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La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neurologico caracterizado por la pérdida
progresiva de la memoria, debido a procesos bioquimicos de origen multifactorial. Esto
conduce a la disrupcion de la sinapsis neuronal, y como consecuencia, a la demencia. En el
presente trabajo se realizaron estudios de relacion estructura-actividad y de acoplamiento
molecular para dos series de compuestos con actividad biologica in vitro frente a dos blancos
terapéuticos para la EA: con efecto antiagregante del péptido B-amiloide y con actividad
inhibidora de la enzima acetilcolinesterasa. Se obtuvo un modelo significativo y predictivo de
dependencia de la actividad inhibitoria al 50 % (ICso) para cada serie. Los resultados de
acoplamiento molecular predicen un posible modo de interaccion de los compuestos con cada

blanco terapéutico estudiado.

Palabras clave: enfermedad de Alzheimer; acetilcolinesterasa; péptido B-amiloide; QSAR;

acoplamiento molecular.

ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is a neurological disorder characterized by progressive memory loss
due to biochemical processes of multifactorial origin. This leads to the disruption of neuronal
synapses and, as a consequence, to dementia. In the present work, structure-activity
relationship and molecular docking studies were performed on two series of compounds with
activity against two therapeutic targets for AD: with anti-f-amyloid peptide aggregation effect
and with inhibitory activity of the enzyme acetylcholinesterase. A significant and predictive
model of 50 % inhibitory activity dependence (ICso) was obtained for each series. The
molecular docking results predicted the form and mode of interaction of the compounds with

each of the targets studied.

Keywords: Alzheimer's disease; acetylcholinesterase; B-amyloid peptide; QSAR; molecular

docking.
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Introduccion

La enfermedad de Alzheimer (EA) es considerada la demencia mas comun (60 al 70 %), y se
encuentra entre las seis afecciones valorada por la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS)
como una prioridad en relacion con la salud mental.) Se calcula que a escala mundial, 25
millones de personas padecen esta enfermedad, con un prondstico de 75 millones para el
2030, y 131 millones en 2050. Dado que el nimero de pacientes con EA aumentara en el
futuro, la carga econdmica y social que representan estos pacientes sera enorme.

Cuba es un pais en vias de desarrollo, con indicadores de salud similares a los de paises
desarrollados, y con un rdpido envejecimiento de su poblacion total; el 20,1 % de sus
ciudadanos son mayores de 60 afios. Actualmente es el pais de Latinoamérica y del Caribe
con mayor proporcion de adultos mayores. De acuerdo con investigaciones realizadas sobre la
prevalencia de la enfermedad, se estima una cantidad de 150 000 personas con la EA u otro
tipo de demencia, y para el afo 2030 se espera alcance la cifra de 273 000. Sin una
intervencion efectiva; es decir, si no se logra una cura para esta enfermedad en los proximos
afos, el nimero de cubanos con demencia se incrementara en 2,3 veces para el 2040 (300 000
personas con demencia), lo que significa el 2,7 % de la poblacién cubana.

Una de las caracteristicas neuropatoldgicas de la EA es la presencia de placas -amiloides y
ovillos neurofibrilares en el cerebro, los cuales se asocian con el proceso que conduce a la
degeneracion progresiva y a la muerte neuronal. Las placas se localizan en el exterior de las
células y estan formadas, fundamentalmente, por depdsitos de péptidos B-amiloides de 42
aminodcidos (BAi42). La estructura predominante de las proteinas amiloidogénicas es la
lamina B-cruzada.® ¥ Varios autores han demostrado que la regiéon comprendida entre los
aminoacidos 8 al 22 se comporta como la mas amiloidogénica y es la responsable de la
formacion del cierre de la estructura B-plegada.® %

Otra caracteristica importante de la EA es la hiperfosforilacion de la proteina Tau. Esta es una
proteina asociada a microtiibulos que se encuentra principalmente en el axon de las neuronas
maduras, y su disfuncién causa la neurodegeneracion y la demencia en muchos pacientes.”-®
Existe una diversidad de hipdtesis sobre la patogenia de la EA. Sin embargo, las de mayor
aceptacion son la “Hipotesis de la Cascada del Amiloide” y la “Hipotesis Colinérgica”. La
primera, se basa en la acumulacion aberrante de péptidos amiloideos que comienzan a

agregarse y a formar estructuras toxicas (placas seniles) en el cerebro. Esto inicia una cascada
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de respuestas metabolicas a nivel celular que ocasiona alteraciones en la homeostasia
neuronal, disfunciones sinépticas, la muerte celular, y finalmente la demencia. Por otro lado,
la Hipotesis Colinérgica se basa en el déficit de la acetilcolina (ACh), neuro-transmisor
encargado de la transmision del impulso nervioso, que provoca un desbalance neuronal, y
origina un deterioro del funcionamiento cognitivo.®- '

Existen potenciales blancos terapéuticos para retardar o inhibir el proceso de aparicion de la
EA, entre ellos, la inhibicion de la agregacion y la produccion del péptido PAi142 y la
inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa (AChE).

El péptido BAi-42 con conformacion P, estd compuesto por 42 aminoacidos, y permanece en
equilibrio con los oligdmeros y las protofibrillas difusibles circundantes. Los agregados de
BAi42 son estructuras que aparecen de forma temprana, antes de que los sintomas de la
enfermedad se establezcan.') La enzima AChE, presenta una cavidad de 20 A de profundidad
en donde se han identificado dos zonas fundamentales para la actividad bioldgica. La primera
es el sitio anionico periférico PAS (por sus siglas en inglés Positive AnionicSite) formado por
los aminoacidos (a.a) Trp 84, Trp 279 y Phe 330. La segunda es la triada catalitica, y esta
formada por los a.aSer 200, Glu 327 e His 440, y se denomina sitio anionico catalitico CAS
(Catalitic Anionic Subsite).(1?

