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1. INTRODUCCION

La diabetes mellitus (DM) es un trastorno metabdlico crénico que afecta a millones de
personas en el mundo. En 2024 se contabilizaron 589 millones de adultos entre 20 y 79
afios con diabetes, y se estiman 852.5 millones afectados para el 2050 (International
Diabetes Federation, 2025). Existen dos tipos primarios de diabetes: la diabetes mellitus
tipo 1 (DMT1) o dependiente de insulina, y la diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) o no insulino-
dependiente. La DMT2 es el tipo mas comun, abarcando al 90% de la poblacién mundial
afectada (International Diabetes Federation, 2025). Se caracteriza por un estado de
hiperglucemia debido a una deficiencia o resistencia a la insulina y a una desregulacion del
glucagon. A causa de un diagnéstico tardio o un mal tratamiento se pueden desarrollar una
serie de complicaciones en los sistemas cardiaco, ocular, metabdlico, renal y/o neuronal
(Bayanati et al., 2024; Tuersun et al., 2024).

Dentro de las terapias para el control glucémico, los inhibidores de la dipeptidil peptidasa 4
(DPP-4), o mejor conocidos como “gliptinas”, mostraron un control efectivo de la
hiperglucemia, seguros y con buena tolerancia, volviéndose un foco de atencion (Yin et al.,
2022). Esta clase de antidiabéticos mejora la accidn de las incretinas al inhibir la
degradacion del péptido similar al glucagén tipo 1 (GLP-1) y del péptido insulinotropico
dependiente de glucosa (GIP), prolongando su vida media, lo que aumenta la secreciéon de
insulina, disminuye la liberacién de glucagon y mejora el control glucémico. De igual
manera, ayudan a preservar la funcion de las células  y disminuir la progresion de la DMT2
(Bayanati et al., 2024).

En este trabajo se pretende identificar inhibidores de la enzima DPP-4 mediante un cribado
virtual que emplea acoplamiento y dinamica molecular, con el proposito de obtener una
nueva molécula para el tratamiento de esta enfermedad croénica.

2. ANTECEDENTES

La diabetes mellitus es una condicion metabdlica cronica degenerativa caracterizada por
hiperglucemia causada por la ausencia en la secrecién de insulina, resistencia en accion o
ambas, debido a esto se presentan dos tipos principales: tipo 1 y tipo 2, siendo el ultimo
tipo la mas comun abarcando a un 90% de la poblacién mundial afectada (Antar et al.,
2023). La DMT2 tiene una patogenicidad multifactorial donde la genética, estilo de vida, y
estado de salud son los principales factores de riesgo para el desarrollo de esta enfermedad
(Strati et al., 2024; Su et al., 2023). Es una condicion que afecta al tejido adiposo, a los
huesos, a los musculos y al higado debido a la resistencia a la insulina y a la progresiva
disfuncion de las células B pancreaticas (Jerez Fernandez et al., 2022). Su diagnoéstico
tardio o mal tratamiento conlleva al desarrollo de complicaciones severas como enfermedad
renal, retinopatia, neuropatia, enfermedad cardiovascular, obesidad y desoérdenes
neurodegenerativos (Bayanati et al., 2024; Cervantes & Baptista, 2024; International Diabetes
Federation, 2025). Esta condicion afecté a 589 millones de adultos entre 20 y 79 afos en el
2024 y se estima que en 2050 afectara a un total de 852.5 millones de personas. México
es el octavo pais con mayor niumero de afectados por esta condicién con un total de 13.6
millones en 2024 y se proyectan 19.9 millones para el 2050 (Cervantes & Baptista, 2024;
International Diabetes Federation, 2025).



Diversos farmacos hipoglucemiantes se han empleado para el tratamiento de la DMT2
como las sulfonilureas, inhibidores de la a-glucosidasa, tiazolidinedionas, inhibidores del
cotransportador de sodio-glucosa tipo 2 y biguanidas (Bayanati et al., 2024; International
Diabetes Federation, 2025; Yin et al., 2022). Sin embargo, estos tratamientos presentan
efectos adversos como ganancia de peso, problemas gastrointestinales e hipoglucemia.
Debido a estos efectos, se han buscado nuevas terapias para mejorar el control a largo
plazo; asi, los inhibidores de la DPP-4 se volvieron foco de atencion por su demostrada
eficacia, seguridad y tolerancia, aunados a su esquema terapéutico de 1 vez al dia y su
accién en la regeneracion y diferenciacion de las células B pancreaticas (Bayanati et al.,
2024; Kalra et al., 2024). Su mecanismo de accién permite que el GLP-1 y GIP no sean
degradados y mantengan asi sus efectos en el organismo, el GLP-1 incrementa la secrecién
de insulina y disminuye la liberaciéon de glucagén, al igual que el GIP que estimula la
secrecién de insulina dependiente de glucosa (Jerez Fernandez et al., 2022). Algunos de
los farmacos actualmente comercializados de este grupo son la sitagliptina, alogliptina,
linagliptina y vildagliptina. Sin embargo, estos inhibidores también interactian con otras
enzimas, lo que puede provocar reacciones adversas como dolor de cabeza, infecciones
de las vias respiratorias altas, nasofaringitis, pancreatitis e hipersensibilidad (Zare et al.,
2024).

La Dipeptidil peptidasa-4 (DPP-4) es una serina exopeptidasa presente en la superficie de
células de diversos tejidos como el rindn, higado, aparato gastrointestinal, linfocitos,
placenta y utero. Consta de 766 aminoacidos y su funcién es hidrolizar el enlace amida del
extremo N-terminal de los péptidos cuando, en la penultima posicién, se encuentra una
prolina o una alanina. La estructura cristalina forma homodimeros (cadena A y cadena B),
las cuales consisten en tres dominios principales: citoplasmatico, transmembranal y
extracelular (Bayanati et al., 2024; Mathur et al., 2023).

El dominio extracelular se clasifica en dos tipos: catalitico y B-hélice de 8 aspas. En el
dominio catalitico &/B hidrolasa (C-terminal) se albergan sitios de union a la matriz
extracelular, y en la B-hélice se encuentran los sitios de unién a la adenosina desaminasa
(ADA), sitio de dimerizacion, epitopos de anticuerpos y aberturas de acceso al sitio activo
interno (Figura 1). La DPP-4 tiene cinco sitios de enlace: S1, S2, S1', S2'y S2 extenso. La
actividad inhibitoria se obtiene de la interaccién con las subunidades S1y S2, en cambio la
interaccion adicional con las demas subunidades aumenta la potencia inhibitoria de 4-5
veces mas (Engel et al., 2003; Gorrell, 2005; Mathur et al., 2023).
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Fig 1. (Metzler et al., 2008): Representacion en cinta de la estructura del homodimero simétrico DPP-
4. “ &/B dominio hidrolasa y el dominio de B-hélice de cada unidad monémera estan coloreados en
dos tonos de rosa y verde respectivamente (PDB ID 1r9m). El recuadro muestra un primer plano del
sitio activo de DPP-4 (correspondiente a la mitad derecha) del homodimero de DPP-4. La triada
catalitica (Ser83°, His70 y Asp”%) se muestra en naranja y el motivo de anclaje Glu (Glu2%5/Glu?°¢) en
cian”..

La DPP-4 participa en la secrecion hormonal, la hematopoyesis, la inflamacion, la
quimiotaxis, la respuesta inmune y la resistencia a la insulina, modulando la actividad
bioldgica de las hormonas implicadas. Posee funciones no cataliticas dependiendo del
ligando con el que interactia como la ADA, caveolin-1, matriz extracelular (colageno y
fibronectina) y la C-X-C quimiocina receptor 4 (CXCR4). En el sistema inmune funciona
como co-estimulador de la activacién de células T y supresor de la proliferacién. Sin
embargo, su funcién mas conocida es la inactivacion de las incretinas GLP-1 y GIP, las
cuales estimulan la secrecion de insulina (Gupta et al., 2009; Mathur et al., 2023; Trzaskalski
et al., 2020).

