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Analisis estructural y modelamiento molecular de los receptores de odorante
Or4 de mosquitos Aedes aegypti
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Resumen
Los receptores de odorantes OR4 acoplados a co-receptores como Orco, son importantes
estructuras multiproteicas que permiten la interaccidon con moléculas de odorante, esenciales en la
deteccidn de nutrientes en la dieta de mosquitos Aedes aegypti, para entender como el cambio de
haplotipos entre mosquitos salvajes y mosquitos urbanos pueden tener una relacién estructural a
nivel tridimensional, se hizo el modelado de haplotipos A, B, G (Zodfagos) y C, D, E, F (Antropdfagos)
que no tienen estructura reportada a partir de un predictor por homologia, los posteriores
refinamientos por homologia fueron realizados para obtener un modelo de reconstruccién por
biologia estructural ideal para hacer la comparacién tridimensional. Los alineamientos de las
estructuras tridimensionales se hicieron con el algoritmo Needleman Wunsch y se encontré relacién
entre los haplotipos zoéfagos y antropdfagos. Asimismo, los cambios estructurales obtenidos en los
haplotipos altamente diferenciados a nivel genético no presentaron una relacién tridimensional.

Palabras claves: Mosquitos, odorantes, receptor OR4, modelamiento molecular.

Abstract
OR4 odorant receptors docked to co-receptors such as Orco, are important multiprotein structures
that allow interaction with odorant molecules, essential in the detection of nutrients of Aedes
aegipty mosquitoes. The main approach is to understand the haplotype change among wild
mosquitoes and urban mosquitoes from structural relationship. The haplotypes A, B, G (Zoophages)
and C, D, E, F (Anthropophagous) were modeled, in order to propose a tridimensional model, since
there are not published structure in protein databases. The unrefined models were refined and
evaluated to determine an ideal structural biology reconstruction model to make the three-
dimensional comparison. The alignments of the three-dimensional structures were made with the
Needleman Wunsch algorithm and dimensional relationship was found between zoophagous and
anthropophagous haplotypes. Likewise, the structural changes obtained in the highly differentiated
haplotypes at the genetic level did not present a three-dimensional relationship.

Keywords: Mosquitoes, odorants, OR4 receptor, molecular modeling.
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1. Introduccion

Los mosquitos pertenecen al grupo mds importante de vectores de agentes causantes de
enfermedades, esto lo demuestra la gran cantidad de especies involucradas en la transmisién de
pardsitos y patégenos a humanos y animales. Aedes aegypti es una especie invasora
particularmente adaptable que ha colonizado con éxito la mayoria de las zonas urbanas y sub-
urbanas en las regiones tropicales y subtropicales del mundo; esto se debe al comportamiento
antropofilico que ha desarrollado y a la capacidad de poner huevos resistentes a la desecacion en
recipientes de agua artificiales, ampliamente disponible en la mayoria de los paises en desarrollo,
donde la distribucién del agua y las condiciones sanitarias suelen ser rudimentarias [1]. De igual
manera, el transporte moderno y el comercio han contribuido en gran medida a la difusion pasiva
geografica de este vector y, en consecuencia, a la difusién de la enfermedad. Los mosquitos Aedes
aegypti contribuyen a la propagacién del Virus Dengue (DEV), Virus de la Fiebre Amarilla (YFV), el
Chikungunya (CHIK), Virus Zika (ZIKV) y el Virus del Nilo Occidental (WNV) a través de la transmision
viral mediada por el habito de alimentarse con sangre [2]. Este comportamiento de alimentacién es
el resultado de una combinacién Unica de caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas y genéticas del
sistema sensorial de los mosquitos, incluida la visidn, quimiomosensacion, termosensacion,
mecanosensacion e higrosensacién [3].

