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Resumen

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa de riesgo
entre adultos mayores, presenta pérdida de memoria, problemas de lenguaje,
alteracion del estado animico y/o de conducta debido a la neurodegeneracion
ocasionada principalmente por la produccién del péptido beta amiloide (BA) y la
hiperfosforilacion de la proteina TAU. Los farmacos que se han utilizado para el
tratamiento de la EA son inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa (AChE), sin
embargo, en la actualidad se han propuesto algunos derivados de guanidinas y
benzotiazoles como posible tratamiento en la EA, los derivados de guanidina actdan
principalmente como inhibidores de la enzima beta secretasa (BACE1l) y los
benzotiazoles como inhibidores de la agregacion del BA. Por lo tanto, el objetivo de
este trabajo fue analizar si 26 derivados de guanidinobenzotiazoles podrian
mediante estudios in silico interaccionar con ACHE, BACE1 y el BA1-42y asi evaluar
si alguno de ellos tiene actividad multitarget. Los estudios in silico se llevaron a cabo
mediante un estudio de acoplamiento molecular (Autodock, PyMOL) Los resultados
obtenidos muestran que los compuestos 20, 22, 23 y 26 interaccionan en el sitio de
agregacion del BA1-42y ademas con el sitio activo de AChE y BACEL, teniendo mejor
AG los derivados de guanidinobenzotiazoles compuesto 20 (DD AG -8.51) que
curcumina (AG -5.5), incluso el compuesto 20 interacciona con E22 y D23 del BA:-
42 en conformacion alfa hélice. Para AChE se empled galantamina como control y
los mejores compuestos fueron el compuesto 20 (DD: -8.41), 22 (DD: -7.42) y 23
(DD: -7.68), presentando interacciones en el subsitio de unién periférico, el subsitio
oxianién y el subsitio de unién acilo. Para BACE1 los mejores compuestos son el 20
(DD: -9.89), 22 (DD: -9.29) y 26 (DD: -11.35) hay interacciones con D289 y D93
siendo el compuesto 26 mejor que los controles Atabecestat (DD: -8.11),
Elenbecestat (DD: -10.87), Lanabecestat (DD: -8.99), LY3202626 (DD: -10.29),
Umibecestat (DD: -8.13) y Verubecestat (DD: -8.72). Por lo tanto, se puede concluir
que los compuestos 20 y 26 cumplen con caracteristicas multitarget, al lograr

generar interacciones durante el DD en todas las proteinas propuestas.



1. Introduccién

Se define como Enfermedad de Alzheimer (EA) a un tipo de demencia que genera
la afeccion neurodegenerativa que produce deterioro en las neuronas y ocasiona
pérdida de memoria. De acuerdo con el World Alzheimer Report (1) se estimo6 que
en el afio 2015 habian méas de 800,000 personas con demencia en México, de las
cuales mujeres (64%) son las que en mayor proporcion sufren este padecimiento
ya que, generalmente, tienen una vida mas larga. Se espera que, en el pais para el
afio 2030, el numero de personas con demencia aumente a poco mas de 1.5
millones. Durante la fisiopatologia de la EA se encuentran involucradas diversas
biomoléculas como el péptido beta amiloide (BA), este péptido puede tener diferente
cantidad de residuos de aminoacidos siendo el mas neurotdxico y propenso a
agregarse el de 42 aminoacidos (BA1-42). El BA1-42 genera mayormente los depdsitos
amiloideos que forman placas neuriticas y esto se debe a su cambio de
conformacion al liberarse de la membrana y pasar a un ambiente mas hidrofilico en
el cual adquiere una conformacion beta plegada diferente a la de alfa hélice que
mantenia en la membrana, pasando por una conformacion de Random Coil
(Aleatoria). Es debido a lo anterior que el disefio de farmacos ha puesto gran interés
en evitar esos cambios conformacionales en el BA1-42 para de esta forma evitar que
se oligomerice y cause dafio a las neuronas. A la fecha, se han evaluado
compuestos derivados de curcumina, los cuales, evitan el cambio conformacional
del BA142. Ademas, se ha propuesto inhibir la produccion del BA1-42 mediante la
inhibiciébn de la enzima BACEL, la cual se encarga de hidrolizar a la proteina
precursora Amiloide (APP) en la via amiloidogénica que conduce a una mayor
produccion de BA1-42. Compuestos como Atabecestat, Elenbecestat, Lanabecestat,
LY3202626, Umibecestat y Verubecestat han llegado a evaluaciones de fase
clinica, sin embargo, no han tenido éxito debido a efectos adversos o a que no se
observa mejora en la memoria. Por lo tanto, continuar la busqueda de farmacos que
puedan actuar sobre estos blancos terapéuticos en la via amiloidogenica resulta

fundamental para un posible tratamiento de la EA.



Actualmente se ha optado por inhibidores de Acetilcolinesterasa (AChE), enzima
encargada de hidrolizar al neurotransmisor acetilcolina (ACh) como tratamiento
disponible para la EA. Uno de los farmacos mas empleados es la galantamina, entre
los 5 farmacos aprobados por la FDA para el tratamiento de la EA. Debido a que el
tratamiento de la enfermedad esta basado en el uso solo de esos 5 farmacos
(Aducanumab, Donepezilo, Rivastigmina, Memantina y Galantamina), empleados
para controlar los sintomas sin lograr detener el curso de la enfermedad, resulta
importante estudiar nuevas moléculas que pudieran tener actividad sobre varios
blancos involucrados en la misma. En este sentido, se ha reportado que el uso de
Tiazoles inhibe la fosforilacibn de Tau, protege las células neuronales de los
estimulos apoptéticos e inhibe la neurodegeneracion mediada por BA1-42, mientras
gue las guanidinas mejoran la actividad adyuvante incrementando la capacidad de
penetracion y solubilidad de los compuestos permitiendo una mejor actividad

farmacoldgica.

El grupo quimico benzotiazol pertenece a una clase de sistema de dos anillos
heterociclicos, estos consisten en un anillo de benceno acoplado con un resto de
tiazol. Desde el punto de vista fisicoquimico, el fragmento de benzotiazol es planar,
aromatico sin enlaces rotatorios, por lo que es capaz de interactuar con varias
proteinas como aceptor de enlaces de hidrogeno y al mismo tiempo como aceptor
de densidad de electrones dentro de los complejos 1T — 11 no enlazantes. Presenta
diversas  actividades  biolégicas como  antitumorales, antidiabéticas,

antituberculosas, antibacterianas, etc. (2, 3).

Los compuestos de benzotiazol tienen potencial anti-EA, debido a la similitud con el
colorante de tioflavina T, la mayoria de ellos se utilizan como herramientas de
diagndstico para detectar BA. Hay publicaciones en las cuales moléculas anti-EA
que contienen benzotiazol han sido disefiadas como moduladores alcohol
deshidrogenasa de unién a amiloide (también llamados moduladores ABAD), otras
como compuestos multidiana que afectan las vias colinérgica y amiloide

simultdneamente (2, 3, 4).



Inhibir el paso inicial de la agregacion del BA podria ser un mecanismo crucial para
el disefio de nuevos farmacos anti-EA en donde los benzotiazoles podria tener un
papel importante para evitar la unién de BA a las membranas celulares y en
consecuencia, reducir la agregacion de BA, ya que diversos estudios han mostraron
que la modificacion de las estructuras iniciales de a hélice y/o Random Coll a una
lamina 3 podrian conducir a una disminucién en la capacidad del monémero BA para

unirse a las membranas celulares (5).

Por lo tanto, en este trabajo se propuso el estudio in silico de 26 compuestos
derivados de guanidinobenzotiazoles, con el fin de evaluarlos en tres blancos
terapéuticos involucradas en la EA; AChE, BACE1 y BA1-42, para con ello determinar
si alguno podria actuar como farmacos multitarget, es decir que puedan actuar
sobre los tres blancos farmacoldgicos. Cabe sefialar que estos derivados tienen en
su estructura quimica biciclos (anillo bencénico y anillo tiazélico), lo que podria

favorecer la interaccion con mas de un blanco terapéutico (6).



2. Antecedentes

2.1 Fisiopatologia de la EA.

En 1906, Alois Alzheimer describio los correlatos patolégicos de la demencia
presenil a partir de lo observado en su paciente Augusta D. (51 afios) ingresada al
hospital de Frankfurt con un cuadro clinico severo producto de la EA fue la primera
paciente en ser diagnosticada con la EA. La evaluacion post-mortem de su cerebro
demostrd la presencia de ovillos neurofibrilares, acimulos extra neuronales (placas)
y una alteracién en la corteza cerebral en la que se observaba la presencia de
atrofia. Emil Kraepelin fue quien describié la EA como una enfermedad insolita de
la corteza cerebral, que causaba pérdida de memoria, desorientacién seguida de

depresion y alucinaciones.

-

ase

Grave
Fase » '
moderada \/—\'é'm"""'“"“
Fase de deterioro Desorientacion

cognitivo leve (DCL)
Fase leve \/—\

Fallos en la memoria reciente
Etapa preclinica

Figura 1. Fisiopatologia de la EA

Hoy en dia se reconoce a la EA como el tipo mas habitual de demencia, debido a
gue representa del 60 al 80 por ciento de todas las demencias. Entre los sintomas
de la EA se encuentran la pérdida de memoria denominada agnosia, dificultad para
realizar tareas diarias, desorientacion, cambios conductuales, problemas de

lenguaje, incapacidad de retencion de nueva informaciéon o de recordar eventos
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recientes y eventos pasados; relacionados con el dafio a la corteza cerebral la cual
sufre de una reduccion de su espesor en ciertas zonas relacionadas a atrofias
corticales, principalmente en los hemisferios. De igual forma las circunvalaciones
del 6rgano y surcos se observan aumentados lo cual tiende a generar una mayor
profundidad en los valles demostrando dafios en el area parietal la cual esta
intimamente relacionada a la zonas sensoriales y motora generando un aumento en
el volumen ventricular provocando dafios en la sustancia blanca; principalmente en

los axones (7).

Al realizar evaluaciones microscoépicas de tejido obtenido post mortem en un
enfermo con EA, es comun observar la existencia de placas seniles y ovillos
neurofibrilares. Durante la formacion de las placas seniles del BA, el fragmento que
tiene mayor importancia es el BA142 ya que éste tiende a generar una mayor
agregacion y formacion de placas. El BA es producido por la enzima BACE1, de ahi
radica su importancia farmacolégica al buscar inhibir esta enzima en etapas
tempranas a la enfermedad y evitar la formacion del BA1-42. Es importante resaltar
que el péptido BA, posee distintas conformaciones, siendo de gran importancia la
alfa hélice (a), ya que esta antecede a la conformacién Random Coil y
posteriormente a hoja beta plegada. Al evitar el cambio de conformacion de alfa
hélice a hoja beta se evitaria el aumento del péptido beta amiloide y con ello la
formacién de las placas seniles producidas durante el proceso de la enfermedad

8).

Otros componentes de las placas neuriticas se conforman principalmente de alfa
sinucleina, ubiquitina, presenilinas, apolipoproteina E, mientras que los ovillos
neurofibrilares son inclusiones que llenan el soma y la dendrita apical y se
relacionan directamente con la hiperfosforilacion de la proteina TAU, ademas de la

via amiloidogénica (9).

Por lo tanto, BACE1 es un objetivo farmacolégico principal para disminuir la
produccion de PBAi42 en las primeras etapas de la EA. Ademas de la via
amiloidogénica, BACEL tiene otros sustratos que pueden ser importantes para la

plasticidad sinaptica y la homeostasis sinaptica, al interaccionar con la proteina



precursora amiloide (APP) y generar un anclaje permitiendo la liberacién de la
subunidad de la proteina precursora del BA (sAPP[) mientras que un fragmento de
99 aminoacidos (CTFB) queda anclado a la membrana para posteriormente con
ayuda de la gamma secretasa, liberar el BAi1-42, y el dominio intracelular de la
proteina precursora de amiloide (AICD) relacionada con la transcripcion de genes 'y

apoptosis neuronal (10).

Actualmente se define a la EA como un trastorno neurodegenerativo progresivo que
finalmente conduce a la muerte. Si bien los examenes neuroldgicos y psiquiatricos
brindan una evaluacién del deterioro, el diagndstico definitivo solo se llega a través
de la necropsia. En el nivel del comportamiento observable las personas afectadas
por la EA, desarrollan sintomas gradualmente, generalmente después de los
sesenta y cinco afios (Figura 1). Sin embargo, también se sabe que la enfermedad

se puede desarrollar en individuos mas jovenes y tiene un inicio mas rapido.

2.2 Incidencia de la EA

La incidencia de la EA, asi como de la demencia vascular (formas mas comunes de

demencia), es de hasta el 90% de los casos de demencia mundiales (11).

México se convertird en un pais con una cantidad mayor de personas mayores que
infantes menores de 5 afios. Se prevé que para el afio 2050, la proporcion de las y
los menores de 15 afios en la poblacion total disminuira de 30.0% a 17.4%. De esta
forma, el incremento en la poblacion de personas adultas mayores aumentara con
el uso de los servicios de salud destinados a la atencion de enfermedades
exclusivas del envejecimiento como las demencias. Estudios en nuestro pais

revelan que aproximadamente el 7.5% de los adultos mayores tienen EA (Figura 2).