Varias moléculas se han disefiado con el objetivo de lograr la desagregacion y eliminacion de
las placas formadas por el péptido BA1-42, y de restablecer el equilibrio celular; y con ello, el
funcionamiento cognitivo (ejemplo Tramiposate, Solanezumab, Gantenerumab y
Aducanumab."'® El uso de los firmacos antinflamatorios no esteroideos también ha
demostrado su efectividad contra esta enfermedad (ejemplo Naproxeno e Ibuprofeno).!¥)

En el caso de los inhibidores especificos para la AChE, el uso de Rivastigmina, Donepezilo,
Galantamina y derivados de Tacrina ha logrado mejorar las disfunciones cognitivas en los
pacientes que sufren la EA en etapas moderada y leve. Sin embargo, su uso debe constrefiirse
a un periodo de 12 a 18 meses; a partir del cual los pacientes empiezan a empeorar
cognitivamente.!>

Desde el pasado siglo se han evaluado, a través de técnicas computacionales, diferentes
compuestos capaces de interactuar con el péptido BAi42, con las enzimas AChE y Y y -
secretasas, y con la proteina Tau, entre otros blancos terapéuticos. Los métodos mas utilizados
para ello son el desarrollo de modelos de relacion estructura actividad (QSAR, por sus siglas
en inglés Quantitative Sructure-Activity Relation ship) y las simulaciones de acoplamiento

molecular. Todas estas investigaciones se dirigen a tratar de seleccionar compuestos lideres,
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sobre la base de la afinidad hacia el blanco, el tipo de interaccion, la estabilidad
conformacional y energética, entre otros criterios.!®

El objetivo del presente trabajo es obtener dos modelos QSAR para la prediccion de la
actividad inhibitoria de dos series de compuestos diferentes sobre dos blancos relacionados
con la EA; asi como determinar, a través de las técnicas de acoplamiento molecular, el sitio, el
tipo de interaccion y la estabilidad conformacional que se establece entre los compuestos
evaluados y los blancos seleccionados.

A partir de ellos se predice para las dos series de compuestos seleccionados, la actividad
inhibitoria de la agregacion del péptido BAi42y de la enzima acetilcolinesterasa (AChE).
Ambeas series estan constituidas por moléculas que contienen anillos aromaticos como motivo
estructural central. La combinacién de los dos modelos QSAR obtenidos y los estudios de
acoplamiento molecular, permitird la identificacion y selecciéon de los mejores compuestos

como posibles lideres contra los blancos terapéuticos.

Materiales y métodos

Un descriptor molecular se define como el resultado final de un procedimiento logico y
matematico que transforma la informacion procedente de ciertas propiedades de las moléculas
(tanto teodricas como experimentales) que es codificada dentro de una representacion
simbodlica en un numero util para predecir, mediante correlaciones estadisticas, el resultado de
un determinado experimento o propiedad medible. Las “familias” de moléculas generalmente
se seleccionan a partir de semejanzas estructurales, y se definen sustituyentes o fragmentos
moleculares en diferentes “posiciones” que las distinguen entre si. El conjunto de factores que
permite explicar la actividad de una familia de moléculas puede ser parametrizado para los
diferentes sustituyentes que la constituyen. De este modo, se han ideado descriptores de los
efectos de dichos sustituyentes sobre la capacidad de una molécula determinada para
interaccionar con su receptor. (19

Por todo lo anterior, en los estudios QSAR, la actividad bioldgica se representa en funcion de

estos descriptores como se muestra a continuacion:

Actividad bioldogica = f(descriptores moleculares) (1)
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Calculo de los diferentes descriptores moleculares

Se empled el visualizador molecular Avogadro 7 para modelar las moléculas de los
ligandos. El programa Gaussian se empled para optimizar dichas geometrias al nivel de teoria
B3LYP/6-31G(d) "* ), donde se calcularon las frecuencias vibracionales para verificar si se
ha alcanzado un minimo de la superficie de energia potencial. Los descriptores electronicos
para el estudio QSAR se extraen de las geometrias optimizadas. Otros descriptores: log P
(coeficiente de particién octanol/agua), energia de hidratacion (Enz0), polarizabilidad (P), area
superficial aproximada (ASA), volumen molar (VM) y la refractividad molar (RM); se
realizaron con el programa HYPERCHEM 7, a partir de las geometrias optimizadas

anteriormente.??

Las estructuras de las moléculas utilizadas en las bases de datos de los inhibidores del
péptido-BA y de los inhibidores de la acetilcolinesterasa se muestran en las figuras 1 y 2,

respectivamente.?!->)
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Fig. 1- Estructuras quimicas de los 24 compuestos utilizados en la confeccion del modelo QSAR
para la prediccion de la actividad antiagregante del péptido BA 14> (Serie 1). [21-23] A) Farmacdforo;

B) Compuestos de la Serie 1

375



1
210N HyC” X10
| )R R
R. -
(0] R
B /
/ A A
L / ~, A T [
K 5 T P N LI
e J
c-1 o2 c-3 c-4 c-5
PPN PV e W A y ' aYa -~
) ] \73 \/L/\/ \(\/w L‘j\/\/(\/// . W// /\/\/\_/\/\/ r,\‘/\/\,f D
(\‘/ e \ S ,‘-.,, / /\‘/ ~ I"'\
4 U
C-6 c-7 C-8 c-9 C-10
SR i C .
@ ’lf“‘l i -
™ f N/
T s
c-11 c-12 c-13 c-14 J‘\/J/\‘ C-15
- , R (\>_{ /H:Hl ) 1 e |
| O O gel o 3
e / A, N 7
- c16 I ca7 (Y \-"C-18 C-19 C-20

