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Resumen

El Monkeypox virus (Mpox) ha resurgido como una amenaza significativa para la salud
publica global, especialmente tras el brote multinacional de 2022, que evidencid su capacidad de
propagacion en poblaciones previamente no expuestas. Uno de los principales desafios en el
manejo clinico de esta infeccion es la aparicion de resistencia antiviral, particularmente frente a
Tecovirimat (TVM) y Cidofovir difosfato (CDFpp), forma activa de Brincidofovir (BCF) y
Cidofovir (CDF).

Diversos estudios recientes han identificado mutaciones en genes clave como FI13L
(OPGO057), que codifica una proteina de membrana palmitoilada del virién envuelto extracelular
(EEV), indispensable para el envolvimiento y el egreso viral, ademas de ser la principal diana del
antiviral tecovirimat. En el caso del complejo de la ADN polimerasa, conformado por las
proteinas F8L (OPGO071), A22R (OPG148) y E4R (OPG116), se debe senialar que, aunque A22R
y E4R cumplen funciones complementarias como factor de procesividad y uracil DNA
glicosilasa respectivamente, es F8L, la subunidad catalitica de la polimerasa, la que ha
demostrado interacciones directas con compuestos antivirales, de forma analoga a FI13,
constituyéndose en un blanco terapéutico clave para el desarrollo de inhibidores de la replicacion
del Mpox. Dichas mutaciones podrian comprometer la eficacia de los antivirales disponibles,
limitando las opciones terapéuticas y favoreciendo la aparicion y circulacién de variantes

resistentes.

La escasa informacion disponible sobre los mecanismos moleculares que subyacen a esta
resistencia dificulta el desarrollo de estrategias eficaces de vigilancia y control. En este contexto,
el presente proyecto tiene como objetivo identificar y caracterizar genes relacionados con
resistencia antiviral en variantes recientes del Mpox circulantes en América desde 2024 hasta la
actualidad. Para ello, se integraron herramientas de bioinformatica, anélisis genomico y

modelado estructural, priorizando variantes clinicamente relevantes.

El estudio se apoyo en bases de datos publicas como GISAID, ChEMBL y Protein Data
Bank (PDB), y empled herramientas reconocidas para la anotacion funcional, prediccion

estructural y evaluacion de interacciones proteina-ligando. A partir de ello, se generaron modelos
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moleculares que permitieron analizar la afinidad de union de los antivirales con sus respectivas

dianas virales, considerando el efecto de mutaciones emergentes.

La hipdtesis de trabajo plantea que ciertas mutaciones en FI13L y la proteina F8L del
subcomplejo F8L/A22R/E4R alteran la interaccion con antivirales como TVM y CDF difosfato,
disminuyendo su efectividad terapéutica. Se espera que los resultados del estudio permitan
validar esta hipotesis y contribuyan a comprender los mecanismos de resistencia en el Mpox. Por
ende, este proyecto es de alta relevancia en el escenario actual, ya que puede fortalecer la
vigilancia genomica, orientar la toma de decisiones clinicas y respaldar el disefio de nuevos
antivirales. En ltima instancia, busca aportar evidencia cientifica sélida para enfrentar de forma

mas eficaz los desafios que plantea la evolucion de este virus.

Palabras clave: Resistencia antiviral, Tecovirimat, Cidofovir difosfato, Mutaciones en genes

virales, Mpox.

Justificacion

El presente trabajo, enfocado en el analisis genomico y estructural del virus Mpox para
identificar mutaciones asociadas a la resistencia antiviral, se fundamenta en la necesidad urgente
de comprender y anticipar los mecanismos moleculares que subyacen a la resistencia en un
patdégeno con un genoma de ADN bicatenario lineal de aproximadamente 197 kb, que codifica
mas de 190 genes, incluyendo proteinas clave implicadas en la replicacion, ensamblaje y evasion
inmune, como FI13L (proteina de membrana palmitoilada de EEV, diana de tecovirimat), F8L
(ADN polimerasa, diana de cidofovir difosfato), A22R (factor de procesividad de ADN
polimerasa) y E4R (uracil-DNA glicosilasa) (Huang et al., 2022; Viruela simica, un reto para la
salud publica mundial, n.d.). Desde mayo de 2022, se han reportado casos de Mpox en multiples
paises no endémicos, evidenciando una propagacion sin precedentes y subrayando la importancia
de desarrollar estrategias terapéuticas y de vigilancia efectivas que permitan anticipar la

aparicion y dispersion de cepas potencialmente resistentes (Isidro et al., 2022).

En particular, la region de América ha sido una de las més afectadas por la diseminacion
del Mpox durante y después del brote de 2022, con cientos de casos reportados en paises como

Estados Unidos, Brasil, México, Colombia, Pert y Ecuador (Diaz-Brochero & Cucunuba, 2024;
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Ramirez-Soto, 2023). Esta realidad epidemiolodgica justifica un enfoque regionalizado en el
estudio de variantes virales recientes, dado que la dindmica evolutiva del virus podria diferir

entre continentes debido a presiones selectivas distintas, patrones de transmision y disponibilidad

desigual de tratamientos antivirales (Diaz-Brochero & Cucunuba, 2024; Guan et al., 2023).

El antiviral TVM ha sido ampliamente utilizado en Estados Unidos como tratamiento de
primera linea desde el inicio del brote global. Sin embargo, mutaciones en la proteina F13 (diana
de este farmaco) han demostrado conferir resistencia, lo que resalta la importancia de monitorear
y caracterizar genéticamente estas variantes para adaptar las intervenciones terapéuticas de

manera oportuna y localizada (Garrigues et al., 2023).

Asimismo, estudios recientes han identificado una nueva subvariante del clado I del
Mpox, denominada clado Ib, que ha emergido en la Reptblica Democratica del Congo y se ha
propagado rapidamente a otros paises africanos. Esta subvariante contiene mutaciones que
podrian aumentar su adaptacion al hospedero humano, planteando nuevos desafios para el
control de la enfermedad y evidenciando la necesidad de estudios que aborden tanto la evolucion
genética del virus como su impacto sobre la eficacia de los tratamientos existentes (Schwartz &

Pittman, 2023) .

En este contexto, la identificaciéon y caracterizacion de mutaciones asociadas a la
resistencia antiviral no solo es fundamental para el desarrollo de terapias mas eficaces, sino
también para fortalecer los sistemas de vigilancia genémica y prevenir la diseminacion de cepas
resistentes en la regiéon americana. La integracion de analisis gendmicos y estructurales en esta
investigacion permitird una comprension mas profunda de los mecanismos de resistencia,
facilitando la adaptacion de politicas de salud publica y estrategias terapéuticas frente a un

patogeno en constante evolucion.
Planteamiento del problema

El virus Mpox, causante de la viruela del mono, se consolid6 como una amenaza
significativa para la salud publica global tras el brote multinacional de 2022, que registré mas de

87.000 casos en mas de 110 paises previamente no endémicos (Thornhill et al., 2022). Durante
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este brote, el antiviral Tecovirimat (TVM) fue empleado extensamente bajo protocolos de acceso
expandido en Estados Unidos y Europa, siendo considerado el tratamiento de primera linea

frente a orthopoxvirus por su perfil de seguridad favorable (Adler et al., 2022; O’Laughlin et al.,
2022).

Sin embargo, se ha documentado la aparicion de mutaciones en el gen F13L, que codifica
la proteina blanco de TVM, capaces de reducir la eficacia del farmaco. Dichas mutaciones se han
reportado particularmente en pacientes inmunocomprometidos, incluidos aquellos con infeccion
avanzada por VIH tratados durante periodos prolongados, en quienes se identificd
heterogeneidad intra-paciente en las lesiones y evidencias de resistencia adquirida durante la
terapia (Garrigues et al., 2023; Lee et al., 2024). Mas aun, la deteccion de variantes resistentes en
transmision comunitaria sugiere un riesgo real de diseminacion de cepas con escape antiviral, lo
que subraya la necesidad de fortalecer la vigilancia gendmica y fenotipica (“In the Literature,”

2023; Smith et al., 2023).

Si bien F13L constituye la diana primaria de TVM, resulta igualmente critico considerar
otros genes virales involucrados en la replicacion del genoma. Entre ellos, la proteina F8L,
subunidad catalitica de la ADN polimerasa y parte del subcomplejo con A22R y E4R, es el
blanco molecular de los andlogos nucleotidicos Cidofovir (CDF) y Brincidofovir (BCF). Ambos
profarmacos requieren fosforilacion intracelular para convertirse en Cidofovir difosfato
(CDFpp), la forma activa que inhibe la sintesis de ADN viral al competir con los nucleotidos
naturales (Florescu & Keck, 2014; Lanier et al., 2010). Mutaciones en F8L podrian comprometer
la union de CDFpp al sitio catalitico de la polimerasa, reduciendo su eficacia y favoreciendo la

emergencia de variantes resistentes.

