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RESUMEN

El berenjenol (21:24-epoxi-24-metil-cicloartano), aislado a partir las hojas de Oxandra ct. xylopioides
(Annonaceae), y sus derivados hemisintéticos, berenjenol-3- acetato y 3-oxo-berenjenol son inhibidores
de la enzima tirosinasa (EC 1.14.18.1). Estos compuestos son triterpenos de tipo cicloartano, y pese a
que existen estudios de estructura actividad sobre compuestos similares, su mecanismo de inhibicién no
estd bien establecido. En este trabajo se realiza un estudio de docking sobre el berenjenol y sus derivados,
que sugiere un marco racional para interpretar la actividad de estos compuestos teniendo en cuenta sus
interacciones con la tirosinasa. Este estudio permite concluir que el berenjenol acttia como inhibidor
competitivo uniéndose al sitio activo de la tirosinasa mediante interacciones con los aminoacidos Ile42,

Met43 Arg55, Trp184, Asn191, His194, Val195, Ala202, Met201 y Thr203.
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ABSTRACT

Berenjenol (21:24-epoxy-24-methyl-cicloartane) isolated from leaves of Oxandra ct. xylopioides
(Annonaceae), and its synthetic derivatives Berenjenol-3-acetate and 3-Oxoberenjenol are tyrosinase
inhibitors (EC 1.14.18.1). These compounds are triterpenoids type cycloartanes, whose structure-activity
relationship has been studied on similar compounds. However, the mechanism of inhibition of these
molecules is not well understood. This paper present the results of a docking study between Berenjenol
and its derivatives on tyrosinase enzyme that provides a rational framework for understanding the activity
of these compounds. According to this work, Berenjenol acts as a competitive inhibitor of tyrosinase
through interactions with le42, Met43 Arg55, Trp184, Asn191, His194, Val195, Ala202, Met201 and
Thr203.
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INTRODUCCION

La tirosinasa (EC 1.14.18.1) es una metaloenzima
multifuncional que puede catalizar la oxidacién de
monofenoles, o-difenoles y o-quinonas (1). Esta
enzima se encuentra ampliamente distribuida en
bacterias, hongos, plantas y animales donde estd
involucrada en la formacién de pigmentos de
melanina. La tirosinasa es responsable del pardea-
miento enzimatico de frutas y vegetales, afectando
drasticamente su apariencia y sabor, y juega un papel
importante en el desarrollo y mecanismo de defensa
de insectos al estar involucrada en la melanogénesis,
curacién de heridas, encapsulacién de parisitos y
esclerotizacién (2,3). En humanos, esta enzima es
responsable de anormalidades en la pigmentacién
de piel y se ha reportado su relacién con el mal de
Parkinson y otras enfermedades neurodegenera-
tivas (4).

La tirosinasa pertenece a la familia de las pro-
teinas de cobre tipo 3, donde estin incluidas ade-
mis, la catecol oxidasa (EC 1.10.3.1) y el pigmento
respiratorio hemocianina (5,6). El sitio activo de la
enzima contiene un centro formado por dos ito-
mos de cobre, que durante el ciclo catalitico existe
en tres estados de oxidacién diferentes. La forma
deoxi [Cu(I)-Cu(I)] es una especie reducida que se
une al oxigeno dando lugar a la forma oxi [Cu(II)-
O,*-Cu(II)]. En este estado, el oxigeno molecular
se une como perdxido en una configuracién que
desestabiliza y activa el enlace O-O. La forma met
[Cu(I)-Cu(Il)] corresponde al estado de reposo de
la enzima, donde los iones Cu[lI] interactiian con
ligandos pequefios como el agua o iones OH™ (1).

