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Resumen

Entre los farmacos disponibles actualmente para el tratamiento de la enfermedad de
Alzheimer (EA) se encuentran los inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa (AChE). La
inhibicion de esta enzima evita la hidrdlisis de acetilcolina en el espacio sinaptico y permite
compensar el déficit colinérgico observado en los pacientes que sufren la EA. El principal
objetivo de este trabajo fue el estudio del sitio activo de AChE y del tipo y fortaleza de las
interacciones que tienen lugar en la formacion de los distintos complejos de diversos
inhibidores de este importante blanco molecular. Para tal fin se emplearon diferentes técnicas
de modelado molecular, como son el docking y métodos de simulacién de los complejos
enzima-inhibidor (E-lI) mediante célculos de dindmica molecular. Los resultados obtenidos a
partir del estudio de modelado molecular permitieron comprender el diferente comportamiento
de distintos ligandos alcaloides y carbamatos frente a la enzima AChE. Considerando los
perfiles de interaccion obtenidos es razonable asumir que los ligandos estudiados como parte
de este trabajo podrian interactuar en el mismo sitio activo de la enzima. A partir de los
resultados expuestos se pudo proponer una explicacion preliminar sobre la elevada afinidad
de galantamina, sanguinina, rivastigmina y neostigmina por este receptor. Estos resultados
son de gran interés por su potencial aplicacion en el disefio de nuevos y mas especificos
inhibidores de AChE.

Palabras clave: ACETILCOLINESTERASA, INHIBIDORES, CARBAMATOS, ALCALOIDES,
ENFERMEDAD DE ALZHEIMER.
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Introduccién
EL PROBLEMA
La

neurodegenerativas en el mundo, asi como

incidencia de las enfermedades
los costos socioecondmicos asociados a
constante
del

incremento paulatino de la esperanza de

las mismas, estan en

crecimiento como consecuencia

vida y el consecuente envejecimiento
poblacional. Segun los ultimos informes de
de la Salud
de 50 millones de

la Organizacion Mundial
(OMS),

personas en todo el

alrededor
mundo padecen
demencia, registrandose alrededor de 10
millones de nuevos casos cada afio. La
enfermedad de Alzheimer es la causa mas
de

sistema nervioso central y una de las

comun trastorno  neurolégico del
principales causas de discapacidad y
dependencia entre las personas mayores
en todo el mundo. La EA tiene un gran
impacto fisico, psicologico, social vy
econdémico, no solo en los pacientes, sino
también en sus cuidadores, sus familias y
la sociedad en general. Para el afio 2050
se estima que mas de 100 millones de
personas sufriran de EA (Pisani et al.,
2016; Prince et al.,, 2015). Respecto del
tratamiento y prondstico para los pacientes,
aun no existe cura para la EA. Los
medicamentos  aprobados para el
tratamiento de esta patologia estan
restringidos a unos pocos inhibidores de

acetlicolinesterasa (Shaikh et al., 2014;
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Zemek et al.,, 2014). Es

remarcar que estas drogas soélo tienen

importante

efectos sintomaticos pero no detienen ni
retrasan la progresion de la enfermedad.

Al ser los Unicos agentes terapéuticos
del

comportamiento de estos inhibidores a

disponibles, el estudio tedrico
nivel molecular es de suma importancia
para comprender su mecanismo de accion.
Asimismo, resulta de gran utilidad conocer
las diversas contribuciones energéticas
gue dictan la formacion de los complejos
inhibidor-receptor de dichas drogas e
identificar los residuos del sitio activo de
AChE involucrados en la formacién de los
diferentes complejos. Esta informacion
puede ser empleada como punto de partida
para el disefio de compuestos lideres
alternativos y asi obtener nuevos
inhibidores de acetilcolinesterasa mas

potentes y especificos.

ANTECEDENTES

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un
desorden neurodegenerativo, progresivo e
irreversible. Representa la principal causa
de demencia y deterioro mental de adultos
mayores. A medida que la EA progresa, el
paciente pierde sus funciones cognitivas
superiores como la capacidad de recordar,
de comunicarse, de pensar claramente y
de

Asimismo, puede ocasionar cambios en el

realizar actividades cotidianas.

comportamiento, el estado de animo y la
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personalidad. En estadios avanzados, los
pacientes son incapaces de valerse por si
mismos y requieren cuidado permanente.
Finalmente, la muerte sobreviene entre 5 a
10 afios luego de realizado el diagndstico
clinico (Reitz, Brayne, & Mayeux, 2011).