En este contexto, la identificacion y caracterizacion estructural de mutaciones en F13L y
F8L asociadas con resistencia antiviral es fundamental para comprender los mecanismos
moleculares de escape, orientar el disefio de nuevas estrategias terapéuticas y reforzar las
politicas de salud publica dirigidas al control de cepas resistentes de Mpox en escenarios de

transmision sostenida.
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Contextualizacion del tema u objeto

El Mpox, un ortopoxvirus zoondtico, ha sido histéricamente considerado endémico en
regiones de Africa Central y Occidental, donde los brotes esporadicos estaban principalmente
vinculados a la transmisién zoondtica a partir de animales silvestres, como roedores y primates
(McCollum & Damon, 2014). No obstante, el brote multinacional de 2022 marc6 un punto de
inflexion, ya que el virus logré expandirse a multiples paises no endémicos, afectando a
poblaciones previamente no expuestas y desencadenando una crisis sanitaria global (Guan et al.,
2023; Isidro et al., 2022). La transmision de persona a persona, que historicamente habia sido
poco comun, se ha convertido en un factor importante en la dindmica de propagacion actual, lo
que subraya la necesidad de un monitoreo més detallado y la implementacion de estrategias de

contencidén mas efectivas.

En términos moleculares, el Mpox posee un genoma de ADN lineal de doble cadena con
aproximadamente 197 kilobases, que codifica proteinas involucradas en procesos esenciales
como la replicacion, la evasion inmune y la patogenicidad (Likos et al., 2005). De particular
interés es los genes F13L y OPGO071, responsables de codificar una proteina esencial para la
formacion de la envoltura viral (F13L) y la proteina de la subunidad catalitica de la ADN
polimerasa viral (F8L) los cuales son objetivos primarios de antivirales como TVM, CDF y BCF
(Garrigues et al.,, 2023; Siegrist & Sassine, 2023). Recientes estudios han evidenciado
mutaciones en este gen, las cuales podrian reducir la eficacia de los antivirales, favoreciendo la

aparicion de cepas resistentes (Garrigues et al., 2023).

El contexto global actual exige un enfoque integral que permita monitorear, caracterizar y
predecir la evolucion genética del Mpox, especialmente en lo que respecta a la aparicion de
mutaciones asociadas a la resistencia antiviral. Si bien existen terapias aprobadas, como TVM,
BCF y CDF, la presion selectiva generada por su uso podria dar lugar a variantes del virus menos
susceptibles a estos tratamientos (Thornhill et al., 2022). Este escenario plantea desafios
significativos en términos de salud publica, dado que las mutaciones en regiones clave del
genoma viral no solo podrian comprometer la eficacia terapéutica, sino también influir en la

virulencia y la transmisibilidad del virus (Thornhill et al., 2022).
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La integracion de herramientas bioinformaticas, como el modelado estructural
tridimensional y las simulaciones de docking molecular, se presenta como una solucion
prometedora para anticipar la aparicion de mutaciones criticas y evaluar su impacto en la
interaccion proteina-antiviral (Ali et al., 2023; Xu et al., 2024). Asi, la presente investigacion
busca no solo identificar y caracterizar las mutaciones responsables de la resistencia antiviral,
sino también ofrecer informacion valiosa que permita mejorar las estrategias de vigilancia y
control del Mpox a nivel global, aportando evidencia cientifica robusta para el desarrollo de

nuevas terapias y la optimizacion de las existentes.

Objetivos
Objetivo General
Analizar el impacto de mutaciones en el genoma del Mpox virus sobre la resistencia a los
antivirales TVM, BCF y CDF mediante enfoques bioinformaticos, modelado molecular y

docking.

Objetivos Especificos

e Seleccionar los linajes y sublinajes distribuidos en el continente americano para la
evaluacion de su diversidad genética

e (Generar secuencias consenso para establecer referencias representativas y de alta calidad
que sirvan como base para los analisis genomicos y estructurales.

e Identificar proteinas virales clave involucradas en la accion de los antivirales para la
identificacion de las dianas antivirales.

e Evaluar la interaccion proteina-antiviral mediante docking molecular en presencia y

ausencia de mutaciones

Marco tedrico y conceptual
Antecedentes
El contexto general de esta investigacidon se enmarca en la emergencia global del Mpox,
un virus que ha trascendido su condicién endémica en Africa Central y Occidental para
desencadenar brotes internacionales sin precedentes en 2022, evidenciando su capacidad de

propagacion en poblaciones no inmunizadas y planteando importantes desafios para la salud
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publica (Huang et al., 2022; Thornhill et al., 2022). Diversos estudios han abordado la
caracterizacion gendmica y la evolucion molecular del Mpox, revelando una notable
heterogeneidad en las cepas aisladas y la aparicion de nuevos sublinajes, lo que sugiere una

rapida microevolucién impulsada por presiones ambientales y terapéuticas (Huang et al., 2022;

Isidro et al., 2022).

La relevancia del gen FI3L, que codifica una proteina esencial para la formacion de la
envoltura viral y constituye el blanco de TVM, ha sido destacada en investigaciones recientes
que demuestran como mutaciones en este gen pueden reducir la eficacia del antiviral y favorecer

la resistencia (Garrigues et al., 2023; Vernuccio et al., 2025).

Ademas, estudios clinicos y retrospectivos realizados en paises no endémicos han
aportado informacion valiosa sobre las caracteristicas clinicas, la transmision y la respuesta
terapéutica, reforzando la necesidad de enfoques integrados que combinen analisis gendmicos,
bioinformaticos y estructurales para comprender de manera integral la patogenia del Mpox

(Cena-Diez et al., 2022; Huang et al., 2022; Isidro et al., 2022).

Sin embargo, a pesar de estos avances, persisten brechas en la correlacion entre los
cambios genéticos detectados y la manifestacion clinica de la resistencia antiviral, lo que subraya
la importancia de continuar con investigaciones multidisciplinarias que permitan desarrollar

estrategias terapéuticas mas efectivas y fortalecer la vigilancia epidemiolégica en tiempo real.

Marco Teorico

El Mpox es un ortopoxvirus de creciente relevancia en la salud publica global, cuya
historia se remonta a su descubrimiento en 1958 y al primer caso humano documentado en 1970
(Ladnyj et al., 1972), aunque hasta el brote multinacional de 2022 se consideraba mayormente
endémico en regiones de Africa Central y Occidental, donde la transmisién se asociaba
principalmente al contacto con roedores y primates (McCollum & Damon, 2014); en este nuevo
escenario epidemiologico, estudios recientes han evidenciado una heterogeneidad genética
significativa en las cepas aisladas, identificando nuevos sublinajes y mutaciones en genes criticos
como el FI3L, que codifica una proteina esencial para la formacion de la envoltura viral y

constituye la diana terapéutica de TVM (Isidro et al., 2022; Vernuccio et al., 2024); antiviral que,
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pese a su eficacia demostrada, enfrenta el riesgo de resistencia inducida por mutaciones que
alteran su afinidad de union (Garrigues et al., 2023); paralelamente, el avance en herramientas de
bioinformatica, técnicas de secuenciacion de proxima generacion y modelado estructural
mediante docking molecular ha permitido simular, a nivel atdmico, las interacciones entre TVM
y la proteina F13, proporcionando nuevas perspectivas sobre los mecanismos moleculares que
subyacen a la resistencia antiviral (Guo et al., 2021; Vernuccio et al., 2024); sin embargo,
persisten brechas significativas en la comprension integral de la correlacion entre los cambios
genéticos en el gen FI3L y su manifestacion fenotipica en términos de resistencia clinica, asi
como en la integracion holistica de datos gendmicos, estructurales y clinicos y en la
implementacion de sistemas de vigilancia en tiempo real para monitorear la evolucion del virus
(Cena-Diez et al., 2022; Thornhill et al., 2022); por ello, la presente investigacion se propone
abordar estas carencias mediante un enfoque multidisciplinario que combine secuenciacion
avanzada, andlisis bioinformatico y modelado molecular, con el fin de identificar y caracterizar
de forma integral las mutaciones criticas asociadas a la resistencia a antivirales en el Mpox,
aportando asi una base cientifica solida que contribuya a optimizar las estrategias terapéuticas y a

fortalecer las politicas de salud publica frente a esta amenaza emergente.

