [115]. Los resul-
tados experimentales de SF'T obtenidos para cada disolvente (ver Tabla 4.2) se

relacionan con el grado de permeabilidad sobre la cucaracha a partir del &ngulo
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de contacto. Por ello, se calcula el valor experimental del angulo de contacto
mediante el método de “sessile drop” descrito en la seccion 3.4, para el agua
(90,3+1,6), etanol (14,34+0,2) y propilenglicol (64,6+1,1) como ejemplo de di-
solventes con distinto valor de SFT. Si el d4ngulo obtenido es mayor de 90° el
liquido no moja al sélido, en cambio, si su valor es menor de 90° si se produce el
mojado de la superficie por el liquido. Este fenémeno se aprecia visualmente en
la imagen de la Figura 4.1 tomada durante la medicién del angulo de contacto

del agua y del etanol sobre la zona ventral de una cucaracha americana.

Agua Etanol

Figura 4.1: Distribucion de agua y etanol sobre una secciéon de la zona ventral
de Periplaneta americana.

Después de analizar todos los parametros del estudio, se establece como
valor limite de SFT en 60mN/m ya que por encima de ese valor el angulo de
contacto supera los 90° sobre la superficie de la cucaracha. Atendiendo a los
parametros descritos, se han seleccionado etanol, etildiglicol, DMF y DMSO
como los disolventes mas adecuados para las soluciones de ensayo con los

compuestos de prueba.
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4.1.2 Analisis de inhibidores de VSSC y AChE de la

Periplaneta americana: Terpenoides y Piretroides

La revisiéon de la literatura cientifica revela que algunos terpenoides estan
asociados con la inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa (AChE), un objetivo
biologico clave en el estudio de biocidas. Ademés, existen datos experimentales
que reportan la concentraciéon inhibitoria necesaria para lograr una inhibicién
del 50 % de AChE en Electrophorus. La concentracion inhibitoria media (IC50)
para cada terpenoide se presenta en la Tabla 4.3, junto con las referencias

bibliograficas correspondientes que sustentan estos valores.

Tabla 4.3: Dosis de inhibicién en AChE de los compuestos de estudio.

Molécula IC50 (mM; mg/ml) Fuente Clasificacién Referencias
Linalol 15,6; 2,4 FElectrophorus | Monoterpeno/alcohol [116]
Timol 4,9: 0,74 FElectrophorus | Monoterpeno /fenol [117]
Eugenol 2,9; 0,48 Electrophorus Fenilpropanoide [118]
1,8-Cineol (Eucaliptol) 0,1; 0,015 Electrophorus | Monoterpeno/epoxy [118]
Carvacrol 0,41; 0,063 FElectrophorus | Monoterpeno /fenol [117]

Ademas de los terpenoides, como sustancias inhibidoras de AChE, se estudi6
también el comportamiento de moléculas piretroides que se utilizan comercial-
mente en formulaciones insecticidas actuando como moduladores de canal Na,

[119].

Algunas caracteristicas fisicoquimicas de las moléculas nos dan informaciéon
sobre su comportamiento y acciéon insecticida. La Tabla 4.4 recoge las propie-

dades fisicoquimicas de interés para los piretroides y piretrinas utilizados para
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la validacion experimental, recopiladas a partir de la informaciéon suministrada
por el fabricante en el certificado de analisis. Como se puede observar en esta
Tabla, se trata de moléculas pequenas, con un peso molecular inferior a 500
g/mol lo cual favorece la administracion de la sustancia y su paso a través de
la membrana celular [120]. De esta manera, cuanto mas pequena es la molécula
més posibilidades ofrece de encajar en los sitios activos mas profundos de la
estructura biologica considerada como diana para la busqueda de nuevos bioci-
das. La presion de vapor se considera importante para determinar la volatilidad
de la sustancia, en el caso de los piretroides, presentan valores del orden de 1073
a 1077 a temperatura ambiente por lo que se pueden aplicar de forma tépica a
través de la cuticula de la cucaracha. El logaritmo del coeficiente de particion
octanol-agua (log K,,) entre 3 y 7 indica que son altamente hidrofobos, lo que
favorece su aplicacion en disolventes que atraviesan la membrana celular que

tiene naturaleza lipidica.

Tabla 4.4: Caracteristicas fisicoquimicas de los piretroides y piretrinas.
Informacion suministrada por el proveedor en su certificado de analisis.

Peso molecular | Presion de vapor
Nombre Foérmula molecular log P,,
(g/mol) a 25° (Pa)
1R-trans fenotrina | Cy3Ho605 350,5 4,17 x 107° 6,8
Cifenotrina CouHos NO3 375,5 29x 1077 6,3
Permetrina Co1HoyoCly03 391,3 45 x107° 6,5
Imiprotrina Ci17HyN5Oy 318,4 1,86 x 1076 2,9
Transflutrina Ci5H2Cly F,04 371,15 9x 1074 5,46
Praletrina Ci9H5,05 300,4 3,57 x 1074 4,5
Cipermetrina CQQHIQCZQNO3 416,3 17166 X 10_6 6,6
Piretrina I Cy1 Hy50 328,4 2,7x 1073 5,9
Piretrina II CaaHo50s5 3724 53x107° 4,3
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Las sustancias terpenoides utilizadas en el estudio comparten caracteristicas
fisicoquimicas con los piretroides ya que se trata de moléculas incluso més
pequenas que estos y de naturaleza lipidica, tal como se muestra en la Tabla

4.5 con el dato de peso molecular y log K,,.

La presion de vapor para estas sustancias es mayor que en el caso de los
piretroides, sin embargo, esta por debajo del valor limite que se ha establecido
con los disolventes para determinar la aplicaciéon topica del liquido de estudio

sobre la cucaracha americana (25-30 kPa a temperatura ambiente).

Tabla 4.5: Caracteristicas fisicoquimicas de los terpenoides. Fuente: PubChem
Open chemistry database [45]; * [121]

Peso molecular | Presion de vapor
Nombre | Féormula molecular log P,,
(g/mol) a 25° (Pa)
Linalol Clongo 154725 21 2,97
Timol ChoH14,0 150,22 2,13 3,3
Eugenol CioH120 164,20 2,94 2,49
Eucaliptol | CyoH150 154,25 253,31 2,74
Carvacrol | CigH140 150,22 3,09-6,64* 3,49

Para determinar la toxicidad de estas sustancias mediante aplicacion topica
sobre Periplaneta americana se utilizaron 5ul. de producto de ensayo directa-
mente sobre la cucaracha. Para la preparacion de las soluciones de ensayo se
utilizdé como solvente el etildiglicol, ya que las sustancias de estudio presen-
tan buena solubilidad con este disolvente y sus propiedades fisicoquimicas son

adecuadas segun lo descrito anteriormente.

Los terpenoides que se presentan en estado liquido se han estudiado tanto
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puros, aplicando 5pl de la sustancia sobre cada individuo, como a una concen-
tracion del 50 % en peso. En el caso del Timol, al tratarse de una sustancia
en estado solido a la temperatura de estudio, no se puede aplicar directamente
sobre la cucaracha y se utiliza una disolucion mas concentrada y otra al 50 % en
etildiglicol. Para el Eucaliptol se emplearon distintas dosis desde 1,5uL hasta
5uli. Las dosis aplicadas por individuo de cada una de las sustancias terpenoi-
des estudiadas se recogen en la Tabla 4.6 mientras que las dosis aplicadas de los
piretroides se indican en la Tabla 4.7. La pureza y densidad de las sustancias
se obtiene del certificado de analisis del lote utilizado para cada sustancia. Las

dosis de aplicacion se expresan tanto en peso como en volumen.

La aplicacion de los terpenoides puros sobre P. americana resulto ser letal
en todos los individuos de ensayo, sin distincién entre sustancias. Los resultados
de mortalidad de los terpenoides para las dosis de estudio, expresados en % de
individuos volteados a las 24 horas desde la aplicaciéon del producto de ensayo

mediante aplicacion topica, se muestran en la Tabla 4.8.

En el caso del Eucaliptol se ampliaron las dosis de estudio para encontrar
la dosis a partir de la cual la eficacia se reduce significativamente ya que la
disolucion al 50 % en peso muestra resultados de mortalidad a las 24h superiores
al 90 %. Los resultados de mortalidad a las 24 horas del Eucaliptol a las distintas
dosis aplicadas sobre P. americana que se muestran en la Figura 4.2 indican
que una dosis de 1,5uL presenta una mortalidad a las 24 horas superior al 60 %,

mientras dosis inferiores reducen significativamente su potencial biocida.

Los piretroides y piretrinas han mostrado una mortalidad del 100 % a las

24 horas de la aplicacion para las dosis de estudio (Tabla 4.7), con la excepcion
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de Imiprotrina, que a la menor dosis de estudio (0,005 mg) presenta una

mortalidad del 83,3 %.

Tabla 4.6: Dosis de aplicacion de terpenoides utilizados en el ensayo de aplica-
cion topica sobre P. americana expresadas en unidad de peso y de volumen.

Densidad Dosis Dosis
CAS Sustancia Pureza (%)
20°C (g/ml) | x individuo (mg) | x individuo (pl)
4,574 )
3,431 3,75
3,202 35
2,973 3,25
470-82-6 | 1,8 Cineol (Eucaliptol) 98,9 0,925
92,516 275
2,987 25
1,830 9
1,372 15
4279 5
5392-40-5 | Citral (Neral; Geranial) | 96,49 (40,06; 56,43) 0,887
2,140 25
4,250 5
78-70-6 Linalol 98,72 0,861 -
2125 25
5,288 5
97-53-0 Eugenol 99,5 1,063
2,644 25
4,875 5
499-75-2 Carvacrol 99,9 0,976
2,354 25
3,244 3,34
89-83-8 Timol 99,5 -
9,438 25

El tiempo que transcurre desde la aplicacion de la sustancia hasta el KD
nos permite cuantificar el potencial de accién insecticida de la sustancia. Para
ello, se representa en la Figura 4.3 el KD de las cucarachas para los terpenoides
a las dosis de estudio. En el caso particular del Eucaliptol se han analizado
los tiempos de volteo desde 1,5uL hasta 5ul. para determinar el potencial de

eficacia de la molécula ya que los resultados obtenidos indican que la reducciéon
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del 50 % de la dosis de aplicaciéon de la sustancia tiene una influencia reducida
de 1,3 minutos, pasando de 6,37 a 7,68 minutos.
Tabla 4.7: Dosis de aplicacion de los piretroides y piretrinas utilizados en el

ensayo de aplicacion topica sobre P. americana expresadas en unidad de peso
y de volumen.

Densidad Dosis Dosis
CAS Sustancia Pureza (%)
a 20°C (g/ml) | por individuo (mg) | por individuo (nl)
0,15 0,1384
26046-85-5 | 1R-trans Phenothrin 97,8 1,06
0,005 0,0046
0,15 0,1408
39515-40-7 Cyphenothrin 94,3 1,08
0,005 0,0044
0,15 0,1066
23031-36-9 Prallethrin 96,7 1,03
0,005 0,0047
0,15 0,1181
118712-89-3 Transfluthrin 98,5 1,3856
0,005 0,0036
0,15 0,1181
52645-53-1 Permethrin 95,3 1,21 -
0,005 0,0039
0,15 0,1228
52315-07-8 Cypermethrin 97,5 1,191
0,005 0,0041
0,3 0,1566
72963-72-5 Imiprothrin 51,1 0,979
0,01 0,0052
0,3 0,1655
89997-63-7 Pyrethrin 50,3 0,912
0,01 0,0055

Tal como se representa en la Figura 4.4, el Eucaliptol no presenta diferencias
significativas en tiempo de volteo para las dosis entre 1,5ul. y 5ul. donde la

mortalidad a las 24h es superior al 60 %.

La Figura 4.5 muestra el tiempo de volteo de las cucarachas para los
piretroides y piretrinas a las dosis de estudio indicadas en la Tabla 4.7.

Se representa un grafico de intervalos utilizando las desviaciones estandar
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individuales de cada dosis de estudio. El grafico de intervalos expresa también
el valor medio de cada intervalo y se han utilizado tinicamente los tiempos de

volteo de los individuos que han presentado mortalidad a las 24 horas.

Tabla 4.8: Resultados de mortalidad a las 24 horas desde la aplicacion del
producto de ensayo.