N , N S (Y
o+ 94 & T~ 9402
c21 \-D%j_)c-zz \m_gj czz ™1 cu Y o
g / X ¥4 7/

m/ N
~ ~ () .
AN /_> N g >_§:> “ N 1 7 N
\LJQJ c2 ~~N €27 ~ 7@: C-28 /“ c-29 /M-sa
\ \ S

Fig. 2- Estructuras quimicas de los 32 compuestos utilizados en la confeccion del modelo QSAR para
predecir la actividad inhibitoria de la enzima AChE (Serie 2). [24, 25] A) Farmacoéforos utilizados; B)

Compuestos de la Serie 2

Analisis estadistico de los datos
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Modelos de regresion lineal multiple

La seleccion de variables en los modelos de regresion lineal multiple (RLM) se realiz6 con la
aplicacion del algoritmo genético (AG), implementado en el programa Build QSAR. En este
programa, el AG tiene la siguiente configuracion: 1) operadores genéticos: de mutacion,
cruzamiento y seleccion; 2) funciéon de evaluacion: el coeficiente de correlacion (R); 3)
nimero de variables: 3 o 4, segun el modelo utilizado; 4) tamafio de la poblacion: 100; 5)
ntimero de generaciones: 200; 6) por ciento mutacion: 10.4¢

El analisis de RLM fue empleado para obtener modelos especificos que relacionan las
estructuras y las propiedades cuanticas y quimico-fisicas de las moléculas seleccionadas en
las bases de datos. El andlisis estadistico se desarroll6 con el programa STATISTICA 7. [27]
La busqueda del mejor modelo QSAR fue procesada en términos del mayor valor de
coeficiente de correlacion (R), el valor de la prueba de F: Fisher, el p-valor (p < 0,01) y el
menor valor de desviacion estandar (s). La calidad de los modelos fue determinada al

examinar estos parametros estadisticos y los procedimientos de validacion cruzada.?”

Analisis de conglomerados

El analisis de conglomerados (AC) se realiz6 para demostrar la diversidad estructural de la
base de datos utilizada en el estudio QSAR. Se realizé un AC jerarquico implementado en el
programa STATISTICA 7.%7 En este estudio, se emplea el enlace completo (complete
linkage) como el método para fusionar las moléculas en los conglomerados (c/uster). Para

calcular la distancia entre las moléculas, se utilizo la distancia euclidiana.®

Preparacion de las estructuras para las simulaciones ligando-proteina

En este estudio, se seleccionaron 55 compuestos divididos en dos series, 23 de ellos para la
base de datos de los compuestos inhibidores de la agregacion BAi-42 (Serie 1, el compuesto 17
se excluyd por ser un outlayer) @23, y los restantes 32 para los inhibidores de la enzima
AChE (Serie 2). [24, 25] Las coordenadas tridimensionales (3D) se generaron a través de una

optimizaciéon preliminar en Avogadro 1.1.1 7, con el empleo del algoritmo de pasos
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descendentes y el campo de fuerza de mecanica molecular MMFF94 (por sus siglas en inglés

Molecular Mechanic Force Field).?”

La estructura 3D del péptido amiloideo liyt fue seleccionada del PDB.!D Este fichero
presenta una estructura obtenida por técnicas de RMN con diez conformaciones distintas del
péptido BAi-42 en disolucion. Para separar cada una de las diez configuraciones, se utilizo el
programa VMD (Visual Molecular Dynamics). ¢” La estructura 3D de la enzima AChE fue
resuelta mediante difraccion de rayos X (codigo de PDB leve, con resolucion de 2,5 A) [12],

y se obtuvo de la base de datos del PDB.

A partir de las estructuras en formato PDB del péptido BAi42, de la enzima AChE, de los
ligandos, y con el auxilio del programa AutoDock Tools, se obtuvieron los ficheros de entrada
en formato “.pdbqt”, los que se construyen para llevar a cabo las simulaciones de

acoplamiento molecular a través del programa Autodock Vina (VINA).GD

Para realizar el acoplamiento molecular en la estructura del péptido, se mantienen rigidos

todos los enlaces de las cadenas laterales de los aminoacidos.

Identificacion de la zona de interaccion ligando-proteina

Preparacion de los ficheros de configuracion

Todas las simulaciones de acoplamiento molecular ligando-proteina se realizaron con el
programa VINA.CY En el caso de los ligandos, las cargas parciales se calcularon mediante el
modelo de Gasteiger. [30] Los atomos de hidrégeno no polares se fusionaron a los atomos
pesados. Se mantuvieron los enlaces con libre rotacion por defecto, con el auxilio de la
herramienta TORSDOF del Auto Dock Tools.®? Para las proteinas seleccionadas, las cadenas
laterales de todos los residuos se consideraron rigidas en un primer estudio. Para realizar el
anclaje molecular de los complejos ligando-blanco, se construy6 una caja de simulacion que
abarco a toda la proteina. El centro de la caja de simulacion se define en un punto, en donde

se hizo “coincidir” con el origen del eje de coordenadas, y se utilizé una exhaustividad de 16.

El computo se llevd a cabo con el empleo de ficheros de configuracion, asi como con los
ficheros individuales de las estructuras de los ligandos y del blanco. Los ficheros de

configuracion se desarrollaron con el lenguaje de programacion Python, ®¥ y se obtuvieron
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multiples ficheros, uno por cada una de las simulaciones deseadas. Cada fichero utilizo,
preferencialmente, los parametros del VINA. Para la seleccion de estos datos se utilizo el

subprograma Autodock/Vina Plugins incluido en Pymol.