Metodologia y Técnicas

El presente estudio empled un enfoque bioinformatico y estructural para analizar genes
asociados a la resistencia antiviral en el virus Mpox, integrando técnicas de filtrado y curacion de
datos gendmicos, anotacion funcional, modelado estructural y simulaciones de interaccion
molecular como lo podemos observar en el diagrama de flujo de la Figura 1 donde observamos el

nombre de los procesos en colores de gradientes y las herramientas utilizadas en escala de grises.
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Figura 1. Diagrama de flujo del pipeline computacional para el modelado estructural,

refinamiento y evaluacion de antivirales frente a complejos y homodimeros del virus Mpox.

Identificacion de variantes

En primera instancia, se identificaron las variantes circulantes del virus Mpox en
América durante el periodo comprendido entre el afio 2024 y la fecha actual, utilizando la
herramienta EpiCharts v1.01 y el arbol de filodindmica para clados I y II, ambas disponibles en
la base de datos GISAID (https://gisaid.org/). Estas herramientas permitieron visualizar de forma
integrada la dinamica temporal y geografica de las variantes, lo que facilitd la identificacion
precisa de aquellas actualmente vigentes en el continente (Khare et al., 2021). El periodo de

analisis se delimit6 a partir de 2024 con el fin de focalizar el estudio en cepas recientes, cuya

YT\ | JESUITAS
14 ECUADOR


https://gisaid.org/
https://sciwheel.com/work/citation?ids=12173188&pre=&suf=&sa=0

é‘ é Pontificia Universidad
' Catolica del Ecuador
aparicion podria estar asociada a cambios epidemiologicos y genéticos relevantes, incluyendo la

posible emergencia de mutaciones vinculadas a resistencia antiviral, aspectos criticos para la

vigilancia y el desarrollo de estrategias terapéuticas actualizadas.
Obtencion de datos

A continuacion, se descargaron 848 secuencias gendmicas completas en formato FASTA
desde GISAID del virus Mpox, seleccionando una por cada variante de interés previamente
identificadas durante el periodo comprendido entre enero de 2024 y agosto de 2025. Se aplicaron
criterios de control de calidad, excluyendo aquellas secuencias que contenian mas del 25% de
bases ambiguas (Ns) o que presentaban una longitud inferior a 196.000 pares de bases. Una vez
identificadas esas secuencias se generd el EPI_SET correspondiente de cada uno de los genomas
de cada variante como podemos observar en la Tabla 1. Adicionalmente, se identificaron
modelos estructurales depositados en la base de datosProtein Data Bank (PDB)

(https://www.rcsb.org/), correspondientes al subcomplejo de la polimerasa F8L/E4R/A22R (ID:

8J8G), resuelto mediante microscopia electronica criogénica (cryo-EM) con una resolucion
de 2.79 A, en estado de particulay reconstruido por el método de single particle, ligado con
Cidofovir difosfato (CDFpp) y ADN (holo). Asimismo, se utilizo el modelo del homodimero de
F13 (ID: 9FHK), obtenido por difracciéon de rayos X con una resolucion de 2.10 A, con valores
de R-Value Work de 0.218 y R-Value Free de 0.249, lo que respalda la confiabilidad del modelo
cristalografico. Ambas estructuras fueron empleadas como estructuras de referencia para el

presente estudio (Berman et al., 2000; Vernuccio et al., 2025; Xu et al., 2023).

También, se descargaron las estructuras antivirales para el estudio: TVM
(CHEMBLI1257073) y CDFpp (CHEMBL4594372), este ultimo considerado como la forma
activa comun de los antivirales BCF y CDF. Ambas moléculas fueron obtenidas desde la base de

datos ChEMBL (https://www.ebi.ac.uk/chembl/), un recurso especializado en informacion

quimica y bioactiva asociada a compuestos con actividad farmacologica (Mendez et al., 2019).

JESUITAS
15 ECUADOR


https://www.rcsb.org/
https://sciwheel.com/work/citation?ids=18199456,17632971,316245&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0
https://www.ebi.ac.uk/chembl/
https://sciwheel.com/work/citation?ids=6296871&pre=&suf=&sa=0

é‘ é Pontificia Universidad
' Catolica del Ecuador
Tabla 1. Clados y linajes de Mpox identificados en Norteamérica y Sudamérica durante

2024-2025, con el nimero total de genomas y el identificador correspondiente del EPI_SET.

N° Clado Linaje Total EPI_SET ID
1 Ib N/A 10 EPI_SET 250805ax
2 IIb A22 6 EPI SET 250805wf
3 1Ib B.1.20 20 EPI_SET 250805ru
4 IIb B.1.21 12 EPI SET 250805cg
5 IIb B.1.22 35 EPI SET 2508050u
6 IIb B.1.23 2 EPI SET 250805fz
7 1Ib C.1 5 EPI SET 250805hq
8 IIb D.1 23 EPI SET 250805ua
9 IIb E.1 5 EPI SET 250805xk
10 IIb E.2 15 EPI SET 250805hz
11 IIb E3 215 EPI_SET_250805pk
12 IIb F.1 211 EPI SET 250805eg
13 IIb F.2 217 EPI_SET 250805pd, EPI_SET 250805nv
14 IIb F4 48 EPI SET 250805vx
15 IIb F.5 3 EPI_SET 250805ub
16 IIb F.6 21 EPI SET 250805vg

Alineamiento multiple y generacion de secuencias consenso

Las secuencias del virus Mpox que fueron seleccionadas se alinearon mediante la
herramienta MAFFT v7 (https:/mafft.cbre.jp/alignment/server/index.html), reconocida por su
eficiencia y precision en alineamientos multiples de secuencias (Katoh et al., 2019).
Posteriormente, se generaron secuencias consenso utilizando la libreria AlignlO del paquete
Biopython (https://biopython.org/), la cual permitié procesar y manipular de forma eficiente los
archivos resultantes, calculando el nucledtido mas frecuente en cada posicion para obtener la

secuencia consenso representativa (Cock et al., 2009).
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Anotacion estructural

Una vez obtenidas las secuencias consenso, las mismas fueron sometidas a un proceso de
anotacion estructural con la herramienta VIGORA4, integrada en el portal del Bacterial and Viral

Bioinformatics Resource Center (BV-BRC v3.53.3) (https://www.bv-brc.org/), disefiada

especificamente para la prediccion de regiones codificantes en genomas virales. Para realizar
esta anotacion, se empled como referencia el identificador taxonomico (taxid)
10244 del Monkeypox virus en la base de datos de taxonomia del NCBI, lo que garantizo la
correcta asignacion de genes y marcos de lectura abiertos en las secuencias analizadas (Olson et

al., 2023).
Modelamiento 3D de proteinas

Para la caracterizacion estructural de las proteinas diana F13 y F8L se generaron modelos
tridimensionales de cada  polimero utilizando el servidor  AlphaFold V3
(https://alphafoldserver.com/), el cual es ampliamente reconocido por su alta precision en la
prediccion de estructuras proteicas basada en inteligencia artificial (Abramson et al., 2024).
Posteriormente, los homodimeros de F13 se construyeron mediante modelado por superposicion
estructural en PyMOL v3.1.5.1 (https://www.pymol.org). En este procedimiento, las estructuras
individuales de cada proteina predicha se alinearon sobre las cadenas correspondientes a las
estructura de referencia, empleando la geometria y orientacion de los modelos experimentales
plantilla estructural. Para el complejo FSL/ADN se utiliz6 como plantilla la estructura 8J8G,
mientras que para los homodimeros de F13 se empled el modelo 9FHK. Es importante recalcar
que la incorporacion del ADN en F8L se llevara a cabo en pasos posteriores a la protonacion
como se visualiza en la Figura 1, ya que procesos como el refinamiento estructural y
protonaciéon unicamente aceptan proteinas aisladasy no complejos proteina—ADN, lo cual
garantiza la correcta disposicion espacial de sus polimeros en fases posteriores del andlisis.