De acuerdo con las proyecciones
demogréficas, en los afios subsiguientes la
esperanza de vida sera cada vez mayor y,
en consecuencia, la poblacién de adultos
mayores ira incrementando. Segun el
Informe Mundial de la Alzheimer’s Disease
International (ADI), en la actualidad mas de
35 millones de personas en el mundo
sufren demencia. Cabe destacar que 1 de
cada 20 individuos de mas de 65 afios y 1
de cada 2 de mas de 80 afos, padecen EA.
De acuerdo con publicaciones de la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
esta tendencia aumentara
exponencialmente. Se espera que en 20
anos el numero de pacientes con demencia
se duplique y que para el afio 2050, la cifra
aumente hasta alcanzar los 115 millones
de personas afectadas. Estos datos dan
cuenta de que el envejecimiento
poblacional representa uno de los retos
mas importantes para la sociedad actual,
tanto a nivel sanitario como econoémico, ya
que conducirA a cargas financieras
extremadamente dificiles de afrontar para
los sistemas de salud (Batsch & Mittleman,
2012; Prince et al., 2015; Prince, Prina, &

Guerchet, 2013; Wimo et al., 2013).
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Durante las Ultimas décadas, se realizaron
grandes esfuerzos en el campo de la EA,
abocados al descubrimiento de nuevas
herramientas diagnosticas y terapéuticas.
Desafortunadamente, este camino estuvo
asociado a una elevada tasa de fracaso
(Cummings, Morstorf, & Zhong, 2014),
debido principalmente a la etiopatogenia
multifactorial de la EA. Entre dichos
mecanismos patogénicos, podemos
mencionar la pérdida progresiva de
neuronas colinérgicas (Bartus, 2000), la
acumulacion anormal de placas
extracelulares de péptido p—amiloide
(Hardy & Higgins, 1992), la formacion de
ovillos intracelulares de acUmulos de la
proteina tau hiperfosforilada (Grundke-
Igbal et al., 1986) y otros como la
disfuncién mitocondrial, el estrés oxidativo
y la neuroinflamacién.

La hipétesis del déficit colinérgico fue la
primera teoria elaborada con el objeto de
comprender la progresion de la EA. El
sistema colinérgico cumple un rol
fundamental en la modulaciébn de la
transmision de impulsos neuronales y
regula numerosas funciones cognitivas. La
acetilcolina (ACh) es un importante
neurotransmisor que participa en las
sinapsis colinérgicas por lo que esta
involucrado en numerosos aspectos de la
cognicion. Las colinesterasas son una
familia de enzimas que catalizan la

hidrélisis de ACh a colinay acetato. Esta
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reaccion es esencial para finalizar la
comunicacion entre células colinérgicas,
permitiendo que la neurona regrese a un
estado de reposo luego de la transmision
de un impulso nervioso.

La acetilcolinesterasa (AChE) es una serin-
hidrolasa que actua tanto a nivel del SNC
como del SNP y es responsable de la
rapida hidrolisis de la acetilcolina en las
sinapsis. Estructuralmente estd formada
por un sitio anidnico catalitico (SAC) donde
se situa la triada catalitica Ser200, Glu327
e His440 (Figura 1).

Periférico

Cuello de
Botella

Sitio Activo

M subsitio de Unién Acilo™,
M Triada Catalitica )
M subsitio Oxianién
M Subsitio Aniénico

Sitio Anidnico

Figura 1.Esquema del sitio activo de la enzima

Esta cavidad se localiza en el fondo de un
tunel estrecho, revestido principalmente de
residuos aromaticos, de aproximadamente
20 A de profundidad y que recibe el nombre
de “cuello de botella”. En la boca de dicha
cavidad, sobre la superficie de la enzima,
se encuentra el sitio anidénico periférico
(SAP) el cual

reconocimiento de las porciones cationicas

interviene en el

de los inhibidores enzimaticos (Alpan et al.,
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2013; Fang, Pan, Muzyka, & Zhan, 2011,
Sirin & Zhang, 2014).

