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RESUMEN. La enfermedad de Alzheimer (EA) es un desorden neurodegenerativo caracterizado por la acumulacion
de placas amiloides en el cerebro. Es la principal causa de demencia en los ancianos y no existe ningun tratamiento
disponible contra ella. Evidencias recientes sugieren que la agregacion del péptido B-amiloide (AB) desempefia un
papel esencial en el desarrollo de la enfermedad, por lo que el estudio de las interacciones del AB con compuestos
inhibidores de la agregacion a nivel atomico es fundamental para el desarrollo de nuevas herramientas para el
diagnéstico y tratamiento de la enfermedad. En este trabajo se utilizaron técnicas de acoplamiento (Autodock Vina),
para identificar y caracterizar sitios potenciales de interaccion del AP con dos series de compuestos derivados del
naftaleno (CDN) con posible actividad inhibidora de la formacién de agregados, una obtenida previamente por
métodos QSAR (Quantitative structure—activity relationship) (1) y otra disefiada y sintetizada en el laboratorio (I1).
Las simulaciones fueron hechas contra las 10 configuraciones de RMN del AP tomadas del Protein Data Bank (PDB,
cédigo 11YT). Con el objetivo de validar este procedimiento se reprodujo satisfactoriamente la afinidad entre la
estructura reportada del AP y los pentapéptidos GVVIA y RVVIA. Los resultados sugieren que estos compuestos
interacttan preferentemente con los aminoacidos S8 G9 E11-H13 Q15-L17 F19, region que ha sido reportada como
crucial en la agregacion. Finalmente, se evalué por docking proteina-proteina (Rosetta+) el complejo formado por
dos péptidos AP. Todos estos estudios sugieren que los CDN y los pentapéptidos su unen al AB en la misma zona de
interaccion AB/AP.

ABSTRACT. Alzheimer’s disease (AD) is a neurodegenerative disorder characterized by the accumulation of
amyloid plaques in the brain. AD is the leading cause of dementia in the aging population and an effective treatment
is still unavailable. Increasing evidence suggests that the aggregation of the small peptide p-amyloid (AB) plays an
important role in the development of disease. Understanding the interactions of Ap with aggregation inhibitors at an
atomic level is essential for the rational development of diagnostic and therapeutic tools. Herein, docking techniques
were used (Autodock vina) to find and describe potential sites of interaction between AB and two sets of naphthalene
derivative compounds (NDC), one of these sets was previously evaluated by QSAR (Quantitative structure—activity
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relationship) as potential Ap aggregation inhibitor and the other synthesized in the laboratory. Docking simulations
for each NDC were performed against 10 configurations from a NMR structure of the beta-amyloid peptide, obtained
from the Protein Data Bank with code: 11'YT. As a validation step for this procedure, the experimental structure of the
complexes formed between AB and the pentapeptides GVVIA or RVVIA was correctly reproduced. According to
calculations, these compounds interact preferentially with S8-G9 E11-H13 Q15-L17 F19 amino acid; this region has
been reported as crucial for fibril formation. Finally, the complex formed by two Ap peptides, as primary step in the
aggregation process was calculated by protein-protein docking techniques (Rosetta+). All these studies suggest that
NDC and pentapeptides binds to AB at the same AB/Af interaction zone.