Los inhibidores de la DPP-4 pertenecen a una clase de farmacos comunmente usados para
el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2. El primer inhibidor aprobado por la FDA fue la
Sitagliptina, seguido de muchos otros como la vildagliptina, saxagliptina, alogliptina,
linagliptina, anagliptina, gemigliptina y teneligliptina (Tabla 1) (Sahu et al., 2025). Los
inhibidores se dividen por categorias basados en su sitio de unién, la clase 1 donde se
encuentra la vildagliptina y saxagliptina las cuales se unen al S1y S2; la clase 2 con la
alogliptina y la linagliptina se unen al S1°, S2°, S1 y S2; en cambio la clase 3 con la
sitagliptina y teneligliptina se unen a sitio S1, S2 y S2 extenso (Mathur et al., 2023; Saini et
al., 2023).



Tabla 1. Estructuras quimicas de los inhibidores de la DPP-4 aprobados por la FDA.
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Existen inhibidores de la DPP-4 basados en sustrato y no basados en sustrato, ambos
utilizados para tratar la diabetes. Los inhibidores basados en sustrato se unen al sitio activo
de la enzima, inhibiendo su actividad y elevando los niveles de GLP-1. Los inhibidores no
basados en sustrato se unen al sitio alostérico de la enzima, inhibiendo su actividad y
elevando los niveles de GLP-1 (Mathur et al., 2023).

Los inhibidores basados en sustrato son miméticos de la prolina; asi el fragmento P2 del
farmaco se une al bolsillo S2 y el fragmento P1 ocupa el S1, uniéndose a la enzima de
forma covalente o no covalente. En el caso de las cianopirrolidinas (vildagliptina,
saxagliptina) el grupo nitrilo forma un enlace covalente reversible con el grupo hidroxilo de
Ser630, y el grupo amino protonado forma puentes de hidrégeno con Glu205, Glu206, y
Tyr662. Los inhibidores no basados en sustrato tienen un anillo aromatico que ocupa el
bolsillo S1 y son no covalentes. En algunos casos se describe una tercera categoria de
inhibidores basados en xantinas, donde se encuentra la linagliptina, la cual tiene mayor
potencia y una inhibicion mas duradera (Arulmozhiraja et al., 2016; Bayanati et al., 2024,
Kumar et al., 2021; Mathur et al., 2023).

La saxagliptina es cinco veces mas activa que la vildagliptina, y la teneligliptina tiene cinco
veces mayor actividad que la sitagliptina debido a su estructura en forma de J con
mecanismo “anchor-lock”, tiene el Clso mas bajo de la clase (0.37 nmol/L). La linagliptina es
el inhibidor mas potente de la clase (Saini et al., 2023).

Todos los inhibidores son orales, de rapida absorcién, con un esquema terapéutico de 1 a
2 tomas diarias y una inhibicion de la DPP-4 del 70-90% durante 24 horas. La eliminacién
es comunmente por via renal, con escaso metabolismo, a excepcién de la linagliptina, que



se elimina por via biliar, y la saxagliptina, que genera un metabolito activo (Gallwitz, 2019;
Saini et al., 2023).

El disefio de farmacos asistido por computadora (DIFAC) es una técnica empleada de forma
preliminar en estudios de investigacion para descubrir o desarrollar farmacos, con el fin de
minimizar costos y errores en las fases finales. Existen diferentes métodos para la
identificacion de farmacos a partir de bases de datos quimicas, como el modelado de
farmacéforos, la relacion cuantitativa estructura-actividad (QSAR), el acoplamiento y la
dinamica molecular. ElI DIFAC puede dividirse segun el disefio de la estructura del ligando
y la del receptor (Lin, 2022; Padole et al., 2022).

El acoplamiento molecular es una técnica computacional que estudia la interaccion entre
un blanco terapéutico y un ligando a nivel molecular, clasificando los ligandos y evaluando
su afinidad de unién al blanco mediante una puntuacién. Generalmente, estas simulaciones
identifican los posibles sitios de unidon de una molécula con otra, comiunmente, es una
macromolécula (enzima, receptor, ADN o ARN) y una molécula pequeha organica o
inorganica. Existen diferentes tipos de acoplamiento molecular, como el ligando-proteina,
proteina-proteina, ADN-proteina, ARN-proteina y ARN-ARN. Las conformaciones de unién
dependen de dos factores: un amplio espacio conformacional, tomando en cuenta las
diferentes conformaciones de union y la prediccion explicita de la afinidad de unién de los
ligandos a cada conformacion. Las predicciones se realizan con base en interacciones
electrostaticas, geométricas, de Van der Waals, interacciones de Coulomb, formacién de
puentes de hidrogeno, y enlaces con metales, también influye la capacidad de
desplazamiento de moléculas de agua en el sitio de unién (Cortés et al., 2026; Gurung et
al., 2021).

Su objetivo principal era investigar las interacciones entre una molécula pequefia y el sitio
de unién de una macromolécula diana, sin embargo, en la actualidad se emplea para la
identificacion y optimizacion de compuestos bioactivos (hits) y cabezas de serie (leads),
reposicionamiento de farmacos existentes y polifarmacologia, etcétera (Cortés et al., 2026).

Las funciones de puntuacién o scoring son metodologias de aproximacién matematica o
fisicoquimica. Estiman y asignan un valor que corresponde a la afinidad de unién entre una
diana y un conférmero del ligando. De igual forma, se pueden utilizar para localizar sitios
de union no identificados de las proteinas (Cortés et al., 2026).

Las funciones de scoring se clasifican en tres familias: basadas en los campos de fuerza
(force-field), empiricas, basadas en conocimiento (knowledge-based) y de consenso. En la
primera se suman términos fisicos individuales como las fuerzas de Van der Waals,
electrostatica, enlace de hidrégeno y torsion; en la segunda familia se entrenan por
regresion con datos de afinidad de unién experimental de complejos proteina-ligando
conocidos y se asignan coeficientes a cada término; la tercera familia se construye a partir
de bases de datos de complejos proteina-ligando, empleando la frecuencia de observacién
de cada interaccion atémica, mientras mas favorable sea una interaccion, esto ocurrira con
mayor frecuencia; y la cuarta familia incrementa la probabilidad de encontrar un conférmero
para el complejo al combinar diferentes tipos de funciones de puntuacion, balanceando
deficiencias de un tipo de funcién respecto a otra (Cortés et al., 2026; Quiroga & Villarreal,
2016).



GOLD (Genetic Optimisation for Ligand Docking) emplea un algoritmo genético para
explorar las conformaciones del ligando y ofrece cuatro funciones de fitness: una basada
en el campo de fuerzas (GoldScore), una basada en el conocimiento (ASP) y dos empiricas
(ChemScore y CHEMPLP).

GoldScore considera la energia de los enlaces de hidrégeno, energia de Van Der Waals,
interacciones con metales y tension torsional del ligando. Esta optimizada para predecir los
sitios de union de un ligando con base en la energia generada por los puentes, interacciones
y deformaciones torsionales del ligando (Bittencourt et al., 2019; Cortés et al., 2026).

CHEMPLP (Piecewise Linear Potential) combina el potencial lineal por tramos (PLP), que
modela la complementariedad estética entre proteina y ligando, con términos de
ChemScore: enlaces de hidrégeno dependientes de la distancia y el angulo, interacciones
con metales, penalizacion por choques entre dtomos pesados y un potencial torsional. En
la parte practica es la de mejor rendimiento general, siendo la mas rapida, con mayor tasa
de reproduccion de poses conocidas (87%) y mejor AUC (0.70) en el benchmark DUD
(Cortés et al., 2026; Sousa et al., 2013; Tatum, 2015).

ASP (Atomic Surface Potential) utiliza un potencial atomo-atomo construido a partir de una
base de datos de complejos proteina-ligando, que puntia segun la frecuencia de contactos
entre tipos de atomos. Tiene una alta velocidad de calculo, ideal para cribado virtual de alto
rendimiento. Su precision en benchmark DUD en AUC es de 0.66 (Bittencourt et al., 2019;
Cortés et al., 2026).

AutoDock 4 usa un campo de fuerza de energia libre semiempirico: incluye términos como
dispersién/repulsién, enlaces de hidrégeno, electrostatica y desolvatacion. Incorpora el
campo de fuerza AMBER junto con funciones de scoring basadas en constantes de
inhibicién conocidas de una muestra grande de complejos. Es adecuada para estudios
detallados de energia de unién, aunque computacionalmente mas demandante (Chu & He,
2019; Cortés et al., 2026).

