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INTRODUCCION

La “tirosinasa” o “fenol oxidasa” es una proteina esencial ampliamente distribuida en la naturaleza en organismos tales como hongos, bacterias, plantas y animales. Esta métalo-enzima de cobre,
Interviene en las primeras etapas de la sintesis de melanina, que involucra la hidroxilacion de L-tirosina a 3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) (actividad monofenolasa) y la consecuente oxidacion de L-
DOPA a dopaqgquinona (actividad difenolasa). Cada una de estas oxidaciones es promovida por diferentes formas activas de la enzima: la forma Oxi cataliza la oxidacion de la L-tirosina y la forma Met la
segunda oxidacion (usando como sustrato L-DOPA). [1]

Desordenes asociados a esta enzima causan diferentes problemas en la piel que van desde las manchas de edad hasta el melanoma maligno; también se relaciona con la sobreproduccion de
melanina, involucrada en la neurodegeneracion asociada a la enfermedad de Parkinson. En hongos, esta enzima se relaciona con el proceso de pardeamiento, de impacto en la industria alimentaria.
[2,3]

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron como estructura proteica modelos construido a partir de dos estructuras de rayos X de Agaricus bisporus con un inhibidor co-cristalizado. Los ligandos fueron optimizados con Gaussian-09
empleando el modelo semiempirico PM6.
Los ensayos experimentales fueron aportados por el grupo colaborador IRNASUS de la Universidad Catolica de Cérdoba.

Docking molecular Preparacion del modelo estructural de la enzima metalica (QM/MM)

AutoDock 4.2.6 es un software de simulacion de modelado | | A partir de la estructura cristalogréafica se reconstruyeron los estados correctos de coordinacion

molecular efectivo para el acoplamiento de proteinas y ligandos. . . . ., L, . .
Permite encontrar los conférmeros de minima energia que puede y oxidacion del sitio activo, caracterizandose la distribucion de carga del mismo mediante

adoptar una molécula (ligando) al formar un complejo con una calculos DFT (Density Functional Theory) en un marco hibrido QM/MM.
macromolécula (proteina) y determinar las constante de
inhibicion (K). La K se relaciona con la energia de ligado (AG

Binding) mediante la expresion
AG° Binding= -RTIn K. .
AG Binding = 2 AG VdW . + 2AG elec. + ZAG Hbond . + AG

Los metodos QM/MM permitieron realizar la particion del sistema en una region tratada de
forma cuantica, que corresponde con la zona guimicamente relevante y una region tratada de
forma clasica, que incluye el resto del sistema. Las posiciones de los atomos pesados se
matuvieron fijas excepto el OH- en el caso de la forma Met. Para la forma Oxi, preparada a
partir de estructuras de la forma DeOxi y Met se requirid una mimiizacion con metodos de QM/
desolv + 4G tors MM. La minimizacion d i lica di la impl ion ONIOM de G '

. , _ Implementacion lan-
en donde los primeros tres términos son calculados por el a m|n|m|z?0|9n _e enerqla se”ap 'C9 mediante a_ plementacio © Laussia
software con valores individuales para cada tipo de atomo. 09. La capa cuantica involucro el sitio activo de la proteina, formado por dos atomos de cobre
Los conformeros de docking mas estables de cada ligando| |unidos por un ligando oxo transversal en su forma activa Oxi y un oxhidrilo en su forma activa
fueron ) selecuonaocllos med(ljantde un algoritmo genét:coS Met, las seis histidinas coordinadas (H61, H85, H258, H263 y H296) y una cisteina C83 que

Lamarckiano, creando 150 individuos por generacion con 10 . : . . :

. . pOT gens o esta unida covalentemente al anillo de imidazol de la H85. Esta capa se tratd con el nivel de
generaciones con un sobreviviente por generacion y un limite de ] ] ) o .
6 x 105 evaluaciones de energia. De ésta forma, se obtuvieron teoria CAM-B3LYP/6-31+G*. El resto de la proteina conformo la parte clasica del sistema, en
en total 4000 conformeros de cada ligando. Se presentdo un esta region se conservaron las posiciones de la estructura de rayos X y se describieron con un Vac=in
analisis de cluster para los complejos ligando-proteina| |.amno de fuerzas. La interaccion electrostatica entre la parte cuéntica y la clasica fue tratada b e s ) B
empleando un RMSD de 2.5A. o _ _ ) | N FIGURA 10 B Partg st o T

con la aproximacion electrostatic embedding. Las estructuras asi obtenidas se utilizaron para : A) Parte cuantica para el calculo de la

electrostatica de la forma Oxi representado con balls-

obtener las cargas que se utilizaron en Autodock para lo que fue la region cuantica. and-sticks y parte clasica con cartoon. B) Forma Met,
parte clasica representada con lines.