La pregunta sobre las preferencias alimenticias para una especie, cuando dispone variadas fuentes
alimenticias, siempre ha sido motivo de interés. Estudios de laboratorio han demostrado una fuerte
preferencia de Aedes aegypti hacia odorantes humanos [4, 5], pero la confirmaciéon de este
comportamiento es insuficiente. Existen factores externos que pueden afectar la preferencia del
huésped, como cuando la especie preferida no estd disponible y el umbral de respuesta para la
seleccidn del hospedero se ha reducido debido a la baja energia metabdlica o cuando el clima
adverso impide que los mosquitos se alejen del habitat residencial en el que se encuentran [6].
Diferentes estudios han logrado demostrar que los insectos han desarrollado complejos repertorios
de receptores para responder a estimulos quimicos en su entorno, incluidos: receptores de olor
(OR), receptores ionotrdpicos (IR) y receptores gustativos (GR) [7]. En Drosophila y en mosquitos los
ORs forman un complejo heteromérico con Orco para su orientacién a la membrana celular [8]. En
dos subespecies de Aedes (Aedes aegypti aegypti y Aedes aegypti formosus), variaciones en la
expresion del receptor OR4 se han asociado con variaciones en las preferencias antropo/zoofilicas
[9]; también con el comportamiento repelente hacia el DEET[10, 11] Los ORs parecen estar
estrechamente relacionados con la deteccidon de varios componentes del olor que emanan de los
seres humanos, como 1-octen-3-ol (presente en el aliento), 2,3-butanediona (subproducto del sudor
metabolizado) e indol (sudor volatil) [10]. Los ORs de insectos pertenecen al tipo 7- transmembrana,
pero no muestran ninguna homologia con otros ORs identificados en los vertebrados o en
nematodos. Estos también muestran una insercion invertida en la membrana y se ha demostrado
que el heterémero OR-orco de insectos funciona como un canal idnico dependiente de odorantes
[12-14]. Por lo tanto, la identidad de un odorante puede estar codificada en gran medida en la
identidad de los ORs que activa y, por extensién, en laidentidad de las ORNs que expresan esos ORs.
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Su estudio ha recibido mucha atencidn tanto en el contexto de la biologia y la evolucidn de insectos
como en el potencial de aplicaciones para el control de plagas[8, 15].Para el gen del receptor de
olores OR4, se ha determinado que presenta 7 haplotipos (nomenclados de A-G) y se evidencié que
3 de ellos, los haplotipos A, By G estaban en una mayor frecuencia en las poblaciones de mosquitos
que vivian en zonas urbanas y que preferian alimentarse en humanos [9], lo que demuestra que una
expresion diferencial de estos alelos puede estar relacionada con este comportamiento en la
predileccion a alimentaria.

Actualmente no existen estudios en los que se reporten como estos receptores interactian con los
odorantes que percibe Aedes aegypti. Se hace importante evaluar estas interacciones dada la
importancia médica de esta especie de mosquito y su variaciéon en sus preferencias alimenticias
sobre diferentes especies hospederos y sobre diferentes individuos de la misma especie, pues se
puede aportar al entendimiento del comportamiento antropdéfago ademas para disefiar
instrumentos eficaces para su control o para evitar el contacto con los humanos.

2. Metodologia
Busqueda de haplotipos del receptor Or4

La busqueda de haplotipos a nivel gendmico se hizo en la base de datos Genbank, mostrando que
reportados se encuentran 7 haplotipos, de los cuales 3 son de mosquitos antropdfagos y los 4
restantes de mosquitos zoofagos, cada uno tiene el siguiente ID (Antropdfagos: 'KF801614.1'A’,
'KF801615.1'B' y 'KF801621.1'G'; Zodfagos: 'KF801618.1'C', 'KF801620.1'D', 'KF801619.1'E' vy
'KF801617.1'F')[16, 17].

Andlisis y caracterizacion del receptor de odorante 4 del mosquito Aedes aegypti

En la busqueda de las bases de datos RCSB Protein Data Bank [18] para el receptor de odorante4
(Odr4) del mosquito Aedes aegypti, no se encuentra cristalizado ningun fragmento estructural, sin
embargo en otras bases de datos tales como Uniprot, EmbL y Pfam, se encuentran descripciones
sobre la proteina, pero no existe estructura predicha; mientras que en la base de datos NCBI, se
tiene que solo existe estructura para el receptor de odorantel (Odrl) de Aedes aegypti, Anopheles
gambiae y Culex quinquefaciatus, por lo que se procede a proponer un modelo hipotético a partir
de predictores de estructura para haplotipos reportados para el Odr4 de Aedes aegypti.