Entre los inhibidores de tirosinasa se han re-
portado algunos triterpenoides, que son un grupo
especial de productos naturales presentes en plantas,
hongos y otros organismos vivos; estos compuestos
estdn asociados a diversas actividades biolégicas y
farmacoldgicas (7). Los cicloartanos son triterpe-
nos con un anillo ciclopropano que les confiere
un arreglo especial, y son pocos los reportes de
su actividad farmacolégica. Khan et al (8), a partir
de ocho cicloartanos glicosidados aislados de los
géneros Astragalus (Leguminoseae) y Bryonia (Cucur-
bitaceae), estudiaron la relacién estructura actividad
en la inhibicién de tirosinasa, encontrando que
el askendosido B exhibi6é una potente inhibicién
(CL,, = 13.95uM), con gran potencial como medi-
camento para enfermedades de la piel relacionadas
con la expresién de la enzima tirosinasa, como la
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hiperpigmentacién, importantes en la industria
cosmética. De igual manera, Casanola-Martin et al
(9) reportan estudios tedricos de cicloartanos y otros
compuestos naturales como inhibidores de tirosi-
nasa, empleando modelos basados en descriptores
moleculares tipo TOMOCOMD CARDD.

Rojano ef al (10), aislaron un triterpenoide tipo
cicloartano de nombre trivial berenjenol (21:24-
epoxi-24-metil-cicloartano) de las hojas de Oxandra
of xylopioides (Annonaceae), que tiene propiedad insec-
ticida sobre el gusano cogollero del maiz, sobre el
que ¢jerce un efecto muy rapidoy con CL, de 319.6
ppm a las 24 horas. El berenjenol también inhibe
el proceso inflamatorio inducido por carragenina
en ratén y no produce efectos citotoxicos frente
a macréfagos murinos RAW 264.7 (11). Rios et al
(12), estudiaron el efecto inflamatorio y proinfla-
matorios del berenjenol y sus derivados acetilados y
oxidados en diferentes modelos como efectos sobre
las enzimas cicloxigenasa-2 (COX-2) y la oxido ni-
trico oxidasa inducible; ademads, se examinaron los
efectos sobre el factor de necrosis tumoral (TNF)-a
y lainterleuquina (IL)-1p, citoquinas implicadas en
la resolucién de la inflamacién.

En este trabajo se realiza un estudio de docking
molecular del berenjenol y sus derivados sinté-
ticos, berenjenol-3- acetato y 3-oxo-berenjenol,
en el sitio activo de la tirosanasa. Este trabajo sirve
como base para comprender mejor el mecanismo
de inhibicién de cicloartanos y racionalizar los es-
tudios de relacién estructura actividad (SAR) en el
contexto de su blanco de accidn, asi como el efecto
de la variacién de la secuencia de tirosinasas sobre
la unién de cicloartanos, facilitando el disefio de
nuevos inhibidores del pardeamiento enzimaitico en
frutas y medicamentos para la hiperpigmentacién
en la piel.

MATERIALES Y METODOS

La estructura del berenjenol (A), el niicleo bisico
de los cicloartanos cicloartano (B), berenjenol-
3-acetato (C) y 3-oxo-berenjenol (D), fueron
construidas con el programa Ghemical (Véase figura
1) (13). La geometria de los ligandos fue optimizada
con un algoritmo de gradiente conjugado utilizando
2500 pasos de minimizacién y la conformacién de
minima energfa hallada mediante una bisqueda
de Montecarlo. Previo al docking, se equilibré la
estructura de la forma oxi [Cu(I)-O,*~Cu(Il)] de
la tirosinasa de S. bisporus con el programa NAMD
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utilizando el campo de fuerzas CHARMM27 y
los hidrégenos reconstruidos utilizando la rutina
psfgen del mismo programa (14). La estructura de
la tirosinasa fue obtenida del Protein Data Bank
con el c6digo TWX5 (1). Las histidinas neutrales
del sitio activo fueron modeladas con protonacién
en el dtomo Ne2. La tirosinasa fue equilibrada
en 5000 pasos de 2 ps a 310 K, en un cubo de
60x60x60 A’ con 9260 moléculas de agua en
condiciones periddicas. Todos los ligandos fueron
encajados a la estructura de la tirosinasa mediante
un protocolo de docking de cuerpo flexible con
el programa AutoDock 4.0 (15). Los mapas que
representan la proteina fueron calculados con la
opcién AutoGrid utilizando una caja de 58x68x64
puntos en xyz con un espaciado de 0.375 A. Las
cargas del berenjenol fueron calculadas por el
método Gasteiger segtin el protocolo implementado
en AutoDock (16). Para la modelacién del i6n de
cobre se utilizé una carga de +2 y los parimetros
de van der Waals del campo de fuerzas CHARMM
(17). Para el docking se utilizé un algoritmo genético
Lamarquiano y se realizaron 100 simulaciones
con una poblacién inicial de 150 moléculas y un
miéximo de 2500000 evaluaciones de energfa. Las
tasas de mutacién y entrecruzamiento fueron de
0.02 y 0.8 respectivamente. Los resultados fueron
agrupados en grupos con valores de RMSD
menores de 0.5 A.