INTRODUCCION

La demencia se define como una falla adquirida y progresiva de la funcién cerebral, que
gradualmente produce una incapacidad en las actividades diarias del individuo, asi
como un deterioro en las funciones cognitivas.’ La enfermedad de Alzheimer (EA) esta
considerada como la principal causa de demencia ademas de ser la cuarta causa de
muerte en paises desarrollados. Se define como un padecimiento neurodegenerativo del
sistema nervioso central y se caracteriza por un deterioro progresivo de las funciones
cerebrales superiores.? Una conciencia notable del impacto social de la EA durante la
ultima década ha llevado a realizar grandes esfuerzos en la investigacion con el fin de
determinar la etiopatogenia, el diagnéstico y el tratamiento de esta enfermedad.® Sin
embargo, la causa de la EA no ha sido aun determinada. Esta enfermedad se caracteriza
histopatoldgicamente por la presencia de placas seniles y ovillos neurofibrilares en el
cerebro. ElI componente principal de los ovillos neurofibrilares es la proteina tau y de
las placas seniles es el péptido B-amiloide (AB), un péptido de 39 a 42 aminoacidos que
una vez formado, adquiere una conformacién B-plegada.’® Este plegamiento permite
que comience un proceso de agregacion que se estabiliza por puentes de hidrdgeno
hasta formar agregados moleculares intra o extracelulares que llevan al deterioro de las
funciones celulares y eventualmente a la muerte celular.* Actualmente, la hip6tesis mas
acertada para la aparicion y desarrollo de la enfermedad es precisamente la hipotesis de
la cascada del amiloide.? Por ello, dilucidar las interacciones entre el AP y posibles
agentes anti-agregantes es fundamental para el desarrollo de nuevas herramientas para
el diagnostico y tratamiento de la enfermedad, ademas, puede proveer informacién
sobre la formacién de las placas amiloides.>® Una gran variedad de compuestos son
reportados con capacidad para retardar o inhibir la formacion de estos agregados in vitro
y/o in vivo, ejemplo de estos son los farmacos: acido rosemarinico y tannico y los
compuestos derivados del naftaleno (CDN) 4,4'-dianilino-1,1'-binaftil-5,5"-disulfonato y
el 1-anilino-naftaleno-8-sulfonato.”® También se conoce a raiz de estudios
epidemioldgicos,®*? en los cuales se relaciona el empleo de farmacos antiinflamatorios
no-esteroidales con la reduccion del riesgo relativo de padecer la EA, que han surgido
diferentes investigaciones en la busqueda de moléculas, con estructuras similares a estos
compuestos, para ser empleados como diagnosticadores o farmacos para el tratamiento
de esta enfermedad. Existen evidencias de la afinidad de los derivados del naftaleno por
las estructuras moleculares anteriormente mencionadas**** y algunos de ellos fueron
marcados con ‘®F para este fin (Fig. 1).">2

El objetivo del presente trabajo fue identificar y caracterizar la zona de interaccion
potencial entre el AP y dos series de CDN con posible capacidad inhibidora de la
agregacion del amiloide, con el empleo de técnicas de docking proteina-ligando. Una de
estas series se obtuvo por técnicas QSAR (Quantitative structure—activity relationship)
()™ y la otra disefiada y sintetizada en el laboratorio (I1)por los autores.?>?! También
fue de interés, predecir el complejo formado por dos péptido AP a través del docking
proteina-proteina (Rosetta+). Todos estos estudios sugieren que los CDN vy los



pentapéptidos se unen al AP en la misma zona de interaccion AP/AP, considerada como
22,23

esencial en la formacién de agregados.

HyC

Fig. 1. Estructura quimica de compuestos afines a placas p-amiloideas. I: 2-(1-{6-[(2-
[*®*F]fluoretil)(metil)amino]-2-naftil}etilen)malononitrilo ~ (**FDDNP,  marcador
radioactivo). 1l: (S)-naproxeno; Ill: (R)-ibuprofeno; 1V: (S)-ibuprofeno; V:
diclofenaco (antiinflamatorios no esteroidales). %

PARTE EXPERIMENTAL

Metodologia Computacional

Las configuraciones del AP se tomaron del Protein Data Bank (PDB, cédigo 11YT).%
Las simulaciones de docking porteina-ligando se realizaron con el programa Autodock
Vina (Vina).? Para ello, se confecciond un fichero de configuracion principal con los
datos para el célculo. Cada fichero contenia una de las diez configuraciones existentes
en el PDB para el APi.42 Y Se considerd a todos sus aminoacidos como rigidos. Se
utilizaron todos los pardmetros estandares para el célculo. Los ficheros estructurales
(extension: pdbgt) del ligando y la proteina, se crearon con el programa Autodock
Tools?® y se dejaron todos los enlaces del ligando flexibles. Se confeccioné una caja de
dimensiones finitas, para cada configuracion, cuyas dimensiones fueron de 58 A x 42 A
x 42 A, aproximadamente. Asi, cada ligando podia moverse libremente por toda la
superficie del Ap.