Alineamiento de secuencias primarias

Al obtener los haplotipos segln la base de datos en NCBI se tienen los datos de las traducciones
para cada haplotipo, tanto zo6fago como antropdfago en formato FASTA, por lo que se procede a
realizar un alineamiento con Jalview seleccionando el histograma normalizado sin consenso,
asimismo se hace el calculo de indice de similaridad ID a partir de las herramientas T-Coffee 2.0 y
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clustal X para estudiar la conservacion potencial de los fragmentos estructurales entre los siete
haplotipos evaluados para el receptor de odorante4 [19, 20].

Modelos de prediccion estructural para Or4

Cada haplotipo contenido en la base de datos fue traducido a la secuencia proteica, para obtener
asi la secuencia primaria del receptor de odorante para cada haplotipo, esta secuencia primaria de
aminodcidos fue sometida en el software predictor de estructura de proteina y péptidos I-Tasser,
los cuales realizan una construccién por homologia a partir de una comparacion con las estructuras
cristalizadas que se tienen reportadas, asimismo el reconocimiento de plegamientos estructurales
en (folding) y ensamblaje por threading (hilamiento), va uniendo los fragmentos encontrados por
similaridad, teniendo en cuenta el esqueleto atdmico como un sistema flexible que obedece las
leyes dinamicas de newton en la conceptualizacion clasica[21-23].

Refinamiento estructural de los modelos estructurales

Los modelos obtenidos por el predictor de estructura con los resultados cuyo algoritmo coincida en
proporcién, con el alineamiento de las secuencias primarias de cada proteina traducida de los
haplotipos, sus modelos fueron refinados a partir de los software Modrefiner, Remo y fragmentos
guiados de dindmica molecular (FG-MD), los cuales generaron modelos de refinamiento estructural
que se validaron posteriormente[24, 25].

Validacion estructural de los modelos hipotéticos de Odrs4 Aedes aegypti

Cada uno de los modelos obtenidos con el predictor de estructura sin refinar y refinados, fueron
validados de manera energética y estereoquimica, a partir de algoritmos bioinformaticos que
permiten generar comparaciones de medidores de pardmetros globales y locales de los modelos,
para los valores energéticos se hizo uso del suite de Swiss Assessment Structure de XPASy, el cual
genera datos de los algoritmos dfire, anolea, gromocs y QMEAN6 como un valor en el rango
normalizado, asimismo se hace uso del cdlculo del grafico de Ramachandran para evaluar cada
residuo de aminodcido segun la orientacién de los dangulos diedrales Phi () y Psi (), seleccionando
el modelo con los datos mejor fijados[26—29].

Visualizadores estructurales

Los visualizadores permiten realizar los alineamientos y dar una idea de los modelos estructurales
ensamblados y creados, los alineamientos se hacen con el software chimera U.C.S.F. version
1.11[30], para ello se usa la comparacion estructural con la opcién Matchmaker, con los pardmetros
de matrix de sustitucion de bloques BLOSUMG62 y el algoritmo de programacién dindmica que
produce un alineamiento global para proteinas, acidos nucleicos y canales de proteina
transmembranal, para una identificacion y localizacién topoldgica se hace uso del software
Deepview/Swiss-PdbViewer version 3.7[31]. El calculo de la desviacién estdandar RMSD, el
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coeficiente de similaridad Qy y el indice de similaridad se obtienen con un Multi alignment of protein
structure and sequences (STAMP) mediado por el software VMD que viene en el paquete
NAMD/VMD de la Universidad de lllinois[32, 33]. Asimismo, Protter es una plataforma abierta que
entrega un grafico en 2D teniendo en cuenta esferas tangentes que coinciden con los aminoacidos
gue tienen la conectividad del receptor e integra de una manera interactiva las caracteristicas
guimicas de la secuencia[34].

