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RESUMEN

La infeccion generalmente se produce por la inhalacién de aerosoles, por otro lado, las
mycobacterias tienen cofactores enziméaticos que requieren metales para su actividad
catalitica, ya que son esenciales para la supervivencia y patogenicidad, asi como de otras
bacterias. Estas proteinas enzimaticas desempefian un papel crucial en el mantenimiento de
la homeostasis celular y la respuesta adaptativa de la bacteria a su entorno. El objetivo de
este estudio es evaluar in silico la inhibicion de la proteina 3GW2 de la familia ArsR de
Mycobacterium bovis mediante el acoplamiento molecular utilizando carnosol. Para ello, se
emplea un enfoque de docking molecular que permite simular y analizar las interacciones
entre el carnosol y la proteina objetivo, identificando los sitios activos y las posibles
conformaciones del complejo proteina-ligando. Los resultados obtenidos indican que el
carnosol presenta una afinidad significativa por la proteina 3GW2, sugiriendo su potencial

como un agente terapéutico en el tratamiento de infecciones por Mycobacterium bovis. En
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conclusion, este estudio proporciona una base solida para futuras investigaciones sobre el

uso de carnosol como un posible inhibidor en la lucha contra la tuberculosis causada por esta
bacteria.
Palabras Clave: Inhibicion enzimética, Mycobacterium, enfermedades pulmonares,

Carosol.

ABSTRACT

Infection generally occurs through the inhalation of aerosols. Additionally, mycobacteria
possess enzymatic cofactors that require metals for their catalytic activity, which are essential
for survival and pathogenicity, similar to other bacteria. These enzymatic proteins play a
crucial role in maintaining cellular homeostasis and the bacterium's adaptive response to its
environment. The objective of this study is to evaluate in silico the inhibition of the 3GW2
protein from the ArsR family of Mycobacterium bovis through molecular docking using
carnosol. For this purpose, a molecular docking approach is used to simulate and analyze the
interactions between carnosol and the target protein, identifying active sites and potential
conformations of the protein-ligand complex. The results obtained indicate that carnosol
shows significant affinity for the 3GW2 protein, suggesting its potential as a therapeutic
agent in the treatment of Mycobacterium bovis infections. In conclusion, this study provides
a solid foundation for future research on using carnosol as a potential inhibitor in the fight
against tuberculosis caused by this bacterium.

Keywords: Enzyme inhibition, Mycobacterium, pulmonary diseases.

INTRODUCCION

Mycobacterium bovis causa tuberculosis tras ser inhalado y fagocitado por macréfagos,
generando granulomas e inflamacion cronica que varia segun la respuesta inmune (O’Reilly
y Daborn, 1995; Saha et al., 2017; Kumar et al., 2019; Grange, 2001). Mycobacterium bovis
es una de las diversas bacterias causantes de la tuberculosis, una enfermedad que afecta a
millones de personas cada afio. Las personas pueden infectarse cuando son expuestas a
aerosoles contaminados o a traves de otras vias de transmision relacionadas con este patdgeno
(Gao et al., 2011). La proteina 3GW2 de Mycobacterium bovis se inhibe in silico mediante
docking molecular con carnosol, ofreciendo perspectivas terapéuticas (Kumar et al., 2019;
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C. H. Gao et al., 2011; Li et al., 2017a, 2017b; Mahmoud et al., 2022; Rakesh et al., 2020;
Brieskorn et al., 1964; Johnson, 2011).

Este estudio se centra en el docking molecular, un método in silico para evaluar interacciones
entre moléculas y proteinas. Se investiga el carnosol como inhibidor de la proteina 3GW2,
con potencial para desarrollar nuevos farmacos contra la familia ArsR de Mycobacterium
bovis (O’Reilly y Daborn, 1995; Johnson, 2011; Kumar et al., 2019) y otros agentes quimicos
nocivo (C. H. Gao et al., 2011; C. hui Gao et al., 2012). Estas proteinas desempefian un papel
importante en el mantenimiento de la homeostasis celular y la respuesta adaptativa de la
bacteria a su entorno (Li et al., 2017a).