Analisis de las interacciones ligando-proteina

Los diferentes conférmeros de cada complejo, obtenidos de estas simulaciones, fueron
sometidos a un proceso de agrupamiento con el empleo de un RMSD menor a 2 A (Root
Mean Square Deviation), como criterio de la distancia entre cada uno de los resultados. De
esta forma, se clasificaron de acuerdo con el sitio y la forma en la cual interaccionan los
ligandos con la proteina.®¥

Para seleccionar los a.a que interaccionan con cada compuesto, se utilizé6 como distancia de
corte 4,6 A. Todos los contactos en el acoplamiento molecular que se repiten en el 85 % o
mas de todas las soluciones obtenidas, estan incluidos en la zona de interaccion entre los

ligandos y la proteina en cuestion.

Resultados y discusion

Seleccion de las series de entrenamiento y de prueba usando analisis de

conglomerados

Como resultado del analisis de conglomerado, se agruparon las moléculas de acuerdo con sus
semejanzas, y de cada conglomerado se extrajeron aleatoriamente compuestos para formar
dos series: una de entrenamiento y la otra de prueba. Con este método se garantiza que en

ambas series haya una representacion de todas las moléculas de los conglomerados.

En la figura 3 (A y B) se observan los dendogramas correspondientes a los compuestos
inhibidores de la agregacion del péptido fAi-42 y a los inhibidores de la accion de la enzima
AChE, respectivamente. Dentro de un mismo conglomerado, los compuestos presentan

mayores semejanzas en cuanto a estructura quimica, tipo de enlaces, distancias interatomicas,
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entre otras caracteristicas. En la figura 3A se observa, por ejemplo, que los compuestos C-15

y C-13 presentan semejanza estructural entre ellos, por lo que se agrupan en el conglomerado

numero 2.
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Fig. 3- Dendograma del analisis jerarquico de conglomerado. A) Serie 1: compuestos inhibidores de la
agregacion del péptido BA. B) Serie 2: compuestos inhibidores de la accion de la enzima AChE. La

distancia KNN-CA corresponde al enlace simple o del vecino mas proximo
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Modelo QSAR para los inhibidores de la formacion de agregados

moleculares de BAi-42

Las variables seleccionadas por el algoritmo genético, incluidas en el modelo QSAR de la
ecuacion (3.1) fueron: la energia del orbital ocupado de mayor energia (HOMO, del inglés
Highest Occupied Molecular Orbital) y las cargas parciales sobre los d&tomos de carbono 2

(q2) y de carbono 1 (q1) de la estructura aromatica (Serie 1, ecuacion 3.1).21:2%

Del anélisis por conglomerados se seleccionaron las moléculas: C-5, C-6, C-11, C-16 y C-20
para serie de prueba. Con esta serie es posible comparar la prediccion externa correspondiente

a la ecuacion (3.1)

plC,,=9.16(=2.77)HOMO-0,66(=0,50)q1-0.60(=0.46)q2+3,98(=0.62) Ecuacién 3.1

en donde, para la Serie de entrenamiento

n=18; R=0,93; R* = 0,87; s= 0,20; F=30,88; q2= 0,79; p <0,001

y para la Serie de prueba

n=35; R=0,87; R?=0,76; s= 0,31; F=9,49; p < 0,001

Al analizar la calidad estadistica del modelo se observa que el coeficiente de determinacion
(R?) obtenido en la serie de entrenamiento fue de 0,87 para los valores experimentales del
logaritmo negativo del valor de la concentracion inhibitoria 50 (pICso). EI modelo tiene un
valor de coeficiente de determinacion del procedimiento de validacion cruzada (q?) de 0,79.
Este valor de g > 0,5 puede ser considerado una prueba de la alta habilidad predictiva del

modelo que se corrobora con la buena prediccién de la serie de prueba externa (R?).33¢)

Modelo QSAR para los inhibidores de la accion de la enzima AChE

El modelo QSAR incluyé las variables siguientes: coeficiente de reparto octanol-agua (Log
P), carga parcial sobre el atomo de carbono 1 (ql) de la estructura aromatica, entalpia
asociada al proceso (AH) y cantidad de elementos aceptores de enlaces de hidroégeno
(acronimo:naccr). Estas se muestran en la ecuacion (3.2) junto con los estadigrafos mas

relevantes (Serie 2, ecuacion 3.2). %429
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Del analisis por conglomerados se seleccionaron las moléculas: C-1, C4, C-8, C-12, C-15y
C-24 para serie de prueba. Con esta serie fue posible comparar la prediccion externa

correspondiente a la ecuacion (3.2)

pIC.,=1,05(40,47)LogP-6,21(+1,59)q1+2,41(1,23)AH+1,17(0,54)naccr+0,48(0,35)
Ecuacion3.2
en donde, para la Serie de entrenamiento

n=26;1r=0,91; R2=0,83; s =0,65; F = 19,58; ¢*= 0,64; p < 0,001

y para la Serie de prueba

n=6;r=0,95;R*=0,90; s =0,39; F = 25,15; p < 0,001

Similar al caso anterior, se observa que la calidad estadistica del modelo R? fue de 0,83 para
los valores experimentales de pICso. El modelo tiene un valor de coeficiente de determinacion
del procedimiento de validacion cruzada (g?) de 0,64, lo que indica la alta habilidad predictiva
del modelo que se corrobora con la buena prediccion de la serie de prueba externa (R?).

