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resumen

se describe un estudio teórico de acoplamiento molecular (docking) realizado en una serie de derivados benzotiazo-
lil-5-nitrofuranos, en el sitio de unión de la enzima Tripanotión 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
utilizó 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 tripanotión reductasa debido a
que presentan una mayor afinidad de unión con respecto al nifurtimox, compuesto empleado como referencia. Esta
mayor afinidad relativa se encuentra asociada a una energía libre de unión (∆G) más negativa.

Palabras clave: posicionamiento molecular, derivados del 5-nitrofurano, compuestos antichagásicos.

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 (∆G).

Key words: Docking, 5-nitrofuran derivatives, anti-trypanosomal compounds.
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Introducción

los protozoarios parásitos de la familia Trypano -
so  matidae son agentes causantes de muchas enfer-
medades tropicales importantes, incluyendo la leish -
ma niasis, la tripanosomiasis africana y la enfermedad
de Chagas (baell y col., 2009), ahora llamadas en fer -
medades tropicales desatendidas (nTD por sus si glas
en inglés, neglected tropical deseases) (bolog ne  si y
col., 2009). la enfermedad de Chagas o tripanoso-

miasis americana es un importante problema de sa -
lud que afecta a unas 20 millones de personas en
Cen   tro y sur América, alrededor de 2 a 3 millones de
in dividuos desarrollan los síntomas típicos de esta
en   fermedad. su agente causal es el protozoario he -
mo flagelado Tripanosoma cruzi (T. cruzi), el cual es
transmitido a humanos y otros mamíferos 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 fármacos de viaja data (nifurtimox [nfx],
benz  nidazol) que a pesar de ser capaces de eliminar
la parasitemia y reducir los títulos serológicos, no ga -
rantizan la curación completa y están asociados con
severos efectos tóxicos (Gambino y col., 2008). El
modo de acción de ambos fármacos contra este pa -
rásito está asociado con la biorreducción del grupo
nitro. Este proceso se inicia con la reducción del gru -
po nitro a radical-anión nitro, en una reacción catali-
zada por nitroreductasas. En el caso del nfx sufre un
ciclo redox, con el oxígeno molecular, el cual produ-
ce anión superóxido y seguidamente peróxido de
hidrógeno, mediante una reacción catalizada por la
en zima superóxido dismutasa (soD) (figura 1) (Tar -
lovs  ky y col., 2006). Estas especies, en presencia de
hierro, forman radicales hidroxilos fuertemente oxi-
dantes vía reacción de Haber-Weiss. la producción
incrementada de estas especies reactivas de oxígeno
(Ros) eventualmente conduce al parásito a estrés
oxidativo (Denicola y col., 2010).

jue ga un papel importante en la inactivación del da -
ño potencial de radicales y especies reactivas de oxí -
ge  no, y es re-oxidado a T[s]2 en este proceso (Ha mil -
ton y col., 2003). los 5-nitrofuranos inhiben la reduc-
ción del T[s]2 por la TR, reduciéndose ellos mismos
en el ciclo redox en presencia de oxígeno para formar
las Ros como superóxido y peróxido de hidrógeno;
da do que el T[s]2 es un captador de radicales libres, al
bajar sus niveles, las células del parásito se vuelven
hi persensibles al da  ño oxidante (Chauviere y col.,
2003; Fair lamb, 1990). la utilización de la enzima en
estos derivados del nitrofurano constituye una sub-
versión de su papel normal antioxidante, por tal moti-
vo estos compuestos fueron denominados substra-
tos «subversivos» para la TR (Do campo, 1990).

una metodología empleada para hallar compues-
tos que inhiban esta enzima es mediante la realiza-
ción 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
unión (binding site) para así predecir la afinidad entre
el ligando y la proteína. 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 planteó la realización de un estudio teórico 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
unión y con base a los resultados obtenidos, la reali-
zación de pruebas biológicas.