Para el célculo del docking proteina-proteina se utilizé el programa Rosetta+ y dos
moléculas del amiloide. Una de estas cadenas se mantuvo rigida, mientras que con la
otra se permitié que, tanto su esqueleto carbonado como las cadenas laterales de los
aminoacidos, fueran flexibles. A continuacion, se realizaron los procedimientos
estandares.27,28 Primero un docking a ciegas para obtener una estructura de minima
energia y finalmente con ella de referencia, se llevaron a cabo perturbaciones al sistema
con el fin de evaluar la estabilidad y obtener la estructura final del complejo AB/Ap.
Para la visualizacion y determinacion de las zonas de interaccion entre los aminoacidos
que conforman el APi4 Yy todos los compuestos evaluados se utilizaron los
visualizadores moleculares (Pymol y Chimera).?**

El procesamiento automatico de todos los célculos se realizé en un cluster de 10
computadoras (30 CPU) con Linux como sistema operativo.



RESULTADOS Y DISCUSION

Muchas han sido las publicaciones en que se ha descrito el uso de agentes que inhiban
la formacion de las placas amiloides para la prevencion de la EA.*"#% Actualmente, la
evaluacion de moléculas pequefias como posibles inhibidores in vitro de la agregacién
del AP centra la atencion de la comunidad cientifica debido a la facilidad de su sintesis
quimica. Dentro de estos grupos de compuestos se destacan los polifenoles y los
compuestos derivados del naftaleno.’

El estudio propuesto se llevd a cabo con la utilizacion del péptido amiloide de 42
aminoacidos como receptor (Fig. 2), el cual ha sido identificado como el fragmento mas
amiloidogénico de la proteina precursora del amiloide (APP).* %

Los célculos de la interaccion del péptido amiloide con los ligandos a evaluar se
Ilevaron a cabo con el empleo del programa Autodock Vina, que en comparacién con los
demas programas de docking incrementa la velocidad de calculo hasta en dos érdenes
de magnitud y permite obtener resultados més exactos.?

Fig. 2. Estructura tridimensional obtenida por RMN con diez configuraciones del
péptido AB1-42, extraido del Protein Data Bank con cédigo PDB: 11YT. #

Interaccidn del peptido amiloide con los pentapéptidos GVVIA Yy RVVIA

La validacion del procedimiento desarrollado para este trabajo se realizé a partir del
estudio llevado a cabo con la estructura reportada entre el AP y los pentapéptidos
GVVIA y RVVIA? El primero de los dos péptidos presenta los Gltimos cinco
aminoacidos de la estructura del AP;.42 Y en el segundo, se mutd la glicina por la
arginina (G por R) para obtener asi mayor polaridad en la molécula. Para desarrollar
este trabajo, a cada pentapéptido se le realizaron 10 simulaciones con cada una de las 10
configuraciones existentes en el PDB del ABi.42. Se obtuvieron 200 resultados, de los
cuales, un 85 % de los casos, indicaban una zona de interaccion de estos pentapéptidos
con el amiloide comprendida entre los aminoacidos del 7 al 20, especificamente, con D7
G9-H14 V18-F20. Esta zona es equivalente a la reportada (aminoacidos del 8 al 23)%? y
presenta una concordancia de un 70 % entre los aminoacidos involucrados en la
interaccion (Fig. 3), lo cual permite comprobar que el meéetodo es valido para la
busqueda virtual de un sitio de interaccion entre el péptido B-amiloide y los CDN.
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Fig. 3. Zona de interaccion de los pentapéptidos GVVIA y RVVIA con el Afr.4. Las
interacciones de los pentapeptidos descritos en la literatura® y los obtenidos en este
estudio se sefialan en cada oligopeptido Af1.42 1Yy 1, respectivamente. Con un asterisco
(*) estan representados los aminoacidos comunes entre las dos estructuras y con un
guion (-) los que son especificos de cada interaccion.

Interaccién del péptido amiloide con los CDN obtenidos por QSAR (1)

Previo a este trabajo, mediante el uso de técnicas de QSAR, el Grupo de Quimica
Tedrica de la Universidad de La Habana obtuvo una serie de compuestos derivados del
naftaleno (serie 1), los cuales pudieran presentar actividad inhibidora de la agregacion
del amiloide (Tabla 1).*

Tabla 1. Compuestos seleccionados (derivados de la molécula de naftaleno), empleados
para evaluar la interaccion de cada uno con el Ai.42. Serie I, compuestos obtenidos por
técnicas de QSAR™ y Serie 11, compuestos sintetizados en el laboratorio de sintesis del
Centro de Neurociencias de Cuba.?®?