Los descriptores moleculares obtenidos para la ecuacion 3.1 muestran que la dependencia del
ICso se favorece si disminuye el valor de la energia del orbital HOMO (descriptor
electrénico). Esto se corresponde con la densidad de carga presente en el sistema, dada las
nubes electronicas m pertenecientes al nucleo aromatico.

En la ecuacion 3.1, el aumento de las cargas parciales ql y q2 sobre las posiciones 1 y 2 de
los carbonos en los nucleos bases de las moléculas respectivamente, siempre presenta una
contribucion negativa. En el caso de la ecuacion 3.2, solamente depende la actividad
inhibitoria de la carga sobre el atomo de carbonol (ql). Esto sugiere que la presencia de
grupos electrodonores, enlazado directa o indirectamente a estos atomos, podrian incrementar
la densidad de carga negativa y con ello la actividad bioldgica predicha al contribuir a la
estabilizacion del sistema ligando-diana. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en la
literatura para sistemas moleculares con similitudes a los estudiados.®”-3®

Por ultimo, en el caso de la ecuacion 3.2, el modelo muestra que existe dependencia con la
entalpia y con la cantidad de aceptores de enlaces de H en la molécula. La disminucion del
valor de la entalpia implica que el sistema es mas estable al evolucionar a un minimo de

energia, y por tanto, mejor serd el compuesto. En cuanto a la cantidad de grupos aceptores,
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mientras mayor sea su numero (por debajo de diez, segun el criterio establecido por Lipinski
en 1997) 9, mas favorable sera la interaccion del compuesto con la AChE. Esto pudiera
favorecer su interaccion con los a.a de la region del PAS, y asi tener una orientacion correcta
hacia los a.a del CAS.

Con el objetivo de validar la confiabilidad del modelo obtenido, se calcularon los valores de

pICso para cada compuesto de ambas bases de datos (tablas 1 y 2).

Tabla 1- Valores de pICso calculados y pICsy experimentales para la base de datos de compuestos con

actividad antiagregante del péptido A4 (Serie 1). [21-23] Descriptores obtenidos para la ecuacion

(3.1)

Cédigo HOMO ql q2 pICsocalc  pICsoexp
C-1 -0,18 0,16 0,11 5,31 5,24
C-2 -0,20 0,18 0,13 5,48 5,59
C-3 -0,17 -0,21 -0,21 5,91 6,00
C-4 -0,18 0,27 0,11 5,19 5,27
C-5 -0,20 0,33 0,06 5,44 5,57
C-6 -0,18 0,29 0,07 5,23 5,66
C-7 -0,19 0,07 0,08 5,59 5,60
C-8 -0,30 -0,19 0,09 7,11 6,68
C-9 -0,30 -0,25 0,15 7,13 6,92
C-10 -0,29 -0,28 0,12 7,14 6,68
C-11 -0,29 -0,24 0,14 7,06 6,92
C-12 -0,22 0,32 0,19 5,58 5,68
C-13 -0,20 -0,10 0,16 5,85 5,92
C-14 -0,22 0,34 -0,12 5,86 5,80
C-15 -0,30 -0,23 0,13 7,09 6,80

383



C-16 -0,29 0,31 0,09 6,47 6,37
C-18 -0,21 0,32 -0,02 5,60 5,49
C-19 -0,21 -0,24 -0,71 6,82 5,77
C-20 -0,21 0,42 -0,68 6,08 6,29
C-21 -0,20 0,32 -0,02 5,53 6,17
C-22 -0,20 -0,26 0,17 5,96 5,96
C-23 -0,19 0,15 -0,01 5,59 5,70
C-24 -0,21 0,32 -0,02 5,59 6,14
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Tabla 2- Valores de pICso calculados y de pICso experimentales para la base de datos de compuestos

con actividad inhibitoria de la enzima acetilcolinesterasa (Serie 2). [24, 25] Descriptores obtenidos

para la ecuacion (3.2)

Codigo LogP ql AH? naccrb  pICspcal  pICsoexp
C-1 6,63 0,38 -1,52 3 491 4,00
C-2 7,36 0,38 -1,41 3 5,97 4,82
C-3 7,82 0,37 -2,21 5 6,89 6,57
C-4 7,66 0,38 -2,08 4 5,82 6,40
C-5 6,09 0,38 -2,48 4 3,23 4,00
C-6 7,35 0,38 -2,42 4 4,70 4,00
C-7 6,26 -0,51 -2,83 3 6,90 6,57
C-8 7,07 0,38 2,17 5 6,17 6,89
C-9 7,96 0,37 -1,96 4 6,45 6,62
C-10 7,34 0,38 -2,24 5 6,29 6,85
C-11  7.60 0,38 -2,36 5 6,26 7,08
C-12 7,24 0,38 -2,24 5 6,19 7,00
C-13 6,81 0,38 -2,05 4 5,01 6,72
C-14 6,81 0,38 -2,05 5 6,18 6,85
C-15 557 0,13 2,11 4 5,11 5,20
C-16 6,53 0,16 2,11 4 5,90 5,07
C-17 69 0,13 -2,29 4 6,05 5,22
C-18 6,79 0,13 -2,08 3 5,29 5,31
C-19 7,19 0,38 2,11 4 5,22 6,51
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Cc-20 7,58 0,38 -2,18 4 5,52 6,38
C-21 6,54 0,38 -2,24 5 5,43 6,46
C-22 6,59 0,37 -2,30 5 5,37 6,59
C-23 55 0,38 -2,11 4 3,45 4,00
C-24 731 0,37 -2,18 4 5,26 4,74
C-25 5,55 0,37 -2,20 5 4,53 4,00
C-26 6,81 0,32 -1,93 5 6,82 7,24
C-27 5,65 -0,18 -1,75 3 6,81 7,37
C-28 7,24 0,34 -2,02 5 6,94 7,14
C-29 643 0,39 -2,81 6 5,07 10,06
C-30 6,79 0,34 -1,95 5 6,66 8,74
C-31 5,65 -0,20 -2,11 4 7,22 6,72
C-32 5,20 -0,20 -2,18 4 6,60 6,46