Incidencia Mundial Incidencia de EA en México Género

7.50%

O 6 o

m Alzheimer = Demencias u Alzheimer ® Demencias m Hombres = Mujeres

Figura 2. Incidencia de la EA (11)

2.3 Factores deriesgo de la EA

Diversas investigaciones sugieren que en la edad media de la vida, los factores de
riesgo de enfermedades vasculares, como hipertension arterial (HTA), diabetes
mellitus (DM), hébito de fumar, dislipidemia, obesidad, sindrome metabdlico (SM)
y cardiopatia isquémica (CI), predisponen tanto a la EA como a las demencias
vasculares por diversos mecanismos que incluyen: el dafio vascular, produccion
por el tejido adiposo de sustancias que son importantes durante el metabolismo de
(adipocinas), la inflamacion (citocinas), la resistencia periférica a la insulina y la
hiperinsulinemia. De acuerdo a la clasificacion genética la EA se clasifica en familiar
y esporadica, la EA esporadica de inicio tardio, es un trastorno multifactorial en el
que se producen cambios relacionados con la edad, factores de riesgo genéticos,
como la variacién alélica de la apolipoproteina E (ApoE) y muchos otros genes,
enfermedad vascular, traumatismo craneoencefalico (TCE) y factores asociados
con la dieta, el sistema inmunolégico, la funcion mitocondrial y la exposicion a
metales. Estos factores de riesgo pueden actuar colectivamente para causar

patologia de la EA:

1) Al promover la liberacion de radicales libres de oxigeno con el envejecimiento

2) A través del estrés ambiental que actlia sobre los genes
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3) Por el aumento de la “carga alostatica” (capacidad que posee el cerebro de
recuperarse después de sufrir un episodio de estrés) acumulada en el cuerpo a lo

largo de la vida.

Como consecuencia, los cambios en el estilo de vida que reducen el impacto de
estos factores pueden ser necesarios para reducir el riesgo de EA (12).Estudios
genodmicos han confirmado que es el alelo €é4 de ApoE, el factor genético mas
importante para producir EA (13). La ApoE regula el metabolismo lipidico, mediando
el transporte de un tejido o célula a otra. En los tejidos periféricos se produce en
mayor medida por medio del higado y los
macrofagos, mientras que en el sistema nervioso central se produce por los
astrocitos, asi mismo transporta el colesterol a las neuronas mediante receptores

de ApoE, miembros de los receptores de lipoproteinas de baja densidad (LDL) (14).

2.4Proteinas involucradas en la EA

2.4.1 Péptido beta amiloide (BA)

Se ha propuesto que la EA puede ser resultado de un exceso de formacion o falta
de eliminacion del péptido beta amiloide (BA). Los depdsitos amiloideos forman
placas seniles, puede originar muerte neuronal. El BA compone principalmente a las
placas seniles y de los depdsitos amiloides perivasculares. Procede de una proteina
de mayor tamafo, la proteina precursora de amiloide (APP) que es codificada por
el brazo largo del cromosoma 21. La APP se escinde secuencialmente por dos
endoproteasas unidas a la membrana, la § y la y-secretasa. BACEL primero escinde
la APP para liberar un gran derivado secretado, sAPPB. Un fragmento de 99
aminoacidos (CTFB, que comienza con el residuo aspartato N-terminal de BA)
permanece unido a la membrana y, a su vez, se escinde rapidamente por la y-
secretasa para generar BA1-42. La escision por y-secretasa es algo impreciso, lo que
da como resultado una heterogeneidad C-terminal de la poblacién de péptidos

resultante. Por lo tanto, existen numerosas especies de BA diferentes, pero las que



terminan en la posicion 40 (BA1-40) son las mas abundantes (80-90%), seguidas de
42 (BA1-42, ~ 5-10%). Las formas ligeramente mas largas de BA, particularmente
BA142, son mas hidrofobas y fibrilogénicas, y son las principales especies
depositadas en el cerebro. La actividad de la BACEL es el paso limitante de la
velocidad en la via amiloidogénica y procesa aproximadamente el 10% de la APP
celular total. La APP restante, cercana al 90%, es escindida constitutivamente por
la a-secretasa (una coleccion de enzimas metaloproteasas), generando sAPPa y
los 83 aminoacidos CTFa. La posterior escision de la y-secretasa de CTFa produce
el fragmento p3 mas benigno en lugar de BA. La escision de la y-secretasa de
cualquier CTF unido a la membrana también genera un elemento citosdlico, AICD
(dominio intracelular de APP, a veces denominado CTFy), que puede desempenar
un papel en la transduccion de sefiales (10, 11). Debido a su papel esencial en la
generacion de BA142, se considera que tanto la B como la y-secretasa son los

principales objetivos para el desarrollo de farmacos anti-EA (15).

La agregacion de BA1-42 es un proceso complicado, en el cual se involucra mas de
una sencilla conversién de monémeros solubles en fibras. BA es principalmente una
estructura a-hélice o “Random Coil” (Tabla 1), pero puede plegarse en estructuras
B-plegadas, como se muestra en la tabla 1, las cudles son mas comunes a

agregarse en forma de oligébmeros téxicos y en fibrillas amiloides insolubles (16).



Tabla 1. Estructuras y funciones de las conformaciones del BA1-42.

Conformacioén

Estructura

Funcién

a-hélice

El BA1-42 helicoidal podria inducir la
formacion de canales de membrana, lo
que permite la penetracion de sustancias
(lones metalicos) que pueden causar la
muerte neuronal (17). Es importante
identificar el plegamiento anomalo de
proteina (hélice alfa -> lamina beta) en
fases muy tempranas de la EA, paratener
una mejor respuesta al tratamiento

farmacoldgico. En la EA los agregados de
BAu1-42 surgen como como resultado de
cambios conformacionales en los
monémeros predominantemente alfa-
helicoidal a una mezcla de plegamiento
intermedio ricos en estructuras beta que
conducen a la agregacién de monémeros
y consecuentemente la formacion de

fibrillas (18).

Random Coil

Es necesaria la transicion del BA1-42 de
una forma soluble monomérica a una
insoluble o fibrilar para que sean toxicos
a la célula y esto es el resultado de un
cambio al azar en su estructura
secundaria (Random Coil) y a-hélice a
una de lamina B (19). La agregacion va
acompafiada de una estructura Random
Coil reversible, puede ser descrito en
términos de un modelo no cooperativo o
un modelo cooperativo de cooperatividad
moderada. Este equilibrio puede ser

modulado por pH y por pequefas
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alteraciones en la estructura quimica
(20).

Hoja Beta El mecanismo del plegamiento incorrecto
plegada del péptido BA hacia estructuras -
plegadas ocurre por el plegamiento de los
aminoacidos de las posiciones 16-23 y
28-35 para formar esta estructura de
lamina beta plegada. Una vez formada,
esta estructura tiende a agregarse, y esto
por mecanismos que los investigadores
denominan nucleacién favorece a que las
. demas formas del péptido BA sufran esta
' modificacion y empiecen a formar

N dimeros, oligdbmeros y finalmente las

fibrillas maduras (21).

La EA familiar puede surgir de diversas mutaciones dentro de la secuencia de BAu-
42 (22). Se han identificado mas de diez mutaciones de BAi42, la mayoria de las
cuales son enfermedades que causan alteraciones de un solo aminoacido.
Sorprendentemente, a partir de esas mutaciones, cuatro variantes aceleradoras de
EA se posicionan en un aminoacido especifico, E22, que identifica el residuo como
particularmente importante en el contexto de la neurotoxicidad de BAi-42. En las
fibrillas maduras, el compafiero de unidon del BAi42 es €l D23. Esta interaccion
diferencia a BA1-40 del BA1-42 mas toxico, donde el compafiero de unién de K28 es el

carboxilato C-terminal (23).

2.5Importancia de BACEL en EA

BACE1 es un enzima acido aspartico endopeptidasa transmembrana, responsable
del procesamiento proteolitico de APP. Las escisiones en el limite N-terminal de la
secuencia del péptido BA1-42 entre los residuos 671 a 672 de APP que conducen a
la generacién y liberacion extracelular de APP soluble escindida en beta, y una

porcion C-terminal asociado a la célula correspondiente que luego se libera por



gamma-secretasa, siendo los componentes del sitio activo la denominada diada
catalitica D32 y D228 (24).

La actividad de la enzima BACE1 (Figura 3) sobre el dominio extracelular de APP
genera al BA1-42. Dada la importancia de BACE1 como objetivo farmacolégico para
la EA, muchas compafiias farmacéuticas gastaron una gran cantidad de recursos
en la busqueda de inhibidores efectivos de BACE1l, como Lanabecestat,
Verubecestat, Elenbecestat, Atabecestat y Umibecestat (Fig. 6). Sin embargo,
lamentablemente todos estos inhibidores de BACEL fallaron en diferentes etapas

de ensayos clinicos de alto perfil (25).

Figura 3. Estructura 3D de BACEL (26).

2.6 Papel de la Acetilcolinesterasa (AChE) en EA

La ACh es de gran importancia ya que es un neurotransmisor relacionado con la
memoria, aprendizaje y concentracion (observandose una reduccién de este
neurotransmisor en pacientes con EA), AChE es una enzima hidrolasa de serina,
su proceso catalitico incluye acilacion y desacilacion en el residuo de serina de la
triada catalitica localizada en el sitio activo de la enzima. De igual forma, la AChE
presenta mas lugares adicionales de unién con acetilcolina (ACh) y otros
compuestos cuaternarios, también llamados sitios anionicos periféricos que se

localizan en la entrada de la cavidad del sitio activo. El centro activo participa en
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uniones con proteinas heterdlogas que ocurren durante la sinaptogénesis o en la

neurodegeneracion (27, 28).

La funcién de AchE es la hidrdlisis rapida de acetilcolina en las sinapsis colinérgicas.
El proceso de hidrolisis sucede por ataque nucleofilo al grupo carbonilo, acilacion
de la enzima y finalmente con la liberacion de colina. Después, se hidroliza la
enzima acilada dando &cido acético, regenerandose la AChE. Los inhibidores que
actian sobre el sitio activo de la enzima bloquean la unién de una molécula de
sustrato o su hidrdlisis, mediante el bloqueo del sitio por su alta actividad

reaccionando irreversiblemente con la serina préxima al centro catalitico (29).

Subsitio de unidn acilo
TRP-236, PHE-295, PHE-297, PHE-338

Sitio anioénico
TRP-86, TYR, 337

v

Sitio Aniénico!
Periférico 4

.-t
,

Subsitio anidnico periférico
"| TYR-72, ASP-74, LEU-76,
TYR-124, TRP-286, TYR-341

M Subsitio de Unién Acilo™,
B riada Catalitica N
M Subsitio Oxianion

m bsit Ar ni

Subsitio oxianion
GLY-121, GLY-122, ALA-204

A 4

......................

Triada catalitica
SER 203, GLU-334, HIS-447

Figura 4. Sitios Activos de AChE (29, 30).
La figura 4 muestra los sitios activos de la enzima, la hidrolisis catalitica del sustrato
se lleva a cabo en el sitio esterético, que incluye la triada S203, E334 e H447. El
bolsillo de acilo (W236, F295, F297, F338) y el agujero de oxianion (G121, G122,
A204) el cual proporciona especificidad de sustrato. El sitio anidnico se une a la
parte del sustrato que contiene nitrégeno cuaternario (W86, Y337). El sitio anidnico
periférico asegura la orientacién del sustrato hacia el sitio activo y contiene los
siguientes residuos de aminoacidos clave: Y72, D74, L76, Y124, W286 y Y341 (31).
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2.7 Tratamientos farmacoldgicos para EA

El desarrollo de farmacos especificos en los ultimos diez afios para el tratamiento
farmacoldgico de la EA junto con el interés aumentado en el conocimiento y en el
manejo de la demencia debido al progresivo envejecimiento de la poblacién, ha
ocasionado un cambio en el planteamiento terapéutico de los pacientes con
deterioro cognitivo. En las fases leve y moderada de la EA con o sin afectacién
cerebro vascular, los farmacos anticolinesterasicos estan recomendados, dichos
farmacos también pueden ser empleados en otros tipos de demencia. Actualmente
existen farmacos como la galantamina, rivastigmina, donepezilo que funcionan
como inhibidores de la colinesterasa generalmente usados en etapas leves y
moderadas de la EA. La rivastagmina en especifico evita la descomposiciéon de la
colina y de la butirilcolina. Otro de los farmacos empleados es la memantina, la cual
funciona como un antagonista del receptor NMDA generalmente utilizado para el
tratamiento en fases moderada a severa (32). Los psicofarmacos, en especifico los
antipsicoticos mejoran los trastornos psiquiatricos y de conducta. La utilizacion de
farmacos tanto para el control de los sintomas cognitivos como los no cognitivos
son en general Utiles, el objetivo fundamental debe ser mejorar la calidad de vida de
estos pacientes y la de sus cuidadores (33).

Actualmente no existe un tratamiento conocido para la EA, y las medidas de
prevencion estadn siendo activamente discutidas. En la actualidad, las tasas de
desarrollo clinico en medicamentos para la EA son bajas y la investigacién médica
se dirige principalmente a retrasar la progresion, no a curar a los pacientes. Esto
relacionado con la fisiopatologia aln no completamente conocida y las

caracteristicas subyacentes y la heterogeneidad de la enfermedad (34).

2.8 Curcumina inhibe la agregacion del BA

El BA existe de manera normal en el organismo por lo que la presencia de él no es
la causa de la neurodegeneracion en EA, BA lleva a cabo una serie de cambios

conformacionales y de plegamiento erroneo resultando en la formacion de



agregados, los cuales se depositan en el cerebro, y estos son los que principalmente

causan neurotoxicidad (21).

La acumulacion de péptido BA es esencial para desarrollar déficits sinapticos y
cognitivos en la enfermedad de Alzheimer. Sin embargo, las funciones fisiolégicas
de BA, asi como los mecanismos primarios que inician las primeras disfunciones
sinapticas mediadas por BA, siguen siendo en gran parte desconocidos. El aumento
de BA extracelular mediante la inhibicion de su degradacién mejoro la probabilidad
de liberacion, impulsando la actividad en curso en la red del hipocampo. Se encontré
que la mejora presinaptica mediada por BA depende de la historia de la activacién
sinaptica, con menor impacto a tasas de activacion mas altas. En patrticular, tanto la
elevacion como la reduccién en los niveles de BA atenuaron la facilitacion sinaptica

a corto plazo durante las rafagas en las conexiones sinapticas excitatorias (35).