AutoDock Vina usa una funciéon de scoring empirica e inspirada en la funcién X-score,
combina ventajas de los potenciales basados en conocimiento y de las funciones empiricas,
extrayendo preferencias conformacionales de los complejos como mediciones
experimentales de afinidad. Cuenta simultaneamente las contribuciones intermoleculares e
intramoleculares, evitando choques internos severos. Es util en cribado virtual y
comparacion rapida de afinidades relativas entre ligandos (Cortés et al., 2026; Neville & Jia,
2019; Quiroga & Villarreal, 2016).

Por otro lado, la dindmica molecular es una técnica empleada para predecir las posiciones
de los atomos en un sistema molecular con respecto al tiempo, basada en las leyes del
movimiento de Newton. Se estiman las posiciones mediante un campo de fuerza adecuado
para determinar la energia total del sistema. Las condiciones de la simulacion pueden
modularse y, de esta manera, obtener datos sobre la dinamica de interacciones blanco
terapéutico-ligando (asociacion y disociacion), la termodinamica, la cinética y la energia
libre (Kadupitiya et al., 2020; Sabe et al., 2021).

El método discretiza el tiempo en pequefios fragmentos (1-2 femtosegundos) y propaga las
posiciones de las particulas paso a paso (X. Fu et al., 2023). Las fuerzas se obtienen



derivando la energia potencial del sistema respecto a las posiciones atémicas con la
siguiente ecuacion:

F(r) = —9E/9r

Para la integracion se emplean métodos de diferencias finitas, siendo el integrador Verlet
(velocity-Verlet) el estandar, el cual actualiza la posicion usando la posicion anterior y la
fuerza actual, resultando en una trayectoria que representa el movimiento del sistema en el
tiempo (Campos & Sanz-Serna, 2017; Kadupitiya et al., 2020; Schneider et al., 2017).

La dinamica molecular se basa en cuatro fundamentos: la mecanica clasica, el campo de
fuerzas (funcion de energia potencial), la integracion numérica y la mecanica estadistica.
La mecanica clasica se basa en la segunda ley de Newton, que se encarga de la trayectoria
de cada nucleo; el campo de fuerza describe la energia del sistema como la suma de
términos enlazados (longitudes de enlace, angulos y diedros) y no enlazados (interacciones
de Lennard-Jones tipo Van der Waals y electrostaticas); en la integracidon numérica, los
algoritmos tipo Verlet conservan la energia a largo plazo; y la mecanica estadistica emplea
promedios de ensamble de una propiedad fisica y se calculan como promedios temporales
sobre la trayectoria. Se emplean termostatos y barostatos para simular la temperatura y
presion constantes (NVT, NPT) (Bou-Rabee, 2014; Campos & Sanz-Serna, 2017,
Schneider et al., 2017).

Una parte fundamental para la dinamica molecular es el campo de fuerza, el cual se define
como un conjunto de forma funcional y parametros que describen la energia potencial de
un sistema molecular con base en las coordenadas de sus atomos, o la fisica que permite
calcular las fuerzas sobre cada atomo basadas en la energia respecto a sus posiciones
(Gonzélez, 2011; Masetti & Rocchia, 2014; Monticelli & Tieleman, 2013).

La energia total se divide en dos bloques: términos enlazados y no enlazados. Los
enlazados dependen de las conexiones covalentes como el estiramiento de enlaces, flexién
de angulo y torsion de diedros. Los no enlazados dependen solamente de la distancia entre
los atomos, como la electrostatica (ley de Coulomb) y Van der Waals (potencial de Lennard-
Jones) (Gonzalez, 2011; Shaikh et al., 2013; Zhang, 2022).

De forma general en el campo de fuerza empirico aditivo los términos enlazados y angulos
son funciones que no permiten romper enlaces. Los no enlazados son los mas costosos
computacionalmente debido a que dominan las interacciones entre moléculas o grupos
funcionales (Shaikh et al., 2013; Unke et al., 2019).

Hay diferentes familias de campos de fuerza, como AMBER, CHARMM, GROMOS, OPLS
y genéricos. Todos estos se distinguen por su funcién, sus parametros y los sistemas para
los que fueron optimizados. AMBER esta optimizada para proteinas, acidos nucleicos y
lipidos, e incluye GAFF para moléculas pequeias. CHARMM tiene amplia cobertura de
biomoléculas y membranas, emplea correcciéon con CMAP. GROMOS esta enfocado en la
parametrizacion de las entalpias libres de hidratacion y solvatacion. OPLS se emplea en
liquidos y proteinas. En cambio, los genéricos son usados para sistemas no biologicos
(materiales, inorganicos) (Gonzalez, 2011; He et al., 2020; Tuszynski et al., 2014).

Dentro del software AMBER se ejecutan simulaciones con el campo de fuerza ff12SB, el
cual es una evolucion del ff99SB; uno de los campos de fuerzas AMBER mas usados para
proteinas. Se caracteriza por presentar mejores parametros torsionales, corregir las
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dependencias entre cadenas laterales y el esqueleto, corregir los diedros de DNAy ARN, y
mejorar la concordancia entre experimentos y simulaciones en solvente explicito (Miao et
al., 2015; Prasetiyo et al., 2025; Spassov et al., 2023; Tuszynski et al., 2014).

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

La diabetes mellitus tiene 2 tipos principales: tipo 1 y tipo 2, siendo la ultima la mas comun
y afecta al 90% de la poblacién a nivel mundial (International Diabetes Federation, 2025).
Diversas terapias eficaces en el control de la enfermedad a largo plazo se encuentran en el
mercado; sin embargo, muchas de estas presentan reacciones adversas como el aumento
de peso, problemas gastrointestinales e hipoglucemia, por mencionar algunos (Bayanati et
al., 2024). Debido a esto, se buscan medicamentos mas seguros, mejor tolerados y igual
de eficaces.

Los inhibidores de la DPP-4 se han vuelto atractivos por su demostrada eficacia y
seguridad, su sencillo esquema terapéutico y su accion regenerativa en las células (3
pancreaticas, lo que favorece un retraso en el desarrollo de la enfermedad y sus
complicaciones (Kalra et al., 2024). Varios de los farmacos de esta categoria disponibles
en el mercado interactuan con otras enzimas, generando reacciones adversas como dolor
de cabeza, infecciones respiratorias, pancreatitis e hipersensibilidad (Zare et al., 2024).
Debido a esto, identificar un nuevo farmaco mas especifico que nos asegure un control
glucémico adecuado a largo plazo y sin reacciones adversas significativas es el objetivo de
este estudio.

4. OBJETIVO GENERAL

Identificar mediante acoplamiento y dinamica molecular, compuestos de la quimioteca del
laboratorio NO15 con actividad inhibitoria sobre la enzima DPP-4 y comprobar su actividad
in vitro.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Realizar un acoplamiento molecular entre la quimioteca del laboratorio NO15 y la
proteina DPP-4 de Homo sapiens utilizando los programas Autodock, Vinay GOLD.

1. Realizar la dinamica molecular de las mejores moléculas resultantes del
acoplamiento anterior.

2. Evaluar, in vitro, la actividad inhibitoria de las moléculas con el mejor perfil obtenido

de la dindmica molecular sobre la enzima DPP-4.

5. MATERIALES Y METODOS
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5.1 Acoplamiento molecular

Se realizé un estudio in silico de la quimioteca “N-015". La quimioteca consta de 408
compuestos con estructuras diversas, los cuales estan disponibles fisicamente y se han
obtenido mediante su compra, mediante sintesis quimica o mediante su aislamiento de
productos naturales. Los estudios de acoplamiento molecular se realizaron en los
programas Autodock, Vina (integrados en la paqueteria YASARA structure) y GOLD. La
optimizacién de la estructura tridimensional de los ligandos se realizé mediante el campo
de fuerza MMFF94 en el programa DataWarrior. En relacién con la estructura tridimensional
de la proteina DPP-4 de Homo Sapiens se obtuvo de la base de datos Protein Data Bank
(PDB ID: 4A5S). Se realizé un docking dirigido al sitio alostérico en uno de los dos sitios
disponibles. Después de realizar el acoplamiento molecular de los 408 ligandos a la
proteina, se identificaron los 20 mejores candidatos con las energias de unién mas bajas
en los tres programas y se seleccionaron para los estudios de dinamica molecular.