*AH: entalpia; *naccr: cantidad de elementos aceptores de enlaces de hidrégeno

En la figura 4 se correlacionan los valores de pICso experimentales y los calculados para las

dos series de compuestos. Como se observa, existe una linealidad entre los valores (R? = 0,87

y R? = 0,85, respectivamente), que indica que los calculos tedricos son similares a los

experimentales. Esto sugiere que los modelos son confiables bajo las condiciones y los

descriptores utilizados para cada uno de los casos.
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Fig. 4- Valores de pICs calculados vs pICso experimentales. A) Compuestos de la Serie 1, ecuacion
(3.1); B) Compuestos de la Serie 2, ecuacion (3.2)
Leyenda: Azul: conjunto de entrenamiento, rojo: prueba y negro: linea de tendencia para cada

modelo.

Para obtener informacién de la region tedrica del espacio quimico, definida por los
descriptores del modelo, se determind el dominio de aplicabilidad (DA). Este es “el rango
dentro del cual el modelo tolera una nueva molécula”, y se define como un area dentro de los
limites +2 y -2 para los residuales estandarizados y un umbral del valor de influencia para la
actividad inhibitoria.

En este estudio, los compuestos con residuales estandarizados superiores a dos desviaciones
estindares se consideran no confiables.*? Las predicciones son poco fiables para los
compuestos con un valor de influencia mayor que el valor critico (h = 3(p + 1)/n), donde p es

el nimero de variables del modelo y n es el nimero de compuestos (figura 5).
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Fig. 5- DA de cada modelo obtenido. Azul: conjunto de entrenamiento; rojo: conjunto de prueba. A)

DA de la Serie 1, ecuacion (3.1), # = 0,48; B) de la Serie 2, ecuacion (3.2), A = 0,47

El pardmetro p toma valores de 3 para el modelo de la ecuacion (3.1), y de 4 para la ecuacion
(3.2). El valor critico 4 es de 0,48 para la ecuacion (3.1), y de 0,47 para la ecuaciéon (3.2).
Como se observa en la figura 5, en ambos modelos existen compuestos que tienen un valor de
influencia superior al valor critico; por tanto, la actividad de estos compuestos sobre las

dianas terapéuticas no puede explicarse por las ecuaciones obtenidas en este estudio.

Estudios de acoplamiento molecular ligando-blanco terapéutico

En la identificacion de la posible zona de interaccidon entre cada uno de los compuestos y los
blancos BAi-42 (Serie 1) y AChE (Serie 2), se realizaron cien simulaciones de acoplamiento
molecular a cada ligando con la estructura de cada proteina (codigo de PDB: liyt y leve,
respectivamente). Asi, se obtuvieron alrededor de 5 500 estructuras del complejo ligando-

proteina.
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En el proceso de conglomerado del total de las simulaciones se obtuvo que, en la mayoria de
los casos, mas del 90 % de todos los compuestos presenta una superposicion estructural
elevada, con un valor de RMSD de 2 A. El grupo con mayor niimero de soluciones y menor
energia promedio, se seleccioné como el modo de unidn representativo para cada complejo, y

se utiliz6 para los céalculos y las representaciones.

Estudios de acoplamiento molecular con el péptido PA1-42

En la tabla 3 se observan los a.a del péptido BA1-42 involucrados en la interaccion con cada
uno de los 23 compuestos seleccionados en este estudio. Estos estan comprendidos en la

region amiloidogénica del a.a 8 al 22.5°9

Tabla 3- Aminoacidos de la region amiloidogénica (a.a 8 al 22) del péptido PA .42 que interactiian con
cada uno de los ligandos de la Serie 1. Se incluye el por ciento de contactos para cada compuesto por

la zona seleccionada

*Codigo de una letra de aminoacidos
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De ellos, 18 interaccionan con la Ser 8, aminoacido polar poco i6nico que forma enlace de H
con los grupos -NH2, -NH, -OH y -COOH presentes en los compuestos. Existen 13
compuestos que presentan interacciones hidrofobicas con la Gly 9y 15 con la Leu 17, a través
de los grupos fenilo y naftilo presentes en sus estructuras. Asimismo, dos compuestos
presentan interacciones polares con la Tyr 10 y los grupos —OH y —COOH (compuestos C-27
y C-31, respectivamente). Un total de veinte compuestos presenta interacciones con la His,
trece mediante la formacion de enlaces de H, entre los grupos -OH, -NH y el atomo de

oxigeno del carboxilo de los compuestos.

La mayoria de los compuestos establecen interacciones polares con el Glu 11 y Glu 22, con la
Gln 15 y con la Lys 16, preferentemente con los grupos -OH, -NH, -NH: y con el carboxilo
perteneciente a los ligandos de la base de datos. Asimismo, todos presentan interacciones
hidrofobicas entre las nubes electronicas 7 de sus anillos aromaticos y los aminoacidos Val 12

y Phe 19 y Phe 20.

Todos los ligandos interactiian con el péptido PAi42 a una distancia no mayor de 4,6 A,
principalmente con los aminoacidos Glu 11, Val 12, His 13, GIn 15, Lys 16, Leu 17, Phe 19,
Phe 20, Ala 21 y Glu 22.