Por lo anterior que un enfoque légico para la busqueda de tratamientos
farmacoldgicos para la EA seria el uso de inhibidores de la agregacion de BA; y es
en este sentido donde se han buscado inhibidores de fuentes variadas que van

desde los productos naturales hasta los basados en peptidomiméticos.

La curcumina (Figura 5) se usa ampliamente en las cocinas china e india, pero solo
recientemente se ha reconocido como un remedio natural con propiedades

farmacoldgicas comprobadas (36).

HO
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/ \
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Figura 5. Estructura de la Curcumina.

La curcumina tiene un importante potencial terapéutico, posee una diversidad de

moléculas diana sobre las que puede actuar en diversas patologias. Debido a que



es una molécula altamente pleiotropica o pluripotente, la curcumina presenta
diferente actividad biolégica dependiendo del nivel estructural. Actia directamente
y modula la actividad de moléculas diana, o regular indirectamente determinadas

funciones (37).

Hay datos sustanciales in vitro que indican que la curcumina tiene propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias y actividad anti-amiloide. Ademas, los estudios en
modelos animales de la EA indican un efecto directo de la curcumina en la
disminucion de la patologia amiloide. Como el uso generalizado de la curcumina
como aditivo alimentario y estudios a corto plazo relativamente pequefios en
humanos sugieren seguridad, la curcumina es un agente prometedor en el

tratamiento y/o prevencion de la EA (38).

Los estudios in vitro han demostrado que la curcumina y su analogo, el acido
rosmarinico, tienen propiedades antiamiloidogénicas, inhibiendo de forma
dependiente de la dosis la formacion y extensién de fibrillas de BA1-42 neurotéxicas
a partir de BA fresco, y desestabilizando las fibrillas de BA1-42 preformadas para

regenerar los monémeros de BA (39).

La inhibicion de la formacion de fibrillas de BA representa una estrategia terapéutica
atractiva para el tratamiento de la EA; por lo tanto, dado su efecto principal sobre la
fibrilizacion de BA, la curcumina es un agente prometedor para su uso en el
tratamiento y/o prevencion de la EA. Aunque el mecanismo antiamiloidogénico
preciso de la curcumina no esta claro, se ha sugerido que la estructura compacta y
simétrica de la curcumina, que tiene dos anillos de 3,4-metoxihidroxifenilo unidos
por una cadena corta de carbohidratos, podria ser capaz de unirse especificamente
a BA libre, y posteriormente inhibiendo la polimerizacién de BA en fibrillas de BA1-42
(40).

Alternativamente, la curcumina puede unirse especificamente a las fibrillas BA y
posteriormente desestabilizar la conformacion rica en hojas 3 de BA en las fibrillas
BA1-42 (41).



2.8.1 Propuesta farmacoldgica de posibles inhibidores de BACE1

La intervencién temprana con un inhibidor de BACE1 podria ser un enfoque
terapéutico prometedor para el progreso lento de la EA, particularmente en la etapa
preclinica cuando se va dando la acumulacién de BA1-42. Varios inhibidores de
BACE1 han llegado a ensayos clinicos de fase Ill, como Verubecestat, Atabecestat,
Lanabecestat, LY3202626 y Umibecestat (Figura 6) pero estos farmacos han fallado
debido a la falta de eficacia y a que no existe mejora en la funcién cognitiva en
pacientes con deterioro cognitivo leve (DCL) y EA de leve a moderada. El ultimo
inhibidor de BACEL, Elenbecestat, se suspendié en los ensayos de fase Ill porque

mostro una relacion riesgo/beneficio desfavorable en la EA temprana (41, 42).

Atabecestat (Figura 6A), un inhibidor oral no selectivo de BACE1 y BACE-2, fue
desarrollado por Janssen Research & Development LLC y Shionogi and Co Ltd.
Para el tratamiento de la EA. El Atabecestat demostrdé reducciones medianas
significativas del BA desde el inicio del estudio (promediadas durante 24 horas, en
estado estacionario) en liquido cefalorraquideo (LCR) BA1-40 empleando dosis de
aproximadamente 52 % y 84 % en dosis de 5 mg y 25 mg diarios, respectivamente.
El ensayo de registro confirmatorio de fase 2b/3 se llevé a cabo para evaluar la
eficacia y la seguridad de Atabecestat para ralentizar el deterioro cognitivo en la EA

preclinica (43).

Elenbecestat (Figura 6B) un inhibidor oral de BACE1 que ha demostrado reducir los
niveles de BA en el liquido cefalorraquideo, se investigé en dos estudios globales
de fase 3 en la EA temprana (44). La Junta de Supervision de la Seguridad de los
Datos del programa recomendd la terminacion anticipada de los estudios en
septiembre de 2019, luego de un perfil de riesgo-beneficio desfavorable de
Elenbecestat. En el momento de la terminacién, aproximadamente 959 sujetos
habian alcanzado los 12 meses de tratamiento (500 con placebo, 459 con
Elenbecestat). No hubo evidencia de eficacia potencial y el perfil de eventos
adversos fue peor que el del placebo. En ese momento, Elenbecestat era el tnico

programa de inhibidores de BACEL en curso, luego de resultados similares con



estudios de inhibidores de BACEL con Verubecestat, Lanabecestat, Atabecestat y
Umibecestat (45, 46).

Lanabecestat (Figura 6C) es un inhibidor permeable al cerebro de BACE1 humano
(no selectivo para BACEL frente a BACE-2) que ha demostrado reducir los niveles
de BA 140 Y BA 142, en el cerebro, LCR y plasma en varios modelos animales, asi

como en LCR y plasmas humanos (47, 48, 49).

LY3202626 (Figura 6D) es un inhibidor de BACE1l no selectivo de molécula
pequefia. LY3202626 fue bien tolerado por pacientes sanos (n=92) y pacientes con
EA (n=2) en todas las dosis. En pacientes sanos, las concentraciones plasmaticas
maéaximas de LY3202626 (Cmax) se observaron aproximadamente 3 horas después
de la dosis. La vida media terminal fue de alrededor de 21 horas, y los parametros
farmacocinéticos fueron generalmente proporcional a la dosis. LY3202626 penetro
libremente la barrera hematoencefalica, con una Cmax (Concentracién maxima) en
LCR aproximadamente 6 horas después de la dosis. El estado estacionario del
plasma se alcanzé en 8 a 10 dias. Después de dosis Unicas, LY3202626 produjo
reducciones dependientes de la dosis en plasma y LCR BAu1-40 y BA1-42. En el estado
estacionario, BA1-40 en LCR se redujo en aproximadamente un 50 %, 75 %y >90 %
con dosis diarias de 1, 6 0 26 mg, respectivamente (50).

Umibecestat (Figura 6E), un inhibidor de BACE1 activo por via oral, reduce la
produccion del péptido BA que se acumula en el cerebro de los pacientes con EA.
La farmacocinética de Umibecestat en humanos fue informada por Neumann et al.,
2018. Después de una sola dosis, Umibecestat mostré una tasa de absorcion
moderada tiempo de concentracién maxima (T max.) dentro de 1 a 8 horas después
de la dosis) y la eliminacion terminal media fue de 61,3 a 83,8 horas en participantes
adultos sanos y 81.4-109 horas en participantes = 60 afios de edad, sugiriendo que
Umibecestat era adecuado para la dosificacion una vez al dia en humanos. La Cmax
y el area bajo la curva (AUC) aumentaron aproximadamente en proporcion a las
dosis siguientes ya sea en dosis Unicas 0 repetidas, con una relacion de
acumulacion de hasta cinco veces mas. Tras la dosificacion diaria, los niveles

plasmaticos de Umibecestat aumentaron en el primer mes de administracion en



sujetos = 60 afos, y luego se mantuvo estable durante 2 meses de dosificacion. En
sangre, Umibecestat distribuido principalmente a la fraccion plasmatica (relacion de
concentracion en sangre a concentracion en plasma = 0.739), con alto valor proteico
(95,9%). Umibecestat mostr6 una buena penetracion a través de la barrera
hematoencefélica (51).

Verubecestat (Figura 6F) fue el primer inhibidor de BACE1 en alcanzar ensayos
clinicos de ultima etapa en pacientes con EA también es un inhibidor de BACE2. En
un ensayo clinico de fase 3 (EPOCH), las dosis de Verubecestat de 12 mgy 40 mg
fueron ineficaces para disminuir la tasa de deterioro cognitivo o funcional durante
78 semanas en participantes con EA de leve a moderada, a pesar de reducir los
niveles de BA en LCR por 63 a 81% (52). Aunque el resultado de EPOCH fue
desalentador, la inhibicion de BACEL requiere mas estudio; la administracion mas
temprana en el proceso de EA, la alteracidon de las estrategias de dosificacion y el
uso en terapias combinadas son posibles aplicaciones futuras de los inhibidores de
BACEL. El uso futuro de los inhibidores de BACEL requiere una comprension clara
del perfil de riesgo/beneficio asociado con un tratamiento experimental (53).
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2.8.2 Inhibidores de AChE para el tratamiento de la EA

La galantamina (Figura 7) actia como inhibidor reversible, competitivo y selectivo
de la enzima AchE produciendo ademas una modulacion alostérica de los
receptores nicotinicos, entre los presinapticos como postsinapticos, de ACh
incrementando la afinidad de ésta por los receptores, lo cual ha probado que da
lugar a una proteccion de las neuronas frente a la acumulacion del péptido BA y la
toxicidad del E, hechos especificos de la enfermedad (54). Estos dos efectos,
producen un aumento de la neurotransmision colinérgica en el cerebro. Por ello, ha

demostrado ser efectiva en el tratamiento sintomatico de EA (55).

Figura 7. Estructura de Galantamina.

Como compuestos multidiana se encuentran actualmente farmacos combinados de
memantina y donepezilo el cual bloquea la toxicidad del glutamato y previene la
degradacion de acetilcolina (56).

Las dosis son variables de acuerdo a las caracteristicas y necesidades de cada
individuo a tratar, usualmente la presentacion farmacolégica se encuentra por via
oral por medio de tabletas, comprimidos o capsulas de liberacion prolongada (57,
58).



2.9 Compuestos multitarget empleados en EA

Se denomina DMLs a los farmacos multidiana (Multitarget-directed Ligands), estos
son de gran importancia en el horizonte farmacolégico ya que permiten generar
terapias mas eficaces en las que se atacan de manera simultadnea a las moléculas
y/o residuos que causan la afeccion. Se conocen dos métodos de busqueda de
DMLs; descritos como el método de screening y el método de disefiado racional,
tras obtenerse el compuesto generalmente se realizan optimizaciones en las que se
busca conseguir el balance sobre la actividad metabdlica de las dianas a atacar,
ademas de requerirse una especifidad para evitar interacciones no deseadas en los

estudios in vitro (59).

La EA ha sido reconocida como una enfermedad multifactorial que deriva de una
cascada de eventos que provoca una alteracion en los procesos neurocelulares
generando la patologia. Actualmente existen diversas terapias multidiana, sin
embargo, no han mostrado una mejoria notoria en el tratamiento de la enfermedad.
Entre estas terapias encontramos la administracion simultanea de distintos
farmacos con diversos mecanismos de accion, posteriormente se tiene a la terapia
con administracion de farmacos formulados simultdneamente en la misma forma

farmacéutica; también denominados FDCs (Fixed Dose Combination) (60).

Es comun que entre las afecciones de los individuos con EA se sufra ansiedad,
depresion, paranoia y/o psicosis por lo que se han anexado a las terapias el uso de
farmacos antidepresivos como la fluoxetina el cual es un inhibidor selectivo en la
captacion de la serotonina (ISRS), el uso de antipsicoticos como la risperidona el
cual es el tnico farmaco autorizado en el tratamiento a corto plazo en la demencia
por E.A , mientras que el haloperidol solo se usa de manera urgente al presentarse
una agitacion en adultos mayores y buscar un calmante rapido, los ansioliticos
como el lorazepan, buspirona y oxazepam son tranquilizantes, sin embargo pueden
aumentar el estado de confusion y alterar el equilibrio del consumidor; de igual forma
farmacos neuroprotectores como el inhibidor de la monoamino oxidasa B (IMAO-B)

se emplean en conjunto a otros farmacos para la terapia multitarget (61).



2.10 Derivados de guanidinas y benzotiazoles para el tratamiento de la EA

Se han propuesto diversas estructuras derivadas de guanidinas (Figura 8A) como
inhibidores de BACEL, recientemente se reportaron 13 estructuras, las cuales
interaccionaron en el sitio activo de BACE1 con los residuos de aspartato (4).
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Figura 8. Estructura de Guanidina y Benzotiazol

El benzotiazol (Figura 8B) tiene especial afinidad hacia las placas amiloides por lo
que es capaz de reconocerlas y de unirse a ellas de forma significativa. Se sitta en
una region del beta amiloide, que incluye la region amiloidogénica y el sitio de unién
a metales. Ambas regiones juegan un papel crucial en la agregacion proteica del
péptido BA. (62).

Los derivados del benzotiazol (Figura 8B) han mostrado buena actividad como
inhibidores de la acetilcolinesterasa potencialmente utiles en la EA por lo que se
sintetizaron una serie de benzimidazoles y benzotiazoles para determinar su
actividad como inhibidores de la AChE. En el 2008, se propusieron Benzotiazoles
heteroaril con la finalidad de obtener imagenes de los depdsitos amiloides en
pacientes vivos, sus composiciones, métodos de uso y procesos para hacer tales

compuestos. Mas especificamente, la presente invencion se relaciona con un



método de obtener imagenes de los depdsitos amiloides en el cerebro in vivo para

permitir el diagndstico antemortem de la EA (63).