Molécula | Cantidad (nl) | N? individuos | % Mortalidad 24h
Eugenol 2,50 6 50,00
Carvacrol 2,50 6 50,00
Timol 2,50 6 66,67
Linalol 2,50 6 50,00
Citral 2,50 6 33,33
Eucaliptol 2,50 12 91,67
Eugenol 5,00 6 100,00
Carvacrol 5,00 6 100,00
Timol 3,34 6 100,00
Linalol 5,00 6 100,00
Citral 5,00 6 100,00
Eucaliptol 5,00 6 100,00

De todos los piretroides estudiados, Praletrina y Piretrina son los mas
rapidos en actuar cuando la dosis de aplicacion es de 0,15 mg. Sin embargo, al
reducir la dosis de aplicaciéon 30 veces se triplica el tiempo de volteo en el caso
de la Praletrina. En la mayoria de los piretroides, la variabilidad de la respuesta
aumenta al reducir la dosis de aplicacion de la sustancia y existen diferencias

significativas entre las dosis estudiadas, con la excepcion de Permetrina.

Cabe destacar que los tiempos de volteo obtenidos con las dosis estudia-

das de Eucaliptol son similares a las respuestas de las sustancias piretroides
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comerciales. Sin embargo, las dosis necesarias son aproximadamente 20 veces
superiores para que el Eucaliptol consiga la misma mortalidad con un KD si-

milar.
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Figura 4.2: Mortalidad a las 24h del Ecualiptol en funcién de la dosis de
aplicacion

Los estudios para evaluar la actividad sinergista de una sustancia consisten
en adicionar una cantidad conocida de la sustancia de estudio sobre una
disoluciéon con una concentracion de algin piretroide que sea letal en el insecto
objetivo, pero que a la vez permita evaluar el grado de mejora que aporta la
sustancia. Tras evaluar los resultados de mortalidad y KD de los piretroides
se considera adecuado el uso de Praletrina como piretroide a utilizar en los
estudios de sinergia ademés, esta sustancia se utiliza en la mayoria de las
formulaciones de productos insecticidas comerciales para uso topico en insectos

rastreros.
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Se realizan estudios de aplicacion topica sobre Periplaneta americana a dos
dosis de aplicacion utilizando como disolventes etildiglicol y DMF. Los resulta-
dos que se recogen en la Tabla 4.9 indican que una dosis de 0,05 % (0, 0025mg)
consigue alcanzar un 90-95 % de mortalidad y como se ha comentado anterior-
mente, los KD aumentan significativamente al reducir la dosis de aplicacion.
Por tanto, se considera adecuado el uso de Praletrina al 0,05 % para evaluar la
sinergia de las sustancias de estudio ya que se puede determinar si existe una

reduccion significativa del KD y un aumento de la mortalidad (hasta 100 %) al

anadir las sustancias.
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Figura 4.5: KD expresado en minutos, de piretroides y piretrinas a distintas

dosis.
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Tabla 4.9: Valores de mortalidad a las 24 horas de Praletrina en etildiglicol y
DMF a distintas dosis de aplicacion sobre Periplaneta americana.

Sustancia | Dosis por individuo (mg) | Dosis por individuo (% p/p) | Disolvente | N | Mortalidad 24h
Praletrina 0,005 0,1 Etildiglicol | 56 100 %
Praletrina 0,0025 0,05 Etildiglicol | 54 94,4 %
Praletrina 0,005 0,1 DMF 54 100 %
Praletrina 0,0025 0,05 DMF 51 90,2 %

4.1.3 Calculo de las interacciones entre VSSC y AChE
de la Periplaneta americana y los Terpenoides y

Piretroides

Después de cuantificar la actividad biocida in vivo de las sustancias piretroides
y terpenoides tomadas como controles positivos, se calculd la energia de union
de estas moléculas con el sitio activo de la estructura molecular del canal de
sodio y de AChE para Periplaneta americana. Esto nos permite relacionar la
potencia insecticida real con el modelo computacional que predice la unién de
la molécula (ligando) en el sitio activo de la proteina (receptor). La preparacion
de la estructura de las dianas bioldgicas se realiza tal como se describe en el
capitulo de materiales y métodos. Las energias de enlace se obtienen con la
metodologia Glide y finalmente se recalculan con el método MMGBSA segtn
lo descrito en la Seccion 3.2. Las Tabla 4.10 muestra los resultados obtenidos
para estas energias segtn se utilicen las moléculas de terpenoides (izquierda)
y piretroides (derecha) respectivamente, expresados en kcal/mol. De acuerdo
con la definicién de esta energia, cuanto mas negativo es el resultado, mayor

interaccion entre el receptor y la molécula.
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En el caso de los terpenoides, la Tabla 4.10 muestra que el Eucaliptol es
la molécula con menor energia de enlace en la estructura de la AChE y los
valores obtenidos en la estructura del canal de Na, tampoco son relevantes.
Sin embargo, es el Eucaliptol el que mejores resultados ha presentado en los
estudios in wvivo. Al analizar la actividad de los piretroides en estructura del
canal de Na, de Periplaneta americana (Na,PaS) se observa que no encajan en
el mismo sitio activo que el ligando cristalografico, sino que presentan multiples
contactos en una zona mas interna del poro (Figura 4.6). En la Na,PaS se ha
incluido como referencia el ligando cristalografico TTX, con una energia de

interaccion de —48,60 kcal /mol.

Tabla 4.10: Energias de enlace de los terpenoides (izquierda) y piretroides/pi-
retrinas (derecha) en la estructura molecular de Na, y AChE para Periplaneta
americana.

Molécula Na,PaS | AChE
1R-trans fenotrina -36.8 -50.50
Molécula | Na,P AChE .

olécula | Na,PaS | AC Praletrina -46.45 -36.6

Eucaliptol | -21.26 | -28.40
Permetrina -34.77 -56.42

Citral -28.05 -34.88
Cipermetrina -45.98 | -55.14

Linalol -25.81 -35.40

Extracto de piretro (II) | -51.72 | -45.30
Carvacrol | -22.07 | -36.83

Cifenotrina -45.17 | -48.36
Eugenol -19.87 | -32.09
n + " - - 5
Timol 2044 | 3197 Transflutrina 31.71 47.56
Imiprotrina -37.96 | -46.69

Tetrodotoxina (TTX) | -48.60

De la misma manera que ocurre con los piretroides, la molécula de Eucaliptol
entra en una zona maés interna del poro que el resto de terpenoides aunque con
una interacciéon menor. En la Figura 4.7 se representa la inhibicién experimental

de los distintos terpenoides frente al TTX como referencia de inhibidor conocido
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para Na,PaS, donde se puede ver como el Eucaliptol se sittia en una zona més

interna del canal.

Figura 4.7: Comparacion del
inhibidor experimental de los
terpenoides en Na,PaS (Euca-
liptol en rosa, Citral en morado

y Linalol en verde oscuro) con
TTX (en verde).

Figura 4.6: Estructura Na,PaS
para Periplaneta americana; la
esfera representa el sodio, en ro-
jo la molécula T'TX y abajo el
resto de piretroides.

Este hallazgo contribuye notablemente en la bisqueda de nuevas sustancias
insecticidas para la cucaracha americana, ya que la posicion de enlace del
Eucaliptol en la estructura del canal Na, muestra una actividad insecticida

significativa incluso con energia de enlace inferiores a —30 kcal /mol.

En el caso de la estructura de AChE para Periplaneta americana, obtenida
por homologia tomando como referencia el trabajo de Singh et al. [92], se
obtuvieron energias de enlace para los piretroides superiores a —45 kcal /mol en
la mayoria de las moléculas de estudio. Esto es indicativo de que los piretroides
no sélo actian inhibiendo la Na,PaS sino que también presentan inhibicién
de la estructura de AChE y pone de manifiesto la importancia del estudio de
este mecanismo de accidon para determinar moléculas insecticidas. Sin embargo,
las moléculas de terpenoides estudiadas cuya inhibicion en AChE para otros

organismos esta bien documentada (ver Tabla 4.3) presentan valores de energia
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de enlace entorno a —30 kcal /mol.

En este caso, terpenoides y piretroides se posicionan en la misma zona de
la estructura de AChE desarrollada para Periplaneta americana tal y como se

representa en la Figura 4.8.
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Figura 4.8: Comparacion inhibido experimental de los terpenoides (imagen A)
frente a los piretroides (imagen B) para AChE en Periplaneta americana

4.2 Nuevos inhibidores para VSSC

En este apartado se ha realizado un cribado in silico y ensayos in wvivo
de la base de datos DB, para encontrar nuevos compuestos que presenten
un potencial efecto como insecticidas o sinergistas para los canales Na, de
Periplaneta americana. En primer lugar, se presenta la validacion de los dos
métodos basados en ligandos, Glide y METADOCK 2.0, para comprobar
que reproducen correctamente el sitio de unién del ligando cristalogréfico.
Se comprob6 también que los piretroides encajan en el mismo sitio activo

que el ligando cristalografico. A continuacion se describe el procedimiento del
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trabajo de VS que incluyé una simulaciéon basada en consenso implementando
Glide y METADOCK 2.0 y, posteriormente, se refinaron las energias de enlace
mediante un nivel superior de teoria, MMGBSA. Por ultimo, se identificaron
los compuestos mas activos para proceder con ensayos in vivo de aquellos que
estaban comercialmente disponibles. Los resultados presentados en este seccién
condujeron al descubrimiento de Miglitol como un nuevo compuesto sinérgico
efectivo cuando se combina con formulaciones comerciales de insecticidas que
contengan Praletrina. La incorporaciéon de Miglitol aceleré significativamente
el KD de la cucaracha americana, proporcionando un 100 % de mortalidad
después de 24 horas. Estos resultados abren la puerta a insecticidas mejorados

Y mMAas seguros.

4.2.1 Validacién de los métodos de cribado virtual para

VSSC

Fue necesario validar la estructura del canal Na, de la cucaracha americana
Periplaneta americana (Na,PaS) para confirmar que los dos motores de aco-
plamiento seleccionados (Glide y METADOCK 2.0) reproducian correctamente
el modo de union del ligando presente en la estructura cristalina (TTX). Tam-
bién era un requisito que estas aplicaciones localizaran piretroides, que son
inhibidores bien conocidos del canal de sodio de la cucaracha americana [3], en
la misma region de Na,PaS que el TTX. La Figura 4.9 muestra este procedi-
miento de validacion. En el panel de la izquierda, se observa la superposicion
de la estructura experimental (en rojo) con las poses predichas por Glide (en
rojo) y METADOCK 2.0 (verde). Se puede apreciar que la pose computada

coincide con la misma ubicaciéon ocupada por el TTX en el ntucleo del poro, lo



Resultados y Discusion 95

que se asocia con una desviacién cuadratica media (RMSD) de solo 0.62 y 0.68
A para Glide y METADOCK 2.0, respectivamente. En el panel de la derecha,
los resultados de Glide demuestran que los seis piretroides seleccionados (Pire-
trina, Butoxido de piperonilo, Cipermetrina, Fenotrina y Praletrina) se acoplan
correctamente en el nicleo central, como se espera de un inhibidor de Na,PaS.
El muestreo mejorado con METADOCK 2.0 también localizo los piretroides
en esa misma region. El refinamiento con MMGBSA arrojé una energia de
union de —47,74 kcal/mol (Glide) y —51,77 kcal/mol (METADOCK 2.0) para
el TTX, dependiendo de si la pose ha sido obtenida con Glide o METADOCK
2.0. Como era de esperar, los piretroides alcanzaron el niicleo del poro con
energias cercanas. La interaccion maxima se predice para la Piretrina (—51,72
kcal/mol) y el Butéxido de piperonilo (—48,13 kcal/mol), mientras que otros
piretroides se encuentran en el rango de aproximadamente —46/ — 35 kcal /mol.
De hecho, estas cifras no solo nos permitieron comparar nuestro protocolo, sino
también utilizar estos valores predichos para el TTX y los piretroides como re-
ferencia para saber a qué energia y tiempo de interacciéon un compuesto podria

ser considerado como un inhibidor de Na,PaS.

4.2.2 Aplicacion VS a Na,PaS

Aunque el objetivo principal es disenar una estrategia de consenso para el des-
cubrimiento de nuevos insecticidas, el costo computacional es un pardmetro
crucial en cualquier procedimiento de VS. Por lo tanto, esta seccién informa
sobre los compuestos descubiertos, asi como los recursos necesarios para com-

pletar cada uno de los pasos propuestos en el VS.
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Figura 4.9: Panel izquierdo: superposiciéon de las estructuras de TTX en el
entorno del nicleo del poro de Na,PaS: estructura cristalografica en azul y
geometria de redocking por Glide (rojo, RMSD = 0.62 A) y METADOCK 2.0
(verde, RMSD = 0.68 A). El canal se muestra con caricaturas y superficies
amarillas. El Na™ se muestra como una bola. Panel derecho: superposiciéon de
las poses predichas para los piretroides.

