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INTRODUCCIÓNA pesar de ser la infección por elMycobacterium tuberculosis (MT) una infec-ción persitente en su forma latente en casiun tercio de la población mundial, de sumultirresistencia a la terapia farmacológica ysu sinergia con la epidemia del SIDA, pocosfármacos con nuevos mecanismos de acciónse han desarrollado en los últimos 30 años.No obstante, la obtención de la  secuenciadel genoma del MT H37Rv está permitiendola elucidación de la constitución genética delpatógeno, revelándonos nuevos productosgénicos que luego de sus caracterizaciones

RESUMENLa Cyp450-Esterol 14-Desmetilasa es una enzima del Mycobacterium tuberculosis (MT) que, por laredundancia del gen que la codifica en el genoma del MT, debe cumplir roles preponderantes para lasupervivencia del patógeno. Usando los modelos publicados de la estructura 3D de esta enzima seevaluó computacionalmente por el método de Docking la interacción de esta proteína a ligandos del tipoazol, los que fueron modelados por optimización geométrica y presentan valores de LogP superioresa 4.9, lo que indica su extrema lipoficidad, observándose con el clotrimazol los mejores valores parasu «docking» con la proteína.Palabras clave: Cyp450-Esterol 14-Desmetilasa, Mycobacterium tuberculosis, Docking, bioinformática.
ABSTRACTThe cytochrome P450 14alpha-sterol demethylase is an enzyme of the Mycobacterium tuberculosis (MT)that by redundancy of its gene that codifies it in the genome of MT should have preponderant rolls forthe survival of the pathogen. Using the published models of the structure 3D of this enzyme, weevaluated by «docking»  computational  method interaction of this protein to ligands of azole type, thosethat were modeled by geometric optimization and present values of LogP up to 4,9, which indicates theirextreme lipophilicity, being observed with clotrimazole the best values for its docking with the protein.Keywords: Cyp450-Esterol 14-Desmetilasa, Mycobacterium tuberculosis, docking, bioinformática.
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estructural y funcional pueden constituirse enblancos farmacológicos potenciales(1). Las 14a-esterol desmetilasas (CYP51s) soncitocromos P450 que catalizan la remocióndel  grupo 14 a-metil del lanosterol, 24-metileno dihidrolanosterol y obtusifoliol en lasíntesis del colesterol, ergosterol y fito-esteroles en animales, hongos y plantas, res-pectivamente(2). Su presencia en el MT (codi-ficada por el gen Rv0764c) ha sido inespera-da. Basado en los datos genómicos, así comola disponibilidad de modelos estructurales(3),realizamos un estudio computacional de lainteracción de esta proteína a sus potencia-les ligandos(4); estudio que será el sustento
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para el diseño racional de nuevos fármacosque tengan como blanco a esta Cyp450-Esterol 14-Desmetilasa.
METODOLOGÍA
1. Análisis bioinformático de la Cyp450-Esterol 14-Desmetilasa. Se obtuvo lasecuencia de aminoácidos de la enzimaen la base de datos  NR del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ ). Se comparó lasecuencia con el genoma y proteoma delMT H37Rv usando los programasTBLASTN y BLASTP, respectivamente,determinando su localización yredundancia en el genoma. También seobtuvieron modelos de las estructuras 3Dde la enzima en formato PDB, a partir debase de datos públicas (http://www.rcsb.org/). La calidad de los modelosfue evaluada en el servidor Verify3DStructure Evaluation (http://www.doe-mbi.ucla.edu/Services/).
2. Modelaje molecular de los ligandos.Ligandos candidatos pertenecientes algrupo químico Azol fueron esquematizadosusando el programa ISIS DRAWN 2.4distribuido por MDL Information Systems,Inc. Posteriormente fue exportado alprograma de modelaje molecularHyperChem 6.03 distribuido por Hypercube,Inc (5). La optimización geométrica larealizamos usando el método numérico degradiente de Polak-Ribiere, teniéndosecomo parámetros un número máximo deciclos de 540 y un gradiente atómico RMSde 0.1 kcal/(Ao mol).
3. Docking. Los ensayos computacionalesde Docking entre los ligandos modeladosy la estructura de la enzima en estudio serealizaron usando el programa Hex 3.0,distribuido por la Universidad deAberdeen(6). El modo de búsqueda fue derotación total y en base  a la forma yvolumen de las moléculas. Los modelosdel acoplamiento ligando-receptor seguardaron en formato PDB, registrándoselos parámetros del docking. La selecciónde los modelos se basó en sus valores de