En el articulo “Sintesis y evaluacion de nuevos derivados de benzotiazol basados
en la estructura de bitiofeno como radiotrazadores potenciales para placas de -
amiloide en la EA” se desarrollaron seis nuevos derivados de benzotiazol basados
en la estructura de bitiofeno como posibles sondas de BA. Los estudios de union in
vitro usando agregados de BA mostraron que todos ellos demostraron altas
afinidades de unioén, los resultados de tincion fluorescente in vitro mostraron que
estos compuestos pueden tefiir intensamente las placas de BA dentro de las

secciones del cerebro de ratones transgénicos APP/PS1 (64).

2.11 Estudios in silico y Docking molecular

Los estudios in sillico nos permiten obtener simulaciones o modelos experimentales
empleando algoritmos de simulacién y prediccion computacional ademas de
permitirnos acelerar el descubrimiento de nuevos farmacos reduciendo
exponencialmente los gastos y tiempo que conlleva el trabajo experimental. Se
denomina Docking molecular a la técnica de mecénica cuantica que predice
energias, modos y/o tipos de enlace entre las interacciones compuesto y proteina,
durante estas interacciones se obtienen valores de interaccion denominados AG,
los valores de AG son puntajes obtenidos durante el analisis del acoplamiento

molecular en donde al tener resultados (bajos) indican un sistema estable.

Para el afio 2019, fue publicada una investigacion de nombre “Disefio basado en
estructuras y estudios de acoplamiento molecular para inhibidores de Tau
fosforilados en la EA” que relaciona y muestra la importancia de las técnicas
Docking en el descubrimiento de nuevos farmacos, asi como un nuevo horizonte en

el tratamiento de la enfermedad (3).

El objetivo del trabajo “Nuevos compuestos a partir de aminas heterociclicas con
actividad inhibitoria multidiana en la agregacion de BA, AChE y BACEL en la EA”
fue desarrollar moléculas multidiana para el tratamiento de la EA. Se empled, una

familia de 64 moléculas disefiadas con base en farmacoéforos capaces de inhibir la



actividad de la BACE1 y AChE, asi como para evitar la oligomerizacion de BA1-42.
La estructura de las moléculas disefiadas consistio en un compuesto aromatico tri-
sustituido, uno de los sustituyentes era una amina heterociclica (piperidina,
morfolina, pirrolidina o N-metil pirrolidina) separados del sistema aromatico por tres
atomos de carbono. Los compuestos se analizaron in silico empleando calculos de
acoplamiento molecular. Basado en los valores de AG y el modo de union, tres de
los mejores candidatos fueron seleccionados, sintetizados y evaluados in vitro. A
pesar de que los resultados de BACE IC50 demostraron que todos los compuestos
son menos potentes con respecto a los péptido-inhibidor mimético (PI-1V IC50 3.20
nM), el compuesto F3S4-m es capaz de inhibir a AChE y BACE (65).

Entre los estudios in silico para la inhibicion de BACEL, lo cual representa un
enfoque para el tratamiento de la EA. El desarrollo de un inhibidor selectivo de
BACE1 es dificil debido a su sitio catalitico altamente flexible y homologia con otras
proteasas asparticas, incluyendo BACE-2 y Catepsina D (CTSD). Con el objetivo de
comprender mejor los factores estructurales responsables para la inhibicion
selectiva de BACEL, se realizaron estudios de alineacion DM (Dinamica Molecular)
la cual consiste en realizar estudios moleculares basados en secuencias, en estos
se realizan alineamientos multiples para determinar las correspondencias de
homologia a nivel de los residuos de aminoacidos, simulaciones de dinamica
molecular. La MD es una técnica de simulacion computacional que permite a a&tomos
y moléculas interactuar por un lapso, esta técnica permitid una visualizacion del
movimiento de las particulas para realizar estudios de uso con el fin de explorar el
reconocimiento de cuatro inhibidores selectivos de BACEL por aspartil proteasas.
Los resultados muestran que la inhibicion selectiva de BACE1 puede deberse a la
formacion de electrostaticos fuertes interacciones con D32 y D228 y una gran
cantidad de enlaces de hidrogeno, =n-nt e interacciones de Van der Waals
interacciones con los residuos de aminoacidos ubicados dentro de la cavidad
catalitica, que tiene un volumen diferente y forma en comparacion con BACE2 y
CTSD (66).



3. Propuesta

Los compuestos derivados de guanidinas y benzotiazoles han mostrado un posible
efecto inhibitorio en AChE y BACEL, asi como en la agregacion del péptido BA,
representando una alternativa en la basqueda de farmacoéforos para inhibir estas
biomoléculas en la busqueda del tratamiento de la EA. Por lo tanto, en este trabajo
se propone la evaluacion in silico de 26 compuestos derivados de
guanidinobenzotiazoles (Figura 9) sobre AChE y BACE1, asi como en las
conformaciones del PBAi42. Si consideramos en conjunto las dos moléculas
(guanidina y el benzotiazol) podrian funcionar como moléculas multitarget, por lo

cual, podrian tener potencial en el tratamiento de la EA.
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4. Planteamiento del problema

La EA es actualmente el tipo de demencia mas comidn de acuerdo al World
Alzheimer Report (1), el cual describe que en el afio 2015 existian mas de 800,000
personas con EA en México y se prevé que para el afio 2050 el pais tendra una
poblacion mayor de adultos mayores que de infantes. Cifras de la Encuesta
Nacional sobre Salud y Envejecimiento en México (ENASEM) realizadas en el afio
2018 describen la elevada incidencia de la EA entre la poblacion, por lo que
representa un problema en el sector salud, la mayor problémica de la enfermedad

es su duracion; ya que al no tener cura es progresiva y eventualmente fatal.

La EA representa un problema para la poblacién de edad adulta en México y el
mundo, por lo que es necesario la implementacion de nuevos farmacos y el uso de
nuevas terapias (entre ellas la multidiana) para atacar a la enfermedad y generar
una menor incidencia, asi como evitar muertes relacionadas a esta afeccion

neurodegenerativa.

5. Justificacion

Al ser la EA una enfermedad para la cual no existe cura y cuya incidencia ira en
aumento debido al envejecimiento de la poblacion. El presente trabajo se enfocara
en el estudio de 26 derivados de guanidinobenzotiazoles, debido a la escasez de
tratamientos eficaces contra la EA, permitird mostrar la utilidad de derivados de
guanidinobenzotiazoles, evaluar su posible actividad biol6gica ademas de ofrecer
una nueva alternativa en el tratamiento de la EA, asi como brindar apoyo al sector
salud a pacientes con EA, y dar pauta a nuevas investigaciones en un futuro con
derivados de guanidinobenzotiazoles con la finalidad de reducir la incidencia de la

enfermedad en los proximos afnos.



6. Objetivo general

Realizar el estudio in silico de moléculas derivadas de guanidinobenzotiazoles con
cada una de las conformaciones del péptido BA, y las enzimas AChE y BACEL1, para
evaluar su interaccion en su sitio de agregacion y sitios activos respectivamente
comparando a estos con resultados de farmacos/ compuestos usados o0 propuestos
actualmente en el tratamiento de la EA (Curcumina, Galantamina, Atabecestat,

Elenbecestat, Lanabecestat Verubecestat LY322626 y Umibecestat).

Objetivos particulares

o Dibujar y optimizar los 26 derivados de guanidinobenzotiazoles empleando
herramientas computacionales con la finalidad de generar DC y DD.

¢ Realizar estudios de acoplamiento molecular compuesto-proteina (Docking)
ciego y dirigido de los 26 derivados de guanidinobenzotiazoles con cada una
de las enzimas BACEL, AChE y el péptido BA en sus tres conformaciones

Alfa hélice, Hoja beta y Random Coil.

e Analizar y obtener la energia de acoplamiento (AG) y las interacciones entre
los derivados de guanidinobenzotiazoles con cada una de las enzimas
BACE1, AChE y el péptido BA en sus tres conformaciones Alfa hélice, Hoja
beta y Random Coil y comparar los resultados con farmacos/ compuestos
usados o propuestos actualmente en el tratamiento de la EA y seleccionar
los 3 mejores derivados de guanidinobenzotiazoles sobre BACE1, AChE y el
péptido BA.

7. Hipotesis

Se ha estudiado que derivados de guanidina y benzotiazoles son buenos
interaccionando en el sitio activo de la enzima BACEL y con el BA, respectivamente.
Por lo tanto, es posible que los derivados de guanidinobenzotiazoles propuestos
tengan actividad multitarget al compartir BACE1, AChE y la agregacion de péptido

BA, los mismos aminoacidos en el sitio activo, comparando sus interacciones con



las de farmacos/ compuestos actuales en el tratamiento de la EA empleando

técnicas in silico y de Docking Molecular.

8. Metodologia
8.1 Seleccion de proteinas ACHE, BACEL1 y BA en sus tres conformaciones

Se emplearon los cédigos del Protein Data Bank (PDB) a partir de estudios previos
realizados (67). Para AChE (PDB: 4PQE), BACE1 (PDB: 2QP8) y el péptido BA en
las conformaciones Alfa hélice (PDB: 1z0q) y Beta plegada (PDB: 2BEG), para la
conformacién Random Coil se emplearon los resultados previos (68).

Posteriormente, se realiza el proceso de alineamiento entre la secuencia FASTA del
cristal PDB: 2QP8 y la secuencia 2QP8 sin H2O de BACE1l. Se observé un
desplazamiento entre los aminoacidos de interés (D289 D93) que corresponderian
a la posicién D228, D32.

8.2. Dibujar y optimizar los 26 derivados de guanidinobenzotiazoles

Se empleo el software ACD/ChemSketch (69), para dibujar la estructura de los
compuestos en 2D y se guardan en extension MDL Molfiles (.mol). A estas
moléculas se les adicionan los hidrégenos no polares con el software GaussView
(70) y se realizan los célculos en Gaussian calculation setup, trabajando en tipo de
optimizacién, empleando el método semi-empirico en AM1. Se guardd con una
extension (.pdb). Al continuar con el disefio molecular tridimensional, se empleo el
software Avogadro (71) y se trabajaron con las estructuras previas con extension
(.pdb), se realizé una auto-optimizacion, a 4 pasos por actualizacion con una dE=0

y un numero limite=0, se guardo el archivo con la extension (.pdb)
8.3 Preparacion de ACHE, BACEly BA
Se empled el software Auto Dock (72) y se comenzd a trabajar con los archivos

previos en formato (.pdb), se anexaron cargas de Kollman y se agregaron los
hidrogenos polares, se guardd en formato (.pdbqt). Dentro de la sesion previa



abierta de Autodock, se abrié el compuesto en formato (.pdb), se seleccioné la

opcion de salida y se guardo en formato (.pdbqt)

8.4 Acoplamiento molecular entre ACHE, BACEl y BA y los 26 derivados de

guanidinobenzotiazoles

Para realizar el acoplamiento se trabajaron con los formatos .pdbqt de la proteina 'y
el compuesto. Se establecieron los tipos de mapas en eleccion al compuesto, en el
DC se procedi6 a realizar una Grid Box a 126X126X126 A

En el DD se us6 una Grid Box de 60x60x60 A con las siguientes coordenadas: Alfa:
X(2.282),Y (5.061), Z (-6.757); Beta: X (2.937),Y (4.619), Z (-1.241); R.C: X (9.387),
Y (-4.642), Z (-1.241); BACE1: X (23.9), Y (6.041), Z (25.515); ACHE: X (-25.93), Y
(30.821), Z (-6.062). Para los DC y DD se anexaron los parametros DAT, y se
obtuvieron las biomoléculas con extensién .gpf. Se realizaron modificaciones en los
parametros de busqueda en el algoritmo genético se manejo un namero de 100,
una poblacion de tamafio: 100 a un nimero maximo de evaluaciones a 10, 000, 000

a 100 como numero de generaciones, cuando ha finalizado se obtuvo la extension
(.dpf)

8.5 Analisis del acoplamiento molecular entre AChE, BACEl y BA con los 26
derivados de guanidinobenzotiazoles

Se empled el software Autodock (73), al analizar las conformaciones se seleccioné
la de menor valor de AG. Se empleé PyMOL (74) para visualizar y analizar las
interacciones se trabajo con el formato previo (.pdb) del compuesto y proteina. Se
visualizaron a los residuos que estuvieran a una distancia menor de 5 A, siendo los
aminoacidos de interés: para las conformaciones Alfa, Random Coil y Beta del BA:-
42 el E22 y D93, para AChE Y337, H447, S203 de la triada catalitica y todos aquellos

involucrados en el reconocimiento del compuesto y para BACEL: D289 y D93.



8.6 Visualizacion de las interacciones entre AChE, BACEl1 y BA y los 26

derivados de guanidinobenzotiazoles

Se empled el software BIOVIA Discovery Studio Visualizer (75), en donde se abrio
el complejo proteina-compuesto .pdb. Se selecciond la opcion Receptor-Ligand, y
en la barra izquierda se selecciona ligand interactions, dentro de esta opcion de
selecciono expand y show distances, para poder visualizarlas fue necesario oprimir
en mostrar diagrama en 2D, el cual se guardé en formato .png para mantener el

registro de las interacciones obtenidas.

9. Resultados

Se llevé a cabo el estudio de acoplamiento molecular compuesto-proteina con las
proteinas de interés. Estos acoplamientos moleculares se realizaron sin dirigir al
compuesto a un aminoécido del sitio catalitico, es decir se llevo a cabo un Docking
ciego (DC) y posteriormente se llevd a cabo el acoplamiento molecular dirigido
llevando al compuesto a un aminoacido del sitio catalitico, conocido como Docking
dirigido (DD).

9.1 Valores de AG e interacciones obtenidas del DC y DD entre el BA1-42y los

26 derivados de guanidinobenzotiazoles

En la Figura 10 se muestran los valores de AG obtenidos del DC y DD en las tres
conformaciones del BAi-42 con los 26 derivados de guanidinobenzotiazoles, los

cuales se compararon con el valor obtenido de AG de la curcumina.
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Figura 10. Valores de AG del BAi142 en sus tres conformaciones con los 26
compuestos derivados de guanidinobenzotiazoles en DC y DD.