3. Resultados

Segun los datos recolectados de las bases de datos, el receptor de odorante 4 (Odr4) tiene 7
haplotipos obtenidos de la base de datos Genbank, los cuales son el fragmento codificante del
receptor para mosquitos con caracteristicas antropofagas y zoofagas, los haplotipos evaluados
fueron: 'KF801614.1'A', 'KF801615.1'B', 'KF801621.1'G' como antropdfagos y 'KF801618.1'C',
'KF801620.1'D', 'KF801619.1'E', 'KF801617.1'F' como zodfago. De la caracterizacion en bases de
datos se pudo determinar que la mayoria de haplotipos, presentan algunas variantes caracteristicas
gue son las responsables de la discriminacidon por sangre humana o animal, de igual modo cabe
resaltar que los haplotipo 'KF801614.1'A' y 'KF801615.1'B' solo presentan una variante entre los dos
para la mutacién Ala42Ser, lo que evidencia su cercania filogenética. En la Figura 1 se presenta el
alineamiento de los receptores de odorante para su secuencia primaria de aminodacidos, luego de
realizar su respectiva traduccion y obtener los aminodcidos constituyentes en formato FASTA:
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Figura 1. Alineamiento de secuencias primaria de haplotipos
A,B,C D, E FyGen el software Jalview.

En el alineamiento con la herramienta T-Coffee 2.0 del software Jalview y cédigo de colores ClustalX
gue considera la naturaleza quimica polar, no polar, aromatica, neutra, dcido o basica para cada
aminodcido perteneciente a la secuencia de composicidn proteica, en donde se pudo obtener un
alineamiento de las secuencias de los haplotipos, que ilustra de manera visual la Figura 1. Este tipo
de representacion permite observar las regiones estructurales que son conservadas entre todos los
haplotipos de igual modo se pueden observar variantes que pueden tener efecto en la
diferenciacién de insectos hematdfagos, ya sean antropéfagos o zodfagos. Al tener la secuencia
primaria como propdsito de la investigacién, y el comportamiento de los alineamientos consenso
para las secuencias primarias como muestra el logomat, se busca realizar el modelamiento
molecular con un enfoque a nivel estructural, obteniendo los diversos modelos de los haplotipos
gue no tienen estructura cristalizada ni reportada en la literatura como se ha encontrado en las
diversas bases de datos de estructura de proteinas, con el fin de evaluar el efecto de las variantes y
su influencia como posible factor diferenciador desde la distribucion espacial. En la Figura 2 se
presenta el grafico en 2D obtenido con el software Protter, para reconocer la estructura del receptor
con la localizacidn transmembrana de los aminodcidos constituyentes de la proteina, las variantes
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encontradas en los genes que traducen a este receptor de odorantes y la localizacién de las
porciones N-terminal y C-terminal.
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Cyloplasmic
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Figura 2. Estructura del receptor de odorante 4 para Aedes aegypti en 2D.

Los modelos tridimensionales seleccionados a partir de datos de validacidon energética y
estereoquimica son consignados en la Tabla 1.

Esta es la estructura general del receptor de Aedes aegypti con su N-terminal intracelular y el C-
terminal extracelular. Al realizar la busqueda en las bases de datos Protein Data Bank, Uniprot y
Embl, no se tiene una estructura cristalizada y para entender mejor la funcionalidad del receptor de
odorante OR4, se procede a realizar una prediccion estructural con el software |-Tasser para
modelos hipotéticos con comparaciones por homologia para los 7 haplotipos reportados [9]. Cada
uno de estos haplotipos obtuvo un modelo estructural hipotético sin refinar y se compara con los
modelos refinados, caracterizando los valores para cada modelo desde una conceptualizacion
energética y estereoquimica que se reporta en la Tabla 1 y cuyos modelos con mejor puntaje, fueron
comparados para cada haplotipo, seleccionando el mejor en representacion para los haplotipos
antropoéfagos (Figura 3) y haplotipos zodfagos en la Figura 4.
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Los mejores modelos de haplotipos se escogen como motivo estructural que representa la secuencia
primaria de los aminodacidos alineados en sus secuencias primarias y son visualizados y
representados con la herramienta Chimera U.C.S.F, las ubicaciones de las regiones C-terminal y N-
terminal, son resaltadas, respetando el cédigo de cada haplotipo y aprovechando esta
nomenclatura para mostrar los modelos asociados a haplotipos antropdéfagos y de igual forma
ocurre con los haplotipos zodfagos.