(Schrodinger, 2021).
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Refinamiento estructural

Con las proteinas modeladas anteriormente, se procedio al refinamiento estructural de la
proteina F8L y de los homodimeros de la proteina F13 mediante la herramienta GalaxyRefine,

disponible en el servidor GalaxyWEB (https://galaxy.seoklab.org ). Este procedimiento aplica

relajacion estereoquimica y minimizacion de energia mediante dinamicas moleculares para
optimizar la geometria local y global de los modelos, reducir choques atomicos y mejorar la
conformacion de las cadenas laterales. Posteriormente, para cada estructura refinada se
calcularon indicadores de calidad como GDT-HA, RMSD, MolProbity score, Clashscore,
porcentaje de rotdmeros pobres y residuos favorecidos en el diagrama de Ramachandran, lo que
permitio seleccionar el modelo con el mejor balance entre precision estructural y estabilidad

conformacional (Heo et al., 2013).
Validacion estructural

Una vez concluido el refinamiento, se procedid a su validacion estructural

utilizando SAVES v6.0 (Structural Analysis and Verification Server) (https://saves.mbi.ucla.edu),

el cual integra diversas herramientas de verificacion de calidad de modelos proteicos. En
particular, se emple6 el médulo PROCHECK, que gener6 los diagramas de Ramachandran para
evaluar la distribucion de los angulos dihedrales ¢ (phi) y v (psi) de los residuos de aminoécidos,
permitiendo asi comprobar la calidad estereoquimica y la conformacién general de las proteinas

modeladas (Laskowski et al., 1996).
Protonacion y Minimizacion de Energias

Una vez validadas las proteinas, estas fueron procesadas mediante la
herramienta PDB2PQR  (https://server.poissonboltzmann.org/pdb2pgr), que permitid asignar
cargas parciales y protonar los residuos de acuerdo con unpH fisiologico de 7.4, valor
representativo del rango estandar del flujo sanguineo humano (7.35-7.45). Este paso constituye
una etapa critica para garantizar condiciones realistas en los estudios posteriores de acoplamiento

molecular (Jurrus et al., 2018). Posteriormente, se efectud una minimizacion rapida de energia
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utilizando el software OpenMM v.8.3.1 (https://openmm.org), empleando el campo de
fuerza AMBER14 en condiciones de vacio. Durante este procedimiento se aplicaron integradores
de dinamica molecular y restricciones armonicas sobre el esqueleto principal (N, Ca y C) para

preservar la conformacion global, mientras se relajaban los atomos laterales y se reducian

tensiones estéricas locales (Eastman et al., 2024).

A su vez, las estructuras moleculares de los antivirales TVM y CDFpp fueron cargadas
inicialmente en el programa Avogadro v1.2.0 (https://avogadro.cc/), el cual permitié asignar el
estado de protonacion correspondiente a un pH de 7.4. Posteriormente, estas estructuras fueron
optimizadas mediante un proceso de minimizacion de energia basado en el campo de
fuerza MMFF94 (Merck Molecular Force Field 94), reconocido por su precision en la
modelacién de compuestos organicos y farmacéuticos. Este procedimiento permitié obtener
conformaciones tridimensionales estables y correctamente protonadas de cada antiviral,

adecuadas para su uso en estudios posteriores de acoplamiento molecular (Hanwell et al., 2012).
Docking Molecular

Se realizaron estudios de acoplamiento molecular utilizando el motor AutoDock Vina v1.2.0
(https://vina.scripps.edu/ ) descargado como ejecutable desde su sitio oficial e integrado en
UCSF Chimera v1.19, con el objetivo de evaluar la afinidad de union entre los antivirales y las
proteinas previamente modeladas (Trott & Olson, 2010). Este procedimiento, que emplea un
enfoque de docking rigido con flexibilidad en el ligando, permitié predecir las posibles
interacciones moleculares y analizar codmo las mutaciones podrian influir en la eficacia

terapéutica.

Una vez obtenidos los resultados obtenidos del docking fueron analizados y visualizados en
PyMOL v3.1.5.1, identificando los residuos del sitio activo e interacciones clave entre el ligando
y la proteina. Se seleccionaron los residuos cercanos al ligando, se identificaron por su nombre y
posicion, y se representaron en formato sticks con codificacion de colores diferenciada para el
complejo y el ligando. Las interacciones caracterizadas incluyeron puentes de hidrégeno,

contactos hidrofobicos y puentes salinos entre residuos cargados opuestos. Esta estrategia de
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analisis permitid una interpretacion precisa de las interacciones moleculares relevantes para la

afinidad de unidn.

Resultados Identificacion de Variantes y Obtencion de Datos
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Figura 2. Distribucion geografica y temporal de variantes identificadas en América durante
2024-2025. (A) Mapa de América con diagramas circulares que muestran la proporcion de
variantes detectadas en Norteamérica y Sudamérica. (B) Diagrama de puntos que indica la

presencia de cada linaje en ambas regiones a lo largo del tiempo.

A partir del analisis con la herramienta Epicharts y los arboles de filodindmica de
GISAID se identificaron un total de 16 linajes circulantes en Norteamérica y Sudamérica durante
los afios 2024 y 2025 como observamos en la Figura 2. En la subfigura 2A, se muestra el mapa

geografico junto con diagramas circulares que representan la distribucion relativa de cada linaje
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en ambas regiones. En Norteamérica, el linaje F.1 presentd la mayor frecuencia (n = 211),
seguido de F.2 (n = 69) y F.4 (n = 45), mientras que en Sudamérica predominaron E.3 (n=211),
F.2 (n =148) y B.1.22 (n = 18). La subfigura 2B presenta la cronologia de la deteccion de cada
linaje en ambas regiones, diferenciando su presencia entre 2024 y 2025, lo que permite visualizar
patrones de persistencia y la aparicion de variantes nuevas en el periodo analizado.

Posteriormente, en la descarga de los genomas correspondientes a cada linaje, se obtuvo un total

de 456 genomas para Norteamérica y 392 para Sudamérica (Total 848).
Alineamiento Miltiple y Obtencion de Genomas Consenso

En el andlisis de alineamiento multiple se procesaron 848 genomas completos de Mpox,
correspondientes a las variantes previamente identificadas con anterioridad. Cada conjunto de
genomas perteneciente a una misma variante fue alineado de forma independiente, obteniéndose
asi un total de 16 alineamientos multiples. A partir de cada alineamiento se generd su
respectiva secuencia consenso, resultando en 16 genomas consenso que representan de forma
precisa las caracteristicas nucleotidicas predominantes de cada variante. Estas secuencias

sirvieron como referencia individual para los analisis posteriores del estudio.
Anotacion de genomas consenso y seleccion de proteinas

La anotacion estructural de los 16 genomas consenso mediante la herramienta VIGOR4
del BV-BRC permitié identificar un total de 180 genes en el conjunto de variantes analizadas.
Para cada uno de estos genes se obtuvieron tanto las secuencias nucleotidicas como sus
respectivas traducciones en aminoacidos. A partir de este repertorio génico se seleccionaron
especificamente  cuatro  proteinas de interés: F13 (Palmytilated EEV — membrane
protein), F8L (DNA polymerase (2)), EAR (Uracil DNA glycosylase superfamily) y A22R (DNA
polymerase processivity factor). Estos nombres corresponden a las denominaciones originales
generadas por la anotacion automadtica y se mantuvieron para asegurar la trazabilidad con la base

de datos.

JESUITAS
21 ECUADOR



é‘ é Pontificia Universidad
' Catolica del Ecuador
Modelamiento 3D de Proteinas y Ensamblaje de Complejos y Homodimeros

Una vez obtenidas las secuencias individuales de cada mondémero a través del servidor
AlphaFold, se evaluaron las métricas Ranking score, Ptm, Disordered y Clashes para cada
proteina modelada. En la Figura 3A se muestra la proteina F8L, que presentd valores altos y
consistentes de Ranking score'y Ptm (0,91 a 0,92), con Disorderedy Clashes en 0,0. La Figura
3B corresponde a E4R, con valores méaximos de confianza (Ranking scorey Ptmen 0,94) y
ausencia total de regiones desordenadas o choques estéricos. En laFigura 3C, la
proteina A22R presentd los valores mas bajos de confianza relativa (0,75 a 0,76), aunque
manteniendo Disordered y Clashes en 0,0, por lo que sigue siendo estructuralmente confiable.
Finalmente, la Figura 3D muestra F13, con Ranking score'y Ptm de 0,92 a 0,93, y sin regiones
desordenadas ni choques estéricos. En general, todas las proteinas modeladas presentan métricas
favorables para un uso confiable en analisis posteriores. Los valores exactos por monomero se

detallan en la Tabla Suplementaria 1.