La hipétesis del déficit colinérgico justifica
gue los inhibidores de la AChE (AChEI)
hayan sido el primer grupo de drogas
comercializado como parte del tratamiento
de la EA. La interferencia con la actividad
de esta enzima representa una estrategia
terapéutica prometedora para influir en el
transcurso de los  procedimientos
neuropatolégicos de la enfermedad. Por su
mecanismo de accion, permiten elevar la
concentracion y duracién de la accién de la
ACh al impedir la hidrélisis de este
neurotransmisor (Bartus, 2000; Shaikh et
al., 2014).

En la actualidad, los unicos medicamentos
disponibles para combatir la patologia
contienen donepezilo, rivastigmina,
galantamina y memantina (un antagonista
del receptor N-metil-D-aspartato) como
principios activos. Las drogas
anticolinérgicas se han posicionado como
agentes utiles en las primeras etapas de la
EA, aunque carecen de efectividad cuando
la enfermedad progresa hacia estadios
mas avanzados.

En el presente trabajo se realizé un estudio
exhaustivo de las propiedades dinamicas
de los complejos moleculares formados
entre la enzima AChE con inhibidores de

actividad probada y reportada (Figura 2).
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Figura 2. Estructura de los inhibidores de acetilcolinesterasa estudiados.

Por un lado, se consideraron alcaloides
de
pertenecientes a la familia Amaryllidaceae

derivados distintas especies
como galantamina, sanguinina y licorina.
Ademas se estudiaron compuestos de
estructura  carbamato, entre  ellos
rivastigmina y neostigmina. El propdsito de
este estudio fue conocer en profundidad la
estructura tridimensional de AChE, el modo
de union y la fortaleza de las interacciones
gue se establecen con los diferentes

inhibidores.

Objetivos

OBJETIVO GENERAL. EIl objetivo general
de este trabajo fue el estudio del sitio activo
de AChE vy del tipo y fortaleza de las
interacciones que tienen lugar en la

formaciéon de los distintos complejos de
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diversos inhibidores de este importante
blanco molecular. Para tal fin se emplearon
técnicas de modelado molecular, como son
el docking y métodos de simulacién de los
complejos enzima-inhibidor (E-l) mediante
calculos de dindmica molecular.

Estos resultados seran de gran interés por
su potencial aplicacion en el disefio de
nuevos y mas especificos inhibidores de
AChE.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar una bulsqueda extensiva y

detallada de las estructuras
tridimensionales de la enzima
acetilcolinesterasa complejada con

ligandosde diferente naturaleza. La misma
se hara utilizando la base de datos online

Protein Data Bank.
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¢ Realizar estudios de Docking en el caso
de aquellos compuestos para los cuales no
se dispone de informacion cristalografica.

e Obtener la descripcion de los sistemas
bajo estudio en funcion del tiempo
mediante simulaciones de Dinamica
Molecular. Una vez obtenida la trayectoria
determinar la Energia libre de los
complejos.

e Determinar mediante la técnica de
descomposicion por residuos cuales son
los aminoacidos mas importantes para la
energia de union de cada complejo

analizado.

Materiales y Métodos

Estructura del receptor y compuestos
seleccionados para este plan de tesis.

En el presente estudio se realizé un estudio
tedrico sobre inhibidores de
acetilcolinesterasa (AChE), empleando
diferentes técnicas de modelado molecular
y simulaciones de dindmica molecular.
Para tal fin, la estructura del receptor de
acetilcolina se obtuvo a partir de aquellas
disponibles en Protein Data Bank
(http://www.rcsb.org). Particularmente, se
empled la estructura correspondiente al
codigo 1DX6 (TcAChE) (Greenblatt,
Kryger, Lewis, Silman, & Sussman, 1999).
Por otra parte, como ligandos, se
seleccionaron una serie de compuestos
cuyas estructuras generales se observan

en la Figura 2.
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Se estudiaron las interacciones
moleculares que ocurren en los complejos
E-I de inhibidores de AChe conocidos: a)-
compuestos alcaloides como galantamina,
sanguinina y licorina; y b)- derivados de
tipo carbamato como rivastigmina y
neostigmina.

Para los estudios de modelado molecular
se emplearon diversas técnicas
combinadas. De este modo el estudio
comprendié tres etapas: a) docking
molecular; b) refinamiento de los estudios
de docking mediante simulaciones de
Dinamica Molecular; y c¢) analisis por
residuo mediante el célculo de la energia

libre.