Como se observa en la figura 8 en el DC el AG de los compuestos fue mejor en la
conformacion de a-hélice del BA1-42 en comparacion con la conformacién de hoja
beta y Random Caoil e incluso varios de los compuestos propuestos mostraron mejor
AG que curcumina. Como se muestra en las tablas 2 y 3, fueron de notable interés
los compuestos 7, 14, 20, 22 y 26 durante el DC, en donde se observa que estos
compuestos tuvieron mejor AG que curcumina y este fue mejor en la conformacién
de a-hélice. Por lo tanto, se obtuvieron los residuos de aminoacidos de interaccion
entre el BA142 y estos compuestos en donde se buscéd la interaccion con los

aminoéacidos E22 y D23.
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Tabla 2. Valores de AG de los mejores compuestos y curcumina durante el DC y DD

en la conformacion a-hélice del BA1-42.

Molécula AG Docking ciego (residuos de aminoacidos)
(kcal/mol)
Curcumina -5.50 F19, K16, L17, Q15, V18, H14, H13, V12, E11, Y10, D7

7 -6.68 D7, Y10, E11, H14, Q15, V18, F19, E22
14 -6.12 E22, V18, F19, Q15, K16, H14, H13, V12, E11, Y10, V12, F14
20 -8.51 H14, V12, E11, Y10, D7, F4, ES3, F4, A2, H6
22 -6.67 F19, V18, Q15, H14, V12, E11, Y10, D7, E3
26 -7.43 H13, Y10, E11, D7, H6, Q15, H14, V18

Docking Dirigido (residuos de aminoacidos)

Curcumina -4.76 H13, H14, K16, L17, V18, A21, E22, V24, G25, SER26
19 -6.27 Y10, V12, H14, Q15, E11, F19, V18, E22, D23, N27
20 -7.5 N27, D23, E22, F19, F20 V18, Q15, H14, E11, V12
22 -6.77 N27, D23, F19, E22, V18, Q15, V12, H14, E11, D7, F20
23 -6.42 N27, D23, E22, F20, F19, Q15, H14, V12, E11
26 -7.03 N27, D23, F20, E22, F19, V18, Q15, H14, E11

*Se remarcan en color rojo a los aminoacidos de interés

La tabla 2 muestra que el compuesto 7 obtuvo un valor de -6.68 (kcal/mol) al igual
que el compuesto 14 con un valor de -6.12 (kcal/mol) muestran una interaccién con
E22, los compuestos 20, 22 y 26 no lograron interaccionar con ninglin aminoacido
de interés a pesar de tener mejores valores de AG en comparacién con el control

(curcumina), quien en DC tampoco hace interaccion con los aminoacidos de interés.

En la tabla 2 se observa que durante el DD en la conformacién a-hélice curcumina
solo presenta interaccion con E22. Se observa que los compuestos 19, 20, 22, 23y
26 hacen interaccion con D23 y E22, con mejores valores de AG en relacién con
curcumina. Al observarse mejores resultados para estos compuestos que para
curcumina en etapas previas al cambio de conformacion del BAi-42 a hoja beta
plegada, se deduce que posiblemente estos compuestos puedan evitar el cambio

de conformacion del BAi-42 y con ello su agregacion.



En la figura 11 se observan las interacciones para los compuestos con mejores
valores de AG durante el DD, compuesto 20 (A), compuesto 22 (B) y Compuesto 26
(C) los cuales hacen interaccion con ambos aminoacidos E22 y D23, sin embargo,
el control no logré estas interacciones en ninguno de los dockings realizados. En la
figura 9A y 9C los compuestos 20 y 26, generan interacciones m-anion, con E22,
mientras que el 20 genera puentes de hidrogeno con D23. En la figura 9B E22

genera interaccion con el &tomo de azufre.
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Figura 11. Interacciones obtenidas en Discovery Studio Visualizer durante el DD con BA:-
a2 en conformacion a-hélice

A) Compuesto 20, B) Compuesto 22, C) Compuesto 26 y D) Curcumina
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9.2 Valores de AG e interacciones obtenidas durante DC y DD entre AChE y

los 26 derivados de guanidinobenzotiazoles

En la figura 12 se muestran los valores de AG obtenidos durante el DC y DD con la
enzima AChE y los 26 derivados de guanidinobenzotiazoles, cabe mencionar que
los compuestos mostraron buena afinidad por la AChE, por lo tanto, se
seleccionaron 7 de los mejores compuestos durante el DC y DD. En donde es
posible observar que en el DC los compuestos con mejores resultados son 20, 22y
23

- NN < N O ™N00 000 - N M S N W N 0 00 9d ANMM S N O
R B B B B T B T o B B o A o VI o VN o VI o VN & I o\

Galantamina

=

Valores de AG
(Kcal/mol)

-10

-12

-14 Ligandos

—@— ACHE DC ACHE DD

Figura 12. Valores de AG de los 26 derivados de guanidinobenzotiazoles con la enzima
AChE en DC y DD.
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En la tabla 3 se observa que los compuestos 20, 22, 23 y 26 durante el DC, hacen
interaccion en el sitio activo de la AChE. Se remarcaron en azul a los aminoacidos
pertenecientes al sitio anidnico periférico: W86, Y337, al subsitio anidnico los cuales
son: W28, Y72, D74, y Y124, en amarillo los componentes del subsitio de union
acilo: Y236, F338, F295 y F297, por otro lado, no se encontraron interacciones con
el subsitio oxianién ni con el subsitio catalitico. Sin embargo, las interacciones
encontradas son relevantes porque los compuestos hacen interaccion en los sitios
anionicos periféricos, estos se localizan en la entrada del sitio activo lo que
demuestra que los compuestos 20, 22, 23 y 26 logran entrar en el sitio previo al
catalitico. Son de interés las moléculas 20 y 26 por sus resultados previos durante
el DC y DD con el BA142 evidenciando posibles propiedades duales hasta el

momento.

Tabla 3. Resultados de AG de los mejores compuestos y galantamina durante el DC
y DD con AChE.

Molécula AG Docking ciego (residuos de amino&cidos)
Kcal/mol

Galantamina -6.71 S293, V294, F295, R296, D74, F338, Y341

20 -7.47 L289, W286, F297, Y124, Y72, R296, S293, F295, V294,
G342, Y341, F338, Y337, L76, D74
22 -8.38 S293, R296, V294, F295, F297, W286, Y124, S125, Y72,
Q71, G126, V73, W86, N87, P88, D74, L76, T83, F338, Y341,
Y337
23 -8.55 Y337, F338, Y341, V294, F295, S293, R296, F297, W286,
Y124, S125, Y72, Q71, V72, N87, D74, W86, L76, T83

26 -7.01 Y337, F338, F295, V294, V340, Y341, G342, L76, S293,

R296, F297, Y124, L.289, W286, H287
Docking Dirigido (residuos de aminoacidos)

Galantamina -6.9 Y341, S293, V294, F295, R296, F297

20 -8.41 G82, T83, W439, D74, Y72, P446, Y337, Y341, F338, V294,
F295, F297, H447, Y124, S203, G121, G120, E202, S203,
S125, G448, G126, 1451, Y449, Y133, W286

22 -7.42 Y337, F338, Y341, V294, F295, R296, W286, F297, Y124,
Y72, D74, W86, N87, E84, T83, L76, G82

23 -7.68 F338, Y341, Y337, L76, V294, F295, R296, W286, F297,
Y124, Y72, N87, W86, D74, E84, T83, G82

26 -12.56 S293, V294, R296, F295, F297, W286, Y341, F338, Y337,

Y124, S125, G126, W86, N87, T83, Q71, Y72, D74, V73,L76
*Se une al sitio aniénico periférico/ *Se une al subsitio anidnico periférico/ *Se une al subsitio de

union acilo/ *Se une al subsitio oxianién/ *Se une a la triada catalitica.

*La grid box empleada para este Docking dirigido fue de 126 A3
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En la tabla 3 es posible observar los resultados de AG y aminoacidos de interaccion
obtenidos durante el DD, entre AChE y los 26 derivados de guanidinobenzotiazoles,
en donde se marcan en azul los aminoacidos del sitio anionico periférico y en dorado
a aquellos que se unen al subsitio de union acilo en donde previamente se obtuvo
una buena actividad durante el DC. El compuesto 20 tiene un mejor AG que
galantamina ya que logra llegar al subsitio oxianidon y de manera mas relevante a

dos componentes de la triada catalitica (S203, H447)

En el compuesto 20 (figura 13A) las uniones al subsitio anionico periférico son del
tipo n-t y w-sulfuro durante el DD, repitiéndose el comportamiento en el compuesto
20 durante el DD asi como la presencia de puentes de hidrogeno. En el compuesto
22 (figura 13B) prevalecen las interacciones n-n y la formacién de puentes de
hidrogeno durante el DD. En el compuesto 23 (figura 13C) se observan
interacciones por puentes de hidrogeno y uniones n-n. Mientras que el compuesto
26 (figura 13D) forma interacciones n-n y n-sulfuro, asi como puentes de hidrogeno.
Observandose mejores resultados en los compuestos en comparacion con el control

galantamina (figura 13E).
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Figura 13. Interacciones de ACHE durante el DD.

a) Compuesto 20 b) Compuesto 22 ¢) Compuesto 23 d) Compuesto 26 e) Control
Galantamina. Se marcaron en circulos las interacciones de acuerdo al sitio de unién *Se
une al sitio anionico periférico/ *Se une al subsitio anidnico periférico/ *Se une al subsitio

de unién acilo/ *Se une al subsitio oxianidon/ *Se une a la triada catalitica

9.3 Valores de AG e interacciones obtenidas durante DC y DD entre BACE1l y
los 26 derivados de guanidinobenzotiazoles

La figura 14 muestra los valores de AG de cada uno de los compuestos con la
enzima BACEL1 obtenidos mediante DC y DD, en donde, es posible observar que en

DC los compuestos con mejores resultados son el 20, 22, 23 y 26 marcados en
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morado. Sin embargo, estos valores no son mejores que los obtenidos con los
controles LY3202626 y Elenbecestat. Solamente el compuesto 26 logro superar el

AG en relacién con los controles.

NN < N O ™~N0 OO
—
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13
14
15
16
17
18
19
20
24

25
26

Lanabecestat

21
22
23
Verubecestat

LY322626

Elenbecestat
Atabecestat
Umibecestat

Valores de AG
(Kcal/mol)
()]

-10

—@— BACEDC —@—BACEDD

-12
Compuestos

Figura 14. Valores de AG de los 26 derivados de guanidinobenzotiazoles con la enzima
BACE1 en DCy DD

Se observan mejores valores de AG en los compuestos 20, 22 y 26, sin embargo,
estos no superaron los valores de AG de algunos de los controles (Marcados en

rojo), solo el compuesto 26.
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Tabla 4. Valores de AG de los mejores compuestos durante el DC y DD con BACEL1

Molécula AG Docking ciego (residuos de aminoacidos)
Kcal/mol
20 -9.57 | Y259, S97, N98, 1187, R189, G95, D93, D289, L91, G291, T292, T293,
R296, V130, P131, Y132, T133, F169, G135, Q134, K168, 1171, F170,
W176
22 -9.19 | D93, S290, G291, T292, R296, G74, T293, N294, S71, Y75, Q73, S386,
G72,1171, K168, Q134, F169, G135, W176, L91
23 -9.07 1187, R189, S97, Y259, S96, G95, 1179, 1287, D93, L91, D289, G291,
V130, P131, Y132, T133, Q134
26 -11.11 | D192, S193, K126, L194, E195, L124, L141, N159, T142, A158, R157,

$200, K203, Q204
Docking Dirigido
20 -9.89 K285, T390, 1287, V393, R296, Y259, 1187, A188, R189, S97, S96,
G95, D289, N98, V130, P131, Y132, D93, T133, G291, T292, Q134,
G135, L91, 1179

22 -9.29 Y132, D93, S290, G291, Q134, T292, Q134, ASN296, S386, N294,
T293, S71 GLY72, Y75, G74, Q73, G135, 1179, L91, F169, K168,
W176, 1171
23 -9.28 K285, T390, 1287, R296, Y259, 1187, A188, R189, S97, S96, G95,
D289, T133, G291, T292, Q134, G135, L91, 1179, F169, N98, V130
26 -11.35 S96, G95, 1287, D289, Y132, G291, T292, T133, T293, N294, R296,

S386, Q134, G135, F169, 1171, K168, W176, 1179, L92, D93
*Se remarcan en color rojo a los aminoacidos de interés

En la tabla 4 se muestran interacciones relevantes mediante DC de los compuestos
20, 22y 23 con BACEL, de los cuales solo las moléculas 20 y 23 logran interaccionar
con los amino&cidos de la diada catalitica de BACE 1 (D289 y D93).

En la tabla 4 se muestran interacciones obtenidas del DD entre BACEL y los
compuestos 20, 22, 23 y 26 de los cuales todos logran interaccionar con al menos
un aminoacido de interés, superando a Elenbecestat, Lanabecestat y LY32026 los
cuales no interaccionan con ninguno de ellos (Tabla 5). Ademéas de que el

compuesto 26 supera los valores de AG de todos los controles durante el DD.
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Figura 15. Interacciones obtenidas en Discovery Studio Visualizer durante el DD en
BACE1

A) Compuesto 20, B) Compuesto 22, C) Compuesto 23 d) Compuesto 26

En la figura 15 se colocaron a los 3 mejores compuestos, tanto el compuesto 20
(Figura 15A), el compuesto 23 (Figura 15B) y el compuesto 26 (Figura 15D) lograron
interacciones con D93 y D289 durante el DC, las cuales se mantienen constantes
durante el DD lo que indica una buena actividad de nuestros compuestos.
Finalmente, en el compuesto 26 durante el DC, se visualizan interacciones del tipo

van der Waals.
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Tabla 5. Valores de AG del DC y DD entre los controles y BACEL.