5.2 Dinamica molecular

A partir de los complejos proteina-ligando en formato *.pdb resultantes del acoplamiento
molecular, se realizaron simulaciones de dinamica molecular con el software YASARA
Structure. Estas simulaciones se enviaron y ejecutaron en la supercomputadora YOLTLA
de la UAM-I con el fin de optimizar los tiempos de obtencion de resultados. Las simulaciones
comenzaron ejecutando el macro “md_run” que incluye una red de enlaces de hidrégeno
para aumentar la estabilidad del soluto y una prediccién de pKa para ajustar los estados de
protonacion de los residuos de la proteina a un pH de 7.4. Se incluyeron iones de NaCl al
0.9%, con un exceso de iones Na+ o Cl-, para neutralizar la caja de simulacion.
Posteriormente, se realizaron las minimizaciones correspondientes, el tiempo de simulacion
fue de 200 ns utilizando un campo de fuerza AMBER14 para el soluto, GAFF2 y AM1BCC
para los ligandos y TIP3P para el agua. No se aplicé un limite para las fuerzas
electrostaticas (algoritmo Mesh Ewald), mientras que para las fuerzas de Van der Waals
fue de 8 A. Las ecuaciones de movimiento se integraron con un intervalo de tiempo de 1.25
fs para interacciones enlazadas y de 2.5 fs para interacciones no enlazadas, a una
temperatura de 298 Ky 1 atm (algoritmos descritos anteriormente). Los compuestos con
menor valor de RMSD a través del tiempo, RMSF y mejor energia de uniéon fueron
considerados para su evaluacion bioldgica.

5.3 Ensayo de actividad enzimatica

Se caracterizd cinéticamente a la enzima recombinante hDPP-4 y se llevaron a cabo los
ensayos de inhibicién para estimar la concentracion inhibitoria (Clso). Todos los ensayos
enzimaticos se llevaron a cabo mediante un ensayo espectrofotocolorimétrico en
microplaca de 96 pozos, utilizando como sustrato clorhidrato de Gly-Pro clorhidrato de p-
nitroanilida (Gly-Pro-pNa-HCI, Sigma-Aldrich), como se ha descrito previamente en la
literatura (Gao et al. 2023). La reaccién se llevé a cabo en un volumen total de 100 pL con
amortiguador HEPES 50 mM, pH 8.0 a una temperatura y tiempo de incubacién de 37°C y
30 minutos, respectivamente. La actividad inhibidora de DPP-4 se calculd de la siguiente
manera:

(Ap—Actl)

% inhibicion de DPP — 4 = (Arn—Acn)

x 100
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donde, la absorbancia de la prueba (Ap) es la absorbancia a 405 nm en presencia de DPP-
4, Gly-Pro-pNA HCI y la muestra; la absorbancia control (Actl) es la absorbancia a 405 nm
cuando la muestra se reemplaza por buffer HEPES (50 mM, pH 8.0); la absorbancia de
reaccion negativa (Arn) es la absorbancia a 405 nm en presencia de DPP-4 y Gly-Pro-pNA
HCI sin la muestra y la absorbancia del control negativo (Acn) es la absorbancia a 405 nm
de Gly-Pro-pNA HCI, sin DPP-4 ni muestra.

5.4  Definicién de la concentracion de enzima y de sustrato

Para establecer las concentraciones optimas de la proteina recombinante hDPP-4 y del
sustrato Gly-Pro-clorhidrato de p-nitroanilida (Sigma-Aldrich), se realizaron ensayos con
distintas concentraciones de enzima y sustrato, midiendo la absorbancia a 405 nm en los
tiempos 0, 5, 10, 15, 20, 25 y 30 minutos.

5.5 Determinacion de Clso

Los ensayos para determinar la Clsg se realizaron con los mejores candidatos identificados
en los estudios in silico. Cada compuesto se afadid en concentraciones crecientes, bajo
las condiciones oOptimas previamente establecidas de volumen, pH, concentracion de
enzima y sustrato, temperatura y tiempo de incubacién. Las concentraciones de los
inhibidores fueron establecidas con base en los valores de Clso reportados en la literatura
para los farmacos prototipo (Saini et al., 2023). En el caso de los compuestos bioactivos
novedosos, se evaluaron rangos de concentracion amplios para determinar la Clso. La Clsg
se calcul6 mediante la representacion grafica de una curva de regresién no lineal
correspondiente al proceso de reaccion.

6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Acoplamiento molecular

Se realizo la validacion mediante RMSD (Root Mean Square Deviation, en inglés) para los
5 scores de acoplamiento molecular de AutoDock, VINA y GOLD (ChemPLP, GOLDscore
y ASP), en los que se evalué el ligando cocristalizado (N7F) presente en la molécula original
del PDB, acoplandose al sitio activo “A” de la proteina DPP-4 (4A5S), emulando asi la
posicién del ligando cocristalizado en el sitio activo. Los resultados obtenidos fueron 0.39 A
para ChemPLP, 0.50 A para GOLDscore, 3.07 A para ASP, 42.15 A para Autodock y 43.80
A para VINA. Con base en estos resultados, delimitamos las 20 mejores moléculas y
obtuvimos los valores de acoplamiento molecular para todos los scores (Tablas 2 y 3).
Debido a que los valores de RMSD de las funciones de puntuacién GOLDscore, ChemPLP
y ASP fueron menores a 1.5 A, se puede decir que estos son capaces de reproducir de
mejor manera la pose de union del ligando cocristalizado y, por ende, la prediccion de la
pose de unidn de los compuestos de la base de datos NO15 seria, en teoria, la mas cercana
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a la realidad. Es por ello que se eligieron los 20 mejores compuestos, priorizando aquellos
con valores mas altos de GOLDscore, ChemPLP y ASP.

Tabla 2. Acoplamiento molecular en GOLD, Autodock y VINA

Molécula CHEMPLP GOLDSCORE ASP Autodock VINA
(kcal/mol) | (kcal/mol)
C29 86.72 69.9901 50.9943 -11.77 -8.572
194 83.7003 64.3644 41.1262 -10.31 -7.556
c107 83.3546 81.4736 54.098 -12.67 -9.64
176 83.1264 82.8953 57.5846 -12.07 -9.291
J200 82.9458 71.9847 53.9022 -10.79 -7.699
C37 80.6613 81.288 50.593 -9.28 -8.257
197 79.8726 71.1774 49.1631 -11.59 -8.676
J202 79.5152 68.6226 61.2382 -11.56 -9.883
1243 79.1995 66.6918 48.9938 -9.55 -11.363
C25 78.6991 71.1076 41.2418 -11.37 -9.378
P6 78.4103 72.2444 44.4486 -10.41 -9.314
J93 77.6358 64.3551 46.0691 -9.15 -7.639
J289 77.5283 64.6337 48.6559 -9.62 -10.395
c27 76.9538 67.6646 49.2555 -11.91 -9.536
J71 76.7921 67.142 48.0345 -10.14 -8.829
J225 76.6613 63.5968 52.069 -10.53 -8.781
1256 76.6364 68.6523 49.5172 -9.56 -10.339
C68 76.5679 73.1728 45.6488 -11.53 -8.365
P5 75.9302 65.3536 41.1986 -9.73 -9.19
J165 75.7304 59.6054 43.6862 -9.9 -10.226

Tabla 3. Estructuras de los 20 compuestos seleccionados para dinamica molecular.
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Fig 2. Grafica del RMSD de Ca de la enzima DPP-4 y de los complejos DPP-4-compuesto.

En la Figura 2 se muestra la estabilidad de los 20 complejos de la DPP-4 con los
compuestos seleccionados por acoplamiento molecular comparados con la forma APO y el
complejo DPP-4 y el ligando cocristalizado (DPP-4-N7F) original de la PDB expresado en
valores de RMSD. EI RMSD es la media estandar que cuantifica la similitud entre dos
estructuras moleculares tridimensionales, esto medido en Angstroms (A). A mayor RMSD,
la similitud de las estructuras en superposicion 3D es peor o son mas distantes, en caso
contrario, un valor menor refleja una superposicion mas similar, o que predice un
comportamiento farmacodinamico favorable, indicando que el compuesto mantiene la

16




conformacion bioactiva bajo condiciones fisiologicas (EBI SSM HELP - Result List - RMSD,
n.d.; Miah et al., 2026). Es asi como, al unirse un ligando a la proteina y disminuir el valor
o hacerlo similar al de N7F, este es capaz de estabilizar la conformacion inicial de la
proteina. Los valores promedio obtenidos para la forma APO de la DPP-4 fueron de 2.33 A,
y el valor promedio del N7F de 2.54 A. La molécula C25 obtuvo el valor promedio de 2.27
A, el cual es mas bajo que la forma APO; en cambio la mayoria de las moléculas (C27, C37,
P5, J71, J76, J93, J94, J97, J165, J200, J202, J243 y J289) presentaron valores promedio
menores al de N7F. Lo que nos indica que la mayoria de las moléculas son capaces de
estabilizar la conformacion estructural de la DPP-4 de mejor manera que el ligando
cocristalizado. La molécula C25 destaca en la estabilizacion de la conformaciéon de la
proteina.
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Fig 3. Grafica de RMSF de la enzima DPP-4 y de los complejos de la enzima DPP-4-
compuesto.

