Acoplamiento molecular
entre farmacos para
Alzheimer y la enzima
Y-secretasa

Resumen

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la
forma mas comiin de demencia y consiste
en un deterioro cognitivo y conductual
que afecta principalmente a los adultos
mayores. Se estima que, en los préximos
30 afios, 115 millones de personas en
todo el mundo estaran afectadas por esta
enfermedad. Ante el aumento previsto
de casos, los investigadores estdn bus-
cando alternativas para controlar la EA.
Un enfoque importante es el estudio de
la proteina y-secretasa, relacionada con
la neurotoxicidad de los péptidos invo-
lucrados en la cascada amiloide, una via
bioquimica fundamental en el desarrollo
de la EA.

En este trabajo se realizaron estudios in
silico con los farmacos JNJ-40418677,
GSM-1, bexaroteno y trodusquemina
para evaluar su eficacia como modula-
dores del sitio activo de la subunidad
catalitica presenilina 1 (PSEN-1), que
forma parte del complejo y-secretasa.
Segln los valores de energia de afinidad
obtenidos en el acoplamiento molecular,
INJ-40418677 fue identificado como el
compuesto con mayor potencial de unién
a PSEN-1, seguido de trodusquemina,
bexaroteno y GSM-1. Los resultados ob-
tenidos aportan informacién relevante
sobre las caracteristicas quimicas y fisicas
basicas que deberan ser consideradas en
el disefio de moléculas con potencial in-
hibitorio sobre la y-secretasa que, como
consecuencia, tendrian implicaciones en
el tratamiento de la EA.

Palabras clave: acoplamiento molecular;
disefo de farmacos; enfermedad de
Alzheimer; y-secretasa; presenilina 1.
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Molecular Docking
between Alzheimer’s
Drugs and y-secretase

Enzyme

Abstract

Alzheimer's disease (AD) is the most
common form of dementia, characteri-
zed by cognitive and behavioral decline,
and primarily affects older adults. It is
estimated that worldwide, 115 million
people will be affected by the disease in
the next 30 years. Given the anticipated
increase in cases, researchers are explo-
ring various alternatives to control AD.
One area of focus is the study of the y-se-
cretase protein, which is linked to pepti-
de neurotoxicity involved in the amyloid
cascade, a key biochemical pathway in
the development of AD.

In this study, in silico studies were con-
ducted with the drugs JNJ-40418677,
GSM-1, bexarotene, and trodusquemine
to evaluate their efficacy as modulators
of the active site of the presenilin ca-
talytic subunit 1 (PSEN-1), which is part
of the y-secretase complex. According
to the affinity energy values obtained
from molecular docking, JNJ-40418677
was identified as the compound with the
greatest binding potential to PSEN-1, fo-
llowed by trodusquemine, bexarotene,
and GSM-1. The results obtained provide
relevant information on the basic che-
mical and physical characteristics that
should be considered in the design of mo-
lecules with inhibitory potential on y-se-
cretase, which, as a result, would have
implications for the treatment of AD.

Keywords: Molecular docking; drug
design; Alzheimer's disease; y-secretase;
presenilin 1.

Acoplamento molecular
entre medicamentos para
Alzheimer e a enzima
Y-secretase

Resumo

A doenca de Alzheimer (DA) é a forma
mais comum de deméncia e consiste em
comprometimento cognitivo e comporta-
mental, que afeta principalmente adultos
mais velhos. Estima-se que, nos proxi-
mos 30 anos, 115 milhdes de pessoas
em todo o mundo serdo impactadas pela
doenca. Diante do aumento previsto de
casos, pesquisadores estdo investigando
diversas alternativas para o controle da
DA. Um dos focos de estudo é a proteina
Y-secretase, associada a neurotoxicidade
dos peptideos envolvidos na cascata ami-
loide, uma via bioquimica crucial para o
desenvolvimento da DA.

Neste estudo, realizamos analises in silico
com os medicamentos JNJ-40418677,
GSM-1, bexaroteno e trodusquemina,
visando avaliar sua eficicia como modu-
ladores do sitio ativo da subunidade ca-
talitica presenilina 1 (PSEN-1), parte do
complexo y-secretase. De acordo com os
valores de energia de afinidade obtidos na
metodologia de acoplamento molecular,
o farmaco JNJ-40418677 foi identificado
como o que apresenta o maior potencial
de ligagdo com a subunidade PSEN-1, se-
guido pela trodusquemina, bexaroteno e
GSM-1. Os resultados obtidos fornecem
informagdes relevantes sobre os primei-
ros passos no design de moléculas com
potencial inibitério sobre a y-secretase
0 que, como consequéncia, teriam impli-
cagdes no tratamento da EA.