BACE Delta G Docking ciego (residuos de aminoacidos)
Kcal/mol
Atabecestat -8.64 V130, P131, R189, A188, 1187, G95, S96, S97, T133, N98, Y132,
Q134, F169, F170, G291, T292
Elenbecestat -9.75 P253, E441, D442, M440 D439, M349, T353 E351, G350, V352,
N354, L438, Q355, T437 , D439
Lanabecestat -8.72 V130, P131, Q134, Y132, T133, S96, T292, G95
Ly3202626 -10.82 D372, CYS380, E371, T375, P369, D379, Q377, P221, F220, G219,
H423, D424
Umibecestat -7.79 D289, D93, K285, G95, G29, L91, T292, T293, Y259, S96, S97, 1187,
N98, A188, R189, V130, P131, Y132, T133, Q134, F170, F169,
G135, K168, 1171, W176
Verubecestat -8.61 T133, Y132, Q134, S96, G95, T292, G291, D93, K168, F169, F170,
1171
Docking dirigido (residuos de aminoacidos)
Atabecestat -8.11 F169, G135, Y132, Q134, T133, S96, 1179, 1171, W176, L91, D93,
V92, Q73, G74, Y75, Y259, T390, K285, 1287, T292, S290, D289,
T293, A396, G72, S71
Elenbecestat | -10.87 | F169, G135, 1179, Q134, L91, T292, G291, S290, T293, D289, R296,
V393, 1187, G95, S96, T133, Y132, P131, T293
Lanabecestat -8.99 V130, P131, S96, G95, Y132, T133, T292, T293
Ly3202626 -10.29 G95, V393, G291, T292, T293, G72, F169, Q134, T133, Y132
Umibecestat -8.13 V130, P131, R189, A188, N98, 1187, S97, S96, Y132, T133, 1179,
Q134, G135, F169, PHF170, K168, 1171, W176, L91, Y259, G95,
D93, L91, G291, T292, Q73, D289, 1287, T293,
Verubecestat -8.72 S96, G95, D93, D289, G291, T292, T293, N294, G72, Q134, T133,

Y132

*Se remarcan en color rojo a los aminoacidos de interés
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Figura 16. Interacciones de los controles en DD en la proteina BACEL.

A) Atabecestat, B) Elenbecestat, C) Lanabecestat 23, D)Verubecestat E) LY322626, F)
Umibecestat

La figura 16 muestra que el control Atabecestat (16A) durante DC y DD logro
interaccionar con D93 y D289 por medio de interacciones 1-Anion, Elenbecestat
(16B), durante ambos Dockings sélo interacciona con el aminoacido D289 por
fuerzas de Van Der Waals, mientras que Lanabecestat (16C) no presenta ninguna
interaccion de interés en el DC, pero logré ambas en el DD empleando enlaces -
aniéon con D289 y fuerzas del tipo Van Der Waals con D93. Por su parte
Verubecestat (16D) por medio de fuerzas de Van Der Waals interacciona con D93
y puentes de hidrogeno con D289 repitiendose el mismo comportamiento con
LY3202626 (16E). Por su parte Umibecestat (16F) logr6 ambas interacciones en
ambos Dockings por lo que este seria el mejor control para la proteina BACEL
ademas de obtener los valores méas 6ptimos de AG durante el DD. De acuerdo a
estudios previos es posible concluir que las propiedades biolégicas de los

compuestos con benzotiazoles, junto con su capacidad para penetrar en el SNC y
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aliviar la amnesia inducida por escopolamina en modelos de roedores con EA de
manera similar a la tacrina, resaltan esta nueva clase de compuestos y confirman
gue el enfoque (“dos mejor que uno") para disefiar nuevos compuestos de accion

multiple es una buena estrategia para enfrentar la EA (76).

10. Discusion
La EA es multifactorial por lo cual es de relevancia obtener farmacos multitarget con

la finalidad de obtener resultados potenciales en el tratamiento de la enfermedad.
Al realizar estudios in silico de derivados de guanidinobenzotiazoles se obtuvo que
los compuestos 20, 23 y 26 podrian tener una actividad multitarget al actuar sobre
la agregacion del BAi42, AChE y BACE. Estos compuestos ademas de tener
mejores valores de AG que los controles reportados en la literatura, logran
interaccionar con los aminoacidos del sitio activo de cada proteina y/o conformacion,
lo cual abre una posible opcién farmacologica viable en tratamiento de la EA, al
mostrar una actividad superior a Curcumina, Galantamina, Atabecestat,

Elenbecestat, Lanabecestat, LY3202626, Umibecestat y Verubecestat.

El control curcumina de acuerdo a ensayos de dinamica molecular muestra que
forma interacciones de mayor duracion con los residuos F4, Y10, L17, F19, 131y
M35 como puntos de union de la curcumina en el péptido BA 142.(76) esto en
comparativa con los guanidinobenzotiazoles demuestran una menor actividad del
control, ya que los compuestos 20 y 26, logran llegar al sitio de agregacion (D23,
E22) del péptido.

Por su parte al emplear en AChE al control galantamina estudios de simulacion
muestran que la molécula interactia estrechamente con estos residuos Tyr337,
Phe338y Tyr341. La mayor distancia entre los residuos de la triada catalitica (S203,
E334 e H447) se ven interrumpidos por el salto de protones y, en consecuencia,
afectaria el proceso de degradacion de la ACh. Este proceso, a su vez, mejoraria el
nivel de concentracion de acetilcolina en el cerebro controlando la hidrélisis
resultando en una menor interrupcion de la neurotransmision (77), siendo uno de
los tres farmacos aprobados por la FDA. Por su parte los derivados de

guanidinobenzotiazol no sélo logran llegar a la triada catalitica durante los estudios



en Docking, interactian en el sitio de union periférico, subsitio aniénico y el subsitio
de union acilo de la enzima AChE ademas de tener mejores valores de AG que la

molécula de Galantamina.

Se han propuesto posibles inhibidores de BACEL, tales como Atabecestat,
Lanabecestat, LY3202626, Umibecestat y Verubecestat, sin embargo no lograron
llegar a ensayos clinicos de fase 3 por no mostrar mejorias en pacientes con EA 'y
relacionarse con neurotoxicidad. Al no tener actualmente un farmaco control para la
inhibicién de BACEL, los derivados de guanidinobenzotiazoles podrian ser una
opcion viable puesto que durante el DD muestran interacciones en la diada catalitica

de BACEL, asi como valores de AG que superan a los controles.

Los resultados muestran que durante el DD el compuesto 20 tiene un valor de AG
en a: -7.5 (kcal/mol) haciendo interacciones con D23 y E22, en AChE: -8.41
haciendo interaccion con H447 y BACE1L: -9.89 (kcal/mol) interactia con D93 y
D289. El compuesto 26 interactia con a: -7.03 (kcal/mol) con D23 y E22; AChE: -
12.56 y BACEL: -11.35 (kcal/mol) en comparacion con los controles; curcumina (a:
-4.76 kcal/mol), galantamina (-6.9 kcal/mol) y los controles de BACE1 Lanabecestat
(-8.99 kcal/mol), Verubecestat (-8.72 kcal/mol), Elenbecestat (-10.87kcal/mol),
Atabecestat (-8.11 kcal/mol), LY322626 (-10.29 kcal/mol) y Umibecestat (-8.13
kcal/mol). Los compuestos 20 y 26 en todas las conformaciones de la proteina
amiloide, en AChE y BACEL presentaron mejor afinidad que los controles, por lo
tanto, estos derivados de guanidinobenzotiazoles podrian ser utiles en el

tratamiento de la EA, presentando actividad multitarget.



11. Conclusiones

Se realiz6 el dibujado y optimizado de 26 derivados de guanidinobenzotiazoles, con
los que se realizaron estudios in silico con las conformaciones Alfa hélice, Random
Coil y hoja beta plegada del péptido BA y las enzimas AChE y BACE1, donde se
observaron interacciones con los sitios activos y de agregacion de las proteinas
durante el DD, presentando valores 6ptimos de AG en comparativa con los controles
(Curcumina, Galantamina, Lanabecestat, Atabecestat, Elenbecestat, Verubecestat,
Umibecestat, LY3202626). Por esta razén se concluye que los compuestos 20, 23

y 26 podrian presentar actividad multitarget.

12. Perspectivas del trabajo

Las perspectivas de este trabajo es continuar con estudios in vitro de estos nuevos
derivados, con el fin de evaluar la actividad de cada compuesto y determinar la

concentracion necesaria para la inhibicion de proteinas relacionadas con EA.
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12. Anexos

Tabla 6. Valores de delta G (AG) obtenidos del Docking Ciego entre el BA 1-42 conformacién Alfa

hélice y los 26 derivados de guanidinobenzotiazoles, asi como los aminoacidos de interaccién a 5 A

Compuesto AG Residuos
1 -5.8 E11, H14, F20, N27, Q15, V18, F19, E22, D23, N27
2 -5.63 E22, F19, V18, Q15, H14, V12, E11, D7
3 -5.3 E3, F4, D7, E11, Q15, H14, V18
4 -5.65 D7, E11, V12, Y10, H14, Q15, V18, F19, E22
5 -5.19 A2, E3, F4, D7, E11, H14, Q15, V18
6 -5.16 E3, F4, D7, E11, Q15, H14, V18
7 -6.68 D7, Y10, E11, H14, Q15, V18, F19, E22
8 -6.06 D7, Y10, E11, H14, Q15, V18, F19
9 -5.75 D7, E11, Y10, H14, Q15, V18
10 -6.04 D7, E11Y10, H14, Q15, V18
11 -5.9 D7, E11, Y10, H14, Q15, V18
12 -5.52 D7, E11, V12, H13, Y10, H14, Q15, V18
13 -6.15 D7, V12, E11, Y10, H14, Q15, V18
14 -6.12 E22, V18, F19, Q15, K16, H14, H13, V12, E11, Y10, V12, F14
15 -5.87 N27, D23, E22, F19, V18, Q15, H14, E11, V12
16 -6.28 A30, 131, L34, M35, G37, G38, V40, V39, 141, A42
17 -5.64 V36, M35, G33, L34, 132, 131, A30, G38, G37, V39, V40
18 -5.97 G33, L34, M35, 132, 131, A30, G38, G37, V39, V40
19 -6.2 E11, H14, Q15, V18, F19, E22, D23, N27
20 -8.51 H14, V12, E11, Y10, D7, F4, E3, F4, A2, H6
21 -5.43 D7, E11, Y10, V12, H14, Q15, V18
22 -6.67 F19, V 18, Q15, H14, V12, E11, Y10, D7, E3
23 -6.26 F19, V18, Q15, H14, V12, E11, Y10, D7
24 -5.38 A2, E3, F4, D7, E11, H14, Q15, V18
25 -5.34 E3, D7, Y10, E11, V12, H14, Q15, V18
26 -7.43 H13, Y10, E11, D7, H6, Q15, H14, V18
Curcumina 55 F19, K16, L17, Q15, V18, H14, H13, V12, E11, Y10, D7
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Tabla 7. Valores de delta G (AG) obtenidos del Docking Dirigido entre el BA 1-42 conformacion Alfa

hélice y los 26 derivados de guanidinobenzotiazoles, asi como los aminoacidos de interaccion a 5 A

Compuesto AG Residuos

1 551 E11, H14, Q15, V18, F19, F20, V24, D23, E22, N27
2 -5.55 Q15, F19, V18, E22, D23, N27
3 -5.23 Y10, V12, H14, Q15, E11, F20, F19, V18, D23, E22, N27
4 55 Q15, V18, F19, E22, D23, N27
5 5.22 Y10, V12, H14, Q15, E11, F20, F19, V18, D23, E22, N27, S26
6 -5.12 V12, H14, E11, Q15, F20, F19, V18, D23, E22, N27, S26
7 -6.14 Q15, F20, F19, V18, D23, E22, N27, S26
8 -5.54 Y10, V12, H14, Q15, E11, F20, F19, V18, D23, E22, N27
9 -5.52 Y10, V12, H14, Q15, E11, F20, F19, V18, D23, E22, N27
10 -5.36 Y10, V12, H14, Q15, E11, F20, F19, V18, D23, E22, N27
11 -5.39 H14, Q15, E11, F19, V18, D23, E22, N27, S26
12 -5.28 H14, Q15, E11, F20, F19, V18, D23, E22, N27
13 5.7 H13, V12, Y10, E11, H14, Q15, F20, F19, V18, D23, E22, N27
14 -5.68 V12, H14, E11, Q15, F19, V18, F20, D23, E22, N27
15 -5.87 V12, H14, Q15, E11, F19, V18, D23, E22, N27
16 -5.57 H14, Q15, E11, F19, V18, D23, E22, N27
17 -5.34 K16, L17, Q15, H14, A21, E22, V24, S26, G25
18 -5.06 V39, V40, 141, A42, M35, L34, 132, 131, A30
19 -6.27 Y10, V12, H14, Q15, E11, F19, V18, E22, D23, N27
20 75 N27, D23, E22, F19, F20, V18, Q15, H14, E11, V12
21 -5.57 V12, H14, Q15, E11, F19, F20, V18, D23, E22, N27, S26
22 -6.77 N27, D23, F19, E22, V18, Q15, V12, H14, E11, D7, F20
23 -6.42 N27, D23, E22, F20, F19, Q15, H14, V12, E11
24 -5.46 V12, H14, Q15, E11, F19, F20, V18, D23, E22, N27, 526
25 -5.37 V12, H14, Q15, E11, F19, F20, V18, D23, E22, N27, S26
26 -7.03 N27, D23, F20, E22, F19, V18, Q15, H14, E11