Luego, al aplicar el modelado por superposicion estructural guiada, se obtuvieron valores
de RMSD que evidencian una alta correspondencia entre los modelos y sus referencias. Las
subunidades E4R, oy B mostraron promedios particularmente bajos (0,897 A, 0,377 A y 0,380 A
respectivamente), mientras que F8L alcanzé 1,612 A y A22R 2,628 A, manteniéndose todos
dentro de rangos aceptables para similitud estructural. La Figura 3E ilustra uno de los
ensamblajes completos con ADN tras la superposicion guiada, mientras que la Figura 3F muestra
el homodimero de F13 alineado con el mismo enfoque, resaltando la coherencia estructural

alcanzada en ambos casos.
Refinamiento estructural

Tras el refinamiento con GalaxyRefine, las métricas evidenciaron mejoras notables en la
calidad estructural. Los valores de GDT-HA se ubicaron en el rango de 0.991 a 0.994, mientras
que el RMSD presenté valores entre 0.250 y 0.272 A, lo que confirma una alta fidelidad respecto
a las estructuras iniciales. Los puntajes de MolProbity oscilaron entre 1.525 y 1.579, y los
valores de Clashscore se mantuvieron entre 10.1 y 11.6, evidenciando una reduccion significativa

de choques estéricos. En cuanto a la calidad conformacional, el porcentaje de rotdmeros pobres
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fue minimo, con valores de 0.1 a 0.4 %, mientras que los residuos en regiones favorecidas del
diagrama de Ramachandran alcanzaron entre 99.0 y 99.5 %. Estos resultados confirman que los
modelos seleccionados presentan una geometria optimizada y una mayor estabilidad

conformacional, caracteristicas esenciales para garantizar la confiabilidad de los anélisis de

acoplamiento molecular desarrollados en etapas posteriores del estudio.

B. DNA D.  Complejo F8L/E4R/A22R (8J8G)

(B

E. Homodimero F13 (9FHK)

Figura 3. Representacion estructural de los modelos generados por AlphaFold y sus estructuras
de referencia. (A) Proteina F8L, (B) segmento de ADN viral, y (C) proteina F13, mostrados
como componentes individuales. (D) Subcomplejo FSL/E4R/A22R asociado a ADN del virus
Mpox (PDB: 8J8G). (E) Homodimero de F13 (PDB: 9FHK).
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Validacion estructural

El andlisis del diagrama de Ramachandran evidenci6 una excelente calidad
estereoquimica en las estructuras modeladas. En promedio, el 92,30 % de los residuos se
localizaron en regiones mas favorecidas, mientras que un 7,52 % se encontrd en regiones
adicionales permitidas. Las regiones generosamente permitidas representaron apenas un 0,14 %
y la fraccion de residuos en zonas no permitidas (outliers) fue minima, con un promedio de 0,05
%. Estos valores, con un alto porcentaje en zonas favorecidas y una proporcion practicamente
nula de residuos en regiones prohibidas, confirman la adecuada geometria conformacional y la
confiabilidad de los modelos para su uso en analisis estructurales posteriores. Estos resultados

pueden observarse en detalle en la Tabla Suplementaria 2.
Protonacion y Minimizacion de Energias

La protonacion de todas las estructuras, incluyendo las proteinas F8L, el homodimero de
F13 y los antivirales TVM y CDFpp, se realiz6 de forma exitosa bajo condiciones equivalentes a
un pH fisiolégico de 7.4. Posteriormente, la minimizacién de energia permitid que tanto las
proteinas como los compuestos antivirales alcanzaran conformaciones estables, evidenciadas por
valores de energia optimizados y derivada igual a cero (dE = 0), lo que indica la ausencia de
tensiones energéticas relevantes y la obtencion de modelos estructurales aptos para estudios de

acoplamiento molecular posteriores.
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Docking Molecular

Figura 4. Acoplamiento molecular del antiviral. (A) Complejo FSL-DNA-CDFpp (B) Detalle
del sitio de unién en F8L con (C) Homodimero de F13. (D) Detalle del sitio de unién en el
homodimero con el antiviral en rojo, residuos hidrofébicos en salmén y residuos en contacto
en sticks.

En el caso del homodimero de F13, el acoplamiento molecular con el antiviral mostrd
energias de union comprendidas entre —8,8 y —7,7 kcal/mol, con un promedio de —8,15 kcal/mol
y una desviacion estandar de 0,33 kcal/mol, lo que indica interacciones estables y consistentes en
los diferentes ensayos. El analisis de las interacciones reveld la participacion recurrente de

residuos hidrofobicos como Tyr285, Ala288, Ser292, Leu296y Pro243, junto con otros
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aminoacidos que establecen contactos directos con el ligando, todos representados en
formato sticks en la visualizacion. En la Figura 4C se muestra la disposicion general del antiviral
en el sitio de uniéon del homodimero, mientras que en la Figura 4D se detalla su posicion
resaltada en color rojo, acompanada de los residuos hidrofobicos en tonos salmén, evidenciando

la red de interacciones que contribuyen a la estabilidad del complejo. Los valores individuales de

energia y los residuos involucrados en cada interaccion se presentan en la Tabla Suplementaria 3.

Discusion

En el escenario terapéutico reciente frente a Mpox, Tecovirimat (TVM) se ha consolidado
como el antiviral de uso predominante debido a su disponibilidad programatica y a un perfil de
seguridad favorable documentado en cohortes tratadas bajo protocolos de acceso expandido, con
baja frecuencia de eventos adversos graves; sin embargo, los ensayos controlados mas recientes
no han mostrado beneficios clinicos claros en enfermedad leve-moderada, lo que refuerza la
necesidad de complementar su evaluacion con analisis mecanisticos y de resistencia (por
ejemplo, en F13L, su diana), asi como considerar estrategias antivirales alternativas. (National
Institutes of Health (NIH), 2024; O’Laughlin et al., 2022; PALMO007 Writing Group et al., 2025)
En paralelo, Cidofovir (CDF) y su profarmaco Brincidofovir (BCF) constituyen opciones menos
frecuentes, limitadas por toxicidad renal (CDF) o efectos gastrointestinales/hepaticos (BCF); no
obstante, su forma activa intracelular comun, Cidofovir difosfato (CDFpp), es la que interactua
con la maquinaria replicativa y, por tanto, la molécula mas pertinente para estudios de
acoplamiento sobre la polimerasa viral (eje FSL/DNA). Este marco terapéutico de TVM sobre
F13 y CDFpp sobre el subcomplejo polimerasa, justifica el enfoque dual de este trabajo y
prepara el terreno para interpretar, desde la estructura, posibles vias de escape antiviral ya
observadas en pacientes y clisteres comunitarios (Garrigues et al., 2023; Pourkarim &

Entezari-Maleki, 2024; Siegrist & Sassine, 2023; Stafford et al., 2023).

Desde el inicio del brote multinacional en 2022, la circulacion en las Américas ha estado
dominada por mpox clado IIb, con transmision comunitaria sostenida y picos concentrados en
grandes centros urbanos; entre 2022 y fines de 2024, la region acumul6 decenas de miles de

casos confirmados y reportes continuos en varios paises, segun los partes de PAHO/OPS y la
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sintesis de situacion de CDC. Estos informes ubican a clado IIb como la variante de mayor
relevancia clinica y de salud publica en el continente durante el periodo analizado. (Mpox in the

United States and Around the World: Current Situation | Mpox | CDC, n.d.; Summary of the

situation, n.d.)

En paralelo, a fines de 2024 emergieron reportes internacionales de clado Ib asociados
principalmente a Africa central, con casos importados detectados en paises fuera de la region
africana incluida la primera notificacion en América (Estados Unidos) sin transmision sostenida,
lo que refuerza que, para las Américas, el escenario predominante sigui6 siendo clado IIb durante
2024-2025. Por ello, nuestro andlisis prioriza variantes circulantes en 2024 y 2025 en el
continente: maximiza la pertinencia epidemioldgica del modelado y del docking para la
vigilancia regional y evita extrapolar conclusiones desde linajes con dinamica distinta (clado
I/Ib) aun no establecidos en transmision comunitaria en la regién_(Du et al., 2025; Levy et al.,

2025; Vakaniaki et al., 2024).