Palavras-chave: acoplamento molecular;
concepcao de medicamentos; doenca de
Alzheimer; y-secretase; presenilin 1.
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Acoplamiento molecular entre firmacos para Alzheimer y la enzima y-secretasa

Introduccién

Las enfermedades neurodegenerativas son procesos patolégicos
asociados con la agregacion de proteinas anormales dentro o fuera
de las células; sin embargo, atin queda mucho por entender sobre
los factores que las causan. La enfermedad de Parkinson, la enfer-
medad de Huntington, la esclerosis lateral amiotréfica y la enfer-
medad de Alzheimer (EA) son algunas enfermedades neurodegene-
rativas. En particular, la EA posee una fisiopatologia muy compleja
debido a que hay multiples factores implicados en su manifestacion.

La EA se caracteriza por la muerte de las células nerviosas del ce-
rebro y normalmente se presenta en la edad adulta. Las funciones
cognitivas se deterioran de forma progresiva e irreversible, en es-
pecial la memoria a corto plazo. Por lo general, comienza paulati-
namente y sus primeros sintomas suelen atribuirse a la vejez o al
olvido comdn. A medida que la enfermedad avanza, se va haciendo
mas evidente el deterioro de las capacidades cognitivas, como la ca-
pacidad para tomar decisiones y llevar a cabo las tareas cotidianas,
asimismo pueden surgir modificaciones de la personalidad y con-
ductas problemdticas. En sus etapas avanzadas, la EA conduce a la
demencia y finalmente a la muerte [1, 2].

Hasta el momento, se han establecido dos hipétesis sobre el de-
sarrollo de la EA (figura 1). Por un lado, la hipétesis de cascada
amiloidea propone que tanto el exceso como la acumulacién de
péptido B-amiloide (BA) se debe a un cambio en el metabolismo de
la proteina precursora de amiloide (APP). Este cambio se considera
como la causa principal del dafio neurodegenerativo presente en los
pacientes con Alzheimer, con la posterior hiperfosforilacion de la
proteina tau (T).

Por otro lado, la hipétesis de T sugiere que el mecanismo de ensam-
blaje y estabilizacién de los microttbulos en el citoesqueleto se ve
afectado de manera directa a causa de la hiperfosforilacién de la
proteina T, esto causa inconsistencia en su estructura y la formacién
de agregados de la proteina, lo cual, eventualmente, induce dafio y
muerte neuronal. Una vez sucedida la hiperfosforilacion se forman
las placas amiloideas [3, 4].
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Figura 1. Neurona en estado normal (izquierda) frente a neuronas en estado anormal
(derecha) afectadas por la acumulacién de péptido B-amiloide debido a una hiperfos-
forilacion de la proteina t. Elaboracién propia en BioRender.

Se han realizado diversos estudios con el objetivo de identificar
blancos terapéuticos especificos para el desarrollo de farmacos que
provoquen el minimo de efectos secundarios; sin embargo, no ha
resultado una tarea sencilla. Tal es el caso de una serie de ensayos
clinicos para eliminar los agregados de proteina amiloide en el ce-
rebro, los cuales resultaron ser ineficaces contra los sintomas del
paciente [5, 6]. Por otra parte, hallazgos recientes obtenidos me-
diante técnicas avanzadas, como el andlisis completo del proteoma,
revelaron cambios moleculares previos a la agregacién de proteinas
en el cerebro [7]. Con este panorama, es fundamental realizar nue-
vas investigaciones, implementar nuevas técnicas de diagndstico y
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desarrollar farmacos novedosos lo suficientemente efectivos, que
no afecten otras actividades del sistema nervioso central (SNC).

En los dltimos afios, la proteina y-secretasa ha tomado relevancia en
el tratamiento de la EA como posible diana terapéutica, particular-
mente la subunidad catalitica presenilina 1 (PSEN-1), cuya disfun-
cion ha sido asociada con esta enfermedad [8]. La modulacién del
complejo interviene directamente en la actividad de la APP y, por
consiguiente, en los niveles del péptido BA [9], frecuentemente de
40 (BA40) 042 (BA42) aminodcidos en condiciones patologicas [10].