0. 0

Eg C D

Figura 1. Estructura del berenjenol y sus derivados
analizados en este trabajo.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La estructura de la tirosinasa de S. castaneoglo-
bisporus estd compuesta por 7 hélices alfa y unas
cuantas liminas beta entre las regiones N y C ter-
minal. Las hélices 02, a3, a6 y a7 forman el sitio
activo de la enzima, donde cada uno de los iones de
cobre estd coordinado por residuos de histidina. El
primero de ellos, CuA, estd unido a His38, His54
y His63, mientras que el segundo i6n, CuB, lo
hace con His190, His 194 y His 216. Este centro de
coordinacién del cobre estd localizado en el fondo
de una concavidad de la proteina perteneciente al
sitio de unién del sustrato (1). Segiin nuestros re-
sultados, el berenjenol se posiciona en el sitio activo
de la tirosina, justo encima de los iones de cobre y
el perdéxido, actuando como inhibidor competitivo
que impide el acceso del sustrato al sitio activo.
De los 100 conférmeros calculados, 85 corres-
ponden al minimo de energia (-7.5 kcal/mol), con
una constante de disociacién teérica promedio de
5.42 uM (Véase figura 2A). Al analizar los aminoa-
cidos cercanos al berenjenol en una distancia menor
24.0 A se identificaron 11 residuos que pueden estar
implicados en la unién al sitio activo de la tirosina-
sa: Ile42, Met43 Arg55, Trpl84, Asn191, His194,
Val195, Ala202, Met201 y Thr203. De acuerdo a
nuestro modelo, el anillo ciclopropano se inserta
en una cavidad formada por los carbonos alfa de
Thr203 y Gly204 y el Cy de Ile42, los cuales se
encuentran unidos por fuerzas de van der Waals con
el carbono 19. El grupo OH del carbono 3 establece
un puente de hidrégeno con el oxigeno carbonilico
de Ala202, encontrandose a una distancia de 2.14
A. El grupo metilo 28 establece contactos con ¢l
CPB de la histidina 194 (3.41 &) y el Co de Ala202
“4.21 A) mientras el metilo 29 establece contacto co
n el Coy CB de la asparagina 191 (3.65 Ay 4.08 A),
y el Cd de la histidina 194 (3.34 A) El carbono C7
se encuentra a una distancia de 3.78 A del Cn2 del
triptéfano 184. El carbono 30 se encuentraa 3.43 y
3.02 A de Cn2 de Trp184 y Nn2 de Arg55. E1 C18
22.95y3.29 A de Cyly Cy2 de Ile 42.
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Figura 2. Distribucién de energias de los conférmeros de cada compuesto.