El flujo de trabajo de Glide se inici6 con el paso HTVS, que utiliza la base
de datos DB como entrada, es decir, 9.137 compuestos. Todos los parametros
de Glide estan configurados por defecto. En ese protocolo estandar, se retiene
el 10 % de todos los compuestos para los siguientes pasos, de modo que HTVS
gener6 913 compuestos candidatos como salida. El tiempo total de ejecucion del
procedimiento HTVS fue de 51 minutos. Los 913 compuestos seleccionados se
alimentaron posteriormente en el procedimiento SP, que se complet6 en 1 hora
y 11 minutos. SP gener6é 100 compuestos candidatos como salida que fueron
seleccionados para la ultima etapa del pipeline de VS. Es precisamente esta
altima etapa la que diferencia ambos flujos de trabajo. En el flujo de trabajo
basado en Glide, las simulaciones de acoplamiento de estos 100 compuestos
con el sitio activo del Na,PaS se evaluaron con el régimen méas refinado XP,

en el cual se retuvieron hasta 10 poses por compuesto. Ese acoplamiento final
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requiri6 7 horas y 42 minutos de tiempo de ejecucion en la CPU, lo que significa
un promedio de aproximadamente 277 segundos por compuesto. El flujo de
trabajo estandar de VS se complet6 calculando la energia libre de union de
los compuestos mejor clasificados, lo cual tardé 1 hora y 24 minutos. Para
el registro, las simulaciones de Glide y MMGBSA se llevaron a cabo en una
estacion de trabajo Intel Xeon™ E5 2600v3 de 12 niicleos a 2.4GHz, equipada
con 23GB de memoria RAM DDR4 y un disco duro SSD de 256GB.

El flujo de trabajo de METADOCK 2.0 también realiz6 una simulacion
con los 100 compuestos previamente seleccionados. Sin embargo, a diferencia
de Glide, METADOCK 2.0 realiz6 un acoplamiento a ciegas (sistematico)
evaluando la interaccion en los 1.377 carbonos alfa (puntos) a lo largo de
la superficie del canal de sodio. La Tabla 4.11 muestra los pardmetros de
configuracion de METADOCK 2.0 obtenidos del software HYPERDOCK.
Entre esos valores, es importante destacar que la poblacién inicial generada
es de 300 (INEIni). Luego, se generaron un total de 413.100 poses diferentes
a lo largo de la superficie del canal de sodio, es decir, 1.377 carbonos alfa
x 300 individuos en cada punto. Por lo tanto, fue imprescindible un cédigo
acelerado por GPU para realizar tales simulaciones de acoplamiento a ciegas en
biosistemas complejos como el Na,PaS. De hecho, incluso con ese gran nimero
de poses, METADOCK 2.0 fue capaz de procesar estos 100 compuestos en
solo 8 horas y 51 minutos. Ese rendimiento llevé a un tiempo de ejecucion
promedio de 306 segundos por compuesto cuando se ejecuta en un dispositivo
NVIDIA A100 con 6912 nucleos CUDA, 40 GB de memoria HBM2 y 1.9
TB/segundo. La aceleracion de las simulaciones de acoplamiento a ciegas fue

posible ya que METADOCK 2.0 se desarroll6 desde cero en el lenguaje de
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programacion CUDA, por lo que es completamente compatible con las GPU
de NVIDIA. Aunque los modelos subyacentes de Glide y METADOCK 2.0
se basan en fundamentos teodricos disimiles, cabe senalar que METADOCK
2.0 tard6 solo 0,74 milisegundos por pose, significativamente mas rapido que
los 27,72 segundos por pose de Glide, mas de cuatro 6rdenes de magnitud de
diferencia. Finalmente, se seleccionaron las mejores 100 poses de cada ligando
(10.000 poses) que se sometieron a refinamiento MMGBSA, con un costo de

166 horas y 31 minutos.

Tabla 4.11: Configuracién de parametros seleccionada por HYPERDOCK con
la cual se han desarrollado los experimentos de METADOCK.

Parametro | Valor | Descripcion
INEIni 300 | Namero de conformaciones iniciales del ligando.
[TEFlex 20 | La intensificacion de la flexibilidad en las funciones de mejora.
PEIIni 100 | Porcentaje de las mejores conformaciones que se mejoran en la funcion Initialize.
IIEIni 200 | La intensificacion de la mejora en la funcion Initialize.
PBEIni 100 | Porcentaje de las mejores conformaciones que se incluiran en el conjunto inicial para las siguientes iteraciones.
PWEIni 0 Porcentaje de las peores conformaciones que se incluirdn en el conjunto inicial para las siguientes iteraciones.
PBESel 50 | Porcentaje de las mejores conformaciones que se seleccionaran para la combinacion.
PWESel 50 | Porcentaje de las peores conformaciones que se seleccionaran para la combinacion.
PBBCom 50 | Porcentaje de las mejores-mejores conformaciones que se combinaran.
PWWCom 20 Porcentaje de las peores-peores conformaciones que se combinaran.
PBWCom 10 | Porcentaje de las mejores-peores conformaciones que se combinaran.
PMUCom 20 | Porcentaje de las mejores conformaciones de la combinacion que seran mutadas.
IMUCom 10 | La intensificacion de la mutacion de los elementos generados por la combinacion.
PEIImp 50 | Porcentaje de las mejores conformaciones de la combinacion que se mejoraran.
[TEImp 100 | La intensificacion de la mejora de los elementos generados por la combinacion.
PBEInc 50 | Porcentaje de las mejores conformaciones que se incluiran en el conjunto de referencia.
NIREnd 3 Niimero méaximo de pasos sin mejora.
MNIEnd 3 Numero maximo de iteraciones con o sin mejora.

Como se ha discutido, los resultados numéricos de Glide y METADOCK

2.0 no son directamente comparables ya que se basan en diferentes funciones de
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puntuacion. El uso de MMGBSA nos permitié re-evaluar la lista de los mejores
clasificados con un nivel de teorfa mas refinado mientras se homogenizan las
energias de union, lo que hace posible dicha comparaciéon. Una de las principales
diferencias entre el flujo de trabajo estandar Glide-MMGBSA y el muestreo
mejorado con METADOCK 2.0-MMGBSA es que el primer enfoque realiza el
VS en el sitio de union (nucleo del poro) mientras que el segundo explora toda la
estructura del objetivo Na,PaS. Como consecuencia, todas las poses predichas
por Glide estan ubicadas "dentro del canal". Por el contrario, METADOCK
2.0 localizo poses “dentro del canal” (en el nicleo del poro, como el TTX y el
cation Na™) y “fuera del canal”. El panel superior de la Figura 4.10 clasifica
las poses de METADOCK 2.0 segtun los valores calculados wvs. el niimero de
residuo del punto seleccionado. Las poses generadas “dentro del canal” y “fuera

del canal” estan circundadas en azul y rojo, respectivamente.

Vale la pena destacar el ntmero similar de poses dentro y fuera del canal
proporcionadas por METADOCK 2.0. Este hallazgo demostré que los ligandos
podrian dirigirse a varios residuos. También es notable que METADOCK 2.0
predice tres areas de residuos: aproximadamente 0-400, 400-900 y 900-1300. La
mayor interaccion (puntuacion METADOCK 2.0 mas negativa) se encuentra
en la region de los residuos 500-900. Una inspeccion visual demostrd que no
todos estos residuos corresponden al nicleo del poro. Como consecuencia, un
VS guiado por el sitio podria producir una vision limitada del modo de unién
al objetivo Na,PaS. El panel inferior de la Figura 4.10 representa las energias
de interaccién de las poses de METADOCK después del refinamiento con
MMGBSA. El refinamiento con MMGBSA impact6 significativamente en la

clasificacion por METADOCK 2.0 al compactar la dispersion energética.
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Figura 4.10: Resultados con METADOCK 2.0 (panel superior) y re-evaluacion
subsiguiente de todas las poses generadas con MMGBSA (panel inferior). Como
un acoplamiento a ciegas, se explora toda la superficie del objetivo Na,PaS.
Las poses dentro del niicleo del poro se muestran en azul (dentro del canal),
mientras que las poses fuera del canal se representan con puntos rojos (fuera
del canal).
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De hecho, tres regiones de residuos todavia son visibles, aunque las poses con
la mayor energia de uniéon "dentro del canal"(umbral de —60 kcal/mol) ahora
se detectan en estas tres areas de residuos. Los compuestos “dentro del canal”
con las energias de uniéon més altas se extrajeron para completar el analisis

computacional.

La Tabla 4.12 muestra los mejores compuestos obtenidos por los dos flujos
de trabajo de VS propuestos. Como se demuestra mediante los resultados
numéricos, no hay una correlacion lineal entre los valores de acoplamiento y
las energias de interaccion de MMGBSA, conclusiones que son vélidas tanto
para Glide como para METADOCK 2.0. Como era de esperar, el acoplamiento
es una herramienta valiosa para evaluar posibles modos de unién (poses) de
los farmacos dentro de los centros activos de las biomoléculas. Sin embargo,
las energias de interacciéon necesitan ser refinadas con niveles de teoria més
avanzados. Este post-procesamiento parece ser obligatorio independientemente
del motor de acoplamiento utilizado. Ademaés, la Tabla 4.12 demuestra que
las poses generadas con METADOCK 2.0 estan mejor ancladas al objetivo
Na,PaS. El flujo de trabajo estandar Glide-MMGBSA produce una ventana
energética de —58,03/ — 33,39 kcal/mol en contraste con los valores méas
negativos derivados del muestreo METADOCK 2.0-MMGBSA, con una lista
de los mejor clasificados con energias en el rango de —74,25/ — 60,25 kcal /mol.
En otras palabras, METADOCK 2.0 aumenta la interaccién con el objetivo al
estabilizar la pose, un resultado que podria estar directamente relacionado con

la mayor cantidad de poses generadas.
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Tabla 4.12: Compuestos mejor clasificados predichos por el protocolo estandar
de Schrédinger (valores Glide, en kcal/mol) y por muestreo con acoplamiento a
ciegas METADOCK 2.0. A efectos de comparacion, estas listas de compuestos
se clasifican con la energia libre de unién mas refinada a nivel de teoria

MMGBSA. (AGMMEBSA “ep keal /mol)®

Flujo estandar Muestreo mejorado
Molécula’ Glide | AGMMEBSA | Molécula® | METADOCK 2.0 | AGHMGESA
Bedoradrina -4.31 -58.03 DB02629 -1319.10 -74.25
DB02732 -8.05 -56.34 Plazomicina -2155.52 -70.08
Plazomicina -11.30 -54.81 DB01763 -3657.78 -69.32
Dihidroestreptomicina | -7.01 -53.68 Milvexiano -757.69 -68.76
DBO01721 -3.80 -01.27 Nicofuranosa -957.84 -68.38
Indinavir -0.60 -50.67 DB04190 -1118.17 -67.12
Imidurea -6.94 -50.45 Diquafosol -3761.54 -65.58
Capivasertib -0.32 -50.07 DB01690 -3706.87 -64.86
Netilmicina -6.12 -46.79 Ceforanida -1375.91 -64.51
Acarbosa -7.79 -40.42 Acarbosa -2139.54 -63.46
Miglitol -7.83 -33.39 Netilmicina -2241.69 -60.25

¢ Solo se consideran para discusion las moléculas dentro del canal.
b Se proporcionan los nombres genéricos cuando estan disponibles, de lo contrario,
las moléculas se identifican por cédigos DB.

Con respecto a la naturaleza quimica de los compuestos mejor clasifica-
dos, el flujo de trabajo estandar lleg6 a la Bedoradrina como el mejor clasi-
ficado por MMGBSA (AGMMGBSA — _58 03 kcal/mol), mas negativo que la
energia calculada para el TTX cristalografico en el marco Glide-MMGBSA
(AGMMGBSA — 47 74 kcal/mol). La Bedoradrina es un tetralina (un benceno
fusionado a un ciclohexano), un novedoso agonista [-adrenérgico intravenoso
[122, 123| que, hasta donde se conoce, nunca ha sido propuesto como insecticida.