La RMSF (Fluctuacion Cuadratica Media) mide la desviacién promedio de las posiciones
atomicas respecto a sus posiciones medias a lo largo del tiempo en simulaciones de
dinamica molecular. Brinda informacion sobre la flexibilidad y la dinamica de la proteina.
Los valores altos de RMSF suelen interpretarse como regiones mas flexibles o inestables,
mientras que los valores bajos se interpretan como regiones mas rigidas o estables (Miah
et al., 2026). En la Figura 3 se muestran los valores promedio del RMSF iniciando por la
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proteina APO 1.30 A, N7F con 1.34 A, y los complejos que mas destacan son C27, C29,
C68, C107, P6, J71, J97, J165 y J202 con 1.33 A, 1.30 A, 1.33 A, 1.33 A, 1.33 A, 1.29 A,
1.31 A, 1.31 A, 1.27 A, respectivamente. Los 9 mejores complejos presentaron mejores
valores que el ligando cocristalizado, siendo iguales o mas estables a la hora de unirse con

la DPP-4.

Tabla 4. Residuos ancla presentes antes y después de la dinamica molecular de las 20

moléculas seleccionadas.

Molécula Antes de la dinamica Después de la dinamica
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Interacciones: Verde fuerte = Puente de hidrogeno, Verde claro = Puente carbono-hidrégeno,
Naranja = interacciones ionicas, Rosa fuerte = m-n, Rosa claro = m-alquilé, Amarillo = m-sulfuro y
Azul = Halégeno.

En la literatura se reportaron que algunos de los residuos que participan en la formacién de
enlaces covalentes o interacciones m-m que bloquean la actividad de la DPP-4 son: Tyro62,
Tyr%, Glu?%®, Phe37, Arg®®®, Ser®., Ser®!, Asn’?, Val?’’. Sin embargo, de los ocho
compuestos dockeados se encontraron que los residuos Glu?%®, Glu?% y Tyr%” eran los mas
frecuentes en formar puentes de hidroégeno con la DPP-4 (Mathur et al., 2023).

En el sitio activo de la DPP-4, definido por los bolsillos S1y S2, se describen los residuos
que interactian con cada uno de ellos. El bolsillo S1 interactia con Ser5°, Asp’®, His™?,
Tyr831, Valb%, Trp®°, Tyré62 Tyrb¢ y Val’''. En el bolsillo S2 la interaccién es con Glu?%,
Glu®®, Arg'®, y se rodea por Val?, Ser?®, Phe®” y Arg®® (Ranjbar et al., 2019;
Shoombuatong et al., 2015).

Los residuos mas cruciales para la potencia, descritos en la literatura, son Glu?°%/Glu?%, con
base en la energia libre de unidn, la cual es significativamente alta cuando el inhibidor
interactla con estos residuos, los cuales estan cargados negativamente (Bayanati et al.,
2024). El bolsillo S1 hidrofdbico brinda la selectividad al acomodar restos bencénicos y
pirrolidinicos (Shoombuatong et al., 2015). Los residuos Arg'?®, Phe3%’, Arg®8, Tyr547, Pro3°
y Asn’'? interactiian con el bolsillo S2 aumentando la potencia y la selectividad (Mahgoub
et al., 2022). Y la interaccion con los subsitios S1’, S2’ y S2 extenso no es imprescindible,
pero distingue a los inhibidores mas potentes, mostrando un aumento en la inhibicion y
selectividad (Arulmozhiraja et al., 2016; Maladkar et al., 2016).
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Si bien la interaccién con el subsitio S2’ aumenta la actividad inhibitoria, existe una relacién
proporcional con la energia de interaccion, siendo Trp®2° y Tyr%7 un claro ejemplo; gracias
a su interaccion con el subsitio S2’, linagliptina tiene mayor accion inhibitoria que alogliptina
(Arulmozhiraja et al., 2016; Wankhade et al., 2024).

La Tabla 4 muestra los tipos de interaccién que los complejos presentan con la DPP-4 antes
y después de la simulacion con los diversos residuos. Las moléculas C107, C37, J97, J202,
C25, J93, C27 y C68, destacaron por formar o mantener mas interacciones con residuos
de importancia asociados con mayor actividad inhibitoria. C107 mantuvo las interacciones
idnicas con Glu?®, Glu®® y las interacciones m-alquilé con Tyr’*? y His’#®; C37 antes de la
dinamica molecular la uniéon con la DPP-4 estaba influenciada por interacciones tipo
puentes de hidrogeno de Tyr®%?y Ans’'°, y donador-donador con Glu?®, el cual cambia a
puente de hidrégeno; asi mismo Ser®*® pasa de puente de hidrégeno a puente carbono-
hidrégeno, sin embargo, se presenta un cambio de conformacién lo que afiade una nuevas
interaccion m-sigma con Tyr®*”; J97 mantiene las interacciones m-alquilé con Tyr%6 y Tyr662,
aunado a la formacion de un puente de hidrogeno con Tyr%2 y puentes de carbono-
hidrégeno con Ser8® e His’™?; J202 existe un cambio de conformacion, el cual genera un
cambio de interaccion con Tyr%%, pasando de puente de hidrogeno a interaccion m-alquild,
y se origina un puente de hidrégeno con Glu?%, también destaca la presencia de
interacciones m-alquilé de Phe®*" y puentes de hidrogeno con Tyr®?® y Tyr% a lo largo de la
simulacion; C25 mantiene la interaccion T-alquilé con Tyr% y forma puentes de hidrogeno
con Ser%Y e His™0, también forma un puente de carbono-hidrégeno con Asn’'%; J93
presentd un cambio de interaccion con Ser®° pasando de puente de hidrogeno a puente de
carbono-hidrégeno, y con His’®° cambio de puente de carbono-hidrégeno a interaccién -
alquild; sumando interacciones m-alquildé con Phe®’ e interaccion idnica con Arg3%®
responsables de la unién con la DPP-4; C27 mantiene las interacciones idnicas con Glu?%,
Glu®*® y la interaccion m-alquiléd con Tyr®*” y His’?; y C68 no mantiene ninguna interaccion,
pero si forma interacciones iénicas con Glu?%, Glu2%, Arg®° y una interaccion m-alquilé con
Tyrs47.

En cuanto a las demas moléculas, J200 mantuvo la interaccion m-alquild con His™® a lo
largo del tiempo y forma un puente de hidrogeno con el grupo éster debido a un cambio en
la configuracion; J243 solo mantiene la interaccion m-alquilé con Tyr®’, pero cambia su
conformacion al final de la dinamica molecular; J289 preservod la interaccion m-alquilé con
Tyr%’, pero formo una interaccidon de la misma familia con el residuo Phe®’; P5 pasa de
puente de hidrogeno a interaccion m-alquilé de Trp®?° y forma una interaccién m-alquilé con
His™0; J71 mantiene solamente la interaccién m-alquilé con Tyr%47y Phe37, pero este ultimo
pierde la interaccion nt-w; J76 mantiene los puentes de hidrégeno con Val®* y Lys®+4; Tyr®#7
mantiene la interaccion w-alquild, pero pierde el puente de carbono-hidrégeno; P6 mantiene
la interaccion con Tyr®%®; J225 solamente mantuvo la interaccién m-alquilé de Trp®%°; C29
interacciona todo el tiempo con Glu?®®, His™? y Tyr®¥’  pero esta Ultima solo queda como
interaccion m-alquild; J256 no mantuvo ninguna de las interacciones después de la
simulacién, pero origind interacciones m-alquild con Arg®® y Val**%; J94 no mantiene
ninguna interaccion, pero se origina una m-alquilé con Tyr®? y His™% J165 no mantiene
ninguna interaccion, pero si forma una interaccion m-alquild con His™©.
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Fig 4. Grafica de radio de giro promedio de la enzima DPP-4 y de los complejos de la
enzima DPP-4-compuesto.