En resumen, todos los grupos que se encuentren
en posicion cis respecto al anillo ciclopropano estin
orientados hacia el interior de la tirosinasa mediante
interacciones tipo van der Waals y, por lo tanto, no
pueden ser sustituidos por grupos voluminosos, por-
que crearfan un gran impedimento estérico, perdién-
dose completamente la actividad. Como todos estos
grupos pertenecen al nicleo bisico compartido por
todos los cicloartanos, es evidente que esta familia de
compuestos debe presentar interacciones similares.
Es importante anotar que la mayoria de los contactos
se dan con el esqueleto polipeptidico de la enzima'y
no con las cadenas laterales de aminodcidos, de tal
manera que las interacciones no deben variar signi-
ficativamente entre diferentes tipos de tirosanasas.
Los contactos de la cadena sustituyente en el carbono

20 estan determinados por los aminoacidos I1e42 y
Met43, localizados al final de la hélice 0.2. De acuer-
do al docking planteado, se puede determinar que
existen tres cavidades que pueden acomodar grupos
sustituyentes en los cicloartanos (Véase figura 3). La
primera cavidad puede alojar sustituyentes en C2 en
configuracion trans respecto al anillo ciclopropano,
la segunda cavidad admite sustituyentes en la misma
posicién pero en configuracion cis respecto al anillo
ciclopropano. De acuerdo con nuestro modelo, no
existe espacio suficiente para adicionar sustituyentes
en el grupo OH del C3 sin distorsionar la confor-
macién del asa conectora entre las hélices 6y 7. La
tercera cavidad se encuentra cerca a los carbonos
11, 12y 18 y permitirfa la adicién de nuevos grupos
sustituyentes en estos sitios.
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Figura 3. Unién del berenjenol al sitio activo de la tirosinasa.

Figura 4. Superposicién de conférmeros en el sitio activo de la tirosinasa.

Con el fin de determinar el efecto del grupo
sustituyente en la posicién 20, se llevé a cabo
un docking con el ndcleo cicloartano bésico, es
decir, sin sustitucién en la posicién C20. De 100
estructuras, 52 convergieron en el minimo de en-
ergia (Véase figura 2B). Es sorprendente que este
compuesto puede unirse al sitio activo en dos con-
formaciones de igual energia, siendo la dnica dife-
rencia la disposicién del grupo OH en la posicién
3 (Véanse figura 4A y 4B). Este resultado sugiere
que la sustitucién en la posicién 20 tiene un efecto
estabilizante sobre la conformacién adoptada por el
ntcleo cicloartano, lo que se verifica al comparar
la constante de inhibicién promedio, 42.38 uM, la
cual difiere en casi un orden de magnitud respecto
al berenjenol.

El anilisis del derivado 3-oxo-berenjenol revela
que éste se une de manera similar la berenjenol,
siendo la tinica diferencia la orientacién del oxigeno

carbonilico, el cual se encuentra en posicién ecua-
torial con un dngulo de 78.70° respecto al oxigeno
en el berenjenol (Véanse figuras 4C y 4D). Como
el grupo carbonilo no puede formar puentes de
hidrégeno con la alanina 202, la constante de di-
sociacion tedrica aumenta ligeramente (9.17 uM).
Al igual que en los casos anteriores, la mayoria de
las estructuras, 60 de 100 conférmeros, se agrupa-
ron en la conformacién de minima energia (Véase
figura 2D).

El compuesto que present6 mayores diferencias
en el mecanismo de unién a la tirosinasa fue el
derivado sintético berenjenol-3-acetato. La distri-
bucién de conférmeros es bastante diferente a la de
los compuestos anteriores ya que solamente 9 de
ellos se encuentran en la conformacién de minima
energfa (Véase figura 2C). Este problema de con-
vergencia es evidencia de que este compuesto no
es un buen ligando para la tirosinasa, porque para
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acomodar el grupo acetilo, el berenjenol-3-acetato
debe desplazar el sitio de unién del anillo ciclopro-
pano a una distancia de 1.3 A. Este cambio hace que,
para acomodar el grupo sustituyente en la posicién
C20, el cicloartano deba inclinarse en un dngulo de
aproximadamente 35° respecto al berenjenol. Estos
resultados implican que el berenjenol-3-acetato no
puede unirse ficilmente al sitio activo de la tirosi-
nasa, lo que se ve también reflejado en su constante
de disociacién tedrica promedio de 21.72 uM.