Métodos de célculo

Docking molecular

Para poder encontrar las conformaciones
mas relevantes para las interacciones E-I
se realiz6 un estudio de docking. Este
analisis permitio establecer, al menos en
forma preliminar, la configuracion espacial
del complejo y la correspondiente energia
de union.

El estudio de docking flexible se llevé a
cabo utilizando el programa Autodock 4.0
(Morris et al., 2009). Las modificaciones y
visualizaciones graficas se realizaron
empleando AutoDock Tools 1.5.4 y UCSF
Chimera Molecular Modeling System
(http://www.rbvi.ucsf.edu/chimera)
(Pettersen et al., 2004).
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Las conformaciones resultantes fueron
agrupadas en diferentes familias en funcién
del

conformaciones de menor energia fueron

de la rmsd backbone. Las
consideradas como las de orientacion mas
favorable y empleadas en los calculos
subsiguientes.
Simulaciones empleando calculos de
Dindmica Molecular

Este analisis permiti6 establecer de
manera tedrica cudles compuestos
presentan mayor interaccion con el sitio
activo de AChE y qué grupos funcionales
estdn implicados en las mismas. El
programa Antechamber, presente en el
paguete AmberTools, fue empleado para
generar los parametros de los ligandos
necesarios para realizar las simulaciones
de dinamica molecular (DM). Para todas
las simulaciones de DM se empled el
paquete de programas AMBER (D.A. Case
2014).

realizaron por triplicado a 300 K y el tiempo

et al, Las simulaciones se
de simulaciéon se extendid a un total de 10
ns. Los
desarrollaron con el
(David A Case et al., 2005).

Célculo de la Energia Libre (AG)

Las diversas contribuciones energéticas
gue dictan la formacion de los complejos
E-l evaluadas

fueron analizadas vy

utilizando la aproximaciéon MM-PBSA. Este
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constituye un método de  post-
procesamiento para evaluar la energia libre
absoluta o de union para moléculas o
complejos en solucion. Los conjuntos de
estructuras a analizar se obtuvieron de las
trayectorias de DM.

A fin de identificar los residuos del sitio
activo de AChE

interacciones

involucrados en las

intermoleculares de los
diferentes complejos, se realizd un analisis
de descomposicion de la energia libre por
residuo. Este célculo permiti6 analizar la
energia de interaccién de cada residuo en
forma individual, considerando la mecanica
molecular y la energia de solvatacion (Hou,
Li, Li, & Wang, 2012). Cada par inhibidor-
residuo incluye cuatro términos de energia:
la contribucién de van der Waals (EvdW),
la contribucion electrostatica (Eele), la
(GPB) vy la

desolvatacion no polar (GSA). Todos ellos

desolvatacion  polar

guedan resumidos en la siguiente
expresion:

AGinibidor-residuo=AEvaw +AEeie tAGpg+AGsa

andlisis  posteriores  se Resultados y Discusion
programa PTRAJ Se realiz6 un estudio de modelado
molecular para diferentes inhibidores

conocidos de acetilcolinesterasa. En la
primera etapa se llevd a cabo un analisis
de docking empleando el
Autodock. El

diferentes compuestos se unirian a la

programa

mismo sugiri6 que los
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misma region de la enzima en el sitio activo
catalitico de AChE.

En la segunda etapa, se realizaron
simulaciones de dinamica molecular a fin
de estimar las energias de unién de los
diferentes complejos (MM-PBSA). Las
mismas indicaron que estas moléculas
estdn organizadas espacialmente de
diferentes maneras interactuando con
distintos aminoacidos. En la Figura 3, se

puede observar la vista espacial de las

interacciones entre AChE con los ligandos
considerados. A partir de estos calculos se
estim6 que las energias de unién para los
compuestos de tipo carbamato serian de
-36.37 Kcal/mol para rivastigmina y de
-28.02 Kcal/mol para neostigmina. Por otra
parte, los valores obtenidos para los
derivados de tipo alcaloides fueron de
-39.32 Kcal/mol para galantamina; -44.30
Kcal/mol para sanguinina; y -29.67
Kcal/mol para licorina.

Figura 3. Vista espacial del sitio activo de AChE (celeste) en complejo con (A)
galantamina (verde) y (B) rivastigmina (violeta). En amarillo se muestran los atomos de
los residuos de aminoécidos que originan las principales interacciones.
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Figura 4. Histogramas de energia de interaccién por residuos para complejos de AChE A)
Galantamina; B) Sanguinina; C) Licorina; D) Rivastigmina; E) Neostigmina.