El radio de giro (Ry) es una métrica que evalua la compactacion general de la proteina
durante las simulaciones, reflejando cambios en la estabilidad conformacional y
plegamiento molecular. Un valor igual o menor de Ry se traduce en una estructura mas
compacta de la proteina, asociado a una interaccién favorable en la union (Miah et al., 2026;
Prasetiyo et al., 2025). En la Figura 4 el valor promedio de la forma APO fue de 40.17 A y
la forma N7F 40.24 A. Las moléculas que mas destacaron fueron C25, C27, C37, C107,
P6, J71, J76, J94, J165, J202 y J256 con 40.04 A, 40.11 A, 40.15 A, 40.12 A, 40.14 A,
40.02 A, 39.91 A, 40.14 A, 40.08 A, 40.08 A, 40.07 A. La diferencia respecto a la forma APO
es minima, lo que indica que el ligando no altera en gran medida la compactacion y sugiere
que la estabilidad estructural se mantiene durante la simulacién.
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Fig 5. Grafica de la energia de union de los complejos de la enzima DPP-4-compuesto.

La energia de union representa la interaccion entre el ligando y la proteina a través del
tiempo de simulacion (H. Fu et al., 2022). La Figura 5 muestra los valores promedio de la
energia de union, tomando N7F (-49.71 kcal/mol) como referencia para comparar con las
demas moléculas. Las moléculas mas destacadas y cercanas al valor de N7F fueron C29,
J94 y J97, con -33.19 (kcal/mol), -30.18 (kcal/mol) y -29.16 (kcal/mol), respectivamente. La
unién de estas moléculas a la proteina fueron favorables y termodinamicamente mas
estables con respecto a las demas, sin embargo, no lograron igualar la afinidad del ligando
cristalizado.

6.3  Actividad Inhibitoria sobre la enzima DPP-4

Para la determinacién de la actividad inhibitoria de los compuestos sobre la enzima DPP-4
se seleccionaron los compuestos J289, J256, J243, J202, J200, J165, J97, J93, C107,
C37, C29, C27, C25 y P5 debido que mostraron los mejores valores de RMSD, RMSF,
Radio de giro, interacciones de interés y energia de unién en los estudios de dinamica
molecular.

Los compuestos C68, P6, J71, J76 y J94, a pesar de destacar en diversos valores en los
estudios de la dinamica molecular, no pudieron evaluarse por sus caracteristicas fisicas
como la presentacion liquida del compuesto o la presencia de algun colorante propio, las
cuales impidieron la obtencién puntual de la absorbancia.

El ensayo se basé en la cuantificacion de la p-nitroanilina (pNA) liberada por hidrdlisis del
sustrato Gly-Pro-p-nitroanilida (Gly-Pro-pNA) a una concentracién final de 100 pM,
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mediante un método colorimétrico a 405 nm. Este método asocia una menor absorbancia
con una mayor actividad inhibitoria del compuesto sobre la enzima DPP-4. Los compuestos
J202, J200, J93 y C37 presentaron los mejores valores de absorbancia de 0.341, 0.347,
0.328 y 0.349 respectivamente, por lo tanto, la mayor inhibicién relativa. Sin embargo, todos
los valores se ubicaron aproximadamente tres veces por encima de la Vidagliptina, con
absorbancia de 0.106, el cual fue empleado como control positivo. A partir de las
concentraciones ensayadas se estimo una Clsp >500 uM, lo que evidencia una baja afinidad
de las moléculas por la DPP-4 en comparacion con el control positivo. (Figura 6)

Los resultados del desempeno experimentan no coincidieron con los compuestos con
mayor puntuacion en el acoplamiento molecular, ni con los de mayor estabilidad energética
en la simulacion. Esta discrepancia es consistente con la limitacion documentada de las
funciones de puntuacion del acoplamiento, los cuales son predictores débiles de la afinidad
de unién y de la actividad bioldgica, y recalca el papel insustituible de la validacion
experimental en trabajos de disefio asistido por computadora.

En el plano estructural, la inhibicién relativa de J93 fue mayor, relacionado a su interaccion
con varios de los residuos ancla de los subsitios de la DPP-4. La interaccion con los
subsitios S1 y S2 mediante Ser8®, His"° Phe®’ y Arg3®® es compatible con el patron
descrito para compuestos con un perfil de unién favorable a estos bolsillos; sin embargo, la
ausencia de interacciones con Glu?%%/Glu?%, asi como la carencia de puentes de hidrogeno
adicionales o de contactos con los demas subsitios, limitaria la persistencia de su unién al
sitio activo, lo cual se reflejaria en una actividad inhibitoria estimada menor (Mathur et al.,
2023; Schnapp et al., 2020). En el caso de C37 (acarbosa), que inicialmente presenta
interacciones con Glu?%®, Asn”'* y Ser5%, y posteriormente suma contactos con Tyr% y
Tyr%%? (dos interacciones en S1y tres en S2), su energia de union resulté desfavorable, con
un valor elevado que sugiere una baja afinidad por el sitio activo; esta inconsistencia entre
el patron de interacciones y el perfil energético es congruente con su escasa inhibicion
experimental. Con respecto a J202, sus contactos se concentran en el subsitio S2,
interactuando con Glu?%, Tyr5¢6, Phe3%’, Tyré2° y Tyr%*’ mientras que su interaccion con S1
es limitada, y su afinidad de unidn resulté igualmente pobre, lo que sugeriria una menor
permanencia del farmaco en contacto con la enzima. J200, si bien mostré una inhibicién
relativa similar, conserva Unicamente la interaccion tr-alkil con His™® a lo largo de la
simulacion, lo que no le proporciona un anclaje sostenido en los subsitios clave.

En conjunto, ningun compuesto evaluado alcanzé una inhibicién comparable a la de la
vildagliptina a 100 uM. La comparacion entre los parametros estructurales (RMSD, RMSF,
radio de giro, energia de unién) y el resultado experimental indica que la estabilidad
conformacional del complejo por si sola no predice la actividad inhibitoria, y que la ausencia
de interacciones sostenidas con Glu?®®/Glu?® y con los subsitios asociados a mayor
inhibicién constituye la explicacion mas adecuada de la baja actividad observada. Estos
resultados orientan a optimizar la estrategia de seleccion (cribado dirigido a los subsitios S1
y S2, o criterios de persistencia de interacciones) en futuras investigaciones.
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Fig 6. Grafica de evaluacion de actividad inhibitoria de las mejores 14 moléculas sobre la
DPP-4.

7. CONCLUSION

Se evaluaron las 408 moléculas de la quimioteca N015 mediante acoplamiento molecular
sobre la enzima DPP-4 de homo sapiens, empleando Vina, Autodock y GOLD. Con base
en la validacién de los tres programas, a partir del RMSD obtenido para el ligando
cocristalizado en la estructura cristalografica de la pdb, se seleccionaron los 20 mejores
ligandos segun el puntaje de ChemPLP de GOLD.

Los complejos DPP-4-compuesto se sometieron a simulaciones de dinamica molecular de
200 ns, evaluando RMSD, RMSF, energia de union, radio de giro y conservaciéon de
interacciones con residuos de interés. A partir de la evaluacidon conjunta de estos
parametros, se priorizaron catorce moléculas para su evaluacion in vitro frente a la DPP-4
humana recombinante.

En el ensayo enzimatico a 100 uM, los compuestos J202, J200, J93 y C37 mostraron la
mayor inhibicién relativa del grupo, con absorbancias de 0.349 a 0.328, si bien todos se
ubicaron aproximadamente tres veces por encima del control positivo (vildagliptina, 0.106),
con una CI50 estimada superior a 500 pM. Ningun compuesto alcanzé, por tanto, una
inhibicién comparable a la de las gliptinas comercializadas.

La ausencia de multiples interacciones de gran importancia en los subsitios S1y S2 por
parte de las moléculas puede ser la razdn de la baja actividad inhibitoria. Por esta razon, es
necesario optimizar la metodologia y/o utilizar otras bases de datos para recuperar
moléculas que sean capaces de interaccionar en dichos subsitios y asi obtener moléculas
capaces de inhibir de forma mas eficiente a la DPP-4.
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9. ANEXO

Tabla A1. Acoplamiento molecular en GOLD, Autodock y Vina.