De acuerdo con los valores de ICso calculados con la ecuacion (3.1), segun se muestra en la
tabla 1 para cada compuesto, se selecciona como ejemplo dos ligandos distintos para ilustrar
las interacciones que se establecen entre ellos y la diana seleccionada. Los compuestos
seleccionados fueron los que presentaron mayor (C-7) y menor (C-19) correlacion entre los
valores pICso calculados y experimentales (figura 6). En lineas discontinuas se observan los

enlaces de H formados en cada uno de los complejos.

Interacciones -t

Interacciones -1t

C-19

Fig. 6- Interacciones de los compuestos que presentan mayor y menor diferencia entre los valores de

ICso, respectivamente (C-7 y C-19) y el péptido PA .42, (PDB liyt)
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En el compuesto C-7, las interacciones tienen lugar principalmente a través de enlaces de H e
interacciones hidrofobicas. Se observaron enlaces de H entre los atomos de N de la cadena
amidoalquilica con los a.a Gln 15 y Val 12 del péptido BA1-42, lo que probablemente aumente

la estabilidad del complejo ligando-péptido formado.

Las interacciones hidrofobas, a través de la nube n-w, se localizaron entre el grupo aromatico
de los ligandos y los grupos fenilo de los residuos a.a. Phe 19 o Phe 20. En general, estos
resultados concuerdan con las predicciones obtenidas por Sablon-Carrazana, “! en donde se

utilizé el modelo de fibrillas de la secuencia del péptido BA17-42.

Para el compuesto C-19, la fortaleza de las interacciones disminuye, presumiblemente debido
a la presencia de un solo anillo aromatico en su estructura. Es de notar, que la longitud de la
cadena carbonada es muy pequeiia, lo que imposibilita el acoplamiento con la zona mas
amiloidogénica del péptido. Sin embargo, la presencia de enlaces de H con el residuo

aminoacidico de Gln 15, le confiere cierta estabilidad.

De manera general, aunque la diferencia en la formacion del complejo es apreciable, en
ambos casos existen dos tipos de interacciones que evidencian la capacidad que tienen estos
35 ligandos de acoplarse al péptido BAi-42. Primero, las interacciones hidrofobicas (m-t) que
se establecen entre los grupos aromaticos de los ligandos con los residuos a.a Phe 19 o Phe
20, y segundo, las interacciones polares (principalmente enlaces de H) con los residuos Gln
15 y Val 12. Los resultados obtenidos sugieren que es posible que los compuestos puedan
bloquear o inhibir el proceso de agregacion del péptido al interactuar por la misma zona, e

impedir la formacién de los agregados.

A partir de estas simulaciones de acoplamiento molecular es posible obtener una funcion de
puntuacioén, como medida de la afinidad del complejo formado. Para ello, se lleva a cabo un
tamizaje virtual, con la base de datos por la zona de interaccion seleccionada, mediante el
programa VINA. El resultado del calculo de la funcién de puntuacién para el naproxeno,
como molécula de referencia, fue de -4,3 kcal/mol. A este valor, se adiciona la desviacion
estandar para estos calculos (+ 2,85 kcal/mol) y se obtiene un valor de corte inferior de -7,15
kcal/mol.®Y La mayoria de los valores de energia de los complejos formados estan

comprendidos entre el valor de corte inferior y el valor del naproxeno (tabla 4).

Como puede apreciarse en la tabla 4, ningiin compuesto presenta diferencias con respecto al
valor del naproxeno. Sin embargo, en el compuesto C-7 (-6,2 kcal/mol) presenta el mayor

valor de la funcion de puntuacion, lo que coincide con los resultados mostrados en la tabla 1,
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como uno de los que mejor predice el modelo QSAR. Asimismo, los valores de los
compuestos C-17 y C-19 son los mas bajos. Esto concuerda con los resultados mostrados en
la figura 5A, donde se observa que ambos ligandos estan fuera del DA para la ecuacion (3.1)

del modelo QSAR.

Tabla 4- Valores del calculo de la funcion de puntuacion (afinidad) para los complejos formados

ligandos-péptido BA .42, obtenidos del programa Autodock Vina

-Compuesto de referencia: naproxeno

Estudios de acoplamiento molecular con la enzima AChE

En la tabla 5 se observan los resultados de las simulaciones de acoplamiento de los
compuestos con actividad inhibitoria sobre la enzima AChE. Se representan solamente las

interacciones que se establecen con los a.a tanto del PAS como del CAS.
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Tabla 5- Interaccion de cada compuesto de la Serie 2 con los a.a del PAS y del CAS de la enzima

acetilcolinesterasa, con mas de un 90 % de contactos

La mayoria de estos ligandos presentan interacciones con los residuos de Ser 200 e His 440,
los cuales forman parte del sitio activo de la enzima. Ellos influyen en la atraccion
electrostatica del sustrato hacia el sitio donde se producira la hidrdlisis (caracteristica de las
enzimas del grupo serino-hidrolasas como la AChE). [15] De los 32 compuestos, 24 presentan
interacciones hidrofobicas con todos los residuos de la region del PAS (Trp 84, Trp 279 y Phe
330). Este tipo de asociacidon permite orientar, de manera adecuada, a los compuestos en la

region catalitica de la enzima.
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En la figura 7 se muestran las interacciones entre los compuestos C-18 y C-29, tomados como

ejemplos de este estudio con comportamientos diferentes, y la enzima acetilcolinesterasa