El muestreo mejorado con METADOCK-MMGBSA situé la molécula con el c6-
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digo DB02629 (N,N-[2,5-O-di-2-fluoro-bencil-glucaril]-di-|[1-amino-indan-2-ol] )
en el primer lugar con una energfa de unién de AGMMEBSA = 74 25 kcal /mol,
que es la interaccion mas grande predicha por nuestro protocolo computacional.
Esta molécula pertenece a la familia de los indanos (un ciclopentano fusionado
a un anillo de benceno), que ha sido propuesta como inhibidores de la proteasa
del virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (HIV) [124]. Ambas molécu-
las estan en el grupo experimental, es decir, ain no estan aprobadas para su
uso en hospitales. Curiosamente, las moléculas en primer lugar en estas dos
listas no son coincidentes en ambas listas. Adentrandonos en las listas (valores
MMGBSA menos negativos), el primer consenso se alcanzo con la Plazomicina,
que ocupa el tercer lugar en el flujo de trabajo estandar (AGMMEBSA = 54 81
kcal /mol) vs el segundo en el muestreo mejorado (AGMMEBSA — 70,08 kca-
1/mol). Una inspeccion detallada de la Tabla 4.12 muestra que la Plazomicina
también exhibi6 valores significativamente negativos tanto en la escala Glide
(—11,30 kecal /mol) como en la de METADOCK 2.0 (—2155,52). Este compues-
to (originalmente etiquetado como ACHN-490) es un derivado aminoglucésido
de nueva generacion con una potente actividad antibiotica clinica [125]. Fue
aprobado por la FDA en 2018 para el tratamiento de infecciones causadas por
Enterobacteriaceae multirresistente [126]. Es notable que uno de los efectos
secundarios asociados a los antibioticos aminoglucésidos es el bloqueo neuro-
muscular. Ese efecto indeseado se debe a la interaccion con las proteinas de los
canales. Los aminoglucésidos pueden actuar como bloqueantes de los poros en
algunos canales activados por voltaje, incluidos los canales de Ca** y KT [127].
Como demostraron Wright y colaboradores [128], los aminoglucosidos también
pueden inhibir los canales de sodio en modelos de ratas in-vivo. Esa evidencia

previa respalda atin mas nuestro descubrimiento y consolida la Plazomicina
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como un nuevo y prometedor bloqueador de Na,PaS.

Desafortunadamente, estos tres candidatos (Bedoradrina, DB02629 y Plazo-
micina) son comercialmente inaccesibles o estan asociados a precios prohibitivos
para el desarrollo de aplicaciones industriales de insecticidas. En consecuencia,
se decidi6 ampliar la busqueda descendiendo en la lista de clasificacién. Como se
mencion6 anteriormente, METADOCK-MMGBSA detecté varios compuestos
con mayor energia de uniéon "dentro del canal"(umbral de —60 kcal/mol). En
cuanto a Glide-MMGBSA, se observaron valores mas moderados. Por lo tanto,
se amplié la busqueda en el flujo de trabajo estdndar imponiendo la ventana
energética de los piretroides (aproximadamente —48/ — 35 kcal/mol). Todos
los compuestos que cumplieron con estos criterios de inclusiéon se enumeran en
la Tabla 4.12. Se realiz6 una busqueda sisteméatica en proveedores comerciales
para identificar candidatos comprables, los cuales pasaron a la etapa final de

pruebas in vivo.

4.2.3 Ensayos in vivo a actuar sobre Na,PaS

La Tabla 4.13 muestra los principales ingredientes activos, disolventes y emul-
sionantes incluidos en las soluciones a ensayar que se describen en la Tabla 4.14.
Cada uno de estos materiales fue proporcionado por un proveedor particular y
también se identifica con su nimero CAS. En el caso de los ingredientes activos,

la pureza de todos ellos es superior al 98 %.
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Tabla 4.13: Ingredientes activos principales, disolventes y emulsionantes utili-
zados para pruebas in vivo.

N2 CAS Materiales Proveedor
72432-03-2 Miglitol Target Molecule Corp.
56180-94-0 Acarbosa Glentham Life Sciences Ltd
56391-57-2 Sulfato de netilmicina Glentham Life Sciences Ltd

1143532-39-1

Capivasertib

Target Molecule Corp.

128-46-1 Dihidroestreptomicina Carbosynth Ltd
23031-36-9 Praletrina Endura S.p.A.
7732-18-5 Agua -
68-12-2 Dimetilformamida (DMF) Fluorochem
67-68-5 Dimetilsulfoxido (DMSO) TCI Europe N.V

Tween 20

Croda Iberica SA

70559-25-0

Emulsogen TS100

Clariant Produkte (Deutschland) GmbH

Calsogen 4814

Clariant Produkte (Deutschland) GmbH

61788-85-0

Sabowax EL-H 40

Sabo SpA

La Tabla 4.14 muestra las diferentes soluciones propuestas para las pruebas

in vivo. Dado que las moléculas de prueba estaban en estado solido, fue

necesario preparar una solucion de prueba que permitiera la aplicacion topica en

el insecto. Las soluciones de prueba contenian un 3 % de la molécula a ensayar.

Ademés, también contenian el disolvente con la mayor afinidad quimica pa-

ra cada molécula, con el fin de lograr la concentracion deseada. Es importante

destacar que los disolventes se probaron previamente para evaluar su toxicidad

en insectos, aplicando a las cucarachas una soluciéon con el 100 % de cada disol-

vente. Finalmente, las soluciones de prueba también incluyeron el insecticida

activo, que siempre es Praletrina en una concentracion del 0,05 %.
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Tabla 4.14: Composicion de las diferentes soluciones de prueba que se aplicaran
a los modelos de cucarachas.

D Molécula Piretroide Solvente
Nombre % | mg | Nombre | % | mg | Nombre % | mg
M1 Miglitol 3 | 0,143 | Praletrina | 0,05 | 0,0024 | DMF 96,95 | 4,626
M2 Acarbosa 3 | 0,144 | Praletrina | 0,05 | 0,0024 | DMF 96,95 | 4,639
Agua 91,95 | 4,534
Tween 20 1,8 | 0,09
M3 Sulfato de netilmicina | 3 | 0,148 | Praletrina | 0,05 | 0,0025 Emulsogen TS100 | 0,8 | 0,04
Calsogen 4814 0,8 | 0,04
Sabowax EL-H-40 | 1,8 | 0,09
M4 Capivasertib 3 10,166 | Praletrina | 0,05 | 0,0028 | DMSO 96,95 | 5,367
M5 Dihidroestreptomicina | 3 | 0,167 | Praletrina | 0,05 | 0,0028 | DMSO 96,95 | 5,406
M2&1 Control | - - - | Praletrina | 0,05 | 0,0024 | DMF 99,95 | 4,718
Agua 94,95 | 4,761
Tween 20 1,8 | 0,09

M3 _ Control Praletrina | 0,05 | 0,0025 | Emulsogen TS100 | 0,8 | 0,04

Calsogen 4814 0,8 | 0,04

Sabowax EL-H-40 | 1,8 | 0,09

M5&4 _ Control

- Praletrina | 0,05 | 0,0028 | DMSO 99,95 | 5,498

También se incluyeron en los experimentos in vivo tres soluciones de control
(M2&1 Control, M3 Control, M5&4 Control) que no incluian los compues-
tos sinérgicos probados; es decir, solo incluian los disolventes utilizados (Di-
metilformamida, Dimetilsulfoxido y agua) y 0,05% de Praletrina. En el caso
de la solucion M3, se utilizaron varios emulsionantes (Tween 20, Emulsogen
TS100, Calsogen 4814, Sabowax EL-H-40) que permitieron solubilizar la molé-
cula de Sulfato de Netilmicina en agua. Para esta solucién de prueba, se utilizod
el control M3 Control con una base de agua con emulsionantes en diferen-

tes concentraciones (1.8 % Tween 20, 0.8 % Emulsogen TS100, 0.8 % Calsogen
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4814, 1.8 % Sabowax EL-H-40). La solucion M2&1 Control se utilizo para las
soluciones M1 (Miglitol) y M2 (Acarbosa), ya que ambas utilizan el mismo
disolvente base (DMF). Lo mismo ocurre con M5&4 Control, que se utiliz6
para las soluciones M4 (Capivasertib) y M5 (Dihidroestreptomicina) ya que
ambas comparten DMSO como disolvente base. La Tabla 4.14 también mues-
tra la cantidad (en mg) que recibe el insecto de cada ingrediente incluido en la
solucion de prueba. Esto corresponde a una aplicacion de 5 pl por insecto, tal

y como se explico previamente en el capitulo 3.

La Figura 4.11 muestra las métricas in vivo para medir la efectividad
sinérgica de cada solucién descrita en la Tabla 4.14. La Figura 4.11a muestra el
KD (en minutos) de cada solucion. Claramente, la solucion basada en Miglitol
(M1) super6 por un amplio margen al resto de soluciones en términos de tiempo
de KD, volteando a todas las cucarachas en menos de cinco minutos, mientras
que otras soluciones necesitaron mas de 30 minutos. El efecto sinérgico se
demostré claramente para el Miglitol, ya que mejord su solucion de control
con un factor de aceleracion de 12X. La segunda soluciéon mas prometedora
fue la Acarbosa (M2), cuyo KD fue de alrededor de 20 minutos. Esta soluciéon
también superd a su control por un amplio margen, pero su mejora no fue tan
evidente en comparaciéon con los otros dos controles. M3, M4 y M5 no mostraron
un claro efecto sinérgico con los piretroides y, por lo tanto, se descartan como
sinérgicos. Las Figuras 4.11b y 4.11c muestran el porcentaje de la poblaciéon
total de cucarachas que voltearon después de 60 minutos de observacion
continua y después de 24 horas desde la aplicacion, respectivamente. Cabe
destacar que ambas métricas son bastante diferentes ya que el insecto puede

verse inicialmente afectado debido a los impulsos nerviosos causados por la
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accion de las moléculas de prueba, pero la cucaracha puede recuperarse poco
después. De hecho, este fendomeno se refleja en las Figuras 4.11b y 4.11c donde
el porcentaje de mortalidad se redujo de 60 minutos a 24 horas en algunas de

las soluciones (M3, M3_ Control).
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Figura 4.11: Resultados in vivo después de la aplicacion de las diferentes
mezclas en estudio: tiempo de KD, el porcentaje de la poblacion volteado
después de 60 minutos y la mortalidad después de 24 horas.

Es importante destacar que tanto M1 como M2 lograron un 100 % de volteo
a los 60 minutos y este 100 % se mantuvo después de 24 horas, lo que les di6

un aumento del 25 % en la mortalidad en comparacion con su control.
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De hecho, ambas, junto con M4, fueron las tinicas soluciones que lograron una
mortalidad completa después de 24 horas, mejorando el panorama actual de

los insecticidas basados en piretroides.

Las dos moléculas que mostraron sinergia con Praletrina, Acarbosa y Mi-
glitol, estan descritas como inhibidores de la enzima alfa-glucosidasa que ac-
tda retrasando la absorcién de carbohidratos en el intestino delgado. Ambos
se diferencian por su estructura quimica y caracteristicas farmacologicas: la
Acarbosa, introducida hace unos anos en el mercado, es un tetrasacarido no
absorbible de origen microbiano; el Miglitol es un derivado de la Desoxinojiri-
micina, estructuralmente similar a los monosacaridos, que se absorbe en més
del 60 %, utilizando el mismo transportador intestinal que la glucosa, hecho
que no ocurre con la Acarbosa. Después de absorberse no se metaboliza y se

elimina rapidamente por via renal [129].

Tras analizar esta conexién entre ambas moléculas, se pretende comprobar
la actividad sinergista de moléculas inhibidoras de alfa-glucosida y similares
estructuralmente a las que han mostrado resultados positivos. Se realizaron en-
sayos de aplicacion topica con cuatro moléculas derivadas de Desoxinojirimicina
y con otra molécula, Voglibosa, que es un derivado de la Valiolamina (producto
natural que se encuentra en Streptomyces hygroscopicus) también presente en

la estructura de la Acarbosa. Sus estructuras moleculares se representan en la

Figura 4.12.
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Figura 4.12: Estructura molecular de las sustancias inhibidoras de alfa-
glucosidasa propuestas para el ensayo in vivo. Fuente: PubChem Open che-
mistry database [45]

En la Tabla 4.15 se indican los ingredientes utilizados en este ensayo de
aplicacion topica sobre Periplaneta americana identificando mediante nombre
y numero CAS las moléculas de estudio utilizadas para la preparacion de la
solucién de ensayo. Se indican también las dosis de aplicacion de cada molécula
y los proveedores de dichos ingredientes. Ademas, se comprob6 en su certificado
de anélisis que las purezas eran superiores al 98 % en todos los casos.