Compuestos de la Serie | Compuestos de la Serie Il

1-metoxi-4-[(4-metoxifenil)-tio]-naftaleno 1-(1-naftil)-2,5-pirrolidendiona

1-metoxi-4-[(4-metoxifenil)-sulfonil]- acido 4-(1-naftilamino)-4-oxobutanoico

naftaleno

Acido 2-[(2-hidroxi-1-naftil)amino]benzoico

Acido hidroclorhidrico 2-hidroxi-5-[(4-hidroxi-
1-naftil)-amino]-benzoico

4-(4-hidroxianilina)-1-naftol

4-metoxi-3-metilbenzoato-1-yl(4-metoxi-1-
naftil)-amina

(1-metoxi-2-naftil)-fenilamina
Cloruro 1-hidroxi-N-fenilnaftalen-2-amonio

4-[(4-hidroxifenil)sulfonil]-1-naftol
4-fluoro-N-[4-(metiltio)fenyl]naftalen-1-amina
4-metoxi-N-(4-metoxifenil)-1-naftalenamina
4-metoxi-N-fenil-1-naftalenamina

N-[4-(1-naftilamino)-4-oxobutanol]-B-alanine
N° N*-etil-1,4-di(N-1-naftilsuccinamida)

N° N*-butil-1,4-di(N*-1-naftilsuccinamida)
N*-(2-aminoetil)-N*-(1-naftil)succinimida

Sal de sodio del &cido (2-{[4-(1-naftilamino)-4-
oxobutanoil]amino}etil)ditiocarbamico

metil (2-{[4-(1-naftilamino)-4-
oxobutanol]amino}etil)ditiocarbamato

N-[2-(metilamino)etil]-N'-1-naftilsuccinamida
N*-(2-aminobutil)-N*-(1-naftil)succinimida



4-metilbenzoato-1-yl(4-metoxi-1-1-
naftil)amina

metil-2-[(2-hidroxi-1-naftil)Jamino]benzoato
N-(4-yodofenil)-1-metoxinaftalen-2-amina
N-(4-metoxi-1-naftil)-N-(2-metoxifenil)amina
N-(4-metoxifenil)-4-nitronaftalen-1-amina
Acido 4-[(4-hidroxi-1-naftil)amino]benzoico
Acido 4-[(4-metoxi-1-naftil)amino]benzoico

N-(5-yodo-2-metoxifenil)-N-[(4-metoxi-1-
naftil)amina

A partir de estos resultados, se tomaron los 20 compuestos de la Serie | y se le realizé el
mismo procedimiento de calculo que en el caso de acapite anterior. De las 2000
simulaciones efectuadas, se encontrd que en un 90 % de los casos estos compuestos
interaccionaban con el amiloide por la zona comprendida entre los aminoacidos 8 y 20,
especificamente, con los aminoécidos: S8 G9 E11 V12 Q15-L17 F19 F20 (Fig. 4).

2000

1800

1600

1400

1200

1000

8l

6

4

2 ‘

D_.III Illlllllll.lu------

1234567 8 9101112131415161718192021222324 252627 28293031 3233343536 373839404142
Aminoécidos del AR

j=] j=} (=]
o (=] (=]

NUmero de simulaciones en que interactlan
8

Fig. 4. Cantidad de interacciones de cada aminodcido del péptido Afh-42, Obtenidas a
partir de 2000 simulaciones con los compuestos derivados del naftaleno de la Serie I.

La visualizacién de las zonas de interaccion entre los aminoacidos que conforman el
AP142 Yy los derivados de naftaleno (serie 1) se realizd con los visualizadores
moleculares (Pymol y Chimera).?**° Para ello, se fijé 5 A como distancia efectiva de
interaccion entre los aminodcidos presentes en AP y los atomos que conforman los



ligandos. Asi, una vez obtenido el sitio de interaccion, para cada grupo de moléculas, se
superpusieron las zonas y se selecciond aquella en que los aminoacidos se repetian en el
90 % de los casos (Fig. 5).

