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Resumen

Se describe un estudio teérico de acoplamiento molecular (docking) realizado en una serie de derivados benzotiazo-
lil-5-nitrofuranos, en el sitio de unién de la enzima Tripanotion Reductasa del Tripanosoma cruzi (agente causal de la
enfermedad de Chagas). La estructura cristalina de la enzima fue obtenida de la base de datos Protein Data Bank y se
utilizé el software Argulslab version 4.0.1 para el estudio. Los resultados obtenidos muestran que los derivados sinté-
ticos acoplados tienen una alta probabilidad de ser inhibidores suicidas de la enzima tripanotién reductasa debido a
que presentan una mayor afinidad de unién con respecto al Nifurtimox, compuesto empleado como referencia. Esta
mayor afinidad relativa se encuentra asociada a una energia libre de unién (AG) mas negativa.
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Abstract

The present investigation describes a computational docking study developed with a serial of benzothiazolyl-5-
Nitrofurans derivatives, in the binding site of the enzyme Trypanothion reductase from Tripanosoma cruzi (causal
agent of Chagas’ disease). The crystal structure of the enzyme was downloaded from the database of the Protein Data
Bank and the software used for the docking study was Arguslab version 4.0.1. Our results show that the docked synthe-
tic derivatives have a high probability of behaving as suicidal inhibitors of trypanothion reductase because they dis-
play a higher affinity that the reference compound, Nifurtimox. This higher relative affinity is in turn associated to a
more negative binding free energy (AQG).
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Introduccion

Los protozoarios parasitos de la familia Trypano-
somatidae son agentes causantes de muchas enfer-
medades tropicales importantes, incluyendo la leish-
maniasis, la tripanosomiasis africana y la enfermedad
de Chagas (Baell y col., 2009), ahora llamadas enfer-
medades tropicales desatendidas (NTD por sus siglas
en inglés, neglected tropical deseases) (Bolognesi y
col., 2009). La enfermedad de Chagas o tripanoso-
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miasis americana es un importante problema de sa-
lud que afecta a unas 20 millones de personas en
Centro y Sur América, alrededor de 2 a 3 millones de
individuos desarrollan los sintomas tipicos de esta
enfermedad. Su agente causal es el protozoario he-
moflagelado Tripanosoma cruzi (T. cruzi), el cual es
transmitido a humanos y otros mamiferos por insec-
tos vinchucas tales como el Rhodnius prolixus y el
Triatomma infestans (Cerecetto y col., 2006).
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El tratamiento vigente para esta enfermedad se
basa en farmacos de viaja data (Nifurtimox (Nfx),
Benznidazol) que a pesar de ser capaces de eliminar
la parasitemia y reducir los titulos serologicos, no ga-
rantizan la curaciéon completa y estan asociados con
severos efectos toxicos (Gambino y col., 2008). El
modo de accién de ambos farmacos contra este pa-
rasito esta asociado con la biorreduccién del grupo
nitro. Este proceso se inicia con la reduccion del gru-
po nitro a radical-anion nitro, en una reaccién catali-
zada por nitroreductasas. En el caso del Nfx sufre un
ciclo redox, con el oxigeno molecular, el cual produ-
ce anioén superoxido y sequidamente peréxido de
hidr6geno, mediante una reaccion catalizada por la
enzima superoxido dismutasa (SOD) (figura 1) (Tar-
lovsky y col., 2006). Estas especies, en presencia de
hierro, forman radicales hidroxilos fuertemente oxi-
dantes via reaccion de Haber-Weiss. La producciéon
incrementada de estas especies reactivas de oxigeno
(ROS) eventualmente conduce al parasito a estrés
oxidativo (Denicolay col., 2010).
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Figura 1. Biorreduccion de los farmacos nitroaromaticos.
a) Reduccién de un electrén por la nitroreductasa tipo II
(NTR II) promoviendo el ciclo redox con formaciéon de supe-
réxido/H,0, y regenerando el farmaco, la producciéon de esta
ROS oxidan los tioles de los parasitos. b) Reduccion de dos
electrones por la nitroreductasa tipo I (NTR I) formando los
nitroso compuestos, que es un buen recolector de tioles.