En este sentido, el uso de técnicas computacionales (in silico) se ha
vuelto necesario para el desarrollo de nuevos farmacos. Entre estas
técnicas, el acoplamiento molecular es ampliamente utilizado para
identificar sitios de unién especificos en la estructura del receptor,
que permitan establecer interacciones moleculares con el ligante
para la formacion de un complejo ligante-receptor estable (mini-
ma energia) [11]. Usualmente, el proceso comienza con un blanco
o diana molecular (receptor) de estructura conocida, tal como una
enzima de interés médico, y una o varias estructuras mas pequefas
(ligante) que puedan unirse a la misma [12].

Los programas computacionales que realizan este tipo de calculos
emplean mecdnica molecular, como el programa AutoDock [13].
Este es un programa gratuito de cddigo abierto, es uno de los mas
utilizados para el estudio de interacciones ligante-receptor, y ha
sido disefiado para predecir las posiciones preferentes en la unién
de moléculas pequeiias, como sustratos o candidatos a farmacos,
con un receptor de estructura tridimensional conocida.

Esta y otras técnicas han sido de utilidad para predecir la confor-
macién de la unién y la energia libre involucrada en la formacion
de complejos ligante-receptor. Como se ha expresado antes, una de
las aplicaciones mas importantes de esta técnica es en el disefio de
farmacos, donde es posible realizar una exploraciéon de compuestos
en bibliotecas virtuales para, posteriormente, proponer una hipéte-
sis sobre como los diferentes ligantes inhiben o no cierto blanco de
interés de acuerdo con su estructura [12].

Por todo lo expuesto, el presente trabajo tiene como propésito iden-
tificar el papel que juega la y-secretasa en la funcién biolégica de los
compuestos JNJ-40418677, GSM-1, bexaroteno y trodusquemina,
que han sido utilizados ampliamente para tratar la EA [14-16].
Particularmente, los compuestos JNJ-40418677 y GSM-1 son re-
conocidos moduladores de la y-secretasa, debido a su capacidad de
modificar la produccién de péptidos [3-amiloides sin inhibir comple-
tamente la actividad enzimdtica, lo que reduce los efectos adversos
relacionados con la inhibicién total de esta enzima [17]. Por otro
lado, el bexaroteno y la trodusquemina, aunque no actdan direc-
tamente como inhibidores cldsicos de y-secretasa, han mostrado
influencias indirectas sobre su actividad o sobre rutas relacionadas
con el metabolismo del péptido B-amiloide, mediante mecanismos
de senalizacion celular o regulacién de lipidos [18, 19].

En este estudio se evaluard, mediante célculos de acoplamiento mo-
lecular, la efectividad de los cuatro compuestos como moduladores
de la subunidad PSEN-1, por su papel central dentro del complejo
enzimatico y-secretasa. Este complejo es responsable de la escision
intramembrana de mdltiples proteinas sustrato, incluyendo la APP
que da lugar a la formacién de péptidos B-amiloides (AB), especial-
mente Af342, que se agrupan en placas seniles, una de las principa-
les caracteristicas neuropatoldgicas de la EA [20].

En este contexto, la evaluacién de la interaccion entre PSEN-1y los
compuestos seleccionados mediante acoplamiento molecular per-
mitird identificar interacciones necesarias y posibles mecanismos
de inhibicion, contribuyendo de esta manera al disefio racional de
terapias dirigidas a esta subunidad del complejo y-secretasa.
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Tabla 1. Farmacos y sustrato natural de la y-secretasa empleados en el acoplamiento molecular.

Nombre del farmaco

Estructura 2D

Estructura 3D

Descripcién

JNJ-40418677

Ndmero de ER: 9/32

Present6 una concentracién inhibi-
toria 50 (IC50) contra el porcentaje
de actividad de la y-secretasa de 200
nM. Podria aumentar la produccién de
otros BA [25].

PubChem CID: 52939724

GSM-1 (Modulador de
la gamma secretasa)

Ndmero de ER: 10/32

Redujo los niveles de BA entre 38
y 48%. Después de 24 h los niveles
regresaron a los valores iniciales, sin
rebote que propiciara un incremento
de los valores originales [25].

PubChem CID: 57987388

Bexaroteno

HO

Ndmero de ER: 3/32

Retras6 la nucleacion primaria en la
agregacion de A42 [29].

PubChem CID: 13C4
CCDC ID: DAQCII

Trodusquemina

HaN

Ndmero de ER: 22/32

Aumentd la agregacién de BA42, pero
suprimié su toxicidad al desplazar los
oligdmeros de las membranas celulares
[30].