De las 10 simulaciones realizadas con la configuracion 1 de RMN del amiloide vy el
CDN 4-metoxi-3-metilbenzoato-1-yl(4-metoxi-1-naftil)amina, se obtuvieron nueve
superposiciones estructurales en las cuales la desviacion cuadratica media de cada una
de ellas con la anterior es de aproximadamente 0,15 A. Al analizar las caracteristicas de
los aminoacidos se concluy6 que existe una fuerte interaccion hidrofébica con los CDN
a distancias de 5 A, y no se observan practicamente interacciones polares por enlaces de
hidrégeno.

GLN-11 B

Fig. 5. Zona de interaccion entre el Af1.42 'y uno de los compuestos seleccionados del
estudio de la serie I, 4-metoxi-3-metilbenzoato-1-yl(4-metoxi-1-naftil)amina. A: Zona
de interaccion en la superficie del Af1.42€n negro. B: Zona de interaccion ampliada
donde se representan los aminoacidos que interactuan.

Interaccion del péptido amiloide con los CDN sintetizados en el laboratorio (serie
)

En el laboratorio de Sintesis del Centro de Neurociencias, se obtuvieron 10 compuestos
derivados del naftaleno®® (Tabla 1, serie 11) con potencial actividad inhibidora de la
formacion de agregados moleculares de amiloide en experimentos in vitro.



A través de los resultados del docking se determind una zona de interaccién equivalente
a la anterior, pero con la inclusion de algunos aminoacidos polares. La zona estuvo
comprendida entre los aminoacidos 7 al 20, especificamente, con D7-H13 Q15-L.17 F19
F20 (Fig. 6).
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Fig. 6. Cantidad de interacciones de cada aminodcido del péptido Af-42, Obtenidas a
partir de 2000 simulaciones con los compuestos derivados del naftaleno de la Serie I1.

La visualizacién de las zonas de interaccion entre los aminoacidos que conforman el
APi142 Yy los derivados de naftaleno (serie I1) se realizd con los visualizadores
moleculares (Pymol y Chimera).?**° Se fij6 5 A como distancia efectiva de interaccién
entre los aminoacidos presentes en AP y los 4&tomos que conforman los ligandos. Una
vez obtenido el sitio de interaccion, para cada grupo de moléculas, se superpusieron las
zonas Yy se selecciono aquella en que los aminoacidos se repetian en el 90 % de los casos

(Fig. 7).

De las 10 simulaciones realizadas con la configuraciéon 1 de RMN del amiloide se
obtuvieron siete superposiciones estructurales, en las cuales la desviacion cuadratica
media de cada una de ellas con la anterior era de aproximadamente 0,22 A. Se pudo
comprobar que existe una fuerte interaccion hidrofobica entre los aminoacidos y los
anillos aromaticos presentes en la estructura de los derivados. Por otra parte, se aprecian
interacciones polares debido a la presencia de atomos capaces de formar enlaces por
puente de hidrdgeno en los derivados de naftaleno (Tabla 2).



Tabla 2. Zona de interaccion entre el AP con los pentapéptidos GVVIA y RVVIA y con

algunos compuestos de la serie Iy 11202
Compuestos Series  Zona de interaccion con AP
1-metoxi-4-[4-metoxifenil)-tio] I S8 G9 E11-H13 Q15-L17 F19
naftaleno
1-metoxi-4-[(4-metoxifenil)  sulfonil] D7-G9 E11 V12 Q15-L.17 F20
naftaleno
Acido 2-[(2-hidroxil- S8 Y10-H13 Q15-L17 V 18 F19
naftil)amino]benzoico
Acido hidroclorhidrico 2-hidroxi-5-[(4- D7-G9 E11-H13 Q15-L17 F19
hidroxi-1-naftil)amino]benzoico
4-(4-hidroxianilina)-1-naftol S8 E11-H13 Q15-L17 F19 F20
4-metoxi-3-metilbenzoato-1-yl(4- D7-G9 E11 V12 Q15-L17 F19 F20
metoxi-1-naftil)amina
1-(1-naftil)-2,5-pirrolidendiona I D7 S8 V12 Q15 K16 F 19 F20
acido 4-(1-naftilamino)-4-oxobutanoico S8-H13 Q15-L17 F19
N-[4-(1-naftilamino)-4-oxobutanol]-p- S8 V12-H14 V18-F20
alanina
N® N*-etil-1,4-di(N*-1- D7 S8 E11-H13 Q15 K16 F19
naftilsuccinamida)
N* N*-butil-1,4-di(N*-1- D7 S8 E11-H13 Q15 K16 F19
naftilsuccinamida)
N*-(2-aminoetil)-N*-(1- S8 E11-H13 Q15-L17 F20
naftil)succinimida
GVVIA Pentapépti H6 D7 G9-H14 F19