Estos farmacos son inefectivos, impracticos y se-
veramente téxicos, he aqui la necesidad precisa de
encontrar nuevos compuestos que sean capaces de
inhibir selectivamente un blanco que se encuentre
solamente en estos organismos, como es el caso de
la enzima Tripanotion reductasa (TR) del T. cruzi (Ce-
recetto y col., 2004). La TR es una 6xido-reductasa
NADPH-dependiente que ayuda al parasito a proteger-
se del estrés oxidativo mediante el mantenimiento de
un medio ambiente intracelular reducido. Realiza
esto mediante la reduccion del tripanotion (T(S),):
Conjugado NY!, I¥3-bisglutationil espermidina a dihi-
drotripanotion (T(SH),) (Tapia y col., 2002). El T(SH),
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juega un papel importante en la inactivaciéon del da-
no potencial de radicales y especies reactivas de oxi-
geno, y es re-oxidado a T(S), en este proceso (Hamil-
tony col., 2003). Los 5-nitrofuranos inhiben la reduc-
cion del T(S), por la TR, reduciéndose ellos mismos
en el ciclo redox en presencia de oxigeno para formar
las ROS como superoxido y peroxido de hidrogeno;
dado que el T(S), es un captador de radicales libres, al
bajar sus niveles, las células del parasito se vuelven
hipersensibles al dano oxidante (Chauviere y col.,
2003; Fairlamb, 1990). La utilizacioén de la enzima en
estos derivados del nitrofurano constituye una sub-
version de su papel normal antioxidante, por tal moti-
vo estos compuestos fueron denominados substra-
tos «subversivos» para la TR (Docampo, 1990).

Una metodologia empleada para hallar compues-
tos que inhiban esta enzima es mediante la realiza-
cion de un estudio de acoplamiento molecular o
Docking. El Docking es un método computacional
que tiene como objetivo principal identificar las posi-
ciones correctas (poses) de los ligandos en el sitio de
union (binding site) para asi predecir la afinidad entre
el ligando y la proteina. En otras palabras, describe
un proceso mediante el cual una molécula interaccio-
na con otra para formar un complejo estable en un
espacio tridimensional (Krovat y col., 2005). Con ba-
se a lo anteriormente expuesto y a los resultados ob-
tenidos en investigaciones previamente reportadas,
se planteo la realizacion de un estudio tedrico de
Docking en una serie de derivados sintéticos del 5-ni-
trofurano en el sitio activo de la enzima TR del T. cru-
zi, con miras a determinar sus afinidades y modos de
unién y con base a los resultados obtenidos, la reali-
zacion de pruebas biologicas.

Seccion experimental
LIGANDOS Y ENZIMA

En este estudio se utilizaron como ligandos una
serie de siete derivados del 5-nitrofurano desarrolla-
dos por nuestro grupo de investigacion para los cua-
les se report6 su sintesis (Monasterios y col., 2003;
Charris y col., 2002), los calculos computacionales
donde se determiné que cumplen con unos requisi-
tos estéricos para que este tipo de compuestos pre-
senten actividad antichagasica (Monasterios y col.,
1998), requisitos estéricos, electrostaticos y electro-
nicos para que presenten actividad antibacteriana
(Monasterios y col., 2006; Monasterios y col., 2005)
y la evaluacion preliminar de su posible toxicidad
(Amaro y col., 2009). Se escogioé conjuntamente el
Nfx como compuesto activo de referencia (figura 2).
La enzima utilizada fue la Tripanotion reductasa (TR)
del T. cruzi. La estructura cristalina del dimero de la
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mencionada enzima bajo su forma oxidada se extra-
jo de la base de datos Protein Data Bank, en un com-
plejo con su sustrato natural Tripanotion (T) y con el
cofactor dinucleotido adenina-flavina (FAD), que se
encuentra registrada bajo la entrada 1BZL (figura 3)
(Hunter y col., 1999).