C-18
‘JF % '-. ‘:
A = . :
Tyr 334 l o - 7 ) ¢
Phe 330 \q X f c g . . ‘ ’ y
> -
Phe 3310 ﬁ .
His 4\45- Phe 331 g 290

Glu327\,\ . . 'I_\_}

Fig. 7- Interacciones entre los compuestos C-18 y C-29 y la enzima AChE (c6digo de PDB 1leve)

Notese en la figura, la interaccion con los a.a del PAS (Trp 84, Trp 279 y Phe 330) y del CAS
(His 440, Glu 327 y Ser 200) para el caso del complejo C-18-AChE. Como se observa, el
compuesto C-18 presenta interacciones con todos los a.a pertenecientes tanto a la region del
CAS como del PAS. Las interacciones entre los anillos aromaticos de los compuestos y los
residuos de fenilalanina y triptofano permiten que se “anclen” en el bolsillo aromatico
formado por los a.a Phe 288, Phe 290, Phe 330, Phe 331, Trp 279 y Trp 84. Este sitio se
encuentra en el interior de la cavidad en donde se produce la accién enzimatica y bloquea el
posible paso de otros compuestos. Ademads, se observan interacciones polares del tipo enlace

de H con el residuo aminoacidico Asp 72, lo cual le confiere estabilidad al complejo formado.

En cambio, el compuesto C-29 no tiene interacciones con los residuos de la cavidad, excepto
con Phe 330, Phe 331 y Trp 279. Tampoco se producen interacciones polares con ningln otro
aminoacido. Esto pudiera ocurrir debido a que este ligando se localiza hacia la parte mas
expuesta al disolvente, y no hacia el interior de la cavidad de interaccion, en donde se
encuentran los residuos de Ser 200, His 440 y Glu 327, pertenecientes a la triada catalitica de
la region del CAS. Sin embargo, en la mayoria de los ligandos evaluados se observa
interacciones polares, principalmente enlaces de H, que comprenden a los 4tomos donores-
aceptores presentes en la cadena carbonada de los compuestos. Estas interacciones se

establecen especificamente con los a.a Asp 72, Trp 84, Gly 117, Gly 118, Tyr 121 y Tyr 130.
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Los resultados del tamizaje virtual por la zona de interaccion seleccionada, con el empleo del

programa VINA se muestran en la tabla 6.

Tabla 6- Valores del calculo de la funcion de puntuacion (afinidad) para los complejos ligando-AChE

obtenidos mediante el programa Autodock Vina

Donepezilo: compuesto de referencia

Como se observa en la tabla 6, el valor de la funcion de puntuacion en el caso del Donepezilo

(referencia) fue de -9,1 kcal/mol. A este valor se adiciona la desviacion estdndar para este
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procedimiento (+2,85 kcal/mol), y asi se obtiene el valor de corte inferior (-11,95 kcal/mol).
La mayoria de los complejos formados presentan valores comprendidos en el intervalo entre
el corte inferior y el calculado para el Donepezilo, lo cual puede deberse a la presencia de

enlaces de H.

De los compuestos estudiados, C-15 y C-18 mostraron valores de la funcidon de puntuacién
por encima del Donepezilo; -12,2 y -12,4 kcal/mol, respectivamente. Por el contrario, la
molécula C-29 es el que menor valor presenta (-7,5 kcal/mol). Esto, en conjuncion con el
analisis del tipo de interacciones de este compuesto con el sitio catalitico de la enzima,
sugiere que no debe actuar como un inhibidor de la accion enzimdtica. Este resultado
concuerda con lo obtenido en el estudio del DA dado por la ecuacion (3.2), donde el

compuesto C-29 queda fuera de los compuestos que el modelo es capaz de predecir.

Conclusiones

El modelo QSAR propuesto para cada serie permite describir la contribucion los descriptores
moleculares a la actividad biologica. El primer modelo describiéo la dependencia de la
actividad biologica del péptido PAi-42 en correlacion con la energia del orbital HOMO vy las
cargas parciales de los atomos de carbono Cl1 y C2. El segundo modelo describio la
dependencia del ICso de los ligandos con la enzima AChE en correlacion con el Log P, la
carga parcial sobre el atomo de carbono Cl1, la entalpia y la cantidad de aceptores de
hidrégeno en la molécula. Ambos modelos son significativos y predictivos, de acuerdo con

los valores obtenidos para los estadigrafos R? y ¢°, respectivamente.

De acuerdo con el estudio de acoplamiento molecular, la mayoria de las interacciones
relevantes observadas para el péptido BA142 y para la enzima la AChE son interacciones m-.
Estas se establecen entre los anillos aromaticos de los ligandos y los grupos aromaticos de los

a.a Phe 19 o Phe 20 del péptido BA1-42y Phe 330, Phe 331, Trp 84 y Trp 279 de la enzima.

A través de este estudio se confirma, que la presencia de anillos aromaticos en los ligandos
son la unidad central de la estructura de los compuestos bioldégicamente activos. En el caso

especifico de los enlaces de H, se formaron para el péptido BAi-42 entre los aminoacidos
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Glull, His 13, GIn 15 y Lys 16 y para la enzima AChE entre los a.a Asp 72, Gly 117, Gly

118, Tyr 121, Tyr 130 y los atomos donores-aceptores presentes en la cadena carbonada de

los compuestos de ambas series. Estas interacciones permiten orientar, de manera adecuada, a

los compuestos en la mejor conformacion del péptido y de la region catalitica de la enzima.

A partir de los modelos obtenidos para cada blanco terapéutico, es posible predecir los valores

de ICso de nuevos ligandos, que presenten semejanzas estructurales a los utilizados en cada

una de las series estudiadas y seleccionar los compuestos candidatos a farmacos.
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