Para anclar el modelado en evidencia experimental de alta calidad, empleamos como
plantillas dos entradas del PDB directamente pertinentes a nuestras dianas: 8J8G para el
subcomplejo de la polimerasa (FSL/E4R/A22R) y 9FHK para F13 en su forma homodimérica.
La 8J8G captura el holoenzima FSL-A22R-E4R ligado a ADN y a cidofovir difosfato (CDFpp),
con resolucién cryo-EM de 2.79 A, lo que fija de manera realista el registro del ADN, la
coordinaciéon de Mg*" y la geometria del sitio catalitico donde se ubica el andlogo nucleotidico
(CDFpp) en la posicion del sustrato dCTP. Esto reduce la incertidumbre al evaluar afinidades y
contactos en el eje FESL/DNA—CDFpp, frente a construir el complejo por docking desde
estructuras separadas (EMDR : EMD-36069, n.d.; Vernuccio et al., 2025; Xu et al., 2023). En
paralelo, la 9FHK proporciona la estructura cristalografica de F13 como homodimero a 2.10 A, y
cuenta ademas con un estado complejado con tecovirimat (2.6 A), ofreciendo referencias directas
para el sitio de unién de TVM vy para la interfaz de dimerizacion relevante en el mecanismo de
accion y en la cartografia de mutaciones de resistencia. Utilizar 9FHK como marco para nuestros
homodimeros de F13 garantiza una comparacion geométrica robusta antes del docking,
optimizando la interpretacion de variaciones en poses y contactos (Vernuccio et al., 2025; Xu et

al., 2023)._Por ello, partir de plantillas experimentales especificas del sistema (8J8G y 9FHK)
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nos permitio conservar la arquitectura nativa de los sitios activos e interfaces y minimizar

artefactos de ensamblaje in silico, reforzando la validez de las inferencias posteriores de docking

(Xu et al., 2024).

Los complejos FS8L/DNA mostraron porcentajes en regiones favorecidas entre
95.2-96.7%, con adicionalmente permitidas de 3.1-4.4% y outliers de 0.1-0.3% (n=16), lo que
indica una geometria de esqueleto bien ajustada tras la superposicion (Homodimeros F13) y
como paso anterior a la protonacion y minimizacion. En los homodimeros de F13, los valores
favorecidos se ubicaron en 89.4-92.0% con 0% de outliers en todos los casos (n=16), un
resultado consistente con un esqueleto mayoritariamente bien definido y sin violaciones graves
de torsiones @/y. En términos comparativos, los controles presentaron una calidad inferior:
F8L/DNA con 86.8% favorecido y 0.3% outliers, y el homodimero con 88.8% favorecido y 0.3%
outliers, lo que refuerza que el protocolo de superposicion guiada y minimizacion son necesarios
para mejorar la estereoquimica frente a los puntos de partida. Estas cifras se alinean con los
criterios de validacion ampliamente aceptados, donde el diagrama de Ramachandran es una
métrica central y se busca minimizar outliers (idealmente cero) y maximizar el porcentaje en
regiones favorecidas (habitualmente >95% en modelos de alta calidad), siempre interpretando los
porcentajes en conjunto con otras métricas y el contexto estructural (Laskowski et al., 1996;

Sobolev et al., 2020; Wlodawer, 2017).

En cuanto a los homodimeros de F13 las energias de acoplamiento se ubican en —7.7 a
—8.8 kcal/mol, con un nucleo de contactos recurrentes en PRO243, TYR253, TYR258, ILE262,
TYR285, ALA288, THR289, SER292, ALA295, LEU296 y VAL298. El patrén, dominado por
aromaticos/hidrofobicos (p. ej., Tyr, Leu, Val, Ala) con contribuciones polares (Ser/Thr), es
consistente con un bolsillo profundo e hidrofébico para TVM, en linea con estudios estructurales
recientes que describen la interaccion de tecovirimat con F13 y su papel en el bloqueo del egreso
viral. Estos datos respaldan la conservacion del sitio de union a través de las variantes evaluadas

(Vernuccio et al., 2024).

En los complejos FSL/DNA-CDFpp las energias se concentraron en —6.0 a —6.8 kcal/mol
y muestran un conjunto de residuos -catalitico/posicionales repetidos: ASP549, ASP751,

ASP753, THR752, SER754, PHE756, LYS661, ASN665, ademas de Mg* (MG 1104) y vecinos
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(ILE547, TYRS550, ASNS551, SERS52, LEUSS53, TYRS554/PRO555, ARG634). El
enriquecimiento de aspartatos y la coordinacion de Mg** son coherentes con el mecanismo de
dos metales caracteristico de las ADN-polimerasas, en el que los Asp conservados y los cationes
divalentes organizan el estado de transicion y estabilizan el pirofosfato del analogo nucleotidico
(CDFpp), mientras residuos basicos (p. €j., Lys661) asisten en la interaccion con fosfatos del
sustrato. Este patron respalda que el docking se realizé en un entorno catalitico correcto (registro

de ADN y geometria del sitio activo) (Batra et al., 2006; Yang et al., 2006).

El control del homodimero (Vaccinia) arrojo una energia mas favorable (—10.5 kcal/mol),
lo que es esperable cuando el docking se aproxima a un estado co-cristalizado/cognato; en
contraste, el control del complejo FSL/DNA (—6.4 kcal/mol) quedé dentro del rango observado
para las variantes. Recordamos que los scores de docking son semicuantitativos y su
comparacion entre sistemas distintos (proteina—ligando vs. polimerasa—nucleotido) debe
interpretarse con cautela; la prioridad es la consistencia de poses/contactos con la quimica del

sitio activo y la reproducibilidad entre variantes (Trott & Olson, 2010; Zheng et al., 2022).

Con base en los puntajes de acoplamiento, priorizamos las variantes con afinidad
reducida (energias menos negativas) como candidatas a disminuir la susceptibilidad a los
antivirales, y aquellas con afinidad conservada (mdas negativas) como de bajo riesgo. En
F13/TVM, las variantes B.1.23 (=8.8), B.1.20 (-8.6), E.1 y E.2 (-8.5) y F.2 (—8.4) muestran el
perfil mas favorable (susceptibilidad preservada), mientras que B.1.22 y F.6 (—7.7), seguidas por
el clado Ib (=7.8) y 4 (-=7.9), exhiben afinidades comparativamente menores y, por tanto, un
senal de alerta relativa; el resto se agrupa en un rango intermedio (=—8.0 a —8.2). Este criterio es
consistente con la interpretaciéon semicuantitativa de los scores de docking, Util para priorizar
pero no para confirmar resistencia, dado que las funciones de “scoring” tienen limitaciones y
requieren validacion experimental/estructural adicional (J. Li et al., 2019; Macip et al., 2022). En
FSL/DNA—-CDFpp, las variantes Ib y E.3 (—6.8) y B.1.20, B.1.21, B.1.23 y F.4 (—6.7) retienen la
afinidad mas alta (perfil favorable), mientras que E.1 y F.6 (—6.0), seguidas por D.1 y E.2 (—6.2)
y A.2.2 y F.1 (-=6.3), muestran afinidades menores y se priorizan como candidatas a posible
merma de eficacia; esta lectura se alinea con la arquitectura del sitio catalitico observada

experimentalmente para la polimerasa F8 con CDFpp y ADN, donde la coordinacion de Mg*'y
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los residuos acidos y basicos vecinos gobiernan la union del anilogo nucleotidico (Xu et al.,
2023). Considerando que la numeracion corresponde a los mismos clados en ambas proteinas,
destacan dos patrones utiles para vigilancia: variantes de “doble riesgo” como F.6 (débil para
TVM y CDFpp) y perfiles disociados como E.1 (fuerte para TVM pero débil para CDFpp). En
conjunto, estos hallazgos no constituyen por si solos confirmacion de resistencia, pero si un
mapa de priorizacion coherente con la evidencia clinica y de vigilancia que documenta
mutaciones de resistencia en FI13L durante tratamientos con tecovirimat y su potencial
diseminacion, reforzando la necesidad de validacion y seguimiento genomico (Garrigues et al.,

2023; Gigante et al., 2024).

El patrén que observamos en el acoplamiento F13/TVM (energias en el rango —7.7 a —8.8
kcal/mol) y un bolsillo dominado por residuos hidrofébicos/aromaticos (p. ej., Tyr253, Tyr258,
Tyr285, Leu296, Ala288) con contribuciones polares (Ser/Thr), concuerda con trabajos que han
modelado o resuelto la union de tecovirimat a F13. Estudios in silico orientados a
descubrimiento/optimizacion de ligandos describen una cavidad hidrofébica para F13 compatible
con poses de TVM vy andlogos, y con dindmica estable tras simulaciones MD, en linea con
nuestros contactos recurrentes (Ali et al., 2023). Mas aun, datos estructurales recientes muestran
a F13 como homodimero y capturan complejos con tecovirimat, proponiendo que el fairmaco
actia como “molecular glue” en la interfaz del dimero; las mutaciones clinicas de resistencia
mapean precisamente en esa superficie, coherente con que nuestro nucleo de interaccion
involucra tirosinas y alifaticos de la zona interfacial. Estas evidencias refuerzan la plausibilidad
de las poses que obtuvimos y su relevancia funcional para el mecanismo de accion y la

emergencia de resistencia (Ali et al., 2023; Chen et al., 2023).