PubChem CID: 9917968

PC1

(1,2-diacil-sn-glicero-
3-fosfocolina)

CHa

CH,

Ndmero de ER: 32/33

Ligante natural de la y-secretasa. Re-
sponsable de la actividad proteolitica
productora de BA [22, 29].

PubChem CID: 94190

ER: enlaces rotables.

Rev. Colomb. Quim., vol. 53, nro. 2, pp. 39-46, 2024
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Materiales y métodos

El proceso para el estudio computacional de la interaccién entre
la proteina y-secretasa y los farmacos se realizé en tres pasos ge-
nerales: seleccién y preparacién estructural del blanco y los ligan-
tes, calculo de la energia de afinidad del complejo ligante-receptor
mediante la técnica de acoplamiento molecular y evaluacién de los
resultados.

Seleccion y preparacion de las moléculas

En primer lugar, se realizé la bisqueda de la estructura de la protei-
na y-secretasa en la plataforma Protein Data Bank (PDB) [21]: su
ID es 5A63 y su organismo de expresion es el homo sapiens. La pro-
teina registrada en banco de datos se obtuvo mediante microscopia
electrénica, con una resolucién de 3,4 A, y estd formada por cuatro
cadenas nombradas como A, B, Cy D.

Figura 2. Proteina y-secretasa. Se muestran las cuatro cadenas que la conforman, A
(rojo), B (amarillo), C (azul) y D (negro). Se muestra en color café trasldcido la mem-
brana simulada grificamente que delimita la regi6n transmembranal de la proteina
[22]. Elaboracidn propia en BioRender.

Posteriormente, se aislo la estructura de la cadena B (color amarillo
en la figura 2) que contiene a la subunidad PSEN-1, que a su vez
contiene el sitio activo [22]. Para ello, se eliminaron las estructuras
de cristalizacion no proteicas, las moléculas de agua y las cadenas
duplicadas (A, Cy D) con ayuda del programa USCF Chimera [23].
Este tratamiento es un paso esencial para eliminar las moléculas
que no son Utiles para este tipo de procedimiento. Después, en el
programa AutoDockTools [24] se afiadieron dtomos de hidrégeno

(Gnicamente polares) y se asignaron las cargas atémicas, la informa-
cion se guardé en un archivo con formato PDBQT.

Por otro lado, se obtuvieron las estructuras cristalinas del sustrato
natural 1,2-diacil-sn-glicero-3-fosfocolina (PC1) a partir de la en-
trada PDB ID: 5A63 [25], y del compuesto bexaroteno, identifica-
do con el cédigo CDCC ID: DAQCII [26]. Para el resto de los ligan-
tes, su estructura tridimensional fue obtenida de la base de datos
PubChem del Centro Nacional para la Informacién Biotecnolégica
(NCBI) [27]. Ademads, se realizaron calculos de optimizacion de
geometria utilizando el método semiempirico PM6 en el programa
Gaussian 09 [28] con la finalidad de refinar las estructuras. Para
finalizar, se agregaron las cargas atémicas y se optd por activar o
desactivar los enlaces rotables (ER).

Debido a la naturaleza quimica de algunos ligantes (cadenas carbo-
nadas o nitrogenadas largas con libre giro), se propuso tratarlos de
dos formas, una con todos los posibles ER activos, y otra con estos
enlaces desactivados, es decir, en una conformacién completamen-
te rigida con enlaces no rotables (ENR). El tratamiento flexible (ER
activos) permite al ligando explorar su espacio conformacional du-
rante la simulacién, lo que refleja de manera mas fidedigna su com-
portamiento dindmico. Esta condicién favorece la identificacion de
modos de unién éptimos con la subunidad PSEN-1, potencialmente
asociados a una mayor afinidad de unién y estabilidad del complejo,
asi como a la formacién de interacciones moleculares importantes,
que podrian no manifestarse en un sistema rigido. En contraste, los
ENR restringen al ligante a una conformacién tnica que, ademas de
reducir la complejidad computacional, es Gtil para inferir la depen-
dencia estructural de la unién y estimar la estabilidad farmacodina-
mica del compuesto.

Las estructuras bidimensionales y tridimensionales de los farmacos
utilizados, asi como el sustrato natural se presentan en la tabla 1.
También se muestra una breve descripcion de su funcionalidad y el
nimero de ER presentes en cada uno.