a)

o Comp. Ry R, Rs
H.
\N//< 92 H H H
on /A CHy
: o %0 % F H
N 9c F H

9d cl
9e cl

7
gu’\T

e
O T T m T
T O T

of a
OCH;, H H

Figura 2. Ligandos utilizados en el estudio: a) Derivados sin-
téticos. b) Nifurtimox.

Figura 3. Enzima TR del T. cruzi en complejo con el Ty el FAD
(1BZL). Definicion del sitio de union de los ligandos (Binding
site).

CALCULOS

El primer paso en este estudio tedrico consistio
en la construccion de los modelos moleculares de
todos los derivados del 5-nitrofurano. Se realizaron
dos optimizaciones geométricas para cada estructu-
ra, primero usando los algoritmos Conjugate Gra-
dient y Block-Diagonal Newton Rhapson, del campo
de fuerza MM3 (Allinger, 1989) mediante el software
de la compania CAChe (CaChe, 2003), y después em-
pleando el método quimico-cuantico semiempirico,
Método Paramétrico 3 (PM3) en vacio, utilizando el
software libre ArgusLab 4.0.1 (Tompson, 2004). Las
orientaciones y/o conformaciones obtenidas fueron
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ordganizadas en orden creciente de sus valores de ca-
lor de formacion para seleccionar las que iban a ser
posicionadas. El Nfx también fue incluido en este es-
quema de trabajo.

ACOPLAMIENTO MOLECULAR «DOCKING»

El Docking se realiz6 con el software libre Argus-
Lab 4.0.1; el cual emplea algoritmo genético para
dgenerar las conformaciones u orientaciones de los
ligandos en el sitio de unién. La estructura cristalina
de la enzima se refind removiéndole todas las molé-
culas de agua presentes y posteriormente anadién-
dole los atomos de hidrégenos faltantes como en la
estructura PDB original. El sitio activo de la enzima se
delimitoé antes de hacer el docking y esta contenido
en una caja que tiene unas dimensiones de X =
24.686000 A, Y = 20.117000 A, Z = 21.750000 A 'y
una resolucién de la cuadricula (grid) de 0.4000 A.
La metodologia empleada fue la semiflexible, es
decir enzima rigida y ligandos flexibles. Los ligandos
moleculares se posicionaron usando un esquema de
puntuacion (scoring), esto es, mediante el contacto y
la energia de la cuadricula, se realizé una minimiza-
cion de la energia para cada orientacion posicionada
y se calcul6 una energia final de puntuacion. Este
proceso se realizd diez veces en cada caso y se calcu-
laron los valores promedios (Young, 2009). El anali-
sis de los resultados, para cada ligando, fue realizado
considerando las orientaciones de menor energia y
los valores de desviacion de la raiz media cuadratica
(RMSD) reportados por el programa. Para cada ligan-
do se obtuvieron agrupaciones de conformaciones
(clusters) a fin de identificar las diferentes maneras
de uniodn. Las orientaciones fueron asignadas a las
diferentes agrupaciones cuando los valores de RMSD
fueron menores que 3,0 A. También se midieron los
contactos moleculares entre las orientaciones de los
ligandos y los residuos del sitio activo hasta un radio
de 5,0 A.