Tabla 4.15: Identificacion de los ingredientes utilizados en el ensayo in-vivo de
aplicacion topica.

Molécula N° CAS Proveedor Dosis de aplicaciéon (mg)
Voglibosa 83480-29-9 - 0,17
Miglitol 72432-03-2 Target Molecule Corp. 0,17
Acarbosa 56180-94-0 Glentham Life Sciences Ltd 0,17
N-(n-Nonil) deoxinojirimicina 81117-35-3 - 0,17
N-(n-Butil) deoxigalactonojirimicina | 141206-42-0 - 0,17
N-Metildeoxinojirimicina 69567-10-8 - 0,17
N-Dodecildeoxinojirimicina 79206-22-7 | Toronto Research Chemicals (Trc) Canada 0,16

En este ensayo de aplicacion topica sobre Periplaneta americana, se evalud
la actividad sinérgica de las moléculas a un 3 %p,/p en una disoluciéon de DMSO

y anadiendo como piretroide Praletrina al 0,05 %p/p, tal como se indica en
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la Tabla 4.16. La actividad insecticida de las moléculas de estudio se realizo
también al 3 % en DMSO sin presencia de Praletrina. Los resultados del ensayo
para evaluar el potencial biocida de las moléculas indicaron que a la dosis de
estudio, ninguna de las moléculas fue capaz de producir mortalidad a las 24h
desde la aplicacion de la solucion. En el caso del estudio de una soluciéon que
contiene Praletrina al 0,05 %, todas las soluciones de estudio consiguieron un
100 % de mortalidad a las 24h, presentando un ligero aumento sobre la muestra

control que no super6 el 90 %.

Tabla 4.16: Composicion de las soluciones de estudio de moléculas inhibidoras
de alfa-glucosidasa.

D Molécula Praletrina | DMSO
Nombre %p/p| %p/p %p/p
61 Voglibosa 3 97
91 N-(n-Nonil) deoxinojirimicina 3 97
101 N-(n-Butil) deoxigalactonojirimicina 3 97
111 N-Metildeoxinojirimicina 3 97
121 N-Dodecildeoxinojirimicina 3 97
TS 61 Voglibosa 3 0,05 96,95
TS 71 Miglitol 3 0,05 96,95
TS 81 Acarbosa 3 0,05 96,95
TS 91 N-(n-Nonil) deoxinojirimicina 3 0,05 96,95
TS 101 N-(n-Butil) deoxigalactonojirimicina 3 0,05 96,95
TS 111 N-Metildeoxinojirimicina 3 0,05 96,95
TS 121 N-Dodecildeoxinojirimicina 3 0,05 96,95
Praletrina+DMSO 0,05 99,95

La Figura 4.13 muestra los resultados del KD durante el tiempo de ob-

servacion del ensayo, lo que nos permitié medir la sinergia con respecto a la
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soluciéon de estudio que no contenia la sustancia activa, en este caso, Praletrina.
Para el calculo estadistico se excluyeron los datos de KD que no presentaban
mortalidad a las 24h. En este caso, el analisis estadistico ANOVA de un solo
factor realizado con el programa Minitab 20 mostré diferencias significativas
en el KD tanto para Acarbosa como para las cuatro moléculas derivadas de

Deoxinojirimicina.
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Figura 4.13: Tiempo de KD en minutos (min) para las diferentes soluciones de
estudio de las sustancias inhibidoras de alfa-glucosidasa propuestas.

En la Tabla 4.17 se presentan los valores de media y desviacion estandar
del tiempo de volteo a las 24h y se calcul6 la diferencia respecto a la soluciéon
control que no contiene Praletrina. En todas las soluciones estudiadas se
registr6 una reduccién del KD que, en el caso de las nuevas moléculas de

estudio redujo entre un 70 - 80 % el momento de la muerte de la cucaracha.
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Tabla 4.17: Resultados de media, desviacion estandar de los tiempos de volteo
a las 24h. Céalculo de la reduccion de tiempos respecto al control sin Praletrina.

Molécula N | KD Media (min) | Desv.Est. | AKD (min) | AKD (%)
Vogliobosa 10 922,93 7.24 5,07 18,1
Miglitol 12 20,15 10,37 7,85 28,03
Acarbosa 12 7,68 3,83 20,32 72,57
N-(n-Nonil) deoxinojirimicina 6 5,35 2,84 22,65 80,89
N-(n-Butil) deoxigalactonojirimicina | 6 4,808 1,295 23,192 82,82
N-Metildeoxinojirimicina 6 8,01 3,56 19,99 71,39
N-Dodecildeoxinojirimicina 6 5,06 2,70 22,94 81,93

Durante el anélisis de los resultados de este ensayo, se detectaron diferencias
en el KD de Miglitol y Acarbosa con Praletrina en funcién del disolvente
utilizado en el ensayo, por tanto, se ampli6 el estudio realizando nuevos
ensayos para analizar la sinergia de estas moléculas utilizando como matriz
una disolucion de DMF con 0,05 %p/p de Praletrina frente a una disolucion de

DMSO con la misma concentracion de activo.

En la Figura 4.14 se muestran los resultados obtenidos del ensayo de apli-
cacion topica sobre Periplaneta americana comparando la actividad sinergista
de Miglitol y Acarbosa con los disolventes DMF y DMSO. En el tratamiento

estadistico se excluyeron los datos donde la mortalidad a las 24h era nula.

En el caso de la solucion con DMF, se observo un efecto sinérgico de ambas
moléculas destacando el Miglitol con un potencial sinérgico de la Praletrina
con diferencias estadisticamente significativas. En la solucion de DMSO, se
present6 de nuevo la Acarbosa como sinérgico con diferencias estadisticamente
significativas, mientras que en esta solucion, el Miglitol redujo su potencial

sinergista respecto a lo observado con la soluciéon de DMF.
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Figura 4.14: Comparacion de tiempo de KD en minutos (min) de Miglitol y
Acarbosa en soluciones de DMF y DMSO con 0,05 % Praletrina.

En la Tabla 4.18 se presenta la reduccion de KD, calculada como diferencia
de KD respecto a la solucion control que no contiene la molécula de estudio. En
el caso del Miglitol, pasé de reducir el KD en 35,62 minutos cuando el solvente

es DMF a reducir 6,47 minutos al utilizar DMSO.

Tabla 4.18: Comparacion de tiempos de volteo a las 24h de Miglitol y Acarbosa
en distintos disolventes con Praletrina al 0,05 %.

Molécula N | KD Media (min) | Desv. Est. | AKD (min)

DMF _Acarbosa | 6 21,11 6,07 17,49
DMF _Miglitol 6 2,972 1,030 35,628
DMSO _Acarbosa | 12 7,68 3,83 194

DMSO _ Miglitol | 18 20,61 8,87 6,47




Resultados y Discusion 115

4.3 Nuevos inhibidores para AChE

Como ya se ha comentado, muchos de los insecticidas utilizados para combatir
plagas interrumpen la actividad biolégica de la AChE, una neurotransmision
crucial en insectos y otras plagas importantes [130]. La inhibicion de AChE
tiene como resultado la interrupciéon de la senal nerviosa, lo que lleva a la
eliminacion de las organismos nocivos sin dafiar a las especies no objetivo.
Sin embargo, una desventaja significativa en la bisqueda de nuevas sustancias
inhibidoras de AChE es la falta de informaciéon estructural detallada sobre la
enzima de algunas especies concretas, lo cual es crucial para disenar inhibidores
dirigidos. En el caso concreto de la cucaracha Periplaneta americana se ha
podido comprobar la actividad insecticida de sustancias terpenoides (apartado

4.1.2) descritas en la literatura cientifica como inhibidoras de AChE [116].

Esta seccién resume cémo el uso de metodologias de TA llevan a la identifi-
cacion de nuevos candidatos para la inhibicion de AChE en la cucaracha ame-
ricana utilizando la base de datos DB. En primer lugar, se muestra el proceso
de prediccion de la estructura terciaria de AChE comparando los resultados
obtenidos con la metodologia clasica de modelado por homologia con los re-
sultados conseguidos por AlphaFold como herramienta més novedosa de TA. A
continuacion, se muestra el desarrollo de VS sobre las estructuras predichas,
identificando una serie de compuestos activos in silico. Finalmente, se selec-
cionan los compuestos considerados viables comercialmente de los propuestos
por VS y se presentan los resultados toxicoldgicos de dichos compuestos en
ensayos n vivo, evaluando tanto el potencial insecticida como la sinergia con

sustancias activas piretroides que estan presentes en las formulaciones insecti-
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cidas comerciales. De las moléculas de estudio propuestas, destaca la molécula
PF-04995274 como candidato a sinergista de Praletrina, reduciendo significati-

vamente los KD del individuo.

4.3.1 Prediccion de la estructura terciaria de AChE

La estructura AChE de la cucaracha americana sigue sin resolverse, lo que impi-
de el uso del VS maés clasico de proteina-ligando. Afortunadamente, conocemos
la secuencia de la AChE de Periplaneta americana, denotada por el codigo de
secuencia GenBank ALJ10969.1. Como se ha mencionado anteriormente Alpha-
Fold aprovecha esta informacién biolégica para construir la estructura terciaria
de la proteina objetivo, un paso necesario para habilitar las simulaciones de
VS basadas en la estructura. Para garantizar que la IA conduzca a una estruc-
tura valida, el resultado generado por AlphaFold se compar6 con la estrategia
clasica de homologia, que se basa principalmente en la biisqueda de secuencias

similares que posteriormente se utilizan como plantillas estructurales.

La inspeccion visual y los valores de RMSD sugieren que ambos métodos
conducen a estructuras muy similares, de modo que ambos pueden usarse como
objetivos para las simulaciones de VS. Para confirmar esta hipotesis, se realizo
un andlisis para comparar las energias de interaccion entre los compuestos de
DB y cada uno de los dos objetivos. La Figura 4.15 muestra un diagrama de
cajay bigotes que transmite la distribucion de las energias de interaccion logra-
das con las metaheuristicas menos exigentes M1 de METADOCK 2.0. En el eje
x, se pueden ver las dos categorias energéticas: las obtenidas utilizando la es-

tructura de AChE predicha por AlphaFold (ScoringAlphaFold) y las derivadas
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del modelo de AChE basado en homologia (ScoringHomology). Cada caja en el
grafico encapsula el rango intercuartilico (IQR) de las puntuaciones, represen-
tando el 50 % medio de los datos para cada estructura, con la linea horizontal
dentro de la caja que denota la puntuaciéon mediana. Los bigotes se extienden
para cubrir el rango total de datos, excluyendo valores atipicos, representados
por puntos individuales mas alla de los bigotes. Estos valores atipicos repre-
sentan puntuaciones significativamente mas altas o bajas que la mayor parte
de los datos y podrian ser indicativos de afinidades de unién excepcionalmente
fuertes o débiles. La distribuciéon de las puntuaciones también sugirié que tanto
los modelos de AlphaFold como los de homologia tienen un rango similar de
afinidades de unién a través de la biblioteca de compuestos examinada, como
lo evidencia la similar extension de los bigotes y el IQR. También es importan-
te notar que los valores de las puntuaciones fueron negativos; en este marco,
una puntuaciéon mas baja (mas negativa) representa una afinidad de uniéon pre-
dicha més fuerte. La similitud en la dispersiéon de las puntuaciones entre los
dos modelos podria sugerir que, a pesar de las diferencias metodologicas en la
prediccion de estructuras, los sitios de unién globales que predicen son com-
parables. Esta congruencia es crucial, ya que da credibilidad a la fiabilidad de

los resultados de VS independientemente del modelo estructural utilizado para

modelar AChE.

4.3.2 Aplicacion de VS a AChE de Periplaneta americana

Los experimentos del cribado virtual se realizaron en un nodo computacional

con una CPU Intel(R) Xeon(R) Silver 4216 @ 2.10GHz, que cuenta con dieciséis
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nucleos fisicos aumentados a treinta y dos hilos mediante hyperthreading.
Complementando la CPU, la capacidad computacional del nodo se ve reforzada
por 384 GB de RAM DDR5 y una GPU NVIDIA A100. Esta GPU equipada
con nucleos Tensor tiene una capacidad de hasta 80GB de memoria a més de
2 terabytes por segundo (TB/s), permitiendo ejecutar los modelos de IA maés

grandes en grandes conjuntos de datos.
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—4000 4

8

ScoringAlphaFold ScoringHomology

Figura 4.15: Diagrama de dispersion de las puntuaciones de afinidad de unién
obtenidas del acoplamiento a ciegas de los compuestos de DB contra dos
estructuras receptoras: una derivada mediante modelado por homologia (azul)
y la otra predicha por AlphaFold (rojo). Cada punto representa la puntuacion
de acoplamiento para un solo compuesto, mostrando la distribuciéon general y
destacando las afinidades de union relativas predichas para cada receptor.