Delimitacion del sitio de biisqueda

Para continuar con la preparacidn previa al cilculo de acoplamiento
molecular, fue necesario delimitar la zona donde se realizé la bus-
queda de las conformaciones preferentes en la formacién del com-
plejo ligante-receptor. Por lo tanto, se establecieron los pardmetros
de la zona de bisqueda, conocida como caja de blsqueda o grid box,
para cada uno de los sitios estudiados (tabla 2) y para el sitio del
ligante natural (LN) (figura 3).

Tabla 2. Parametros de la grid box utilizados para cada complejo farmaco-y secretasa.

Area Spacing (A) Coordenadas grid box Tamaiio grid box
X Y Z X Y Z
SAP 0,357 114,004 114,102 103,310 40 40 40
P_O 0,614 127,434 108,814 106,310 40 40 40
P_1 0,658 140,081 133,914 120,044 40 40 40
p_2 0,586 113,671 109,362 105,148 40 40 40
P_3 0,581 130,635 122,710 102,234 40 40 40
P_4 0,597 111,364 117,118 136,084 40 40 40
P_5 0,577 126,895 127,556 112,567 40 40 40
P_6 0,525 136,596 125,760 111,741 40 40 40
P_7 0,475 121,884 116,309 121,642 40 40 40
LN 0,403 124,328 119,149 127,598 31 60 42

42

SAP: sitio activo de la presenilina.
LN: sitio del ligante natural.
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Figura 3. Subunidad presenilina 1 (PSEN-1) en formato de cinta y color gris, donde
se visualizan los aminodcidos aspartato ASP 257 y ASP 385, componentes del sitio
activo (izquierda), y el ligante natural PC1 en el sitio de cristalizacién (derecha).

Con ayuda del programa AutoDockTools [24] se delimité el sitio ac-
tivo de la subunidad PSEN-1, que se designé como SAP (sitio activo
de la presenilina). Alli se encuentran dos residuos aminoacidicos
transmembranales conservados, aspartato ASP 257 y ASP 385, los
cuales son criticos para la actividad de la y-secretasa [22].

Asimismo, mediante la herramienta DoGSiteScorer de la plataforma
Proteins Plus [31], se evaluaron los sitios de unién mas favorables
de la proteina y se estimé su farmacologia en términos de residuos
de aminodcidos. En la tabla 3 se enlistan las dreas con mayor proba-
bilidad de unidn de ligantes y se muestran los puntajes farmacolégi-
cos (druggability) de cada sitio de unidn, dichos valores se expresan
en un intervalo de cero a uno, siendo uno el de mayor posibilidad
farmacolégica. Finalmente, se presenta el volumen que ocupa el si-
tio de unién (expresado en A3).

Tabla 3. Sitios con mayor probabilidad de unién a un ligante obtenidas con la plata-
forma Proteins Plus [31].

Nom'b’re del siti'o de Puntaje farmacolégico Volumen (43)
unién potencial
P_O 0,72 501,89
P_1 0,59 307,46
P_2 0,55 225,22
P_3 0,45 216,90
P_4 0,39 193,15
P_5 0,57 186,94
P_6 0,33 143,68
P_7 0,27 134,59

Con base en las predicciones de Proteins Plus [31] sobre las areas
con mayor probabilidad de formar interacciones con un ligante y el
SAP, se ubicaron las grid box en las tres dreas con los mas altos de
puntajes farmacolégicos: P_0 (0,72), P_1 (0,59) y P_5 (0,57), para
finalmente realizar el acoplamiento molecular.

Figura 4. A: vista de las siete dreas con mayor posibilidad de unién de un ligante con
la cadena B de la y-secretasa, representada en formato de cinta de color azul. B: vista
de los dos residuos aminoacidicos que conforman el sitio activo de la cadena B (ASP
257 y ASP 385) con los dtomos en un esquema de colores CPK.

Acoplamiento molecular

Una vez realizado el tratamiento previo a las estructuras y la deli-
mitacion de la zona de blsqueda, se llevd a cabo el acoplamiento
molecular para obtener las poses preferentes en la formacién del
complejo ligante-receptor. Para ello, se utilizé el programa Auto-
dock Vina [32], que utiliza un método de optimizacién de gradiente
y una funcién de puntuacién simple (score). Ademds, para visualizar
y analizar las interacciones existentes entre los residuos adyacentes
a todos los ligantes se utilizé el paquete Discovery Studio [33]. Para
validar la metodologia, se realizé un redocking con el ligante PC1,
cuyo resultado se muestra en la figura 5.