energía total y la orientación de losligandos en el receptor. En base a estosresultados se diseñaron, computa-cionalmente, nuevos ligandos a fin deoptimizar el docking y mejorar losparámetros QSAR como el LogP.
4. Validación del DockingSe realizó un control usando los modelosde las estructuras obtenidas experimentaly computacionalmente en el docking.Comparándose la posición y orientaciónde los ligandos (fenilimidazol y fluconazol)en ambos casos.
RESULTADOS Y DISCUSIÓNEn la Tabla N.º 1 se observa gráficamente enel genoma circular del MT la redundancia dela esterol-14-desmetilasa, se observantambien 25 regiones en el genoma con simi-laridad a la secuencia del gen que codificaesta proteína, pero sólo 6 de ellas son de altasimilaridad y una idéntica, que es la que co-rresponde a la localización del gen en elgenoma. Esta redundancia nos puede indi-car que para la actividad de esta proteína exis-ten isoformas codificadas por distintos genesbastante similares pero no iguales, lo que nosindica que esta enzima debe ser esencial parala integridad del microorganismo ya que sepresenta codificada repetidamente en elgenoma(2); no obstante esto dificulta el hallarun inhibidor para su actividad, ya que los sitiosde unión al ligando no son exactamente losmismos en estas isoformas, presentándosediferentes valores de afinidad y de actividad in-trínseca.

Figura N.o  1. Estructura 3D de la Cyp450-Esterol14-Desmetilasa con el fenilimidazol.
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Tabla N.º 1. Análisis bioinformático del la Cyp450-Esterol 14-Desmetilasa del Mycobacteriumtuberculosis.

En la Tabla N.º 1 también se presentan datosde los modelos publicados para la estructuratridimensional  de la P450 desmetilasa utili-zados en el presente trabajo(7), ambos fueronobtenidos por difracción de rayos X y presen-tan valores R (medida del refinamiento de laestructura) inferiores a 0.20 y sus valores deresolución están cerca  al valor óptimo de  2.0Ao. Ambos parámetros son indicadores deque no se necesitó un mayor refinamiento apartir de los resultados  experimentales paraobtener la estructura final publicada, por loque estas estructuras son una base confiablepara estudios computacionales como elnuestro.El método utilizado para el modelajemolecular de los ligandos fue el de laoptimización geométrica (método para hallarla estructura que reduce al mínimo la energíade la molécula, es decir, aquella que la hacemás estable desde el punto de vista energéti-co), usando el método númerico de gradientede Polak-Ribiere Este método localiza el mí-

nimo energético introduciendo pequeños enlos valores de grados de libertad (coordena-das internas), analizando las variaciones queocasionan en la energía.  La Tabla N.º 2 pre-senta los descriptores de los modelos obte-nidos. El principal parámetro analizado fue elde LogP (logaritmo del coeficiente de parti-ción), un parámetro QSAR (QuantitativeStructure Activity Relationships) que es unamedida de la lipofilia de la molécula y que, enel caso de microorganismos como el MT, seha observado que deben presentar valoresentre 1.3 y 4.1(8). Los resultados muestranque la mayoría de los ligandos tipo azol pre-sentan valores superiores a este rango, estaalta lipofilia (valores de LogP altos) haría efec-tiva su absorción por los microorganismos li-bres que presentan una alta lipofilia en supared celular. No obstante, estos valores noserían óptimos cuando el microorganismo seencuentra secuestrado en el interior de lascélulas fagocíticas, ya que tendría que supe-rar varias barreras hidrofílicas presentes en lacélula del hospedero.

Tabla N.º 2. Parámetros de modelaje molecular de los ligandos en estudio.

Fórmula LogP Energía total (kcal/mol)
Gradiente RMS  kcal/( Å.mol)

Flexibilidad (phi) Área superficial (aproximada) (Å 2 )Clotrimazol C22H17N2Cl 4.93 48.62744 0.08820 4.224 372.09Itraconazol C35H39O4Cl2N8 8.23 71.79142 0.09874 10.29 899.29Fluconazol C13H12F2N6O 0.27 41.99165 0.09668 3.838 322.03Ketoconazol C25H26O4Cl2N4 4.73 51.20660 0.08839 7.336 668.66Econazol C18H15Cl3N2O 5.48 40.52781 0.09041 6.060 495.97Tram-03 C19H14Cl2O 5.91 15.61985 0.08645 4.213 387.91Tram-34 C22H17N2Cl                                                  6.27 47.61015 0.08756 4.224 374.69Tram-39 C20H14NCl 6.19 32.27390 0.09642 3.956 392.29Fenilimidazol C9H8N2 1.67 22.41712 0.09644 1.537 252.23