ArsR regula la expresion de phoP (regulador transcripcional) en Mycobacterium, implicando
un rol en la patogénesis (Gao et al., 2012). Un motivo de secuencia invertida por ArsR es
crucial para la regulacion de phoP (Gao et al., 2011; Busenlehner et al., 2003; Saha et al.,
2017). MSMEG1415 modula la arginasa en Mycobacterium, esencial para la supervivencia
y resistencia a condiciones adversas (Ryndak et al., 2015; Yan et al., 2021). El carnosol tiene
potencial terapéutico contra ciertos canceres y efectos antimicrobianos (Brieskorn et al.,
1964; Johnson, 2011). El objetivo de este estudio es evaluar in silico la inhibicion de la
proteina 3GW2 de la familia ArsR de Mycobacterium bovis mediante el acoplamiento

molecular utilizando carnosol.

MATERIALES Y METODOS

Proteinas/macromoléculas
Para identificar la estructura de la proteina ArsR de Mycobacterium bovis, se utilizo la base
de datos de proteinas (PDB, codigo 3GW?2), la cual proporciond informacién detallada sobre

su resolucion y los organismos relacionados (https://www.rcsb.org/) (Figura 1).

Ligandos y farmacos

La estructura del carnosol se analizé usando PubChem, un repositorio que incluye datos de
sustancias y bioensayos. Se evaluaron sus propiedades farmacologicas con la regla de cinco
de Lipinski, considerando factores como el peso molecular y la capacidad de enlace de
hidrogeno, segln Della & Pinto (2018) y SWISSADME (http://www.swissadme.ch/).
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Fuente: elaboracion propia.

Determinacion de sitios activos

Los aminoacidos del sitio activo de una proteina fueron identificados con el uso de CASTp,
una herramienta para analizar la topografia de superficies proteicas.
(http://sts.bioe.uic.edu/castp/index.html? 3gw2).

Docking Molecular (Acoplamiento molecular)

El estudio de acoplamiento del compuesto sobre Mycobacterium bovis (3GW?2) se estudid
utilizando los softwares de acoplamiento de swssdock (http://www.swissdock.ch/)
(Grosdidier et al., 2011).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las estructuras 3GW?2 (Figura 2a) de Mycobacterium bovis se obtuvieron de la Protein Data
Bank (PDB). El ligando nativo de estas estructuras, identificado como Carnosol (C2oH2604)
(Figura 2b), proviene de PUBChem 442009: CHEBI:3429. Este compuesto podria tener
aplicaciones en terapia antimicrobiana debido a su interaccion con las bacterias y su potencial

para combatir la resistencia a los antibiéticos (Busenlehner et al., 2003).
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Figura 2. a) Las estructuras 3GW2 de Mycobacterium bovis (post docking); b) Ligando

nativo de estas estructuras, identificado como Carnosol (C2oH2604).

Fuente: elaboracion propia.

Para la determinacion de sitios activos en la proteina 3GW2 de Mycobacterium bovis se
identificaron aminodacidos y sus atomos asociados: ARG26 (C, O, CG, CD, NE, NH1, NH2,
CA), ILE30 (CD1, CG1, CG2), ALA45 (CA, O), THR48 (CB, 061), GIY49 (C), THR54
(G2, CB), ALA55 (N, CA, CB) y ASN58 (ND2) (Cuadro 1; Figura 3), estos residuos son
criticos para la interaccion proteina-ligando, inhibiendo la formacién del motivo (secuencia
especifica de aminoacidos) y afectando la funcion de la proteina 3GW2, son objetivos

importantes para futuras investigaciones en terapia antimicrobiana (Nieto et al., 2018).

Cuadro 1. Determinacion de los sitios activos 3GW?2.

Aminoacido Atomos Aminoacido Atomos
ARG26 C, O, CG, CD, NE, NH1, ILE30 CD1, CG1, CG2
NH2, CA
ALA45 CA, O THR48 CB, 061
GlY49 C THR54 G2,CB
ALA55 N, CA, CB ASN58 ND2

Fuente: elaboracion propia.