Figura 5. Visualizacion de las poses del ligante natural PC1 en el sitio de cristaliza-
cion (PC1_CE) y en el resultado del redocking (PC1_RD).

Resultados y discusion

Los resultados del acoplamiento muestran nueve modos posibles
de acoplamiento entre ligante y enzima. El primer modo presenté el
mejor valor de energia de afinidad. En la tabla 4 se resumen los va-
lores obtenidos para los diferentes acoplamientos. Se observa que
los valores de afinidad obtenidos con los ligantes con ENR son mas
negativos en comparacion con los ligantes con ER.

En el caso especifico de PCT, el docking flexible no logré reproducir
adecuadamente la pose cristalografica (Rx) debido a limitaciones en
la bisqueda conformacional. Esta molécula, al igual que la trodus-
quemina, presenta mdltiples grados de libertad rotacional deriva-
dos de cadenas alifticas flexibles que conectan sus grupos funcio-
nales, lo que conduce a conformaciones energéticamente estables,
pero alejadas de la pose biolégicamente relevante.

En cambio, al emplear una conformacién rigida, se obtiene un mejor
alineamiento con la estructura experimental y valores de energia de
acoplamiento mas consistentes con la interaccién real ligante-re-
ceptor. Por lo tanto, para este tipo de compuestos, el uso del docking
rigido no solo es justificable, sino preferible, ya que permite obte-
ner poses mds precisas y representativas desde el punto de vista
bioquimico.

Cabe resaltar que, en las demds moléculas consideradas en este es-
tudio, la tendencia de los valores de la afinidad por los sitios de
unién no cambia de manera significativa (tabla 4); asi que nos en-
focamos exclusivamente en los ligantes con ENR. La mayoria de
los valores de afinidad superan el valor de afinidad del ligante PC1
(-8,1 kcal mol™) en su area natural, lo que sugiere que la accién de
estos ligantes, ademas de la reportada con algtn otro blanco tera-
péutico, podria ser mediante la interaccion con la y-secretasa.

Posteriormente, se hizo un andlisis sobre las interacciones formadas
entre los ligantes con ENR y los residuos aminoacidicos adyacentes
utilizando del visualizador Discovery Studio [33]. En la figura 6 se
muestran dos ejemplos de los diagramas 2D obtenidos: uno para
el acoplamiento con el mejor valor de afinidad, correspondiente al
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Tabla 4. Valores de energia de afinidad en kcal mol™" de los complejos farmaco-y secretasa.

Area PC1 JNJ-40418677 GSM-1 Bexaroteno Trodusquemina
Ligantes con ER
SAP -4,8 =71 -6,3 -7,2% -5,3
P_O -4,5 -7,4* -6,7 -6,9 -6,0
P_1 =51 -7,2 -7,3* -7,3* -6,2
P_5 -4,2 -7,3* -6,8 -7,3* -5,1
LN -4,7 -7,5 -6,8 -8,2* -5,6
Ligantes con ENR
SAP -7,5 -7,6 -6,5 -7,8 -8,2*
P_O -7,8 -9,0* -8,2 -8,2 -6,7
P_1 -7,9 -8,3* -7,2 -8,3* -8,2
P_5 -7,9 -8,6 -7,6 -8,3 -8,7*
LN -8,1 -9,3** -8,3 -8,5 -8,7

*Valores de energia de afinidad mas altos en cada area con y sin enlaces rotables.

**Valor mas alto de todos los acoplamientos realizados.
ER: enlaces rotables.
ENR: enlaces no rotables.
SAP: sitio activo de presenilina 1 (PSEN-1).
LN: sitio del ligante natural.

ligante JNJ-40418677 en su area natural, y otro para el complejo
PC1 en la misma érea, que se utilizé como referencia en todos los re-
sultados para identificar los aminoacidos conservados. En general,
los enlaces observados en ambos complejos son de tipo m-alquilo y
fuerzas de Van der Waals, ademas de interacciones tipo m-o, carbo-
no-hidrégeno (C-H) y puente de hidrégeno. Entre los residuos con
interacciones conservadas en ambos casos se encuentran THR 407,
VAL 97, TRP 404, VAL 94, VAL 393 y PHE 411.
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Figura 6. Diagramas 2D de las interacciones de los ligantes A: JNJ-40418677 y
B: PC1 en complejo con el sitio del ligante natural (LN).