C-terminal

Figura 3. Modelos de prediccién estructural para cada uno de los haplotipos Antropdfagos Or4 construidos
con el software de prediccion I-Tasser: Haplotipo A (Verde), Haplotipo B (Magenta) and Haplotipo G
(Naranjado).

Figura 4.Modelos de prediccion estructural para cada uno de los haplotipos Zo6fagos Or4 construidos con el
software de prediccidn I-Tasser: Haplotipo C (Rojo), Haplotipo D (Azul oscuro), Haplotipo E (Azul ciano) and
Haplotipo F (Gris).

Estos modelos seleccionados y visualizados a nivel tridimensional son la representacién de cada uno
de los haplotipos que fueron evaluados bajo una comparacién de refinadores estructurales para
obtener estructuras sin contactos entre dtomos o con atomos solapados, los refinadores fueron
Modrefiner, FG-MD y Remo, los cuales califican interacciones mediadas por campos externos para
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favorecer el plegamiento estructural. Todas las representaciones tienen un modelado estructural
de la secuencia completa sin fragmentos faltantes en su estructura. Segun los resultados, los valores
estereoquimicos consideran los valores porcentuales de residuos que queden en las regiones
favorables y permitidas, ademas, los valores normalizados mas altos para QMEANG y los Z-score
mas bajitos que guarden la tendencia de comparacidn con estructuras resueltas a nivel
experimental.

Ramachandran plot
Haplotype Model Software QMEANG6 Zscore Favoured Allowed Outlier
region region region
Unrefined I-TASSER 0341 -5019 346 (856%) 40(99%) 18 (4.5%)
FG-MD 0345 -4973 346 (856%) 40(99%) 18 (4.5%)

4 Refined  Remo 0370  -4682 350 (86.6%) 29(72%) 25 (6.2%)
ModRefiner 0357  -4836 380 (94.19%) 19(47%) 5(12%)

Unrefined I-TASSER 0350  -4910 348 (86.1%) 34 (84%) 22 (54%)

s FG-MD 0360  -4796 348 (86.1%) 39(97%) 17 (4.2%)
Refined  Remo 0342  -5005 357 (884%) 24 (59%) 23 (5.7%)
ModRefiner 0358 -4825 385(953%) 17(42%) 2(05%)

Unrefined I-TASSER 0319  -5282 343 (84.9%) 43 (106%) 18 (4.5%)

c FG-MD 0312  -5358 345(854%) 36(89%) 23 (5.7%)
Refined  Remo 0362  -4768 331(819%) 32(79%) 41(10.1%)
ModRefiner 0378 -4579 381 (948%) 17(42%) 4(1.0%)

Unrefined I-TASSER 0366  -4729 338 (837%) 48(119%) 18 (4.5%)

b FG-MD 0366  -4722 338 (83,7%) 46 (114%) 20 (5.0%)
Refined  Remo 0351 490 338(83.7%) 48 (119%) 18 (4.5%)
ModRefiner 0388  -4463 378 (936%) 22(54%) 4 (1.0%)

Unrefined I-TASSER 0365  -4732 340 (842%) 49 (121%) 15 (3.7%)

- FG-MD 0357  -4832 344(85.1%) 46 (114%) 14 (3.5%)
Refined  Remo 0353 4882 347(859%) 30(74%) 27 (6.7%)
ModRefiner 0390  -4448 381 (943%) 20(50%) 3 (0.7%)

Unrefined I-TASSER 0479  -339 3358 (886%) 35(87%) 11(2.7%)

e FG-MD 0487  -3632 355(879%) 38(94%) 11 (2.7%)
Refined  Remo 0539 5718 358(88.6%) 35(87%) 11 (2.7%)
ModRefiner 0443 -7.809 386 (953%) 14 (3.5%) 4 (1.0%)

Unrefined I-TASSER 0354  -4873 347(859%) 46(114%) 11 (2.7%)

G FG-MD 0353 4874 341 (844%) 48 (119%) 15 (3.7%)

Refined Remo 0363 -4758 347 (859%) 46(114%) 11(2.7%)
ModRefiner 0370 4685 385(953%) 18(435%) 1(02%)
Tabla 1. Resultados de la validacion energética y estereoquimica

para cada modelo de haplotipo.