En cambio, nuestras poses y contactos para CDFpp que son coordinacién con Mg* y
proximidad a Asp cataliticos (Asp549, Asp751, Asp753), junto a residuos basicos (p. €j.,
Lys661) capaces de estabilizar fosfatos son concordantes con la arquitectura catalitica de
polimerasas B y, especificamente, con las estructuras cryo-EM de Mpox donde CDFpp ocupa la
posicion de dCTP en el sitio activo de F8, compitiendo con el nucledtido entrante y explicando
su efecto inhibidor. En paralelo, modelados previos que evaluaron CDVpp frente a polimerasas

de orthopoxvirus (E9 de VACV y F8 de MPXV) también predicen union en el sitio catalitico

JESUITAS
30 ECUADOR


https://sciwheel.com/work/citation?ids=18199456&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=18199456&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=17514578,18199623&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=17514578,18199623&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=18199626&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=18199626,18199629&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0

é’m\é Pontificia Universidad

‘L'l’ Catolica del Ecuador
dependiente de dos metales, con la red de Asp/Mg*'organizando el estado de transicion, en buen
acuerdo con nuestro mapa de interacciones y el rango de energias observado. En conjunto, la
comparacion con estas referencias sugiere que las poses obtenidas reflejan un modo de union
fisiologicamente consistente para un analogo nucleotidico trifosfato (Y. Li et al., 2023; Xu et al.,

2024).

Los puntajes de docking son semitantitativos y dependen de muestreo/reescalado;
distintas funciones de scoring pueden recuperar la pose correcta pero fallar al jerarquizar
afinidades. Los benchmarks (p. ej., CASF-2016) muestran variabilidad entre funciones en
“scoring/ranking/docking/screening power”, por lo que se recomiendan controles (re-docking,
enriquecimiento) y protocolos estandarizados antes de extrapolar a eficacia bioldgica (Bender et

al., 2021; Macip et al., 2022; Su et al., 2019; Warren et al., 2006).

La validacion minima de un flujo de docking es el re-docking del ligando co-cristalizado
para verificar la recuperacion de la pose nativa; idealmente, debe complementarse con
mutagénesis dirigida, ensayos bioquimicos/enzimaticos y pruebas fenotipicas. Hay precedentes
donde predicciones de docking fueron confirmadas de forma experimental (p. ej., union a
tubulina verificada por termoforesis), y metodologias de escaneo mutacional profundo (DMS)
permiten cartografiar paisajes de resistencia a gran escala, lo que las convierte en vias idoneas
para validar y extender nuestros hallazgos (Moshari et al., 2022; Temml & Kutil, 2021; Wei &
Li, 2023).

Por ello, integrar dindmica molecular (MD) y calculos rigurosos de energia libre puede
reducir falsos positivos y mejorar la priorizacion de variantes/ligandos: MD captura flexibilidad
conformacional de blanco y ligando, mientras que RBFE/ABFE han mostrado valor prospectivo
en proyectos reales de drug discovery y ofrecen una base fisica mas robusta que el scoring
empirico. En conjunto con buenas practicas (preparacion estandarizada, controles de
enriquecimiento) esto refina la inferencia sobre afinidades y modos de unién. Finalmente, a
escala poblacional, mantener vigilancia gendmica activa en las Américas (incluida secuenciacion
continua) es clave para detectar a tiempo variantes con escape antiviral y orientar el disefio de
nuevos inhibidores o combinaciones terapéuticas (Ahmed et al., 2023; Cournia et al., 2017,

PAHO,2024.).
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Bajo estas consideraciones, nuestros resultados estructurales y de docking ofrecen un
marco mecanistico Util para priorizar mutaciones y leads en Mpox; su impacto se consolidara al

integrarlos con MD/energias libres y validacion experimental, y al conectarlos con la vigilancia

gendmica regional para anticipar y mitigar la resistencia antiviral.
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Figuras complementarias
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Figura Suplementaria 1. Acoplamiento molecular del antiviral TVM con las variantes de los
homodimeros analizados, mostrando las poses de unioén y los residuos involucrados en cada
interaccion (Parte 1). Los aminodcidos hidrofobicos se representan en color salmon, el antiviral
en color rojo, y los residuos en interaccion se muestran en formato de bastones dentro del sitio de

union.
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Figura Suplementaria 2. Acoplamiento molecular del antiviral TVM con las variantes de los
homodimeros analizados, mostrando las poses de unioén y los residuos involucrados en cada
interaccion (Parte 2). Los aminoacidos hidrofobicos se representan en color salmoén, el antiviral
en color rojo, y los residuos en interaccion se muestran en formato de bastones dentro del sitio de

union.
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Figura Suplementaria 3. Acoplamiento molecular del antiviral de CDFpp con las variantes de
los complejos analizados (Parte 1), mostrando las poses de union y los residuos que participan en
las interacciones. Los residuos hidrofobicos se muestran en violeta, el antiviral en azul, el ion

Mg?* en celeste y el ADN en negro.
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Figura Suplementaria 4. Acoplamiento molecular del antiviral de CDFpp con las variantes de
los complejos analizados (Parte 2), mostrando las poses de unidn y los residuos que participan en
las interacciones. Los residuos hidrofébicos se muestran en violeta, el antiviral en azul, el ion

Mg?* en celeste y el ADN en negro.
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Tablas suplementarias
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Tabla Suplementaria 1. Valores individuales de Ranking score, Ptm, Disordered y Clashes para

cada variante de las proteinas F13 y F8L predichas por AlphaFold.

48

Proteina Variante Ranking_score Ptm Disordered Clashes
f13 1 0.93 0.93 0.0 0.0
f13 2 0.93 0.93 0.0 0.0
f13 3 0.92 0.92 0.0 0.0
f13 4 0.93 0.93 0.0 0.0
f13 5 0.93 0.93 0.0 0.0
f13 6 0.93 0.93 0.0 0.0
f13 7 0.93 0.93 0.0 0.0
f13 8 0.93 0.93 0.0 0.0
f13 9 0.93 0.93 0.0 0.0
f13 10 0.93 0.93 0.0 0.0
f13 11 0.93 0.93 0.0 0.0
f13 12 0.93 0.93 0.0 0.0
f13 13 0.93 0.93 0.0 0.0
f13 14 0.93 0.93 0.0 0.0
f13 15 0.93 0.93 0.0 0.0
f13 16 0.93 0.93 0.0 0.0
fal 1 0.92 0.92 0.0 0.0
f8l 2 0.92 0.92 0.0 0.0
f8l 3 0.91 0.91 0.0 0.0
fal 4 0.92 0.92 0.0 0.0
fal 5 0.92 0.92 0.0 0.0
f8l 6 0.92 0.92 0.0 0.0
f8l 7 0.91 0.91 0.0 0.0
fal 8 0.91 0.91 0.0 0.0
fal 9 0.91 0.91 0.0 0.0
f8l 10 0.91 0.91 0.0 0.0
f8l 11 0.92 0.92 0.0 0.0
fal 12 0.91 0.91 0.0 0.0
fal 13 0.91 0.91 0.0 0.0
f8l 14 0.92 0.92 0.0 0.0
f8l 15 0.91 0.91 0.0 0.0
f8l 16 0.92 0.92 0.0 0.0
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Tabla Suplementaria 2. Resultados del analisis del diagrama de Ramachandran para las

estructuras modeladas, indicando el porcentaje de residuos en regiones mas favorecidas,

adicionalmente permitidas, generosamente permitidas y no permitidas (outliers).

N© Polimero Mas favorecidas Adicion_a!mente Generos_a_mente Disall_owed
(favoured) permitidas permitidas (outliers)
1 F8L/DNA 96,0 3,7 0,2 0,1
2 F8L/DNA 96,0 3.9 0,0 0,1
3 FBL/DNA 95,9 3,8 0,1 0,2
4 F8L/DNA 96,0 3,7 0,1 0,2
5 F8L/DNA 95,2 4,4 0,2 0,2
6 F8L/DNA 95,8 3,9 0,1 0,2
7 F8L/DNA 95,5 4,3 0,0 0,2
8 F8L/DNA 95,8 3,9 0,1 0,2
9 F8L/DNA 95,8 3,9 0,1 0,2
10 F8L/DNA 95,6 4,1 0,1 0,2
1 F8L/DNA 96,1 3,4 0,1 0,3
12 F8L/DNA 96,1 3,6 0,1 0,2
13 F8L/DNA 95,8 3,9 0,1 0,2
14 F8L/DNA 96,0 3,7 0,1 0,2
15 F8L/DNA 96,7 3,1 0,0 0,2
16 F8L/DNA 95,6 4,1 0,1 0,2
1 Homodimero 91,7 8,3 0,0 0,0
2 Homodimero 90,0 10,0 0,0 0,0
3 Homodimero 91,4 8,6 0,0 0,0
4 Homodimero 90,9 9,1 0,0 0,0
5 Homodimero 92,0 8,0 0,0 0,0
6 Homodimero 89,5 10,5 0,0 0,0
7 Homodimero 90,9 9,1 0,0 0,0
8 Homodimero 90,3 9,7 0,0 0,0
9 Homodimero 90,6 9,4 0,0 0,0
10  Homodimero 91,4 8,6 0,0 0,0
11 Homodimero 91,2 8,8 0,0 0,0
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89,4
90,9
90,6
91,2
91,2

10,6
9,1
9,4
8,8
8,8

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
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Tabla Suplementaria 3. Energia de union (kcal/mol) y residuos involucrados en el acoplamiento

del antiviral con cada variante.