Como en cualquier experimento de VS, la selecciéon de un base de datos
de compuestos es un factor clave. Para este estudio, se selecciondé una base
de datos bien conocida por su utilidad en el diseno de farmacos, aunque su
potencial para el desarrollo de insecticidas ha sido comparativamente menos
explorado. La base de datos DB ha sido sisteméticamente examinada [131],

abarcando una amplia gama de compuestos que exceden las 10.000 entradas,
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incluyendo medicamentos aprobados, nutracéuticos, agentes experimentales, asi
como aquellos que han sido retirados del mercado [132|. Hasta ahora, DB se
ha utilizado principalmente en el diseno de farmacos dirigidos a biomoléculas
humanas. Sin embargo, recientemente se ha demostrado que esa biblioteca de
compuestos también puede ser utilizada como fuente para otras aplicaciones,
incluyendo el descubrimiento de nuevos insecticidas [133]. En este estudio
las estructuras moleculares depositadas en DB fueron depuradas utilizando
el codigo de la herramienta LigPrep de Schrodinger, que asigna ordenes de
enlace, calcula los estados de protonacion predominantes a pH neutro y realiza

la optimizacion estructural con el campo de fuerza OPLS4 [91].

El despliegue de METADOCK 2.0 en nuestro estudio requiri6 la configura-
cion estratégica de sus parametros. Estos pardmetros dirigen el alcance opera-
tivo de los algoritmos metaheuristicos fundamentales para explorar la variada
topografia de los espacios de busqueda con esfuerzo computacional diferen-
cial. Estas configuraciones (ver Tabla 4.19), codificadas como M1, M2, M3 y
M4, fueron meticulosamente disenadas para extender progresivamente el rigor
computacional y expandir el potencial para sondear las complejidades confor-

macionales de la interaccion ligando-receptor. Estas configuraciones son:

e M1: Esta configuracion es el modelo base, caracterizado por una intensi-
ficacion minima de los parametros. M1 esté especificamente configurado
para cribados rapidos e iniciales, lo que lo hace ideal para evaluaciones
preliminares donde se prioriza la eficiencia computacional sobre la pro-
fundidad de buisqueda exhaustiva. Esta configuracién permite una rapida
exploracion del espacio de busqueda para identificar rapidamente posibles

aciertos con recursos computacionales razonables.
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e M2: Basandose en la configuracion M1, M2 introduce mejoras moderadas

a la flexibilidad y a los pardametros que gobiernan las funciones de mejora
inicial. Esta configuracion esta disenada para equilibrar la velocidad
computacional y la profundidad de exploracion. Ajusta los pardmetros
del modelo para permitir una exploracién mas detallada del espacio de
acoplamiento sin un aumento sustancial en la demanda computacional,

lo que la hace adecuada para cribados més refinados.

M3: La tercera configuracién marca una escalada significativa en la com-
plejidad del proceso de bisqueda. Mejora extensamente los parametros
de seleccion y combinacion, apoyando una exploracion mas minuciosa del
espacio de acoplamiento. M3 emplea un gran nimero de conformaciones
iniciales y enfatiza la combinacién estratégica de las mejores y peores
poses. Este enfoque esta destinado a explorar una gama méas amplia de
posibles interacciones entre el ligando y el receptor, potencialmente des-

cubriendo configuraciones de unién tnicas y eficaces.

M4: La més compleja de las configuraciones maximiza tanto la intensi-
dad computacional como la profundidad de biisqueda. Utiliza el mayor
numero de conformaciones iniciales e intensifica cada parametro para lle-
var al limite las capacidades de busqueda metaheuristica. M4 esté orien-
tada hacia experimentos computacionales exhaustivos donde el objetivo
es explorar todo el espacio de busqueda para posibles conformaciones
proteina-ligando que puedan tener interacciones 6ptimas, aunque a un

costo computacional mayor.
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Tabla 4.19: Configuraciones de METADOCK 2.0 utilizadas en la evaluacion,
etiquetadas de M1 a M4.

Configuraciones

M1 | M2 | M3 | M4

INEIni 128 | 128 | 256 | 1024

ITEFlex 20 | 30 | 40 | 50

PEIIni 100 | 100 | 50 | 50

ITEIni 50 | 150 | 200 | 200

PBEIni 100 | 50 | 50 | 100

PWEIni 0 | 50 | 30 0

PBESel 50 | 50 | 80 | 100

PWESel 50 | 50 | 20 0

PBBCom | 30 | 20 | 100 | 15

PWWCom | 0 20 | 10 0

PBWCom | 0 | 20 | 10 0

PMUCom | 20 | 0 | 10 0

IMUCom 50 | 0 | 30 0

PEIImp 50 | 50 | 100 | 100

ITEImp 200 | 100 | 100 | 50

PBEInc 50 | 90 | 50 | 90

NIREnd 4 14| 4

ot

MNIEnd 4 4 4 5

Cada configuraciéon se basa incrementalmente en la anterior, ofreciendo
un espectro de estrategias que van desde el cribado rapido hasta bisquedas
profundas y exhaustivas. Esta escalada sistemética en complejidad permite a los

investigadores seleccionar la configuracion que mejor se adapte a las demandas
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especificas y recursos de su estudio, alineando el esfuerzo computacional con el

nivel de exhaustividad deseado en el proceso de cribado.

La Figura 4.16 muestra el rendimiento de las cuatro metaheuristicas genera-
das por METADOCK 2.0. La simulacién de acoplamiento a ciegas implementa
el receptor AChE generado por AlphaFold y todos los compuestos incluidos en
la base de datos DB. Como se discuti6é anteriormente, la nomenclatura de estas
metaheuristicas adopta una designaciéon secuencial, donde M1 se atribuye al
algoritmo mas agil computacionalmente, ascendiendo en intensidad de recursos
hasta M4. La abscisa cuantifica la mejora en el rendimiento computacional,
expresada como un factor de aceleracion al comparar las metaheuristicas por
pares. La ordenada captura la variaciéon en la funcién de puntuaciéon, una mé-
trica que refleja la estimacion de afinidad de union. Este valor numérico puede
esperarse que disminuya con una biisqueda més refinada, lo cual, por supuesto,

incrementa el esfuerzo computacional.

Una observacion detallada reveld que la metaheuristica M1, cuando se com-
para con M2 (Figura 4.16, circulos azules), muestra un rendimiento computacio-
nal acelerado, aunque con una amplia variancia en la diferencia de la funciéon de
puntuacion. Los conjuntos de datos sugirieron una respuesta heterogénea a las
mejoras de eficiencia, implicando una compensacion multifacética entre la velo-
cidad computacional y la fidelidad de las predicciones de afinidad. Al avanzar a
la comparacion M2 frente a M3 (Figura 4.16, cruces naranjas), una convergen-
cia de puntos de datos insinuaba una menor magnitud de aceleracion, alineada
con una dispersion mas estrecha en las diferencias de la funcién de puntuacion.
Este patron apunta una progresion hacia el equilibrio: un sacrificio moderado

en la velocidad computacional a favor de la precision en la puntuacion.
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La comparacion M3-M4 (Figura 4.16, cuadrados rojos) presento el paradig-
ma més intrigante; la aceleracion computacional es minima, lo que implicaba
una casi equivalencia en el tiempo de ejecuciéon. Sin embargo, hubo un salto
pronunciado en las diferencias de la funciéon de puntuacion a favor de M4, lo
que sugirié que M4, aunque intensivo en computacion, potencialmente lograba
una mejora notable en la prediccion de afinidades de uniéon. En conjunto, estos
puntos de datos iluminaban la compensacién intrinseca entre la conveniencia
computacional y la precision de las predicciones de interacciéon ligando-proteina.
Esta representacion grafica subraya la sofisticaciéon inherente en el desarrollo
de estrategias computacionales para el descubrimiento de farmacos, donde los
avances algoritmicos se calibran meticulosamente para optimizar tanto la velo-

cidad de ejecucion como la perspicacia del modelado predictivo.
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Figura 4.16: Compensaciones entre el tiempo de ejecuciéon y la precision de la
funcion de puntuacion para diferentes metaheuristicas (M1, M2, M3 y M4)
utilizadas en el cribado de los 50 mejores compuestos de la base de datos
DrugBank. Cada punto representa un par de metaheuristicas comparadas, con
el eje x mostrando el factor de aceleracion en el tiempo de ejecucion y el eje y
indicando la diferencia en la funcién de puntuacion.
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La Figura 4.17 proporciona una comparacion visual entre la cobertura del
espacio de busqueda del flujo de trabajo tradicional de Schréodinger utilizando
GLIDE y las metaheuristicas desarrolladas por METADOCK 2.0, aplicadas a
un estudio de acoplamiento molecular. Representada en un diagrama de cinta,
la proteina se muestra como una estructura gris, con las posibles poses de
uniéon del ligando indicadas por puntos de colores: las configuraciones M1 a
M4 de METADOCK 2.0 estan representadas por puntos rojos, azules, verdes
y amarillos, respectivamente, mientras que el flujo de trabajo de Schrodinger
se denota en puarpura. La distribucion basada en el enfoque de acoplamiento a
ciegas de METADOCK 2.0 produjo una buisqueda més exhaustiva a lo largo de
la superficie de la proteina, resultando en una multitud de poses que superan en
numero a las generadas por el flujo de trabajo de Schrédinger. Esta busqueda
exhaustiva confirmé la capacidad de METADOCK 2.0 para realizar un analisis

conformacional extenso.

Como se discutié anteriormente, el flujo de trabajo estandar de VS imple-
mentado en Glide lleva a un menor ntimero de poses. Sin embargo, se puede
observar una coincidencia en las areas exploradas por ambas metodologias. Ese
resultado sugirié que, aunque los enfoques pueden diferir en exhaustividad,
convergen en regiones similares de la proteina que, probablemente, son de alta
relevancia para la union. Ademas, la densidad y la dispersion de las poses de
METADOCK 2.0 sugirieron un muestreo estocéstico intenso del espacio del
ligando, capturando una amplia gama de posibles modos de unién que luego
pueden evaluarse mas a fondo por su viabilidad bioquimica. En contraste, el flu-
jo de trabajo de Schrodinger, con su estrategia de acoplamiento dirigido, busca

en regiones de interés predefinidas que podrian pasar por alto nuevos sitios de
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interaccion que METADOCK 2.0 puede descubrir. Estos resultados numéricos
validaron atin mas a METADOCK 2.0 en la identificaciéon de un rico panorama
de configuraciones de union, ofreciendo un valioso complemento al enfoque de
acoplamiento dirigido tradicionalmente empleado en el descubrimiento compu-

tacional de farmacos.

oM @ M2 ® M3 M4 © schrodinger workflow

Figura 4.17: Analisis comparativo de METADOCK 2.0 (panel izquierdo) y
Schrodinger Glide (panel derecho). La estructura de la proteina se representa en
una cinta gris. Las poses de acoplamiento se visualizan como puntos codificados
por colores: las configuraciones de METADOCK 2.0 M1 (rojo), M2 (azul),
M3 (verde) y M4 (amarillo), mientras que el flujo de trabajo estandar de
Schrodinger Glide se muestra en purpura.

La Figura 4.18 resume el impacto del post-refinamiento a través de MMGB-
SA. Este nivel de teoria se utiliza para aumentar la precision de las energias
de unién generadas por las metaheuristicas M1 a M4, que estan dispuestas en
orden ascendente segiin su complejidad computacional inherente. En este ana-

lisis grafico se representan los valores de re-puntuacion diferencial entre pares
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sucesivos de metaheuristicas: M1 frente a M2 (circulos azules), M2 frente a
M3 (tridngulos rojos) y M3 frente a M4 (cruces verdes). La abscisa enumera
los compuestos de la base de datos sujetos a este anélisis, mientras que la or-

denada captura la variaciéon resultante en los valores de re-puntuacion tras la

aplicacion de MMGBSA.