Los haplotipos seleccionados con mejores caracteristicas y valores de puntaje estereoquimico y
energético fueron: Haplotipo A con refinamiento Modrefiner, Haplotipo B con refinamiento
Modrefiner, Haplotipo C con refinamiento Modrefiner, Haplotipo D con refinamiento Modrefiner,
Haplotipo E con refinamiento Modrefiner, Haplotipo F con refinamiento Remo y Haplotipo G con
refinamiento Modrefiner, donde algunos a pesar de no tener una diferencia muy marcada
energéticamente, si se tienen cambios a nivel de los angulos diedrales que generan el enlace
peptidico, por lo que funciona como criterio para seleccionar los modelos. El Haplotipo F presenta
una mejor validacion energética y por tamafio del Z-score con respecto a los demas haplotipos en
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bruto o con refinacién, esto es debido a la secuencia primaria, las conexiones y a las posibles
interacciones que se producen con los cambios de aminodcidos, debido a la interaccion de los
ambientes externos con los acidos nucleicos (epigenética), para las variantes que estabilizan la
estructura. Todos los modelos seleccionados se alinearon para comparar homologia a nivel
tridimensional para los haplotipos asociados de mosquitos antropéfagos y hematdfagos, este
alineamiento fue realizado con el software Chimera con matriz Blosum 62 y el algoritmo Needleman
Wunsch de alineamiento global, como se muestra en la Figura 5 para Zodfagos y Figura 6 de
antropoéfagos:

Figura 5. Alineamientos estructurales del receptor de odorantes Or4 asociado a mosquitos zoéfagos para
haplotipos C, D, Ey F: A) Alineamiento incompleto del total de haplotipos de receptor zoéfago Or4; B)
Alineamiento de los receptores de odorante Or4 con regiones altamente conservadas a nivel tridimensional
para los haplotipos C, D y E; C) Haplotipo E de la estructura tridimensional Or4 que no presentd
alineamiento estructural con los demas haplotipos.

A B C
Figura 6. Alineamientos estructurales del receptor de odorantes Or4 asociado a mosquitos antropdfagos: A)
Alineamiento levemente desfasado del total de haplotipos de receptor antropéfago Or4 para haplotipos A, B
y G; B) Alineamiento de los receptores de odorante Or4 con regiones altamente conservadas a nivel
tridimensional haplotipos Ay B; C) Haplotipo G de la estructura tridimensional Or4 que no presentd
alineamiento estructural con los demas haplotipos.
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Cada uno de los alineamientos desde el punto de vista cualitativo permite esclarecer cuales
haplotipos tienen estructuralmente, regiones con plegamientos y zonas de alta conservacién, lo que
permite considerar actividades o comportamientos quimicos que pueden ser muy parecidos en las
interacciones con odorantes o el acoplamiento del correceptor Orco. A continuacidn, se procede a
calcular el alineamiento cuantitativo de los receptores de odorantes asociados para cada uno de los
haplotipos modelados, estos resultados se muestran, con su respectiva tabla de acoplamiento en la
Tabla 2.

Modelos QH RMSD
Antropofagos
OrdA QHA-B: 0,9417 RMSDA-B: 0,8703
QHA-G: 0,8783 RMSDA-G: 1,2835
OrdB QHB-A: 0,9417 RMSDB-A: 0,8703
QHB-G: 0,8870 RMSDB-G: 1,2505
OrdG QHG-A: 0,8783 RMSDG-A: 1,2835
QHG-B: 0,8870 RMSDG-B: 1,2505
Zodfagos
QHC-D: 0,9716 RMSDC-D: 4,5381
Or4C QHC-E: 0,1076 RMSDC-E: 37,1704

QHC-F: 0,9706 RMSDC-F: 3,4089
QHD-C: 0,9716 RMSDD-C: 4,5381

Or4D QHD-E: 0,1075 RMSDD-E: 36,9043
QHD-F: 0,9735 RMSDD-F: 5,5846
QHE-C: 0,1076 RMSDE-C: 37,1704

Or4E QHE-D: 0,1075 RMSDE-D: 36,9043
QHE-F:0,1074 RMSDE-F: 37,4342
QHF-C: 0,9706 RMSDF-C: 3,4089

Or4F QHEF-D: 0,9735 RMSDF-D: 5,5846
QHF-E: 0,1074 RMSDF-E: 37,4342

Tabla 2. Multialineamiento cuantitativo de los haplotipos por pares con la herramienta STAMP: Qy (indice
de similaridad del alineamiento pareado) y RMSD (Desviacidn estandar de los alineamientos pareados).