En relacion con la modulacién de y-secretasa y su implicacién en la
EA, los resultados obtenidos a partir del acoplamiento molecular
de los ligantes JNJ-40418677, trodusquemina, bexaroteno y GSM-
1 muestran un panorama complejo. Por ejemplo, JNJ-40418677,
uno de los farmacos mas antiguos para tratar la EA [14], que es un
modulador de la y-secretasa de naturaleza acida de segunda gene-
racién [34], present6 el mejor valor de afinidad (-9,3 kcal mol™)
(ver tabla 4); ademas, mostré interacciones imprescindibles para la
estabilizacion del complejo ligante-enzima [35] en mdltiples areas
de la PSEN-1. Esta informacién justifica que su valor de afinidad sea
el mejor en tres dreas: LN, P_Oy P_1, lo que indica una fuerte inte-
racciéon con diversas areas de la PSEN-1 y, por lo tanto, una mayor
implicacion en las funciones de la y-secretasa.

Algunas investigaciones han demostrado que el péptido sefial pep-
tidasa (SPP) alberga un sitio de unién para este modulador de la
y-secretasa. SPP es homdloga a PSEN-1, pero funciona como un ho-
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modimero sin proteinas accesorias, en donde los sustratos de y-se-
cretasay SPP no muestran ninguna superposicion. Lo anterior sugie-
re que la y-secretasa contiene un sitio de unién para JNJ-40418677
que se conserva en SPP y, en consecuencia, deberia estar presente
en PSEN-1 [36], esto sugiere una posible implicacién en la regula-
cion alostérica. Sin embargo, se ha demostrado que la interaccién
entre el formaco JNJ-40418677 y la y-secretasa podria aumentar
la concentracién de otros tipos de A aun cuando el farmaco ofrece
selectividad para disminuir la cantidad de A4 [37].

En este contexto, la trodusquemina, que presenta un valor de -8,7
kcal mol™ en el sitio del ligante natural (LN) y P_5, actia de manera
similar a JNJ-40418677, pero presenta interacciones que dan lugar
a una unién de nube electrénica-@ entre los residuos aminoacidicos
de la enzima y a un anillo aromatico en la estructura de la trodus-
quemina. Gracias a la presencia de estos enlaces conjugados carac-
terizados por la deslocalizacién de los electrones en sus orbitales
[38], se favorece una distribucién entre varios atomos del ligante
sobre esta area particular de la enzima.

La trodusquemina ha demostrado ser un inhibidor alostérico de la
proteina tirosina fosfatasa PTP1B, involucrada directamente en la
agregacion del Ay el proceso inflamatorio generalizado que carac-
teriza a la EA [39]. No obstante, al no estar totalmente esclarecido
el papel que juega la PTP1B en la patologia, la analogia del funcio-
namiento de esta enzima con la y-secretasa no es tan confiable para
decir que modifica la actividad enzimdtica con este tipo de inhibi-
cién [16]. Sin embargo, la intervencién que tiene la trodusquemina
con la y-secretasa indica que podria fungir como un ligante con una
cinética enzimatica de inhibicién competitiva [40] contra el ligante
natural PC1, debido a que tiene un valor de afinidad alto en el LN,
contrario a lo que sucede con la tirosina fosfatasa (ver tabla 4). Esto
podria implicar una modificacién directa en el sitio activo y, por lo
tanto, de la actividad enzimitica y sus implicaciones a nivel de fun-
cionalidad biolégica.

Por otro lado, el bexaroteno, con un valor de -8,5 kcal mol™’, se
destaca por su capacidad de mantener sus efectos en la funcién bio-
légica y suele ser de facil liberacion de la enzima [19]. Lo anterior
no es un punto negativo si el propdsito no es inhibir por completo la
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actividad de la y-secretasa, sino modularla selectivamente sin afec-
tar otras funciones primordiales del SNC [41]. Estos resultados son
consistentes con investigaciones realizadas en la enzima 3-secreta-
sa, donde la subunidad PSEN-1 ha presentado patrones de energia
de unién factibles para este ligante [42], por lo que posiblemente
actie de forma similar en la y-secretasa. Otros efectos de esta mo-
lécula para el tratamiento de la EA podrian ser la disminucién del
péptido BA en el cerebro, la obstaculizacién de su posterior agru-
pamiento y agregacién [43], la inhibicién de la escision intramem-
branal de la y-secretasa [15], el retraso de la formacion de especies
toxicas en células de neuroblastoma en la nucleacién primaria del
A2, y la supresion completa de su deposicion [41].