Los valores negativos en la ordenada sugirieron una mejora en la afinidad
de uniéon predicha después de la re-puntuacion para las poses generadas por
la metaheuristica mas compleja computacionalmente. Los valores positivos, sin
embargo, indicaron un mejor resultado de re-puntuaciéon para las poses obte-
nidas por la metaheuristica comparativamente menos compleja dentro del par
comparado. La distribucion de puntos de datos, particularmente la prevalencia
de puntos a lo largo y por encima de la linea cero, sugiri6é que los resultados de
re-puntuacion de MMGBSA resultan en resultados de puntuacién similares o
mejorados para las poses generadas por metaheuristicas menos complejas. Esta
observacion infiere que la optimizacién inherente al procedimiento de MMGB-
SA puede, hasta cierto punto, mitigar las disparidades en la puntuacién inicial

generada por diferentes niveles de complejidad metaheuristica.

Uno de los resultados que merece ser resaltado es el hecho de que la fre-
cuencia de valores negativos es menor en comparaciéon con las comparaciones
previas en la Figura 4.16, lo que puede atribuirse a la capacidad de refina-
miento intrinseca de MMGBSA. Este método de refinamiento evalta a la vez
que mejora potencialmente las afinidades de uniéon predichas al tener en cuenta
factores como los efectos de solvatacion y las contribuciones entropicas, pro-
porcionando asi una vision mas matizada de la termodinamica de la interac-

cion ligando-receptor. Todos esos resultados numéricos acumulados demostra-
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ron que, si bien la adopcién de metaheuristicas més sofisticadas generalmente
estd asociada con una ventaja predictiva inicial, la posterior aplicacion de la
re-puntuacion de MMGBSA puede equilibrar y mejorar efectivamente las pre-
dicciones de afinidad de union, particularmente para aquellas poses generadas

por algoritmos menos exigentes computacionalmente, como M1.
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Figura 4.18: Diagrama de dispersion que contrasta las diferencias en los resul-
tados de re-puntuacion MMGBSA para las poses de acoplamiento derivadas de

un espectro de algoritmos metaheuristicos (M1-M4) implementados en META-
DOCK 2.0.

Finalmente, se recolectaron todos los resultados reportados utilizando el
flujo de trabajo estandar de Glide y el muestreo mejorado por METADOCK
2. La Tabla 4.20 muestra los compuestos mejor clasificados con el potencial
para dirigirse a AChE de la cucaracha americana. El criterio de seleccion se
basd en su energia libre de unién refinada a nivel de teorfa MMGBSA, con
un umbral establecido para valores inferiores (mas negativos) a —50 kcal /mol,

lo que indica interacciones potenciales fuertes [133|. En el panel izquierdo, las
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moléculas estan enumeradas por sus identificadores DB o nombres genéricos
cuando estan disponibles, junto con sus respectivas puntuaciones Glide y
energias de union refinadas con el objetivo principal, a saber, AChE (AGacug)-
Con el objetivo de proporcionar una vision mas general, también se calcul6 la
interaccion con el canal (Na,), que se etiqueta como AGNa,. Esta evaluacion
de doble objetivo aborda la posibilidad de una eficacia acumulativa, que es
particularmente pertinente en el contexto de la accion insecticida. El panel
derecho de la Tabla 4.20 incluye los resultados numéricos del muestreo mejorado

utilizando METADOCK 2.0 con ambos objetivos.

Tabla 4.20: Compuestos mejor clasificados por el protocolo estandar de Schro-
dinger (puntuacion Glide, en kcal/mol) y por el muestreo con acoplamiento a
ciegas METADOCK 2.0. Las energias de interacciéon se refinan como energia

libre de union a nivel de teoria MMGBSA (AGAChE, en kcal/mol).

Flujo de trabajo estandar Muestreo mejorado

Molécula® Glide | AGacnr | AGna, | Molécula® METADOCK 2 | AGache | AGNa,
DB02226 -12.60 | -98.99 | -50.59 | Capivasertib -100.43 -69.07 | -50.01
RPR128515 -10.75 | -65.25 | -46.03 | Netilmicina -88.16 -66.81 | -53.78
DB02732 -12.54 | -63.75 | -29.76 | Acarbosa -112.81 -65.92 | -39.73
DB06858 -12.97 | -62.57 | -50.24 | Pf 04995274 -117.96 -65.01 | -50.81
Zorubicin -9.86 | -55.79 | -38.21 | Domperidona -99.55 -57.99 | -56.78
Hexoprenaline | -10.53 | -54.38 | -63.01 | Nadida -100.43 -54.49 | -40.09
DB06942 -11.10 | -52.74 | -49.11 | Quinina -95.89 -53.55 | -30.78
DB07054 -9.21 | -52.67 | -51.43 | Miglustat -78.51 -53.36 | -35.18
Nadida -9.82 | -51.03 | -40.09 | Sotalol -79.25 -51.10 | -39.41

Tetracaina -94.25 -50.13 | -37.20

@ Se proporcionan los nombres genéricos cuando estan disponibles, de lo contrario,
las moléculas se identifican por cédigos DB.
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Es notable que entre los aproximadamente 10.000 compuestos depositados
en la base de datos DB, ambos cribados coinciden en incluir Nadida en su
lista de mejor clasificados. Nadida es un coenzima involucrado en numerosas
reacciones enziméticas, lo que indica la robustez del cribado a través de
diferentes algoritmos de busqueda. También destacamos que un anélogo de
Nadida, por ejemplo, DB02732, esta presente en la lista del flujo de trabajo
estandar de VS, lo que sugiere la efectividad del algoritmo en la identificacion

de moléculas bioquimicamente relevantes.

Finalmente, también se vi6 que las energias asociadas a la uniéon de AChE
(AGacpg) son mayores (mas negativas) que los valores obtenidos para el canal
de sodio (AGNa, ). Este es un resultado esperado, ya que la lista de seleccion se
baso especificamente en la interaccion con AChE. Sin embargo, algunos aciertos
cumplen con el requisito de los —50 kcal/mol en ambos objetivos: DB02226,
DBO06858, Hexoprenalina y DB07054 en el flujo de trabajo estdndar basado en
Glide; Capivasertib, Netilmicina, Pf 04995274 y Domperidona para el muestreo
mejorado con METADOCK 2.0. Estos compuestos podrian, por lo tanto, ofrecer

una accion insecticida maés letal si bloquean simultaneamente ambos objetivos.

Todos los datos acumulados demostraron que el muestreo mejorado por
METADOCK 2.0 aumenta la multiplicidad y dispersion de las poses predichas,
y en consecuencia, realiza una busqueda més expansiva sobre la superficie del
objetivo. Este método de acoplamiento a ciegas revel6 una variedad de molé-
culas candidatas con interacciones predichas significativas, como lo evidencian
sus puntuaciones MMGBSA. La Tabla 4.20 proporciona una imagen ilustrati-
va de los hallazgos mas prometedores del VS. Las listas reportadas (muestreos

estandar y mejorados) se implementaron directamente en ensayos experimen-
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tales para confirmar la sinergia entre las técnicas computacionales tradicionales
y las metodologias innovadoras mejoradas con IA en la busqueda de agentes

insecticidas efectivos.

4.3.3 Ensayos in vivo a actuar sobre AChE de Periplaneta

americana

De las moléculas de la Tabla 4.20 propuestas por la metodologia computacional
se seleccionaron aquellas que, estando disponibles comercialmente, tuvieran un
coste asumible. Las tres primeras moléculas mejor posicionadas por META-
DOCK 2.0 (Capivasertib, Netilmicina y Acarbosa) se estudiaron sobre Peri-
planeta americana en el capitulo anterior ya que también presentan buenos
resultados de inhibicién con el canal Na, de la cucaracha. Cabe destacar que
en este estudio, Acarbosa destaco por su eficacia sinergista con Praletrina. En
esta seccion se muestran los resultados de aplicacion tépica en cucaracha de
las moléculas que se indican en la Tabla 4.21, cuyas estructuras moleculares se

muestran en la Figura 4.21.

Tabla 4.21: Identificacion de las moléculas de estudio propuestas por el modelo
de AChE.

N2 CAS Molécula Proveedor
53-84-9 Nadida Glentham Life Sciences Ltd
130-95-0 Quinina Thermo Fisher (Kandel) GmbH
136-47-0/94-24-6 | Tetracaina TCI EUROPE N.V

57808-66-9 Domperidona Glentham Life Sciences Ltd
1331782-27-4 PF-04995274 Targetmol Chemicals Inc
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Para determinar la toxicidad de estas moléculas sobre Periplaneta ameri-
cana se prepararon distintas soluciones de estudio que incluian el solvente més
compatible con la molécula de estudio a nivel de solubilidad y una dosis letal
de sustancia piretroide conocida que implique una mortalidad a las 24h entre
el 80 y 90 % de la poblacion. A estas soluciones control, se les incorporé un
3% de la molécula de estudio siempre que su solubilidad lo permitiera. Estas
soluciones de estudio (Tabla 4.22), permitieron evaluar la actividad sinergista
de cada molécula a la dosis de estudio sobre la sustancia activa piretroide. Para
evaluar el potencial insecticida de las moléculas, se aplicd una solucién con la
molécula de estudio en su disolvente mas adecuado sin presencia de sustancia
activa piretroide a la maxima concentracion posible tal como se describe el la

Tabla 4.23.

Tabla 4.22: Composicion de las soluciones de estudio propuestas para el estudio
de sinergia.

D Molécula Solvente Piretroide
Nombre % | Nombre % Nombre | %
1.1S_AChE Tetracaina 3 | Etildiglicol | 96,95 | Permetrina | 0,1
2.1S_AChE Quinina 3 | Etildiglicol | 96,95 | Permetrina | 0,1
2.1SC&1.1SC_AChE - - | Etildiglicol | 99,90 | Permetrina | 0,1
1.2S_AChE Tetracaina 3 | Etildiglicol | 96,95 | Praletrina | 0,05
2.2S AChE Quinina 3 | Etildiglicol | 96,95 | Praletrina | 0,05
2.25C&1.2SC_AChE - - | Etildiglicol | 99,90 | Praletrina | 0,05
3S_ AChE Domperidona | 0,9 | Etildiglicol | 99,09 | Praletrina | 0,01
3SC_AChE - - | Etildiglicol | 99,99 | Praletrina | 0,01
4S_AChE PF-04995274 | 3 DMF 96,95 | Praletrina | 0,05
4SC _AChE - - DMF 99,95 | Praletrina | 0,05
55 AChE Nadida 3 DMSO 96,95 | Praletrina | 0,05
5SC_AChE - - DMSO 99,95 | Praletrina | 0,05




132 Nuevos inhibidores para AChE

Las soluciones de estudio indicadas en Tabla 4.23 no mostraron mortalidad
de ningin individuo a las 24h de la aplicacion toépica, por lo que, a las
dosis indicadas no se pudo afirmar que exista actividad insecticida de dichos
compuestos.

Tabla 4.23: Composicion de las soluciones de estudio propuestas para el estudio
de actividad insecticida sobre Periplaneta americana.

ID Molécula | Molécula (%p/p) | Dosis molécula (mg) | Solvente | Solvente ( %p/p)
1I_AChE | Tetracaina 10 0,148 DMSO 90
21 AChE Quinina 10 0,149 DMSO 90
31 _AChE | Domperidona 0,9 0,045 Etildiglicol 99,1
41 _AChE | PF-04995274 3 0,143 DMF 97

En la Figura 4.19 se representan los KD, expresados en minutos, para las
moléculas de estudio de la Tabla 4.21 con Praletrina como sustancia activa al
0,05 %. Al adicionar la molécula de estudio a la solucion control que contiene
Praletrina al 0,05% se pudo identificar sinergia cuando el KD se reducia
significativamente. Para determinar si las medias de los valores de KD de las
soluciones de ensayo diferian respecto a su control, se realiz6 un estadistico t

de dos muestras con el programa Minitab 20.

La solucion de estudio 4S AChE mostré diferencias estadisticamente signi-
ficativas (valor p = 0,001) respecto al valor medio de KD de su control 4SC
AChE, reduciendo el tiempo de volteo medio de la cucaracha en 19,26 minutos.
El resto de las moléculas de estudio no mostraron diferencias significativas, por

lo que no se pudo afirmar que exista sinergia.