Estos alineamientos presentaron valores de indice de similaridad, desviacion estandar de la
estructura para cada uno de los haplotipos comparados con la misma naturaleza, es decir, entre los
haplotipos de mosquitos zodfagos y antropéfagos, se tiene que para los haplotipos antropéfagos A-
B el valor de indice de similaridad Qs de 0.9417 representa un buen alineamiento estructural y una
baja desviacidon estandar RMSD de 0.8703; en comparacion con el alineamiento por pares de los
haplotipos A-G y B-G que presentan valores menores con Q de 0.8783 y 0.8870 y desviacion
estandar de RMSD 1.2835 y 1.2505 respectivamente; asimismo, considerando los haplotipos de los
mosquitos zoodfagos, los mejores alineamientos se presentan para haplotipos C-D, C-F con Qi de
0.9716 y 0.9706 y RMSD de 4.5381 y 3.4089 consecuentemente, respecto a valores muy bajos de
los alineamientos por pares con el haplotipo E que tiene la mayor diferencia a nivel estructural con
valores de indice Qu para alineamientos de E-C, E-D y E-F de 0.1076, 0.1075 y 0.1074 con RMSD de
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37.1704, 36.9043 y 37.4342 proporcionalmente, lo que evidencia las diferencias de estos haplotipos
acordes con la diferencias genéticas encontradas tanto para los haplotipos antropdéfagos con G y los
haplotipos zodfagos con E, siendo estos los mas alejados.

4 Discusion

Estos receptores de odorante 4 en la especie Aedes egipty tienen una funcién importante en el
reconocimiento de fuentes de alimento hematdfagas, ya sea de fuente animal o humana; para
realizar este proceso se requiere la participacion de un co-receptor Orco y del enlace de la molécula
de odorante. A partir de los haplotipos reportados [9], se desea comparar a nivel de la expresidn de
esos genes y comparar diferencia genética desde los cambios estructurales, se tienen que los
alineamientos a partir de la secuencia primaria presentan para cada uno de los haplotipos regiones
altamente conservadas y esto se puede ver luego que con los alineamientos de T-Coffee 2.0 en el
consenso se tienen un mayor tamano del Logomat, es decir, las letras son mds grandes para estas
regiones. Siguiendo con el proceder, se tiene que al consultar las bases de datos de proteinas, el
receptor de odorante 4 no presenta estructura cristalizada y se procede a generar modelos
hipotéticos a partir de softwares predictores de estructura proteica, estos modelos seleccionados
fueron desarrollados con el algoritmo I-Tasser y refinados posteriormente como se describe en la
metodologia, teniendo en cuenta la optimizacion de las disposiciones espaciales por las
restricciones de nuevas interacciones por enlaces de hidrogeno y cambios inducidos por campos de
fuerzas que optimizan las distribuciones estructurales.