Por dltimo, el GSM-1, que pertenece a una familia de moduladores
de la actividad de la y-secretasa que inhiben la produccién de BAsz
con poco efecto sobre la generacion de BA4o y el procesamiento de
otros sustratos importantes de la y-secretasa [41], presenta un va-
lor de afinidad de -8,3 kcal mol™" en el LN. Si se analiza detenida-
mente la figura 3 se observa que el LN, que es donde se encuentra
PC1, estd alejado del SAP que contiene los aminodacidos que le con-
fieren la capacidad catalitica, por lo que el resultado del valor de afi-
nidad se apoya con la teoria de que GSM-1 disminuye la produccién
de BAsz, posiblemente mejorando su conversion a [3Ass mediante
un mecanismo alostérico al unirse a un area especifica dentro de la
PSEN-1. Esto ocurre debido a que se ha localizado el sitio de unién
de GSM-1 en un subdominio dentro de un dominio transmembranal
de la PSEN-1, la cual sufre cambios conformacionales al interactuar
con este ligante [44].

De manera general, considerar dreas aledaas al sitio activo de la
enzima permitié tener una gama de posibilidades de uniones dis-
tintas que, aunque no se traduzcan propiamente en funcién biol6-
gica, podrian operar de otras maneras, por ejemplo, modulando la
actividad de la enzima positiva o negativamente [39]. En particular,
se sugiere que el disefio de farmacos se dirija al LN buscando inte-
racciones de tipo hidrofébicas, principalmente con residuos de vali-
na, isoleucina y triptéfano. Las probables moléculas deberan ser de
naturaleza organica e incluir, aunque no de forma exclusiva, anillos
aromaticos y cadenas alifaticas cortas; ademds, no deben exceder
un maximo de 1201,84 A2 de superficiey 1676,80 A de volumen.

Debido al funcionamiento parcialmente 6ptimo de los farmacos ac-
tualmente utilizados, las actividades de la enzima y-secretasa de las
neuronas han constituido uno de los aspectos en los que mayor es-
fuerzo se ha invertido al momento de identificar dianas terapéuticas
especificas para la EA. Estas investigaciones parten de la hipétesis
de que, si se consigue evitar o regular la sobreproduccién del pépti-
do A, se podrd evitar en ciertos casos la aparicién de la enfermedad
o detener su avance [45].

Cabe mencionar que, a pesar de las limitaciones propias que pre-
senta la metodologfa del acoplamiento molecular, este estudio es
adecuado para describir una posible diana de formacos usados en la
actualidad como parte del tratamiento de la EA, cuyo mecanismo de
accion biolégica permanece desconocido debido a la falta de inves-
tigacion experimental. En este sentido, este trabajo computacional
aporta informacién valiosa para futuras investigaciones relaciona-
das con el disefio de farmacos que tengan como blanco terapéutico
a la y-secretasa, tanto experimentalmente como de manera tedrica
(in silico). Sin duda, serfa relevante complementar este estudio con
pruebas experimentales que validen los resultados obtenidos.

Conclusiones

Por medio de herramientas computacionales se logré hacer un ana-
lisis enzimatico de la y-secretasa en su interaccién con otras molé-
culas. El andlisis se realiz6 a través de un acoplamiento molecular
de la enzima con distintos farmacos utilizados para el tratamiento
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de la EA. Se identificaron las diferentes interacciones moleculares
ligante-receptor y los aminoacidos clave para que se lleve a cabo
dicha interaccién, aun si no implican de manera directa el sitio cata-
litico. Finalmente, se distingui6 el farmaco con el valor de afinidad
mas alto para los acoplamientos con la cadena B de la y-secretasa,
es decir, el ligante JNJ-40418677.

Toda la informacién obtenida a través del andlisis de las interaccio-
nes quimicas para detectar las ventajas y desventajas de los acopla-
mientos realizados proporciona una base para futuras investigacio-
nes en el desarrollo de nuevas moléculas que modulen la actividad
de la y-secretasa de forma mas precisa. Hasta el momento, podria-
mos inferir que moléculas con caracteristicas fisicoquimicas seme-
jantes a las del compuesto JNJ-40418677, en conjunto con las del
sitio de unién del LN en la y-secretasa, son relevantes en el disefio
de farmacos especificos en el tratamiento de la EA. Se continuara el
estudio de esta enzima empleando diversas técnicas computacio-
nales que nos permitan estudiar mas a fondo su comportamiento y
proponer nuevos mecanismos de accion.
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