El 4cido kgjico y la dalenina (Figura 2) son inhibidores de la tirosinasa. Utilizando
éstos como referencia [1] y el compuesto h como control negativo, se analizaron
mediante docking molecular un set de compuestos derivados del acido cafeico,

determinandose las energias libres de ligado y las constantes de inhibicion tanto VAR
en la forma Oxi como en la Met. Los datos obtenidos y el estudio de los modos de a ={ &
ligado permitieron elegir algunos compuestos que seran utilizados en simulaciones NH:
de dinamica molecular (Figura 3). .
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a | '|' FIGURA 3: Compuestos seleccionados para realizar docking.
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FIGURA 2: Inhibidores de tirosinada empleados como referencia.

RESULTADOS Y DISCUSION

TABLA 1: Resultados de Docking. Estimacion de la energia libre de | o | Se determiné experimentalmente [4] que el &cido cafeico del cual
ligado ( Binding Energy , BE) en Kcal/mol. Ki en uM | I, |

| derivan los compuestos de la serie es un inhibidor no competitivo
OXI tirosinasa MET tirosinasa et > de actividad media tanto en la forma Oxi como Met (Figura 4 Ay
Compuesto = BE Ki BE Ki e L / | B, respectivamente).

[?alenllr!g ©.33 23.05 /.31 4.40 4 Segun el analisis de las interacciones ligando/proteina en la Oxi
Acido kojico | -4.06  1060.00  -5.37 116.11 . e =l tirosinasa, se encontré que la serie de compuestos a-e ejercen )
-6.78 10.76 -8.90  0.30 e inhibicion competitiva, con un modo de ligado similar al de los - 7
-6.10 33.52 -8.74  0.39 - I o), S compuestos de referencia, mientras que f y g resultan no |
_7.96 1.46 801 1.15 b/ N\ '- competitivos. En la Figura 5A, se observa al compuesto ¢ (junto \
6.86 0.43 772 218 - = \"\ )0 con el acido kojico de referencia) superponiéndose al sitio activo

de la proteina; la pose de ¢ es consistente con una inhibicion '

-6.70 12.35 -7.93  1.54 ! ., competitiva, a diferencia del acido cafeico del que fue derivado | , i
-5.67 70.13 -4.92 249.06 (Figura 4a). En términos energéticos, los ligandos a, ¢, d y e —
-4.96  231.58 -5.22 148.70 bead muestran leves mejoras sobre los de referencia, con una } '

561 76.69 699 753 *- ~ tendencia general en acuerdo con los resultados experimentales. .3
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TA.(?'—A, ZEOK; experimentales (UM) frente a  L-tirosina (primera En la forma Met, tanto el acido kéjico como la dalenina inhiben ‘
oxidacion (Oxi). ‘ | \ ' : L : :
Compuesto| Actividad . a Ia} enzima de forrr_la_no cqmpetltlva. Los ligandos anahza_d_os
Dalenina 13.6 e actian de manera similar a éstos excepto a que es competitivo
16.9 (Figura 5B) y mejora la energia de binding de los compuestos de
14.3+4.2 referencia. Se estan llevando a cabo Ilas mediciones

i‘;g ‘ experimentales con la L-DOPA como sustrato a fin de confirmar et

414718 esta mejora en la actl_V|dad de I_os_c_ompuestos smtetlzgdos en sidflsams: A) Complesto=c” (fojo) y acido kojico

> 40 Figura 4: A) Sitio de ligado del 4¢ido cafel | relacion al acido cafeico y los inhibidores de referencia en la (werde) en gffsitio activo de la formaOxi (iones Cu(ll)

igura 4. A) SIUO de ligado ael acido caleico en fa inhihicid ertgloraf0) 4 B) Compuesto a (rojo) ifit€raccionando

> 40 forma Oxi. B) Acido cafeico en la forma Met inhibicion de la forma Met. con con e)I sfff™de coordinacion ywel acido kajico
>>>40 (proteina como superficie translicida) l (verde) eriditio alost®ico / .

REFERENCIAS

CONLUSIONES/PROYECCIONES

Los compuestos estudiados hasta aqui son mucho mas activos que el inhibidor de tirosinasa utilizado
habitualemnte (y aprobado para su uso clinico), el acido kojico. No mejoran significativamente su
actividad respecto de dos nuevos compuestos propuestos por el grupo [1,4], la dalenina y el acido
cafeico respecto de su actividad contra la forma Oxi. No obstante, al menos in silico, muestran una
mejora remarcable en su actividad para la forma Met.

Los modelos proteina-inhibidor obtenidos seran utilizados como estructuras iniciales para simulaciones
de dinamica molecular. A partir de los datos obtenidos in silico, se seleccionaran los compuestos mas
promisorios para su posterior estudio cinético experimental a fin de confirmar el modo de inhibicion.
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