Resultados y discusion
AFINIDAD DE UNION

La afinidad relativa de los ligandos en el sitio
unioén de su receptor es la principal informacion que
proporciona un docking. El sitio de unién de la TR
esta constituido por dos cadenas: la cadena A forma-
da por 12 residuos de aminoacidos y la cadena B for-
mada por 9 residuos de aminoacidos (Tabla I). Las
energias libres de union para los complejos de los
derivados sintéticos del 5-nitrofurano y el Nfx con el
sitio de unién de la TR se reportan en la Tabla II. En
estos datos correspondientes a las orientaciones de
menor enerdgia (mejor puntuacién) de cada ligando
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se puede evidenciar que las energias resultantes para
todos los derivados sintéticos fueron inferiores al va-
lor de energia obtenida para el compuesto activo de
referencia Nfx. Estos hallazgos indican que si esta
union es indispensable para la actividad antichagasi-
ca de los 5-nitrofuranos, los compuestos sintéticos
deberian tener una gran probabilidad de ser activos.

Tabla I

Residuos de los aminoacidos presentes
en el sitio activo de la TR

Cadena A Cadena B
Cys 53 Ser 110 Glu 949 Ser 947
Glu 19 Thr 335 Glu 950 Ser 953
Ileu 107 Trp 22 His 944 Thr 946
Ileu 339 Tyr 111 Phe 879
Leu 18 Val 54 Pro 881
Ser 15 Val 59 Pro 945

Tabla I

Energias libres de unién (DG) para las orientaciones
de minima energia de los nitrofuranos posicionados
en el sitio activo de la TR

Ligando E (kcal/mol)
9a -9.84329
9b -7.54972
9c -8.14886
9d -8.57125
9e -9.50419
of -9.34536
9g -8.57272
Nfx -7.22516

Puentes de Hidrégenos

El analisis grafico de los modos de unién de los
derivados del 5-nitrofurano en el sitio activo de la TR
mostré que la mayoria de estos ligandos fueron capa-
ces de establecer varias interacciones de puente de
hidrégeno, principalmente entre el grupo nitro y los
residuos polares. El sustrato natural de la enzima T,
efectuia solo dos interacciones de puente de hidroge-
no con la misma, que son entre dos de sus grupos
carbonilos y el residuo histidina 944 (His 944) de una
hoja-b de la cadena B y el residuo tirosina 111 (Tyr
111) de un codo de la enzima (Figura 4).

Para todos los compuestos tipo 5-nitrofurano, el
numero de interacciones de puente de hidrégeno
que establecen con los residuos de aminoacidos pre-
sentes en el sitio de union de la TR es mayor que las
que realiza el T. En el caso del compuesto de referen-
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Figura 4. Puentes de hidrégeno establecidos entre el T (cilin-
dros color blanco) y el sitio catalitico de la TR, se observan
los residuos involucrados en estos enlaces.

cia, Nfx, se realizan tres enlaces puente de hidrége-
no, que se establecen entre los dos atomos de oxige-
no del grupo nitro con tres de los residuos presentes
en el sitio de unién de la enzima, que son: valina 54
(val 54) y cisteina 53 (cis 53) de una a-hélice de la
cadena A e histidina 944 (His 944) de una hoja-b de
la cadena B (figura 5).

Figura 5. Puentes de Hidrégeno establecidos entre el NFX
(cilindros color gris, amarillo y rojo) y el sitio catalitico de la
TR, se observan los residuos involucrados en estos enlaces.

En lo referente al modo de unioén de los derivados
sintéticos, todos son energéticamente mas estables y
presentan mas numeros de contactos en el sitio de
union de la enzima que el T. En el caso especifico del
derivado sintético 9a, se observo el establecimiento
de cuatro interacciones de puente de hidrogeno, las
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cuales son: entre un oxigeno de grupo nitro y el resi-
duo cis 53, entre el nitrégeno del grupo acetamido y
los oxigenos del grupo carboxilato del acido glutami-
co 19 (Glu 19) de una a-hélice de la cadena A y otro
entre el nitrégeno del grupo benzotiazolilamido con
estos mismos oxigenos del grupo carboxilato del aci-
do Glu 19 y finalmente entre el carbonilo del grupo
acetamido y el residuo Tyr 111, igual que lo hace el T
con éste ultimo residuo. Esto indica que los 5-nitrofu-
ranos interaccionan con el sitio de unién de la enzi-
ma de igual manera que lo hace su sustrato natural
(figura 6), formando adicionalmente un complejo
muy estable evidenciado en el bajo valor de energia
libre de unién que ellos presentan.