DESCRIPCIÓN DE LOS MODELOS 3D DISPONIBLESREDUNDANCIA EN EL GENOMA DEL MT MODELO 1 MODELO 2Código PDB 1E9X 1EA1Ligando Fenilimidazol FluconazolDistancia Fe-N (Ao) 2.4 2.34R-Value 0.185 0.204Resolution [Å] 2.10 2.21Método de determinación Difracción de rayos X Difracción de rayos XValor máximo de calidad 0.83 0.87
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Para los ensayos computacionales de reco-nocimiento molecular o Docking (técnica através de la cual se pueda obtener informa-ción sobre la interacción de  los ligandos a laestructura del receptor), utilizamos el progra-ma Hex 3.0 que usa las correlaciones esféri-co polares de Fourier para acelerar el Dockingy los cálculos de superposición, ya que per-miten la translación y rotación de los mode-los moleculares a fin de evaluar las orienta-ciones de Docking obtenidas. Con algunasrestricciones, el docking score obtenido pue-de ser interpretado como una energía deinteracción (Etotal) que idealmente debe serdisminuida(6). Nuestros resultados se mues-tran en la Tabla N.º 3 y se observa que elvalor máximo de Etotal se presentó cuando el

Tabla N.º 3. Resultados del análisis de Docking para los ligandos en estudio
No de modelos Modelo elegido Soluciones del modelo Etotal= Eforma+ Efuerza Distancia Fe-N (Ao)Clotrimazol 38 1 498 -216.6 2.54Itraconazol 58 2 502 -322.1 3.78Fluconazol 51 2 495 -232 2.30Ketoconazol 45 2 502 -276.6 2.73Econazol 46 2 508 -219.0 3.51Tram-03 45 1 506 -203.1 6.75Tram-34 47 2 512 -205.1 4.42Tram-39 43 2 510 -197.7 7.53Fenilimidazol 27 5 510 -127.0 3.00

Tabla N.º 4. Parámetros para los ligandos computacionalmente diseñados
Modelos R1 R2 R3 Masa LogP EtotalModelo 1 NN N -Cl -H

345.83 5.45 -210.9Modelo 2 NN N -Cl -Cl
380.28 5.97 -232.0Modelo 3 NN N -Cl -H
359.86 5.69 -214.3Modelo 4 NN N -F -F

394.3 6.68 -203.0

R1
R2R3

Clotrimazol N N -Cl -H
344.84 4.93 -216.6

ligando era el Itraconazole, lo que se explicadebido a su gran volumen y alta lipofilicidad(LogP igual a 8.23), las cuales  presentanorientaciones en el interior de la estructurade la desmetilasa bastante favorablesenergéticamente.La mejor orientación la presentó el clotrimazol(Figura N.o 2) con una distancia del Nimidazolico al Fe del Hem cercano a los ob-servados experimentalmente para otrosligandos tipo azol como el fenilimidazol y elfluconazol (Tabla N.º 1).En base a los resultados anteriores,  diseña-mos computacionalmente cuatro nuevosligandos, cuya descripción se presenta en laTabla N.º 4.
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Figura N.o 3. Orientación del modelo 1 en el sitioactivo de la enzima.Figura N.o  2. Orientación del clotrimazol en elsitio activo de la enzima.
Tomamos como base al clotrimazol por pre-sentar el valor de LogP (4.93) más cercano alóptimo y porque, por su peso molecular rela-tivamente bajo, puede ser absorbido por elmicroorganismo del mismo modo que lascélulas que fagocitan al MT. Lo ideal es quelos ligandos modelados sean menos lipofilosque los otros ligandos azoles y más establesdesde el punto de vista metabólico.Dado que el anillo imidazol del clotrimazol estárelacionado a su inestabilidad metabólica,nosotros remplazamos éste por un anillotriazol; asimismo, para hacerlo resistente aestos ligandos a la oxidación metabólica porlas citocromos P450 de Homo sapiens, in-cluimos en los anillos aromáticossustituyentes desactivantes,  atrayentes deelectrones como el Cloro y el Fluor. Se ob-servó que los modelos presentan valores Etotalsemejantes y sus valores de LogP son supe-riores al del clotrimazol. El modelo 1 corres-pondiente al (2-clorofenil)-di(fenil)-(1h-1,2,4-triazol-1-il)-metano fue el que presentó la mejororientación con el Hem de la desmetilasa lue-go del ensayo de docking (Figura N.  o 3).
CONCLUSIONESLa Cyp450-Esterol 14-Desmetilasa, por losanálisis bioinformáticos y de químicacomputacional realizados, se muestra comoun potencial blanco farmacológico a partir delcual, por el llamado diseño racional, se pue-den obtener nuevos ligandos que luego de un

proceso de optimización se puedan consti-tuir en nuevos fármacos. Los parámetros aoptimizar en el diseño de ligandos son elLogP, el tamaño molecular, la orientación delligando en el sitio activo de la enzima y laestabilidad metabólica. El  fármaco ideal parael MT no debe ser demasiado lipófilo (valoresde LogP altos), ya que para llegar al patóge-no debe superar barreras no solo hidrofóbicassino hidrofílicas propias del huésped.
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