sección 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 investigación para los cua-
les se reportó su síntesis (Monasterios y col., 2003;
Charris y col., 2002), los cálculos computacionales
donde se determinó que cumplen con unos requisi-
tos estéricos para que este tipo de compuestos pre-
senten actividad antichagásica (Monasterios y col.,
1998), requisitos estéricos, electrostáticos y electró-
nicos para que presenten actividad antibacteriana
(Monasterios y col., 2006; Monasterios y col., 2005)
y la evaluación preliminar de su posible toxicidad
(Ama ro y col., 2009). se escogió conjuntamente el
nfx como compuesto activo de referencia (figura 2).
la enzima utilizada fue la Tripanotión reductasa (TR)
del T. cruzi. la estructura cristalina del dímero de la

Figura 1. Biorreducción de los fármacos nitroaromáticos. 
a) re  ducción de un electrón por la nitroreductasa tipo II
(ntr II) pro moviendo el ciclo redox con formación de su pe -
ró xi do/h2o2 y regenerando el fármaco, la producción de esta
ros oxi dan los tioles de los parásitos. b) reducción de dos
elec trones por la nitroreductasa tipo I (ntr I) formando los
nitroso compuestos, que es un buen recolector de tioles.

Estos fármacos son inefectivos, imprácticos y se -
ve ramente tóxicos, he aquí la necesidad precisa de
en contrar nuevos compuestos que sean capaces de
inhibir selectivamente un blanco que se encuentre
solamente en estos organismos, como es el caso de
la enzima Tripanotión reductasa (TR) del T. cruzi (Ce -
re  cetto y col., 2004). la TR es una óxido-reductasa
nADpH-dependiente que ayuda al parásito a proteger-
se del estrés oxidativo mediante el mantenimiento de
un medio ambiente intracelular reducido. Realiza
esto mediante la reducción del tripanotión (T[s]2):
Conjugado N1, N3-bisglutationil espermidina a dihi-
drotripanotion (T[sH]2) (Tapia y col., 2002). El T[sH]2
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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 Tripanotión (T) y con el
cofactor dinucleotido adenina-flavina (FAD), que se
encuentra registrada bajo la entrada 1bzl (figura 3)
(Hunter y col., 1999).

Figura 2. ligandos utilizados en el estudio: a) derivados sin-
téticos. b) nifurtimox.

or ganizadas en orden creciente de sus valores de ca -
lor de formación 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 realizó con el software libre Argus -
lab 4.0.1; el cual emplea algoritmo genético para
generar las conformaciones u orientaciones de los
ligandos en el sitio de unión. la estructura cristalina
de la enzima se refinó removiéndole todas las molé-
culas de agua presentes y posteriormente añadién -
dole los átomos de hidrógenos faltantes como en la
estructura pDb original. El sitio activo de la enzima se
delimitó antes de hacer el docking y está contenido
en una caja que tiene unas dimensiones de x =
24.686000 Å, y = 20.117000 Å, z = 21.750000 Å y
una resolución de la cuadrícula (grid) de 0.4000 Å.
la metodología empleada fue la semiflexible, es
decir enzima rígida y ligandos flexibles. los ligandos
moleculares se posicionaron usando un esquema de
puntuación (scoring), esto es, mediante el contacto y
la energía de la cuadrícula, se realizó una minimiza-
ción de la energía para cada orientación posicionada
y se calculó una energía final de puntuación. Este
proceso se realizó diez veces en cada caso y se calcu-
laron los valores promedios (young, 2009). El análi-
sis de los resultados, para cada ligando, fue realizado
considerando las orientaciones de menor energía y
los valores de desviación de la raíz media cuadrática
(RMsD) reportados por el programa. para cada ligan-
do se obtuvieron agrupaciones de conformaciones
(clusters) a fin de identificar las diferentes maneras
de unión. las orientaciones fueron asignadas a las
diferentes agrupaciones cuando los valores de RMsD
fueron menores que 3,0 Å. También se midieron los
contactos moleculares entre las orientaciones de los
ligandos y los residuos del sitio activo hasta un radio
de 5,0 Å.

resultados y discusión

AFiniDAD DE unión

la afinidad relativa de los ligandos en el sitio
unión de su receptor es la principal información que
proporciona un docking. El sitio de unión de la TR
está constituido por dos cadenas: la cadena A forma-
da por 12 residuos de aminoácidos y la cadena b for-
mada por 9 residuos de aminoácidos (Tabla i). las
energías libres de unión para los complejos de los
de rivados sintéticos del 5-nitrofurano y el nfx con el
sitio de unión de la TR se reportan en la Tabla ii. En
estos datos correspondientes a las orientaciones de
menor energía (mejor puntuación) de cada ligando

Figura 3. enzima tr del T. cruzi en complejo con el t y el FAd
(1Bzl). definición del sitio de unión de los ligandos (Binding
site).