Figura 6. Puentes de Hidrogeno establecidos entre el com-
puesto 9a (cilindros color gris, amarillo y rojo) y el sitio cata-
litico de la TR, se observan los residuos involucrados en
estos enlaces.

Conclusiones

De acuerdo a los resultados obtenidos en el pre-
sente estudio de Docking se puede concluir lo si-
guiente:

1. Los derivados sintéticos benzotiazolilsustituido-5-
nitrofurano muestran una alta afinidad por la en-
zima TR y su modo de unién con esta enzima es
similar a la de su sustrato natural el T.

2. Los compuestos estudiados benzotiazolil-5-nitro-
furanos al ser tan afines por la enzima TR y for-
mar complejos con ella altamente estables, tie-
nen muchas probabilidades de presentar una
marcada actividad antichagasica, que podria ser
atribuida ademas de la bioreduccion del grupo
nitro a un posible comportamiento como sustra-
tos «subversivos».
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3. Este estudio tedrico de Docking podra ser valida-
do cuando se realice la evaluacion de la posible
actividad antichagasica in vitro de estos deriva-
dos sintéticos.

Agradecimientos

Al Consejo de Desarrollo Cientifico y Humanistico
de la Universidad Central de Venezuela, Proyecto PG
06-00-5645-2004.

Referencias Bibliograficas

Aguirre G, Boiani M, Cabrera E, Cerecetto H, Di Maio R,
Gonzdalez M, Denicola A, Sant’anna CM, Barreiro. 2006.
New potent 5-nitrofuryl derivative as inhibitor Trypa-
nosoma cruzi growth. 3D-QSAR (CoMFA) studies. Eur J
Med Chem 41: 457-466.

Aguirre G, Boiani L, Cerecetto H, Fernandez M, Gonzalez M,
Denicola A, Otero L, Gambino D, Rigol C, Olea-Azar C,
Fernandez M. 2004. In vitro activity and mechanism of
action against the protozoan parasite Trypanosoma
cruzy of 5-nitrofuryl containing thiosemicarbazones.
Bioorg Med Chem Lett 12: 4885-4893.

Allinger NL, Yuh YH, Lii HJ. 1989. Molecular mechanics. The
MM3 force field for hydrocarbons. J Am Chem Soc 111:
8551-8556.

Amaro MI, Monasterios M, Avendano M, Charris J. 2009.
Preliminary evaluation of the toxicity of some synthetic
furan derivatives in two cell lines and Artemia salina. J
App Toxicol 29: 36-41.

Bioani M, Piacenza L, Hernandez P, Bioani L, Cerecetto H,
Gonzalez M, Denicola A. 2010. Mode of action of Nifur-
timox and N-oxide-containing heterocycles against Try-
panosoma cruzy: is oxidative stress involved? Bio-
chem Pharmacol 79:1736-1745.

Bond CS, Zhang Y, Berriman M, Cunningham ML, Fairlamb
AH, Hunter WN. 1999. Crystal structure of Trypanoso-
ma cruzi trypanothione reductase in complex with try-
panothione, and the structure-based discovery of new
natural products inhibitors. Structure 7: 81-89.

CAChe reference. version 6.0. 2003. Fujitsu Limited CAChe.

Cavalli A, Lizzi F, Bongarzone S, Brun R, Krauth-Siegel RL,
Bolognesi ML. 2009. Privileged structure-guided synthe-
sis of quinazoline derivatives as inhibitors of trypano-
thione reductase. Bioorgan Med Chem 19: 3031-3035.

Charris J, Monasterios M, Dominguez J, Infante W, Castro N.
2002. Synthesis of some 5-Nitro-2-furfurylidene deriva-
tives and their antibacterial and antifungal activities.
Heterocycl Commun 8: 275-280.