En el caso de las moléculas Quinina y Tetracaina, se realizé un estudio de
sinergia con Permetrina para evaluar si existian diferentes comportamientos

en funciéon del piretroide utilizado. En la Figura 4.20 se comparan los KD
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obtenidos al anadir Quinina y Tetracaina a una solucion de etildiglicol con
0.1 % Permetrina y otra con 0.05 % Praletrina. La actividad de estas moléculas
con Permetrina no indic6 sinergia, sino una tendencia antagonista, ya que la
solucion control presenté un KD significativamente inferior a las soluciones que

incluian las moléculas de estudio.
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Figura 4.19: Tiempo de volteo (KD) en minutos (min) para las moléculas de
estudio de la Tabla 4.21 con praletrina.

La Tabla 4.24 relaciona las dosis de aplicacion de las moléculas de estudio
con el KD medio obtenido en los ensayos in wvivo con la metodologia de
aplicacion topica sobre Periplaneta americana. Cabe destacar que aplicando
0,143 mg de PF-04995274 sobre la cucaracha, a través de una solucion
insecticida de Praletrina al 0,05 % se consigui6 reducir un 65 % (19,26 min) el

KD medio del individuo.
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Figura 4.20: Comparacion de los tiempo de volteo (KD) en minutos (min) para
las moléculas Tetracaina y Quinina con permetrina y praletrina.

Este compuesto pertenece a la clase de los bencisoxazoles, compuestos

aromaticos que contienen un anillo de benceno fusionado a un anillo de isoxazol,

tal como puede apreciarse en la Figura 4.21.

Tabla 4.24: Tiempos de volteo a las 24h de las moléculas de estudio y sus dosis
de aplicacion sobre Periplaneta americana.

1D Molécula | Dosis (mg) | N | KD Media (min) | Desv.Est | AKD (min)

1.1S_AChE | Tetracaina 0,148 6 39,17 9,94 -12,37
2.1S_AChE | Quinina 0,149 6 56,8 15,2 -30

1.2S_AChE | Tetracaina 0,148 6 22,69 16,36 2,01

2.2S_AChE | Quinina 0,149 6 14,62 10,41 10,08
3S_AChE Domperidona 0,045 6 12,73 3,43 2,27
4S AChE | PF-04995274 0,143 6 10,38 48 19,26
55 AChE | Nadida 0,16 6 21,65 7,44 6,35
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Figura 4.21: Estructura molecular de las moléculas de estudio propuestas por
el modelo de AChE. Fuente: PubChem Open chemistry database |45]

Respecto a la mortalidad registrada a las 24 horas de la aplicaciéon de las
sustancias de ensayo, tal como puede apreciarse en la Figura 4.22, se consiguio
el 100% de mortalidad en todas las soluciones de estudio que contenian las
moléculas propuestas sobre una soluciéon con 0,05 % de Praletrina. Esto supone
un aumento de mortalidad respecto a las soluciones de estudio con Praletrina al

0,05 % que no superan el 90 % de mortalidad a las 24 horas desde la aplicacion.
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Figura 4.22: Porcentaje de la poblacion total de cucarachas que han muerto
después de 24 horas, para las soluciones de estudio de la Tabla 4.21.
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Capitulo 5

Conclusiones y Lineas Futuras

Este capitulo tiene como objetivo realizar la sintesis de las conclusiones que
podemos encontrar a lo largo de esta tesis doctoral, y sobre las cuales pueden

desarrollarse lineas investigadoras futuras.

5.1 Conclusiones

Durante la elaboraciéon de esta tesis doctoral, se han abordado diversos aspectos

y objetivos propuestos que han generado las siguientes conclusiones:

1. Desarrollo de la metodologia experimental para la busqueda de nuevas
sustancias biocidas (in silico) y su validacion al aplicarse a una dosis
conocida sobre Periplaneta americana (in vivo). La metodologia de apli-
cacion topica sobre la zona ventral de la cucaracha Periplaneta americana

desarrollada por FA permitié cuantificar la mortalidad y el tiempo que
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tarda en actuar la sustancia a una dosis de aplicacion definida, evaluando
asi su efecto insecticida y su efecto sinérgico al actuar combinado con otra

sustancia biocida conocida.

La caracterizaciéon de algunas sustancias piretroides mediante ensayos in
vivo demostraron su eficacia biocida a una dosis entre 0,005 y 0,15 ul,
sin embargo, el tiempo que transcurre desde su aplicacion hasta el volteo
del insecto aumenta significativamente al reducir la dosis de aplicacion.
Se selecciond Praletrina como base para los estudios de sinergia ya que en
los distintos disolventes empleados se consiguié una mortalidad a las 24
horas del 90-95 %. Los terpenoides propuestos demostraron su eficacia in
vivo consiguiendo un 100 % de mortalidad tras 24 horas. En particular,
el Eucaliptol consegui6 igualar a la Praletrina en tiempo de volteo, pero

con una dosis 20 veces mayor.

Desarrollo del modelo computacional para predecir la interacciéon de
una sustancia en el sitio activo del VSSC a partir de la estructura
cristalografica disponible en la base de datos PDB con el cédigo 6A95,
para la cucaracha americana (Periplaneta americana). Se utilizo Glide
como herramienta de docking molecular para posicionar las moléculas
en el sitio activo y se realizd el calculo de la energia de enlace con
una posterior re-puntuacion MMGBSA. La aplicacion de Glide a los
piretroides empleados reflej6 que estos se sitlan en una regién més
profunda del canal y no coinciden con el ligando cristalografico (TTX),
sin embargo, las energias de enlace promedio de todos los piretroides
dentro del canal muestran valores similares a los del TTX. Para los

terpenoides estudiados, el Eucaliptol no ha presentado energias de enlace
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significativas, sin embargo, su posicion en la Na,PaS es la misma que
la de los piretroides, lo que podria explicar su potencial insecticida en
aplicacion topica. Por tanto, para el descubrimiento de nuevas sustancias
sobre la diana del VSSC de Periplaneta americana se considerd explorar
distintas regiones activas de la estructura molecular y se establecié -50
kcal /mol como energia de enlace minima para la seleccion de moléculas

i silico.

4. Desarrollo del modelo computacional para predecir la interacciéon de
una sustancia en el sitio activo de AChE, a partir de un homologo
estructural depositado en el PDB con el codigo de acceso 5X61. Una vez
resuelta la estructura molecular de AChE para Periplaneta americana se
utilizd Glide como herramienta de docking molecular para posicionar las
moléculas en el sitio activo y una posterior re-puntuacion MMGBSA para
el calculo de la energia de enlace. Los piretroides estudiados presentaron
una mayor afinidad que los terpenoides en el sitio activo de AChE de
Periplaneta americana. En este caso, tanto piretroides como terpenoides

ocupaban la misma regiéon dentro de la estructura propuesta.

5. Busqueda de nuevos inhibidores del canal de Na, de la cucaracha america-
na Periplaneta americana, denominado Na,PaS, mediante un VS com-
pleto de la base de datos DB a través de dos enfoques diferentes: Gli-
de y METADOCK 2.0. Estos métodos de VS proporcionaron dos listas
de compuestos que fueron posteriormente depuradas con re-puntuacion
MMGBSA para generar una lista clasificada de productos quimicos segin
su capacidad predicha para alcanzar y bloquear el nicleo del poro. Pla-

zomicina, Netilmicina y Acarbosa estan presentes en ambas listas entre
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los mejor clasificados (consenso). Entre todos los compuestos selecciona-
dos, se pudo adquirir Miglitol, Acarbosa, Sulfato de Netilmicina, Capiva-
sertib y Dihidroestreptomicina para evaluar su actividad insecticida y/o
sinérgica con un insecticida formulado con Praletrina, sobre Periplaneta

americanda.

Busqueda de nuevos inhibidores de la AChE de Periplaneta americana
utilizando VS a partir de la base de datos DB, aplicando la convergencia
de la computacion de alto rendimiento (HPC) y la inteligencia artifi-
cial (IA) en bioinforméatica. La capacidad del algoritmo AlphaFold para
predecir la estructura de AChE y la aplicacion de estas técnicas compu-
tacionales avanzadas llevo a la identificacion de inhibidores prometedores
de AChE, entre los que vuelven a posicionarse Capivasertib, Netilmicina
y Acarbosa como las mejor clasificadas. Ademés, surge el compuesto Na-
dida como un candidato particularmente notable debido a su presencia
en la lista de compuestos mejor clasificados segiin los protocolos Glide y
METADOCK 2.0. Entre las moléculas disponibles comercialmente a un
coste razonable para su estudio, se utilizaron Nadida, Quinina, Tetracai-
na, Domperidona y PF-04995274 para comprobar la actividad biocida

sobre Periplaneta americana.

. Evaluacion in vivo de todas las moléculas propuestas in silico con los mo-

delos computacionales de VSSC y AChE en Periplaneta americana para
cuantificar su eficacia como insecticidas o como sinérgicos de los insectici-
das domésticos a base de Praletrina. Miglitol se mostré como un potente
sinérgico para eliminar a la cucaracha americana, reduciendo el tiempo de

volteo 12 veces y ofreciendo una tasa de mortalidad del 100 %. Acarbosa
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5.2

3.

y la molécula PF-04995274 también redujeron el tiempo de volteo por un
factor de 2X y 3X respectivamente y una tasa de mortalidad del 100 %. El
estudio de moléculas con actividad inhibidora de alfa-glucosidasa, igual
que indica DB para Miglitol y Acarbosa, demostrd accion sinérgica con
Praletrina, mediante ensayos in vivo con Periplaneta americana de mo-
léculas derivadas de desoxinojirimicina y Voglibosa, también presente en
la estructura de la Acarbosa. Estas moléculas no mostraron potencial
insecticida por si mismas. Sin embargo, su actividad sinérgica con uno
de los principales activos piretroides utilizados en el mercado de insectos
rastreros contribuye notablemente a la optimizacion de las formulaciones
insecticidas comerciales para esta especie de cucaracha tan presente en

los hogares.

Vias futuras

. Generalizar las metodologias propuestas de VS a otras dianas que parti-

cipan activamente en los procesos biocidas de diferentes insectos.

. Realizar un proceso multiobjetivo con compuestos que inhiban varias dia-

nas es un paso ciertamente prometedor, ya que los resultados obtenidos
hacen pensar que varios modos de accién pueden actuar simultdneamente
para lograr una eliminacion rapida y efectiva de insectos. Los codigos de
VS acelerados por GPU junto con el desarrollo de modelos de IA multi-

objetivo, podrian allanar el camino para descubrir mejores insecticidas.

Ampliar la metodologia computacional para la busqueda de inhibidores
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sinérgicos incluyendo la molécula del piretroide sobre el que se pretende
evaluar sinergia en la estructura de la diana biologica, de manera que se

evaltie como influye la presencia del piretroide en la unién con la diana.

Implementar criterios de seleccion durante el proceso de VS que tengan
en cuenta aspectos como el coste, pardmetros toxicoldgicos ambientales
o parametros fisicoquimicos, que favorezcan la viabilidad de un producto

insecticida.

Aplicar la metodologia VS propuesta utilizando otras bases de datos
de moléculas como Coconut o Zinc20 es una via de accidén rapida que
permite optimizar las formulaciones insecticidas a partir de la adicién
de sustancias utilizadas comercialmente para otros fines (alimentacion,
cosmética...) y cuyos estudios de impacto sobre la salud de las personas

y el medio ambiente estan disponibles.

Busqueda de homologos estructurales a las moléculas que han destacado
en este estudio por su actividad sinergista y su validaciéon empirica a

través de pruebas in vivo.

Determinar la sinergia de las moléculas propuestas in silico tomando
como referencia cualquier combinacion insecticida registrada distinta de

la Praletrina.
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5.3 Publicaciones cientificas derivadas de los re-

sultados de la tesis

Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral han dado lugar a un articulo

cientifico y a una patente:

e Journal: Chafer-Dolz, B., Cecilia, J. M., Imbernén, B., Nunez-Delicado,
E., Casana-Giner, V., & Cerén-Carrasco, J. P. (2023). Insecticide disco-
very by drug repurposing: new synergistic inhibitors against Periplaneta

americana. New Journal of Chemistry, 47(37), 17234-17243. L.F 2,7:

e Patente: Chafer-Dolz, B., Cecilia, J. M., Imbernén, B., Nunez-Delicado,
E., Casana-Giner, V., & Cerén-Carrasco, J. P. (2022). Iminoaztcares
y aminociclitol glucésidos biodegradables inhibidores de alfa-glucosidasa
con actividad sinérgica insecticida, acaricida o ambas. Patente de inven-
cion registrada en Espana, ntmero P202230916. Comunidad Valenciana:

Francisco Aragén, S.L.U.
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