CálCulos

El primer paso en este estudio teórico consistió
en la construcción 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 compañía CAChe (CaChe, 2003), y después em -
pleando el método químico-cuántico semiempírico,
Método paramétrico 3 (pM3) en vacío, utilizando el
soft ware libre Arguslab 4.0.1 (Tompson, 2004). las
orien taciones y/o conformaciones obtenidas fueron
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se puede evidenciar que las energías resultantes para
todos los derivados sintéticos fueron inferiores al va -
lor de energía obtenida para el compuesto activo de
re ferencia nfx. Estos hallazgos indican que si esta
unión es indispensable para la actividad antichagási-
ca de los 5-nitrofuranos, los compuestos sintéticos
deberían tener una gran probabilidad de ser activos.

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 

residuos de los aminoácidos presentes
en el sitio activo de la tr

cia, nfx, se realizan tres enlaces puente de hidróge-
no, que se establecen entre los dos átomos de oxíge-
no del grupo nitro con tres de los residuos presentes
en el sitio de unión de la enzima, que son: valina 54
(val 54) y cisteína 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).

En lo referente al modo de unión de los derivados
sintéticos, todos son energéticamente más estables y
presentan más números de contactos en el sitio de
unión de la enzima que el T. En el caso específico del
derivado sintético 9a, se observó el establecimiento
de cuatro interacciones de puente de hidrógeno, las

ligando E (kcal/mol)

9a -9.84329

9b -7.54972

9c -8.14886

9d -8.57123

9e -9.50419

9f -9.34536

9g -8.57272

nfx -7.22516

tabla II 

energías libres de unión (dG) para las orientaciones
de mínima energía de los nitrofuranos posicionados

en el sitio activo de la tr

Puentes de hidrógenos

El análisis gráfico de los modos de unión de los
derivados del 5-nitrofurano en el sitio activo de la TR
mostró que la mayoría de estos ligandos fueron capa-
ces de establecer varias interacciones de puente de
hi drógeno, principalmente entre el grupo nitro y los
residuos polares. El sustrato natural de la enzima T,
efectúa sólo dos interacciones de puente de hidróge-
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
número de interacciones de puente de hidrógeno
que establecen con los residuos de aminoácidos pre-
sentes en el sitio de unión de la TR es mayor que las
que realiza el T. En el caso del compuesto de referen-

Figura 4. Puentes de hidrógeno establecidos entre el t (cilin-
dros color blanco) y el sitio catalítico de la tr, se observan
los residuos involucrados en estos enlaces.

Figura 5. Puentes de hidrógeno establecidos entre el nFX
(cilindros color gris, amarillo y rojo) y el sitio catalítico de la
tr, se observan los residuos involucrados en estos enlaces.
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cuales son: entre un oxígeno de grupo nitro y el resi-
duo cis 53, entre el nitrógeno del grupo acetamido y
los oxígenos del grupo carboxilato del ácido glutámi-
co 19 (Glu 19) de una a-hélice de la cadena A y otro
entre el nitrógeno del grupo benzotiazolilamido con
es tos mismos oxígenos del grupo carboxilato del áci -
do Glu 19 y finalmente entre el carbonilo del grupo
acetamido y el residuo Tyr 111, igual que lo hace el T
con éste último residuo. Esto indica que los 5-nitrofu-
ranos interaccionan con el sitio de unión 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 energía
libre de unión que ellos presentan.

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 -
zi ma TR y su modo de unión con esta enzima es
si milar 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 antichagásica, que podría ser
atribuida además de la bioreducción del grupo
nitro a un posible comportamiento como sustra-
tos «subversivos».

3. Este estudio teórico de Docking podrá ser valida-
do cuando se realice la evaluación de la posible
ac tividad antichagásica in vitro de estos deriva-
dos sintéticos.
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