Molécula CHEMPLP GOLDSCORE ASP Autodock  VINA

(kcal/mol)  (kcal/mol)

C29 86.72 69.9901 50.9943 -11.77 -8.572
Jo4 83.7003 64.3644 41.1262 -10.31 -7.556
Cc107 83.3546 81.4736 54.098 -12.67 -9.64
J76 83.1264 82.8953 57.5846 -12.07 -9.291
J200 82.9458 71.9847 53.9022 -10.79 -7.699
C37 80.6613 81.288 50.593 -9.28 -8.257
Jo7 79.8726 711774 49.1631 -11.59 -8.676
J202 79.5152 68.6226 61.2382 -11.56 -9.883
J243 79.1995 66.6918 48.9938 -9.55 -11.363
C25 78.6991 71.1076 41.2418 -11.37 -9.378
P6 78.4103 72.2444 44.4486 -10.41 -9.314
Jo3 77.6358 64.3551 46.0691 -9.15 -7.639
J289 77.5283 64.6337 48.6559 -9.62 -10.395
Cc27 76.9538 67.6646 49.2555 -11.91 -9.536
J71 76.7921 67.142 48.0345 -10.14 -8.829
J225 76.6613 63.5968 52.069 -10.53 -8.781
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38.9129

38.6073

44.1599

36.2203

39.448

45.8088

36.8539

38.7914

45.4765

-7.99

-1.72

-11.26

-11.17

-9.98

-8.23

-8.56

-8.51

-8.23

-8.84

-8.28

-7.39

-7.23

-8.37

-10.27

-9.23

-10.09

-8.01

-7.08

-8.52

-8.42

-7.88

-8.832

-8.75

-10.757

-11.091

-8.391

-8.522

-9.273

-8.054

-7.896

-1.727

-8.853

-9.166

-8.321

-7.091

-8.023

-9.716

-6.89

-9.988

-7.702

-7.113

-9.277

-7.439

-8.719
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J246

J154

J281

J107

C62

J231

J272

J126

C76

J208

J83

J101

J233

C16

J45

J79

J275

J184

C70

C51

J9

C81A

Co61

60.5119

60.4256

60.3398

60.3003

60.2774

60.2407

60.2316

60.2315

60.0545

59.9707

59.9551

59.906

59.9034

59.8795

59.8791

59.7646

59.734

59.7217

59.6479

59.6271

59.5824

59.5533

59.536

47.8538

57.6686

54.5319

56.3714

51.5813

52.6604

47.3829

64.7899

60.0484

50.9197

53.8777

53.6182

50.5401

57.9979

54.0958

49.9312

50.6754

51.1938

58.8125

54.1722

51.8603

52.8406

52.2461

32.9813

41.2844

33.5021

41.4949

39.559

38.2537

37.6553

34.7566

34.3064

36.2588

42.8228

35.8181

41.1218

35.9468

38.8943

33.6038

38.113

34.7662

41.0789

36.0589

32.0348

32.7637

39.1734

-6.21

-8.28

-7.59

-7.18

-8.15

-6.97

-8.56

-10.32

-7.54

-8.31

-8.87

-8.92

-11.75

-8.28

-8.07

-8.24

-11.91

-10.16

-8.59

-10.62

-7.59

-8.686

-8.037

-6.873

-7.737

-8.855

-7.357

-9.007

-7.55

-9.915

-8.012

-8.041

-7.972

-10.263

-8.488

-7.276

-8.259

-8.748

-10.302

-9.988

-7.716

-10.395

-9.24
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C108

J188

J95

J241

C65

J17

J8

J145

C24

J30

J137

J27

J197

C90

J185

J4

J249

J235

C12

J1562

J132

J216

J135

59.4859

59.4581

59.4101

59.3299

59.2818

59.2491

59.0857

59.0712

59.0214

58.9943

58.9366

58.7297

58.7141

58.6981

58.6571

58.5797

58.5508

58.4865

58.4823

58.4514

58.3393

58.2885

58.2727

60.9018

51.5546

53.6008

57.9821

60.0666

51.4951

53.9979

55.6181

58.2201

50.4164

49.4535

46.8917

52.6514

64.4955

54.0091

53.3228

51.6659

47.9872

54.3943

47.4602

53.7461

50.8139

57.5635

39.1758

36.3653

29.0543

38.1314

40.2652

33.7199

31.1379

41.6807

35.3522

36.4742

40.0531

41.3421

37.6511

40.5335

35.3352

33.0993

38.1085

37.8116

41.0309

37.1742

38.0372

33.827

46.6054

-1

-7.05

-6.97

-8.94

-8.29

-7.95

-7.59

-8.98

-10.11

-7.09

-7.89

-7.01

-7.85

-10.94

-8.29

-7.59

-9.95

-7.09

-7.78

-7.21

-10.18

-9.672

-8.176

-7.294

-6.743

-9.212

-7.713

-7.653

-8.073

-8.577

-8.627

-7.659

-8.623

-7.974

-10.049

-8.432

-7.554

-7.295

-8.007

-10.079

-8.63

-7.473

-7.925

-7.699
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J187

J159

C6A

J100

J183

J288

J155

J182

J15

C72

J16

J131

J236

J138

C109

J253

J251

J263

J237

C64

J217

c41

C71

58.1473

58.1253

58.0364

58.0325

58.0121

58.0069

57.9528

57.9482

57.9436

57.8684

57.6793

57.6766

57.6157

57.4835

57.4258

57.4181

57.3634

57.3308

57.3187

57.299

57.2588

57.1398

57.1225

53.0864

48.4359

60.0041

59.933

50.1957

49.6049

50.6952

49.3543

50.3098

62.8385

54.0923

55.0229

44.9368

45.9406

61.4262

55.0167

50.6724

51.807

52.8114

57.0007

48.5842

54.9916

56.1282

38.3404

38.7849

33.7741

37.3176

33.6683

32.6234

42.4959

34.6961

35.5142

36.1411

33.8898

41.1051

36.9415

35.5235

32.1879

39.9568

32.9037

38.6232

35.5688

39.7291

36.0228

35.6968

41.9324

-9.04

-10.79

-7.25

-8.09

-7.59

-8.16

-7.83

-7.39

-10.69

-7.97

-11.56

-6.87

-6.23

-6.83

-8.56

-7.41

-9.76

-11.8

-9.804

-7.353

-10.487

-7.653

-8.432

-7.886

-8.186

-8.134

-71.75

-10.791

-8.157

-7.247

-7.695

-8.331

-10.291

-7.009

-7.481

-7.435

-8.452

-8.72

-7.842

-10.319

-10.607
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J129

J13

J181

J96

J195

Cr7

J77

J29

C78

J133

C66

C73

J205

J5

J14

J25

J23

J26

C80A

C81B

J35

J150

J31

57.0934

57.0726

57.0613

57.0579

57.0543

56.9422

56.9082

56.826

56.7137

56.6398

56.4495

56.3355

56.3293

56.3078

56.256

56.1473

56.0141

55.7129

55.6988

55.6564

55.6262

55.6139

55.4845

53.7807

46.5251

51.0506

47.0801

58.0957

53.3703

48.5297

46.9998

60.3936

50.2221

61.5298

58.6475

49.7737

54.8828

48.5706

45.9312

45.8015

43.3215

55.8066

57.2678

47.1973

47.3356

43.6462

34.6661

34.5877

34.2136

32.1252

33.3002

39.5916

33.4141

33.1782

35.4153

33.4355

39.7396

39.1389

33.3214

32.6156

32.5583

33.2043

32.8444

34.0634

40.6245

30.5635

36.2005

33.7213

37.0042

-7.93

-6.86

-8.22

-7.63

-10.32

-8.28

-6.39

-9.67

-7.62

-7.29

-10.05

-7.65

-7.69

-7.34

-7.08

-6.98

-6.57

-10.28

-10.26

-6.93

-7.63

-6.63

-7.094

-7.964

-8.49

-7.142

-8.654

-9.947

-7.279

-8.313

-10.482

-1.727

-9.398

-10.145

-8.414

-8.096

-7.758

-7.429

-7.52

-7.811

-10.463

-9.748

-7.811

-7.936

-7.712
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C63

J22

J219

C1

J238

J234

C9

Cc100B

J279

c80B

C5

J118

J158

J3

CeB

J78

C75

J215

J203

J284

J261

J276

J282

55.4454

55.415

55.3364

55.2968

55.2745

55.1576

55.0741

54.9835

54.9234

54.8647

54.634

54.6214

54.5428

54.4757