El estudio de acoplamiento del compuesto sobre Mycobacterium bovis (3GW?2) se realizd
con el software SwissDock. Se evaluaron parametros como ClusterRank, AG, FullFitness
(Kcal/mol), SimpleFitness (Kcal/mol) y Energy. Los resultados sugieren que los complejos
con menor AG y mayor FullFitness y SimpleFitness tienen mayor afinidad al sitio activo de

la proteina (figuras 4, 5 y 6). La biologia computacional y estructural ha agilizado el
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descubrimiento de farmacos para tratar enfermedades emergentes y reemergentes, como las
Mycobacterias (Grange, 1984; Da Fonseca et al., 2009). Estos hallazgos podrian ser
relevantes para el desarrollo de futuros compuestos antimicrobianos (Nadendla, 2004; Eweas
et al., 2014; Dev y Kaur, 2020; Rakesh et al., 2020; Firdayani et al., 2022; Mahmoud et al.,
2022).

Figura 3. CASTp (Atlas computarizado de topografia superficial de proteinas). Sitios de Activos de
3GW2.
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Fuente: elaboracion propia.

La disminucion de FullFitness (Figuras 3 y 4) indica una mayor afinidad proteina-ligando,
relevante para tratamientos antimicrobianos y comparacion de energia libre de union (AG),
un ejemplo son los opioides muestran alta afinidad por la proteasa principal de SARS-CoV-
2, con AG de -0.5 a -5.3 kcal/mol, superando al compuesto de referencia (-1.0 a -1.2 kcal/mol)
y sugiriendo un potencial terapéutico significativo (Nadendla, 2004; Eweas et al., 2014; Dev
& Kaur, 2020; Rakesh et al., 2020; Firdayani et al., 2022; Mahmoud et al., 2022).

Figura 4. Variacion de Energia Libre de Union (AG) durante el acoplamiento (Kcal/mol).
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Fuente: elaboracion propia.
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Estudios recientes indican que la folcodina, al unirse a la proteasa principal de SARS-CoV-

2, exhibe una energia de union muy baja, lo cual sugiere una interaccion estable. Estas
propiedades reflejan el potencial de la folcodina no solo en tratamientos antimicrobianos,
sino también en la prevencion y tratamiento de diversas enfermedades, similar al carnosol,
que ha mostrado actividad contra células cancerosas y capacidad para inducir enzimas de
detoxificacion (Dev y Kaur, 2020; Eweas et al., 2014; Firdayani et al., 2022; Mahmoud et
al., 2022; Nadendla, 2004; Rakesh et al., 2020).

Figura 5. Variacion de Energia Total de Union (FullFitness; AG) durante el acoplamiento
proteina-ligando (Kcal/mol).
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Fuente: elaboracion propia.

La energia total durante el acoplamiento entre la proteina y el ligando varia ligeramente, lo
que indica la estabilidad del complejo y una mayor afinidad cuando los valores son bajos. En
el caso de la folcodina unida a la proteasa principal de SARS-CoV-2, se observé una energia
de unién muy baja y estable, lo que sugiere una fuerte interaccion entre ambas moléculas.
Con un RMSD de 18.39 (Mahmoud et al., 2022), este hallazgo destaca el potencial de la
folcodina en futuras aplicaciones terapéuticas. De manera similar, la energia de unién con la
proteasa principal 3GW?2 (figura 6) también muestra una interaccion prometedora, lo cual es

significativo para el desarrollo de nuevos tratamientos.
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Figura 6. Variacion de Energia Total (Energy; AG) durante el acoplamiento proteina-ligando
(Kcalmol).
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Fuente: elaboracion propia.

CONCLUSIONES

La identificacién de los sitios activos en la proteina 3GW2 de Mycobacterium bovis, que
incluye aminodcidos criticos como ARG26, ILE30, ALA45, THR48, GIY49, THR54,
ALA55 y ASN58, revela su importancia en la interaccion proteina-ligando y en la funcion
general de la proteina. Estos residuos son fundamentales para la inhibicion de la actividad de
la proteina por el carnosol, lo que sugiere que su modulacién podria ser clave en el desarrollo
de nuevas estrategias terapéuticas. Los resultados del acoplamiento molecular indican que el
carnosol tiene un potencial significativo como agente antimicrobiano, abriendo nuevas vias
para el disefio de farmacos dirigidos a combatir infecciones por Mycobacterium bovis. En
conclusion, este estudio no solo proporciona una comprension mas profunda de las
interacciones entre el carnosol y la proteina 3GW2, sino que también establece un
fundamento solido para futuras investigaciones en el desarrollo de tratamientos innovadores

contra la tuberculosis.
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