NO

10

11

12

13

14

15
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Protein

Homodimero

Homodimero

Homodimero

Homodimero

Homodimero

Homodimero

Homodimero

Homodimero

Homodimero

Homodimero

Homodimero

Homodimero

Homodimero

Homodimero

Homodimero

Energia
(kcal/mol)

-7.8

-8.0

Residues

TYR 285, ALA 288, SER 292, LEU 296, PRO 243, TYR 285, ALA 288,

THR 289, SER 292, ALA 295, LEU 296

TYR 258, TYR 285, ALA 288, SER 292, LEU 296, TYR 258, ALA 288,

SER 292, ALA 295, LEU 296, VAL 298

PRO 243, TYR 253, TYR 258, SER 292, ALA 295, LEU 296, TYR
253, TYR 258, ILE 262, TYR 285, ALA 288, THR 289, SER 292, LEU
296

PRO 243, TYR 253, TYR 258, SER 292, ALA 295, LEU 296, TYR
258, ILE 262, TYR 285, ALA 288, SER 292, LEU 296

ALA 288, SER 292, LEU 296, PRO 243, TYR 285, ALA 288, THR
289, SER 292, ALA 295, LEU 296

PRO 243, TYR 253, TYR 258, SER 292, ALA 295, LEU 296, TYR
253, TYR 258, ILE 262, TYR 285, ALA 288, THR 289, SER 292, LEU
296

PRO 243, TYR 285, ALA 288, THR 289, SER 292, ALA 295, LEU
296, ALA 288, SER 292, LEU 296

PRO 243, TYR 285, ALA 288, THR 289, SER 292, ALA 295, LEU
296, TYR 285, ALA 288, SER 292, LEU 296

TYR 258, TYR 285, ALA 288, SER 292, LEU 296, PRO 243, TYR
253, TYR 258, SER 292, ALA 295, LEU 296, VAL 298

PRO 243, TYR 253, TYR 258, SER 292, ALA 295, LEU 296, TYR
258, ILE 262, TYR 285, ALA 288, THR 289, SER 292, LEU 296

PRO 243, TYR 253, TYR 258, SER 292, ALA 295, LEU 296, TYR
258, ILE 262, TYR 285, ALA 288, SER 292, LEU 296

TYR 258, TYR 285, ALA 288, SER 292, LEU 296, PRO 243, TYR
253, TYR 258, SER 292, ALA 295, LEU 296, VAL 298

PRO 243, TYR 253, TYR 258, SER 292, ALA 295, LEU 296, TYR
258, ILE 262, TYR 285, ALA 288, THR 289, SER 292, LEU 296

PRO 243, TYR 253, TYR 258, SER 292, ALA 295, LEU 296, TYR
258, ILE 262, TYR 285, ALA 288, SER 292, LEU 296

PRO 243, TYR 253, TYR 258, SER 292, ALA 295, LEU 296, TYR
258, ILE 262, TYR 285, ALA 288, THR 289, SER 292, LEU 296
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TYR 258, TYR 285, ALA 288, SER 292, ALA 295, LEU 296, ALA 288,
SER 292, ALA 295, LEU 296, VAL 298

ILE 547, ASP 549, TYR 550, ASN 551, SER 552, ARG 634, LYS 661,
1 Complejo -6.8 ASN 665, ASP 751, THR 752, ASP 753, SER 754, PHE 756, TYR
795, TYR 806, LYS 826, MG 1104

ILE 547, PHE 548, ASP 549, SER 552, LEU 553, TYR 554, PRO 555,
2 Complejo -6.3 LYS 661, ASN 665, TYR 668, THR 752, ASP 753, SER 754, GLU
792, TYR 795, MG 1104

ILE 547, ASP 549, TYR 550, ASN 551, SER 552, ARG 634, LYS 661,
3 Complejo -6.7 ASN 665, TYR 749, ASP 751, THR 752, ASP 753, SER 754, PHE
756, TYR 795, LYS 804, TYR 806, LYS 826

ILE 547, ASP 549, TYR 550, ASN 551, SER 552, LEU 553, ARG 634,
4 Complejo -6.7 LYS 638, LYS 661, ASN 665, ASP 751, THR 752, ASP 753,SER 754,
PHE 756, GLU 790, GLU 792, TYR 795, TYR 806, LYS 826, MG 1104

ILE 547, ASP 549, TYR 550, ASN 551, SER 552, LEU 553, ARG 634,
5 Complejo -6.5 LYS 638, ASN 665, ASP 751, THR 752, ASP 753, SER 754, PHE
756, GLU 790, TYR 795, TYR 806, LYS 826, MG 1104

ILE 547, ASP 549, TYR 550, ASN 551, SER 552, LEU 553, TYR 554,
6 Complejo -6.7 ARG 634, LYS 661, ASN 665, ASP 751, THR 752, ASP 753, SER
754, PHE 756, TYR 795, TYR 806, LYS 826, MG 1104

ILE 547, ASP 549, TYR 550, ASN 551, SER 552, LEU 553, ARG 634,
7 Complejo -6.6 LYS 661, ALA 664, ASN 665, ASP 751, THR 752, ASP 753, SER 754,
PHE 756, TYR 795, TYR 806, LYS 826, MG 1104

ASP 549, TYR 550, ASN 551, SER 552, LEU 553, ARG 634, LYS
8 Complejo -6.2 661, ASN 665, ASP 751, THR 752, ASP 753, SER 754, GLU 790,
LYS 804, LYS 826

TYR 550, ASN 551, SER 552, LEU 553, TYR 554, PRO 555, ARG

16 Homodimero 7.7

9 Complejo -6.0 634, LYS 638, GLN 657, LYS 661, ASN 665, TYR 668, ASP 753, GLU
790, MG 1104
ILE 547, ASP 549, TYR 550, ASN 551, SER 552, ARG 634, ASN 665,
10 Complejo -6.2 ASP 751, THR 752, ASP 753, SER 754, PHE 756, GLU 792, TYR

795, LYS 804, TYR 806, LYS 810, ILE 824, LYS 826, MG 1104

GLY 531, LYS 532, ASN 551, SER 552, LEU 553, TYR 554, PRO 555,
11 Complejo -6.8 ARG 634, LYS 661, ASN 665, TYR 668, THR 688, GLY 691, ARG
692, ILE 695, THR 752, ASP 753

ILE 547, ASP 549, TYR 550, ASN 551, SER 552, LEU 553, ARG 634,
12 Complejo -6.3 LYS 661, ASN 665, ASP 751, THR 752, ASP 753, SER 754, PHE
756, TYR 795, LYS 804, TYR 806, MG 1104

ILE 547, ASP 549, TYR 550, ASN 551, SER 552, ARG 634, LYS 661,
ASN 665, ASP 751, THR 752, ASP 753, SER 754, PHE 756, GLU
790, TYR 795, TYR 806, LYS 826, MG 1104
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13 Complejo -6.5
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ASP 549, TYR 550, ASN 551, SER 552, LEU 553, TYR 554, ARG

14 Complejo -6.7 634, LYS 638, LYS 661, ASN 665, ASP 751, THR 752, ASP 753, SER
754, GLU 790, MG 1104

ILE 547, ASP 549, TYR 550, ASN 551, SER 552, LEU 553, ASN 665,
15 Complejo -6.4 ASP 751, THR 752, ASP 753, SER 754, PHE 756, GLU 792, TYR
795, TYR 806, LYS 810, ILE 824, LYS 826, SER 878, MG 1104

ILE 547, ASP 549, TYR 550, ASN 551, SER 552, LYS 661, ASP 751,
6.0 THR 752, ASP 753, SER 754, PHE 756, TYR 795, LYS 804, TYR
806, LYS 826

16 Complejo

JESUITAS
53 ECUADOR
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