54.41

54.3882

54.3253

54.0851

53.8142

53.6676

53.5325

53.4305

53.2367

53.0863

49.4806

51.8028

54.6656

47.5644

49.398

55.9457

60.4247

46.6508

55.6946

55.9969

50.7205

49.8592

48.4891

57.8281

48.5305

58.1179

49.6309

60.6083

48.2798

49.4467

50.4796

54.1469

40.0245

35.3191

34.7306

32.1647

33.6667

32.6034

34.7391

36.2617

33.8333

30.3084

36.3255

34.6686

37.9083

32.3785

37.046

32.798

32.3797

33.9384

33.5664

35.4003

35.1969

36.7655

32.1789

-8.29

-7.03

-6.77

-10.29

-8.41

-7.52

-10.08

-10.15

-7.62

-10.23

-10.44

-7.31

-7.18

-10.31

-10.6

-6.92

-7.43

-6.73

-7.48

-7.51

-8.642

-7.396

-7.49

-9.678

-8.033

-7.672

-9.813

-9.686

-8.236

-9.785

-9.786

-6.534

-8.096

-7.211

-9.915

-6.77

-9.962

-7.691

-6.607

-8.192

-7.357

-7.25

-6.906

44



J176

C15

C2

J103

J10

C53

Jo1

J111

J290

J33

J250

C48

J207

J218

C43

J229

C17

C18

J12

J28

C38

J11

J34

53.1892

53.1807

52.9536

52.9219

52.8834

52.8689

52.8573

52.7364

52.6808

52.675

52.582

52.5653

52.4388

52.3686

52.2035

52.0762

52.0116

51.8533

51.8124

51.8104

51.625

51.5709

51.5385

47.2366

57.397

50.4554

43.176

46.6338

53.6731

55.6644

52.6162

47.2671

47.5413

47.425

55.5505

48.538

46.4599

55.971

48.7491

56.3341

56.9465

43.7645

44.1389

57.2704

47.6117

46.9678

33.9174

35.6297

35.5896

38.4203

33.8923

32.183

31.5442

37.706

32.8539

32.2027

34.049

39.7392

34.6558

32.7671

36.4523

32.1561

35.0603

44.1136

33.3493

33.4456

33.293

32.0318

34.0958

-7.88

-11.94

-6.12

-1.37

-11.64

-7.83

-7.31

-1.74

-6.73

-6.26

-12.51

-6.85

-7.44

-10.81

-6.98

-11.88

-11.41

-6.64

-6.85

-9.71

-6.97

-6.99

-7.234

-10.198

-8.854

-7.254

-7.217

-10.247

-6.79

-6.825

-8.085

-7.638

-7.163

-10.212

-6.699

-10.004

-7.575

-10.055

-10.869

-7.41

-7.896

-9.167

-7.034

-8.231
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J7

C1

J6

J258

J109

J285

C10

J89

C89

J286

J239

J247

J32

J175

J262

J259

J116

J2

J260

J271

J149

J179

J287

51.4934

51.4886

51.4885

51.4877

51.4865

51.452

51.4394

51.3662

51.3655

51.3554

51.1352

51.0572

51.0397

51.0217

50.8161

50.4927

50.4487

50.3952

50.2835

50.2701

50.1166

50.0996

49.9883

44.9739

53.4023

46.0201

45.1712

54.49

46.349

57.158

49.1926

68.1946

44.2006

45.9733

48.4122

44.4899

49.2475

44.9967

48.7968

46.7917

44.3562

47.8588

45.6615

47.3029

47.4883

47.4289

30.5387

32.1871

31.9486

33.8422

32.6363

33.4147

32.2668

25.8441

38.228

32.3172

31.9286

33.4716

33.9177

29.7474

33.6255

34.5488

35.0517

29.3979

33.7232

37.551

31.3224

30.7014

32.4503

-7.06

-10.17

-6.85

-11.32

-6.64

-10.34

-7.55

-8.66

-6.85

-7.08

-7.02

-7.67

-7.17

-6.39

=712

-6.95

-7.55

-7.12

-7.262

-8.869

-7.359

-7.13

-6.539

-7.759

-9.968

-6.731

-10.542

-8.152

-7.751

-6.662

-7.884

-6.801

-7.858

-6.982

-6.746

-7.632

-7.075

-6.565

-8.071

-6.882

-8.397
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C8

Joo

Co1

J180

J115

J280

J122

C40

J136

J119

J110

P2

P3

J117

J230

J123

J67

J108

J102

J112

J255

J270

J68

49.936

49.9019

49.8883

49.778

49.6976

49.4807

49.3277

49.3194

49.216

49.2151

49.0903

48.9294

48.6447

48.456

48.0374

48.0036

47.9143

47.8426

47.7992

47.7192

47.2883

47.2644

47.2499

54.5856

43.619

58.3708

45.7931

47.2782

45.6719

42.2649

48.1409

44.6362

53.1949

51.1699

42.3151

41.6648

52.8059

45.8653

41.6894

44.9529

50.909

43.4207

57.9478

43.2904

44.4172

44.4087

30.399

26.2566

39.1246

31.8781

33.9922

29.237

31.8012

31.4823

29.3171

35.0619

36.8236

32.389

29.1481

34.0851

35.4369

31.7169

29.8486

33.8535

28.7784

34.9338

34.3692

34.3036

33.1767

-11.28

-6.29

-11.61

-7.64

-7.05

-6.16

-6.55

-9.65

-6.99

-7.15

-7.13

-7.06

-6.68

-7.5

-7.89

-5.68

-7.08

-6.96

-7.62

-7.15

-6.39

-7.38

-6.57

-10.286

-6.91

-10.266

-6.837

-7.21

-7.603

-7.65

-9.052

-8.142

-6.765

-5.97

-6.466

-7.107

-6.323

-6.137

-5.276

-1.77

-6.859

-6.17

-6.651

-7.625

-6.546

-6.929
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J8s

J65

C86

c44

Joa4

C3

J114

C84

J8s

J120

J220

J222

J125

J128

J278

J70

J113

J277

J86

Ja7

J254

J1

J64

47.2281

47.188

46.694

46.6398

46.4731

46.3701

46.2267

45.7136

45.5949

45.2922

45.1778

44.8456

43.9537

43.6228

43.5641

43.0104

42.905

42.8882

42.6008

42.5652

41.8659

41.7701

41.5847

42.1078

45.7941

58.7422

58.2484

43.3086

59.6396

51.7488

55.3124

46.3512

43.9061

43.6197

38.9241

43.7493

45.5074

45.7231

42.6916

50.0077

39.9754

39.6843

39.9531

37.4221

32.2941

33.2507

30.7487

30.4758

37.842

30.3419

33.6443

32.7253

35.5878

36.7849

31.1366

31.5428

31.1231

28.5995

26.699

31.5083

31.4868

31.0849

38.4284

32.7752

24.7623

27.6616

34.3759

27.4989

28.5175

-8.28

-6.61

-11.94

-9.48

-6.78

-9.84

-7.61

-11.39

-7.13

-6.78

-7.93

-7.02

-4.91

-6.81

-6.74

-71.22

-6.05

-7.27

-5.04

-6.04

-6.67

-5.96

-6.02

-6.155

-7.651

-10.245

-9.007

-6.953

-9.563

-6.731

-10.351

-6.059

-6.749

-6.128

-6.322

-6.249

-7.161

-7.249

-5.751

-6.019

-7.121

-5.992

-6.334

-6.144

-6.165

-5.783
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J221

J81

J196

P1

J273

J248

J69

J82

J274

J124

J204

41.3061

40.9254

40.8395

40.6374

39.5433

39.0328

38.4918

38.3519

37.9648

37.3026

29.5856

40.3902

41.9421

39.1381

39.0337

39.1054

34.4413

36.3419

42.078

39.1705

31.9579

29.2211

31.9321

26.3925

33.4775

27.78

25.2039

22.7074

25.7781

24.5971

27.9841

28.5112

19.0222

-5.94

-6.85

-7.07

-7.25

-6.64

-3.82

-6.49

-6.46

-5.46

-6.19

-5.34

-5.926

-5.461

-6.22

-6.339

-5.309

-5.038

-5.587

-5.603

-5.953

-56.073

-4.781
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  F ( r )   =   −   𝜗 E / 𝜗 r


  %   i n h i b i c i ó n   d e   D P P − 4   =   ( A p − A c t l )  ( A r n − A c n )   x   100