En un trabajo previo, el berenjenol y sus deri-
vados sintéticos fueron evaluados en dos modelos
de inflamacién y se encontré que el acetato de
berenjenol presenté la menor actividad de los tres
compuestos (12). Estos resultados son compatibles
con lo descrito en nuestro anilisis de docking.
Recientemente Khan et al (7,8) han descrito otra
serie de inhibidores de tipo cicloartano aislados de
las familias Compositae y Leguminoseae. De la familia
Compositae fueron aislados ocho compuestos, de los
cuales siete presentaron actividad antitirosinasa sig-
nificativa (7). En el andlisis de estructura actividad
se encontrd que la presencia de un grupo OH en la
posicién 2 incrementa el efecto inhibitorio de estos
compuestos, al igual que la presencia de grupos OH
en el grupo sustituyente en posicién C20. Es de re-
saltar que las tres cavidades descritas anteriormente
se encuentran expuestas al solvente y presentan una
gran cantidad de aminodicidos polares que podrian
formar puentes de hidrégeno con sustituyentes
polares con el grupo OH, tal como lo propone el
estudio de estructura actividad.

La segunda serie de compuestos, aislada a partir
de la familia Leguminoseae, presenta sustituciones
glicosidicas en los oxigenos 3 y 6; y grupos OH
en las posiciones 16 y 7 (8). Como es de esperarse,
solo cuatro de estos ocho compuestos demostraron
actividad inhibitoria (14-102 uM); y segtin nuestro
modelo, para poder ajustar el sustituyente en la po-
sicién 3, la tirosinasa debe sufrir cambios confoma-
cionales muy rigurosos. Aunque las sustituciones en
las posiciones restantes no se encuentran cerca a las
cavidades descritas, todos estos grupos estarian de
cara al solvente, donde no ocurrirfa ningtin efecto
estérico sobre el mecanismo de unién. Se observa
que todos los compuestos presentan un grupo OH
en la posicién 16 cuyo carbono queda ubicado en
nuestro modelo en una cavidad polar donde podria
alojarse un sustituyente pequefio que podria formar
puentes de hidrégeno con el oxigeno carbonilico
del aspartato 45. Al cambiar este grupo OH por
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una unidad de monosacirido, como en el caso del
cicloorbicésido, la actividad inhibitoria se pierde,
como es de esperarse (8).

CONCLUSIONES

El berenjenol es un inhibidor de la tirosinasa,
enzima que estd involucrada en el proceso de muda
de los insectos, en la hiperpigmentacion de piel y en
el pardeamiento enzimitico de frutas (10,11). Segtin
nuestro trabajo, el mecanismo de inhibicién no se
da mediante una reaccién de oxidacién directa del
berenjenol con los iones cobre del sitio activo de la
enzima, como normalmente ocurre con inhibidores
de tipo aromatico (2), sino por un bloqueo espacial
del sitio activo de la enzima e impide el acceso de
otros sustratos oxidables, es decir, una inhibicién
competitiva de la enzima tirosinasa. La unién a la
tirosinasa se da mediante interaccién con 11 residuos:
Ile42, Met43 Arg55, Trpl184, Asn191, His194, Val195,
Ala202, Met201 y Thr203. El berenjenol se une al
sitio activo, de tal manera que el anillo ciclopropano
queda oculto al solvente mediante interacciones de
van der Waals con la enzima; por lo tanto, cualquier
sustitucién del berenjenol en posicién cis respecto a
este grupo tendra efectos negativos sobre la constante
de disociacién. La tirosinasa puede acomodar ficil-
mente nuevos grupos sustituyentes en el berenjenol
en las posiciones 2, 11, 12 y 18. Para los otros carbo-
nos en posicion trans respecto al anillo ciclopropano,
es necesario que la enzima sufra pequefios cambios
conformacionales lo que puede perturbar ligeramen-

te la afinidad del inhibidor.
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