dos

RVVIA H6 D7 Y10-H14 V18-F20

Una vez obtenidos los resultados de la interaccion del amiloide con cada una de las dos
series de compuestos, se concluyd que, de manera general, las zonas de interaccién
entre el péptido AB142 y los CDN es la region comprendida entre los aminoacidos 8 al
20 del péptido, especificamente, con S8 G9 E11-H13 Q15-L.17 F19.

Primer paso de la agregacién entre dos péptidos amiloides

La simulacion del acoplamiento de dos peptidos amiloides, como un primer paso en el
proceso de agregacion, se realizé a través del programa de docking proteina-proteina
Rosetta+. De esta forma, se identifico la zona por donde interaccionan estas dos
moléculas. Este programa es uno de los mas utilizados para las simulaciones de
acoplamiento de dos o mas macromoléculas.?”? Para el calculo, se dejo un AP fijo y el
otro flexible, tanto su esqueleto carbonado como las cadenas laterales de los
aminoacidos. Luego, se hizo un primer docking a ciegas, para obtener una estructura de
minima energia (Fig. 8A). A continuacién, se realizé un estudio de perturbaciones
espaciales (pequefias variaciones de rotacion y traslacion en el sistema de coordenadas)



en el sistema y se corrobord que esta estructura era un minimo global de energia (Fig.
8B). Se seleccionaron 10 estructuras que presentaron las menores energias en este
estudio de perturbaciones y a partir de ellas, se determiné la zona por la cual ocurria la
interaccion AP/AP. De este estudio, se obtuvo la zona comprendida entre los
aminoacidos 7 al 24, especificamente, con D7 G9-H14 K16-V18 F20-V24 (sefialadas
en negro), donde se puede apreciar una interaccion mayormente hidrofébica y una gran
equivalencia con las zonas obtenidas anteriormente (Fig. 9).
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Fig. 7. Zona de interaccion entre el ABr.s> y uno de los compuestos de la serie 11, N*-(2-
aminoetil)-N*-(1-naftil)-succinimida. A: Zona de interaccién en la superficie del A4
en negro. B: Zona de interaccion ampliada donde se representan los aminoacidos que
interactdan.
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Fig. 8. Valores de minima energia (Kcal/mol vs desviacion cuadratica media) de
interaccion entre dos péptidos ABi1-4, calculado a traves del programa Rosetta+. A:
Resultados del docking a ciegas donde se selecciond la estructura de minimo de
energia. B-) Perturbaciones realizadas al sistema, el embudo mostrado hacia el cero
del rmsd indica que esta estructura es un minimo global de energia.




Fig. 9. Zona de interaccion entre dos moléculas de Af1-42. Se representan en negro los
aminoacidos implicados en la interaccion.

CONCLUSIONES

La zona de interaccion del oligopéptido APis2 (aminodcidos del 7 al 20) con los
pentapéptidos GVVIA y RVVIA, calculada a través del programa Autodock Vina, es
equivalente a la descrita en la literatura, por lo que el método empleado se puede
considerar robusto.

La zona de interaccion predicha entre el AP.42 Y 1as dos series de compuestos derivados
de naftaleno (I y I1) son equivalentes entre si (aminoacidos del 8 al 19) y similar a la
predicha con los pentapéptidos GVVIA y RVVIA .

Los aminoacidos comunes de la interaccion del oligopéptido APi42 con los
pentapéptidos GVVIA y RVVIA, las dos series de compuestos derivados de naftaleno y
con otro péptido AP son: S8 G9 E11-H13 Q15-L17 F19, los que se encuentran en la
region comprendida entre los amino&cidos 8 al 20.
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