Docampo R. 1990. Sensitivity of parasites to free radical
damage by antiparasitic drugs. Chem-Biol Interact 73:
1-27.

Fairlamb AH. 1990. Novel approaches to the chemothera-
py of trypanosomiasis. TransRoy Soc Trop Med Hyg 84:
613-617.

29



MELINA MONASTERIOS, ANGEL AMESTY Y MILAGROS AVENDARIO

Hamilton CJ, Saravanamuthu A, Eggleston IM, Fairlamb AH.
2003. Ellman’s-reagent-mediated regeneration of trypa-
nothione in situ: substrate-economical microplate and
time-dependent inhibition assays for trypanothione
reductase. Biochem J 369: 529-537.

Hernandez SM, Sanchez MS, Schwarch de Tarlovsky MN.
2006. Polyamines as a defense mechanism against li-
poperoxidation in Trypanosoma cruzi. Acta Trop 98:
94-102.

Holloway GA, Charman WN, Fairlamb AH, Brun R, Kaise M,
Kostewicz E, Novello PM, Parisot JP, Richardson J,
Street, IP, Watson KG, Baell JB. 2009. Trypanothione
reductase high-throughput screening campaign identi-
fies novel classes of inhibitors with antiparasitic acti-
vity. Antimicrob Agents Chemother 53: 2824-2833.

Krovat EM, Steindl T, Langer T. 2005. Recent advances in
Docking and scoring. Curr. Comput. Aided Drug Des 1:
93-102.

Maya JD, Bollo S, Nunez-Vergara LJ, Squella JA, Repetto Y,
Morillo A, Perie J, Chauviere G. 2003. Trypanosoma
cruzi: effect and mode of action of nitroimidazole and
nitrofuran derivatives. Biochem Pharmacol 65:999-
1006.

Monasterios M, Avendano M, Amaro Ml, Infante W, Charris
J. 2006. Relation between electrostatic molecular po-
tential, several electronic properties and antibacterial
activity of some synthetic furane derivatives. J Mol
Struc 798: 102-108.

30

Monasterios M, Capobianco M, Cordero MI. 1998. Confor-
mational analysis of Nifurtimox and derivatives applied
to the rational design of trypanocide drugs. An Quim-
Int Ed 94: 345-348.

Monasterios M, Charris J, Infante W, De Castro N. 2003.
Avance en la sintesis de Derivados del 5-nitrofurano
con posible actividad antibacteriana. Revista de la
Facultad de Farmacia. 66: 27-32.

Monasterios M, Escorche M, Avendano M. 2005. Confor-
mational analysis, electronic properties and molecular
electrostatic potencial of nitrofurans derivativatives
with antibacterial activity. J Mol Struc 748: 49-55.

Otero L, Maya JD, Morello A, Rigol C, Barriga G, Rodriguez
J, Folch C, Norambuena E, Gonzalez M, Olea Azar C,
Cerecetto H, Gambino D. 2008. Insight into the biore-
ductive mode of action of antitrypanosomal nitrofuril
containing thiosemicarbazones. Med Chem 4: 11-17.

Paulino M, Iribarne F, Hansz M, Vega M, Seoane G, Cere-
cetto H, Di Maio R, Caracelli I, Zukerman-Schpector J,
Olea C, Stoppani AOM, Berriman M, Fairlamb A H, Ta-
pia O. 2002. Computer assisted design of potentially
active anti-trypanosomal compounds. J Mol Struc-THE-
OCHEM 584: 95-105.

Thompson MA. 2004. ArgusLab 4.0. Planaria Software LLC,
Seatle, WA.

Young, DC. 2009. Computational Drug Design. A guide for
computational and Medicinal Chemistry. USA. John Wiley
& Sonsinc. P. 141.

Recibido: 24 de febrero de 2011
Aceptado: 13 de mayo de 2011