Estos modelos al ser creados fueron comparados por homologia usando como plantilla los archivos
cristalizados y reportados en los bancos de datos, fueron también ensamblados por el
reconocimiento del plegamiento estructural tipo (folding) segln la secuencia primaria del receptor
y algunas de las regiones sin estructura, se proponen por modelamiento ab-initio que consiste de
ensamble y rearreglos espaciales promovidos por fuerzas de interaccién e impedimentos estéricos.
Los haplotipos obtenidos fueron validados de manera energética con el pardametro de QMIEANG que
consiste en una combinacion lineal de términos que producen un valor promedio normalizado,
tomando valores entre 0 a 1, teniendo en cuenta: interaction of B-carbon energy; all atom pairwise
energy; solvation energy; torsidn angle energy; secondary structure agreement and solvent
accessibility agreement. De la misma manera, fueron evaluados con el pardmetro Z-score los
modelos creados, haciendo una comparacién estructural respecto a las proteinas con el mismo
tamafio, obtenidas a nivel experimental y determinando valores acordes con las proteinas reales a
partir de un score. En el analisis estereoquimico con los resultados obtenidos y consignados en el
articulo, se caracterizaron los angulos diedrales Psi () y Phi (¢) de los planos generados por cada
enlace peptidico (tipo amida), los modelos seleccionados de la tabla fueron los haplotipos que
mejores valores presentaron como se indican en los resultados. Los mejores haplotipos multi-
alineados mostraron que a nivel 3D no hay un alineamiento considerable entre todos, por lo que
cada uno a pesar de tener un porcentaje de similitud muy conservados para ciertas regiones de
aminoacidos, los cambios entre haplotipos se manifiestan con un cambio a nivel tridimensional
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marcado, guiado por los cambios a nivel tridimensional, lo que permite argumentar que hay una
diferencia entre los receptores de odorante Ord de mosquitos Aedes aegypti zodfagos vy
antropoéfagos ya que no se tienen coincidencias estructurales en ninguno de los alineamientos,
posterior a realizar la depuracion tridimensional. Se seleccionan los haplotipos de los antropdfagos
y los zodfagos para intentar encontrar una correlacidn tridimensional como la encontré Mcbride y
colaboradores [9], al hacerlo se obtuvo un muy buen valor cuantitativo del alineamiento por la
herramienta STAMP “Alineamiento estructural de multiples proteinas” de VMD “visualizador de
dinamica molecular”, para un indice de similaridad Qy alto para los haplotipos A y B con una baja
desviacidn estandar entre las estructuras alineadas RMSD. Asimismo, para los haplotipos zo6fagos
C, Dy F se encontraron muy buenos alineamientos, dejando aislados con diferencias estructurales
al haplotipo G en el alineamiento antropdfago y el haplotipo E para el alineamiento zoéfago, los
cuales son los mas alejados entre las comparaciones y cuyas diferencias genéticas se muestran en
la Figura 7.

Figura 7. Relacidn filogenética a nivel estructural para los haplotipos considerados antropéfagos y zoofagos
para Aedes aegypti a nivel tridimensional segin el esquema reportado y modificado de [9].
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5. Conclusiones

La biologia estructural nos permite explicar comportamientos y entender sistemas en el ambito
funcional para correlacionar aspectos importantes como, la ubicacidn de alimento para mosquitos
hematodfagos y el cambio para el reconocimiento de fuentes proteina en sangre antropdfaga o
zoofaga, para este trabajo se consideran 7 haplotipos reportados en la literatura para los cuales,
luego de su respectiva expresion génica evaluada en los modelos obtenidos con los predictores de
estructura, se conserva la diferencia genética y a pesar de no encontrar una correlacién estructural
entre los haplotipos antropdfagos y zodfagos en el acoplamiento de co-receptores como Orco o la
interaccion con odorantes, se tienen que los haplotipos mdas cercanos entre los mosquitos
antropéfagos como el Haplotipo A y B, presentan un muy buen alineamiento tridimensional
cuantificado con el alineamiento STAMP, de igual modo, los haplotipos de los mosquitos zoéfagos
C, Dy F presentaron un muy buen alineamiento estructural y al ser tan cercanos, comparten gran
parte de su distribucidon espacial, pero el haplotipo E al ser mas alejado, a nivel estructural no
presentaba un buen alineamiento para los zo6fagos como el haplotipo G para los antropdéfagos,
aportando asi un argumento adicional a los estudios realizados segln la literatura, en donde
esquematizan esa diferencia entre los haplotipos de los mosquitos. Asimismo, el algoritmo de
predictor estructural que mejor se acoplo al sistema y conservo los datos obtenidos con un
significado coherente fue el software I|-Tasser en el modelamiento molecular por homologia,
apoyando los resultados en el andlisis para las comparaciones realizadas con la secuencia primaria
reportada para cada haplotipo y su estructura tridimensional.
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