Finalmente, de las trayectorias obtenidas
de las simulaciones de dindmica molecular,
se realizé un andlisis por residuo de la
energia de los diferentes complejos E-I
obtenidos. Este tipo de calculo permitio

determinar los aminoécidos que estarian

involucrados en la formacion de cada uno
de los complejos enzima-inhibidor. Los
histogramas resultantes para cada ligando
se observan en la Figura 4. Nuestras
de

mostraron que las drogas comerciales

simulaciones dindmica molecular
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no ocurre para

si, ejerciendo su accion sobre la triada
catalitica ubicada en el sitio anidnico
catalitico de la enzima. Las principales
interacciones que estabilizan los diferentes
complejos son: Trp84, Tyrl21l, Glul99,
Ser200, Phe330, Tyr334 e His440. En las
Figuras 3 y 4 se puede observar que los
ligandos pertenecientes a esta serie de
compuestos se ubicarian en el mismo sitio
activo e interactuarian con los residuos del
subsitio anionico de AChE (Trp84 vy
Glu199), del cuello de botella (Tyrl2l y
Phe330) y con la triada catalitica (Ser200,
Glu327 y His440).

En el caso de los derivados alcaloides,
galantamina y sanguinina que poseen
mayor actividad inhibitoria de AChE (Ortiz
et interacciones
similares Trp84,
Glyl117, Gly118 Glul99. Por el contrario,
licorina

al., 2018) presentan

principalmente con

con menor actividad
anticolinesterasica presenta un perfil de
interaccion  marcadamente  diferente,
siendo las principales Tyr70, Val71, Asp72,
Trp84, Tyrl21l y Serl22. Cabe destacar
que las interacciones obtenidas para
sanguinina son mayores a las observadas
en el complejo AChE-galantamina. La
Unica diferencia estructural entre ambos
alcaloides es la presencia de un grupo —OH
en sanguina en lugar del grupo —OCH3 de
galantamina. La presencia de este oxhidrilo

extra produce una fuerte interaccioncon
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galantamina. La presencia de este grupo

funcional explicaria, al menos

parcialmente, la mayor actividad de
sanguinina respecto de otros alcaloides.
los derivados de

En cuanto a tipo

carbamato, ambos ligandos exhibieron
patrones de interaccion similares. Las
principales interacciones ocurren a nivel de
Trp84, Tyrl21, Ser200, Phe330, Phe331,
Tyr334 e His440. Es notoria la aparicion de
una fuerte interaccion con el residuo de
Ser200. Estos resultados concuerdan con
el mecanismo de accion propuesto para
este tipo de inhibidores y con la evidencia
cristalografica (Bar-On et al., 2002). Segun
esta Ultima la inhibicién pseudo-irreversible
de este tipo de ligandos se debe a la
carbamilacién de la enzima con formacion
de un enlace covalente entre el C del grupo
carbamato y el O del grupo hidroxilo del
residuo Ser200 (Figura5). A partir de estos
resultados se puede comprobar que la
interaccion de rivastigmina y neostigmina
con Ser200 juega un papel fundamental en
el mecanismo de inhibicion de AChE.

Conclusiones
Los resultados obtenidos a partir del
estudio de modelado molecular permitieron
comprender el diferente comportamiento
de

carbamatos frente a

distintos ligandos alcaloides vy

la enzima AChE.

Considerando los perfiles de interaccion
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Figura 5. Sitio activo de la enzima
TcAChE luego de la inhibicién con
rivastigmina. Se muestran en color
magenta los residuos Ser200 e His440;
en color naranja el intermediario
carbamoilo y el grupo aromatico
saliente provenientes de la hidrélisis
del inhibidor.

similares obtenidos es razonable asumir
que los ligandos estudiados como parte de
este trabajo podrian interactuar en el
mismo sitio activo de la enzima. A partir de
los resultados expuestos se pudo proponer
una explicacién preliminar sobre la elevada
afinidad de galantamina, sanguinina,
rivastigmina y neostigmina por este
receptor. Esta informacion puede resultar
de gran utilidad en la basqueday el disefio

de nuevos inhibidores de AChE.
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