Curcumina -4.76 H13, H14, K16, L17, V18, A21, E22, V24, G25, S26
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Tabla 8. Valores de delta G (AG) obtenidos del Docking Ciego entre el BA 1-42 conformacion Hoja

beta plegada hélice y los 26 derivados de guanidinobenzotiazoles, asi como los aminoacidos de

interaccién a 5 A

Compuesto AG Residuos
1 -4.81 F20, E22, D23, V24, G25
2 -5.06 L34, 132, D23, V24, G25, S26, N27, K28, G29
3 -4.45 A42, 141, V40, V39 G38, G37, F19
4 -4.52 D23, V24, G25, S26, N27, K28, G29, 132
5 -4.5 A42, 141, V40, V39 G38, G37, F19
6 -4.5 A42, 141, V40, V39 G38, G37, F19
7 -5.57 132, A30, G29, K28, N27, S26, G25, V24, D23
8 -5.34 A42, 141, V40, V39 G38, G37, V36, L17, F19, A21
9 -5.26 A42,141, V40, V39, G38, G37, F19, L17
10 -5 G38, V36, F19, F20, A21, E22
11 -5.2 G38, G37, V36, E22, A21, F20, F19
12 -5.06 G38, G37, V36, V18, F19, F20, A21, E22
13 -5.35 A42,141, V40, V39, G38, G37, F19, L17, V36
14 -5.8 N 27, S 26, K 28, G29, G25, V24, D23, 131, 132, G33, L34, M35
15 -4.87 D23, V24, G25, S26, N27, K28, G29, 132
16 -5.75 L34, 132, D23, V24, G25, S26, N27, K28, G29
17 -5.53 F20, F19, V18, G38, L17, V39, V40, 141
18 -5.09 V36, G37, G38, V39, V40, 141, A21, F19, L17
19 -5.51 N27, K28, G29, S26, G25, V24, D23, 132, L34
20 -7.5 V36, G37, G38, V39, V40, 141, A42, F19, L17
21 -5.13 A42, 141, V40, V39, G38, G37, L17, F19
22 -6.07 V36, G37, G38, V39, V40, 141, A21, F19, L-117
23 5.9 V36, E22, A21, F20, F19, V18, L17, V40
24 -4.96 A42, 141, V40, V39, G38, G37, F19
25 -5.02 A42, 141, V40, V39, G38, G37, F19, L17
26 -6.86 V36, G37, G38, V39, V40, 141, A242, A21, F19, L17

Curcumina -5.68 A42, 141, V40, V39, G38, G37, V36, L17, V18, F19
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Tabla 9. Valores de delta G (AG) obtenidos del Docking Dirigido entre el BA 1-42 conformacién hoja
beta plegaday los 26 derivados de guanidinobenzotiazoles, asi como los aminoéacidos de interaccion
a5A

Compuesto AG Residuos
1 -4.81 F20, E22, D23, V24, G25
2 -4.88 132, G29, K28, N27, S26, G25, V24, D23
3 -4.37 F20, A21, E22, D23, V24
4 -4.42 132, G29, K28, N27, S26, G25, V24, D23
5 -4.34 V18, E22, A21, F20, F19, V18
6 -4.34 G38, G37, V36, V18, F19, F20, A21, E22
7 -5.57 132, A30, G29, K28, N27, S26, G25, V24, D23
8 -5.12 M35, L34, G33, 132, D23, V24, G25, S26, N27, K28, G29
9 -4.98 F20, A21, E22, D23, V24
10 -4.95 G38, V36, F19, F20, A21, E22
11 -5.18 G38, G37, V36, F19, F20, A21, E22
12 -5.04 G38, G37, V36, V18, F19, F20, A21, E22
13 -5.31 V39, G38, G37, V36, F19, F20, A21, E22
14 -5.82 131, 132, G33, L34, M35, G29, K28, N 27, S 26, G 25,V 24, D 23
15 -4.47 L34, F20, A21, E22, D23, V24
16 -5.37 V39, G38, G37, V36, F19, F20, A21, E22
17 -5 V36, G37, G38, V39, E22, A21, F20, F19
18 -4.76 L34, M35, V36, A21, E22, D-28, V24, G25
19 -5.12 L34, 132, G29, K28, N27, S26, G25, V24, D23
20 -6.37 A30, 131, 132, G33, L34, M35, V36, G29, K28, N27, S26, G25, V24, D23, E22, A21
21 -4.79 G38, G37, V36, V18, F19, F20, A21, E22
22 -5.89 K28, N27, S26, G25
23 -5.78 E22, D23, V24, G25, S26, N27, K28, G29, L34, 132
24 -4.74 G38, G37, V36, V18, F19, F20, A21, E22
25 -4.7 V36, M35, L34, 132, A21, E22, D23, V24, G25
26 -6.53 M35, L34, G33, 132, D23, V24, G25, G29, S26, N27, K28
Curcumina -4.89 V39, G38, G37, V36, M35, L34, F19, F20, A21, E22, D23
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Tabla 10. Valores de delta G (AG) obtenidos del Docking Ciego entre el BA 1-42 conformacion

Random Coil y los 26 derivados de guanidinobenzotiazoles, asi como los amino&cidos de interaccion

a5A

Compuesto AG Residuos
1 -5.71 D7, E11, V12, V39, M35, K16, Q15, F20
2 -5.83 D7, V12, E11, K16, Q15, V39, M35, F20
3 -5.22 D7, E11, V12, V39, M35, K16, Q15, F20
4 -5.36 S8, D7, E11, V12, Q15, K16, F20, M35, V39
5 -5.17 D7, E11, V12, V39, M35, K16, Q15, F20
6 -5.07 D7, E11, V12, V39, M35, K16, Q15, F20
7 -6.11 D7, E11, V12, V39, M35, K16, Q15, F20, S8
8 -5.61 ES3, D7, S8, E11, V12, K16, Q15, F20, M35
9 -5.1 F4, R5, G9, HSD®6, Y10, HSD13, HSD14, V18
10 -5.26 D7, V12, E11, K16, Q15, M35, F20
11 -5.36 D7, E11, V12, Q15, K16, M35, V39, V40
12 -4.78 M35, K16, Q15, V12, E11, D7, HSD6
13 -5.3 V40, V39, M35, K16, Q15, V12, E11, D7
14 -5.86 HSD 6, Y 10, E11, V12, Q15, K16, M35, V39, V40
15 -5 M35, F20, K16, Q15, V12, E11, D7
16 -5.43 D23, F19, V18, Q15, HSD14, Y10
17 -5.07 HSD14, Y10, HSD6, E11, Q15, F19
18 -4.99 131, A30, 132, G29, K28, G33, L34
19 -5.3 F20, K16, V12, Q15, E11, M35, V39, V40
20 -6.45 A2, E3, D7, E11, V12, Q15, K16, F20, M35, HSD6
21 -5.27 F20, K16, Q15, V12, E11, D7, M35, V39
22 -5.81 E3, A2, D7, E11, V12, M35, HSD6
23 -5.82 E3, A2, D7, E11, V12, M35, HSD6
24 -5.11 S8, D7, E11, V12, Q15, K16, F20, M35, V39
25 -4.95 HSD6, D7, E11, V12, Q15, K16, F20, M35, V39
26 -6.37 HSD6, V12, E11, V40, V39, M35, K16

Curcumina -4.49 F4, S8, HSD6, R5, G9, Y10, HSD13, HSD14, V18
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Tabla 11. Valores de delta G (AG) obtenidos del Docking Dirigido entre el BA 1-42 conformacion
Random Coil y los 26 derivados de guanidinobenzotiazoles, asi como los amino&cidos de interaccion
a5A

Compuesto AG Residuos
1 -4.59 F19, D23, V24, G25, S26, K28, N27
2 -4.74 F19, D23, V24, G25, S26, K28, N27
3 -4.15 F19, D23, V24, S26, K28, N27
4 -4.12 F19, D23, V24, G25, S26, K28, N27
5 -4.01 E22, D23, F19, V18, HSD14
6 -3.97 E22, D23, V24, S26, K28, N27
7 -5.16 F19, D23, V24, G25, S26, K28, N27
8 -4.62 HSD14, F19, V18, E22, D23
9 -4.6 E22, D23, F19, V18, HSD14
10 -4.34 G25, E22, A21, V18, L17, HSD13
11 -4.45 G25, E22, A21, V18, L17, HSD13, 131
12 -3.96 D23, E22, F19, V18, L17, HSD14
13 -4.67 K28, G29, A30, 131, 132, S26, G25, F20, A21, D23, E22, L17
14 -4.86 F19, E22, D23, V24, G25, S26, N27, K28
15 -4.45 D23, E22, F19, V18
16 -4.89 D23, E22, F19, V18
17 -4.48 HSD13, L17, V18, E22, A21, G25
18 -4.45 E22, A21, 131, G25, A30, 132, G29, S26, G33, K28
19 -5.02 S26, E22, D23, F19, V18
20 -6.67 HSD14, Q15, L17, V18, E22, D23, F19
21 -3.96 K28, G29, A30, I31, S26, G25, F20, A21, E22, L17
22 -5.41 L17, 131, A21, F20, A30, G29, G25, S26, K28, E22
23 -5.41 L17, 131, A21, F20, A30, G29, G25, S26, K28, E22
24 -4.15 G25, 131, E22, A21, V18, L17, HSD13
25 -4.1 S26, K28, G29, A30, 131, G25, A21, L17, F20, E22
26 -6.23 L17, A21, F20, E22, G25, S26, 131, A30, G29, K28
Curcumina 3.6 131, G29, A30, L17, A21, HSD13, F20, K28, G25, N27, E22, S26, V18




Tabla 12. Valores de delta G (AG) obtenidos del Docking Ciego entre ACHE y los 26 derivados de

guanidinobenzotiazoles, asi como los aminoacidos de interaccion a 5 A

Compuesto AG Residuos

1 -5.98 W286, Y341, Y337, Y124, D74, Y72, W439, Y449, G82, T83, W86, E84

2 -5.86 W286, F297, F295, Y341, Y124, Y72, F338, S125, D74, Y337, W439, T83, G82, E84, N87, W86

3 -5.91 F297, F295, Y124, W286, Y72, Y341, F338, Y337, Y439, G82, E84, T83, N87, W86, D74

4 -5.91 S293, V294, R296, F295, Y341, F297, W286, F338, Y337, Y124, Y72, D7, T75, T83, W86, G82, Y449, W439

5 -5.62 W286, F297, F295, Y341, Y124, Y72, F338, S125, D74, Y337, W439, T83, G82, E84, N87, W86

6 -6.01 W286, F297, F295, Y341, Y124, Y72, F338, S125, D74, Y337, W439, T83, G82, E84, N87, W86

7 -6.21 W286, F297, F295, Y341, Y124, Y72, F338, S125, D74, Y337, W439, T83, G82, E84, N87, W86

8 -6.15 R296, F295, V294, Y341, F338, Y337, W349, G82, T83, W86, N87, P88, D74, V73, G126, S125, Y72, Y124, W286, Q71

9 -6.55 R296, F295, V294, Y341, F338, Y337, W349, G82, T83, W86, N87, P88, D74, V73, G126, S125, Y72, Y124, W286, Q71

10 -6.2 W286, F297, F295, Y341, Y124, Y72, F338, S125, D74, Y337, W439, T83, G82, E84, N87, W86

11 -5.7 W286, F297, F295, Y341, Y124, Y72, F338, S125, D74, Y337, W439, T83, G82, E84, N87, W86

12 -5.8 Q71, Y72, W286, Y124, N87, S125, V73, D74, T75, W86, L76, Y341, T83, G82, Y337, W439

13 -6.08 W286, F297, F295, Y341, Y124, Y72, F338, S125, D74, Y337, W439, T83, G82, E84, N87, W86

14 -7.11 Y337, Y31, F338, V294, F295, R296, F297, W286, Y72, S125, Y124, Q71, G82, T83, D71, W86, N87, V73

15 -5.33 Y72, W286, Y124, D74, L76, W86, T83, G82, Y449, W439, Y337, Y341

16 -6.26 Y124, V288, H287, W286, L289, Y124, F297, R296, S293, V294, F295, Y341, F338, Y337

17 -6.14

18 -6.71 N87, W86, V73, D74, Q71, Y72, S125, Y124, W286, F297, F295, R296, V294, Y337, F338, Y341

19 -6.23 Q71, Y72, W286, Y124, N87, S125, V73, D74, W86, Y341, T83, G82, Y337, W439, F338, V294, F295, F297

20 -7.47 L289, W286, F297, Y124, Y72, R296, S293, F295, V294, G342, Y341, F338, Y337, L76, D74

21 -5.38 L289, W286, Y272, Y124, F297, R296, S293, F295, V294, Y341, F338, Y337, L76, D74

22 -8.38 S$293, R296. V294, F295, F297, W286, Y124, S125, Y72, Q71, G126, V73, W86, N87, P88, D74, L76, T83, F338, Y341, Y337

23 -8.56 Y337, F338, Y341, V294, F295, S293, R296, F297, W286, Y124, S125, Y72, Q71, V72, N87, D74, W86, L76, T83

24 -6.15 W286, F297, F295, Y341, Y124, Y72, F338, S125, D74, Y337, W439, T83, G82, E84, N87, W86, Y449

25 -5.5 L289, W86, Y272, Y124, F297, R296, S293, F295, V294, Y341, F338, Y337, L76, D74, S125, N87, G82, T83

26 -7.01 Y337, F338, F295, V294, V340, Y341, G342, L76, S293, R296, F297, Y124, L289, W286, H287
Galantamina -6.71 S$293, V294, F295, R296, D74, F338, Y341
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Tabla 13. Valores de delta G (AG) obtenidos del Docking Dirigido entre ACHE vy los 26 derivados de

guanidinobenzotiazoles, asi como los aminoacidos de interaccion a 5 A

Compuesto AG Residuos
1 -6.47 Y449, Y439, Y337, G82, T83, E84, Y341, W86, D74, Y72, Y124, W286
2 -6.33 W439, Y337, F338, G82, T83, E84, W86, D74, N87, Y341, F295, F297, W286, Y124, S125, Y72,
3 -6.21 Y449, Y439, G82, M-85, W86, E84, T83, N87, D74, Y124, Y72, F297, W286, Y337, F338, F295, Y-34
4 -6.24 W439, Y337, F338, Y341, F295, V294, R296, F297, Y124, W286, Y72, D74, W86, Y341, T83, G82
5 -6.29 Y449, W439, Y337, F338, Y341, F295, F297, W286, Y72, Y124, S125, D74, N87, W86, E84, M-85, T83, G82
6 -6.29 W439, Y337, F338, G82, T83, W86, E84, N87, D74, S-215, Y124, Y72, F297, Y341, F295
7 -6.84 W439, Y449, G82, T83, W86, Y337, F338, Y341, S293, V294, F295, R296, W286, F297, Y124, Y72, S125
8 -6.83 W439, G82, T83, W86, T75, D74, S125, Y72, Y124, L289, W286, F297, R296, S293, F295, V294, Y341, F338, Y337
9 -6.79 W439, G82, T83, L76, T75, D74, W86, S125, Y72, Y124, Y337, Y341, F338, V294, S293, F295, R296, F297, W286, L289
10 -6.74 W439, G82, T83, W86, D74, Y72, Y124, W286, F297, R296, S293, V294, F295, Y341, F338, Y337
11 -6.46 W439, G82, Y449, T83, Y337, F338, W86, N87, Y341, D74, V73, S125, Y72, Y124, W286, F297, R296, S293, F295, V294
12 -6.38 W439, G82, T83, W86, E84, N87, D74, V73, S125, Y72, Y124, W286, Y449, Y337, F338, Y341, V294, F295, S293, F297
13 -6.88 G82, T83, T75, W86, N87, D74, Y72, Y124, F297, W286, R296, S293, F295, V294, Y341, F338, Y337
14 -6.63 Y341, G82, T83, L76. E84, D74, N87, Y124, F297, R296, F195, V294, S293
15 -6.01 Y449, W86, G82, W439, T83, D74, Y337, Y341, Y124, Y72, W286
16 -6.07 ‘W439, G82, E84, T83, N87, W86, Y72, S125, Y124, W286, F297, F295, R296, V294, S293, Y341, F338, Y337
17 -6.07 $125, Y124, W86, G121, G122, G120, E202, S203, H447, Y337, F-388, F295, Y341, V294, S293, R296, F297, W286
18 -6.21 Y72, Y124, D74, W86, T83, G82, G448, Y449, H447, W439, Y337, Y341, W286
19 -6.66 W286, Y124, S125, D74, W86, T83, G82, Y449, W439, Y337, F338, Y341, V294, F295, S293, R296, F297
20 G82, T83, W439, D74, Y72, P-446, Y337, Y341, F338, V294, F295, F297, H447, G121, Y124, S203, G121, G120, E202, S203, S125, G448, G126,
-8.41 1451, Y449, Y133, W286.
21 -6.52 S$293, V294, R296, F295, Y341, F338, Y337, W439, Y449, G82, T83, W86, N87, E84, S125, G121, Y124, G122, W286, F297
22 -7.42 Y337, F338, Y341, V294, F295, R296, W286, F297, Y124, Y72, D74, W86, N87, E84, T83, L76, G82.
23 -7.68 F338, Y341, Y337, L76, V294, F295, R296, W286, F297, Y124, Y72, N87, W86, D74, E84, T83, G82
24 -6.77 $293, V294, W286, R296, Y341, F295, F297, F338, Y337, W439, T83, G82, Y449, W86, N87, E84, D74, S125, G121, Y124
25 -6.63 V294, R296, W286, F297, Y341, F295, F338, Y337, L76, T75, D74, Y72, Y124, WA39, T83, G82, E84, N87, W86, Y449
26 -12.56 S$293, V294, R296, F295, F297, W286, Y341, F338, Y337, Y124, S125, G126, W86, N87, T83, Q71, Y72, D74, V73, L76
Galantamina -6.9 Y341, S293, V294, F295, R296, F297
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Tabla 14. Valores de delta G (AG) obtenidos del Docking Ciego entre BACE1 y los 26 derivados de

guanidinobenzotiazoles, asi como los aminoacidos de interaccion a 5 A

Compuesto AG Residuos

1 PHO363, Q364, Y366, Q365, V422, L367, E400, V397, R368, G219, G217, P369, A218, F220, S71, G72,
-6.48 PHO221, K70, Y75, L222

2 P363, Q364, V422, H421, Q365, Y366, L367, E400, V397, G219, G217, A218, R368, P369, F220, S71,
-7.3 K70, L222, G72

3 W338, V422, Q364, Q365, L367, E400, G219, V397, G217, A218, F220, R368, P369, S71, K70, P221,
-6.76 G72, L222

4 C420, G401, H421, E400, V422, Q365, G217, Q364, G72, Y366, K70, A218, G219, P363, L367, R368,
-7.69 G72, F220, P369, L222, P221

5 H421, V422, G401, E400, G217, A218, K70, G219, K70, Q364, Q365, V397, Y366, F220, S71, L222,
-6.9 P221, L367, P369, S71, G72, R368

6 1287, D289, Y259, V393, R296, T390, G95, D93, T292, G291, D93, S96, S97, T133, Y132, 1187, P131,
-6.21 V130, R189

7 Y259, 1287, D289, S290, T292, G95, S96, T133, D93, G291, L91, 1179, W176, T133, Q134, Y132, P131,
-8.38 G135, F169, K168

8 Y259, 1287, K285, 1187, S97, D289, D93, G95, S96, N98, S97, R189, T390, V393, D93, V130, P131, D93,
-7.17 Y132, T133, G291, T292, R296, S338

9 V422, E400, C216, Q364, Q365, L367, C216, G217, A218, G219, Y75, R368, G69, K70, L222, P221,
-7.31 G72, E371, V370, F220, P369

10 1171, W176, 1179, L91, D93, G95, S96, Y259, 1287, D289, G291, T292, Y132, T133, Q134, G135, K168,
-7.27 F169

11 L222, P221, A218, C420, F220, G219, G217, V422, H421, P369, Q364, E400, Q365, K70, R368, G75,
-6.97 V397, L367, Y366

12 1287, V393, K285, R296, T390, D289, D93, G291, T292, G95, Y259, S97, S96, N98, 1187, A188, R189,
-6.62 Y132, V130, T133, P131

13 Y259, 1287, S96, G95, R296, D289, D93, 1179, L91, Y132, G291, T133, T292, T293, Q134, G135, F169,
-7.55 W176, K168, 1171

14 E326, R296, T293, T292, D289, G291, T133, Q134, D93, Y259, S96, Y192, G135, L91, 1171, W176,
-7.89 K168, F169, 1179, G95

15 Q364, V422, L367, Q365, R368, V397, E400, P369, G219, G217, A218, F220, K70, V370, G72, S71,
-6.68 P221, L222

16 K285, 1287, T390, R296, V393, Y259, D289, G95, T292, G291, D93, T133, S96, Y132, Q134, G135, L91,
-7.06 1179, W176, 1171, K168, F169

17 -8.34 G219, P369, F220, V370, L-218, G371, P221, A218, G217, E400, S71, G72, K70, N-223, L222




18 V370, P221, G72, L222, P369, R368, F220, S71, K70, L367, G219, V397, A218, G217, Q364, Q365,
-8.41 E400, V422
19 -7.59 G72,S71, V397, K70, L367, Q365, R368, P369, V370, E371, P221, L222, G217, F220, G219, V422
20 Y259, S97, N98, 1187, R189, G95, D93, D289, L91, G291, T292, T293, R296, V130, P131, Y132, T133,
-9.57 F169, G135, Q134, K168, 1171, F170, W176
21 W176, 1179, L91, F169, D93, G291, S96, G135, Y132, Q134, T133, T390, R296, V393, 1287, D93, S96,
-6.31 G291, G95, Y259, D289, T292, T293, 1287,
22 D93, S290, G291, T292, R296, G74, T293, N294, S71, Y75, Q73, S386, G72, 1171, K168, Q134, F169,
-9.19 G135, W176, L91
23 -9.07 1187, R189, S97, Y259, S96, G95, 1179, 1287, D93, L91, D289, G291, V130, P131, Y132, T133, Q134
24 R189, V130, P131, Y132, Q134, T133, R296, V393, 1287, T390, T292, D289, G291, Y259, G95, D93,
-6.41 S96, 187, S97, A188, N98
25 1179, V130, R189, N98, P131, 1187, TRY259, 1179, Q134, Y132, T133, S97, S96, G95, D289, R296,
-6.58 V393, 1287, Y259, T390, 1187, D93, G291, T292
26 -11.11 D192, S193, K126, L194, E195, L124, L141, N159, T142, A158, R157, S200, K203, Q204
Atabecestat -8.64 V130, P131, R189, A188, 1187, G95, S96, S97, T133, N98, Y132, Q134, F169, F170, G291, T292
Elenbecestat -9.75 P253, E441, D442, M440 D439, M349, T353 E351, G350, V352, N354, L438, Q355, T437, D439
Lanabecestat -8.72 V130, P131, Q134, Y132, T133, S96, T292, G95
Ly3202626 -10.82 D-372, C-380, E371, T-375, P369, D-379, Q-377, P221, F220, G219, H423, D424
Umibecestat D289, D93, K285, G95, G29, L91, T292, T293, Y259, S96, S97, 1187, N98, A188, R189, V130, P131,
-7.79 Y132, T133, Q134, F170, F169, G135, K168, 1171, W176
Verubecestat -8.61 T133, Y132, Q134, S96, G95, T292, G291, D93, K168, F169, F170, 1171




Tabla 15. Valores de delta G (AG) obtenidos del Docking dirigido entre BACE1 y los 26 derivados de

guanidinobenzotiazoles, asi como los aminoacidos de interaccion a 5 A

Compuesto AG Residuos

1 -7.73 K168, F169, G135, Q134, Y132, T133, W176, 1179, L91, S96, D93, G95, G291, T94, T292, D289

2 -7.43 W176, 1179, L91, S96, D93, G291, G95, T292, S290, D289, Y259, 1287, F169, K168, G135, Y132, Q134, T133

3 -6.14 N98, D93, S97, R189, S96, 1187, Y259, 1287, V393, V130, P131, Y132, T133, G291, T292, D289, V393

4 -7.39 W176, L91, 1179, F169, K168, G135, Q134, Y132, T133, D93, S290, G291, T292, T94, D289, G95, S96, 1287, Y259

5 -6.27 R296, V393, T390, 1287, Y259, 1187, R189, S97, N98, S96, V130, G95, P131, D93, Y132, D289, G291, T133, T292

6 -6.36 T292, G291, D289, D93, T133, G95, Y132, S96, P131, V130, N98, S97, R189, 1187, Y259, 1287, T390, V393, R296

7 -8.83 K168, F169, G135, P131, Q134, Y132, Q134, T133, S96, W176, 1179, L91, D93, G291, T292, T94, Y259, S290, D289, 1287

8 -7.57 V130, R189, N98, S97, 1187, S96, D93, G95, Y259, D289, 1287, K285, V393, R296, S388, T390, T133, T133, Y132, P131

9 -7.78 R189, N98, S97, 1187, V130, P131, Y132, S96, Y259, D93, G95, T133, Q134, G291, D289, T292, 1287, V393, R296, S388, T390, K285

10 -7.59 Y259, 1287, S96, G95, D289, D93, 1179, G291, T292, W176, 1171, L91, Y132, T133, Q134, G135, K168, F169, W176

11 -7.01 Y259, 1287, D289, S96, G95, D93, G291, T292, L91, W176, K168, F169, G135, Q134, T133, Y132, 1179

12 K136, Y132, G135, Q134, K168, F169, G95, 1179, G95, D93, D289, S290, L91, V-92, G291, T292, T293, A396, G72, S71, K70, Y75, G74, W176,
-7.08 1171

13 -7.77 K285, T390, 1287, V393, R296, Y259, 1187, A188, R189, S97, S96, G95, D289, T133, Q134, P131, V130, N98, T292, G201

14 -8.12 Y259, S96, G95, D93, D289, L91, G291, W-175, T292, T293, Y132, T133, G135, F169, Q134, K168, 1171

15 -7.02 W176, L91, 1179, 1171, F170, F169, K168, D93, G291, T94, W-292, D289, G95, S96, K136, Q135, G134, Y132, T133

16 -7.45 W176, 1179, L91, D93, G291, S96, T292, G95, D289, Y259, 1287, K285, T133, Y132, Q134, G135, F169, K168

17 -7.27 Y259, K285, G95, 1287, D93, L91, D289, G291, W176, V393, T292, R296, Y132, T390, T133, G135, F169, Q134, K168

18 -6.9 A188, N98, R189, 1187, S96, Y259, G95, G291, D289, 1287, T292, V393, R296, V130, P131, Y132, T133, Q134

19 -8.06 K168, F169, G135, W176, 1179, L91, Q134, Y132, T133, T292, G291, S96, D93, S96, G95, D289, T94, Y259, 1287

20 K285, T390, 1287, V393, R296, Y259, 1187, A188, R189, S97, S96, G95, D289, N98, V130, P131, Y132, D93, T133, G291, T292, Q134, G135, L91,
-9.89 1179, F169

21 -6.63 V130, P131, R189, Y132, Q134, T133, S97, S96, 1187, D93, G291, T292, D289, T390, Y259, R296, 1287, K285, V393

22 -9.29 Y132, D93, S290, G291, Q134, T292, Q134, N-296, S386, N294, T293, S71 G72, Y75, G74, Q73, G135, 1179, L91, F169, K168, W176, 1171

23 -9.28 K285, T390, 1287, R296, Y259, 1187, A188, R189, S97, S96, G95, D289, T133, G291, T292, Q134, G135, L91, 1179, F169, N98, V130

24 -6.92 R189, N98, A188, V130, S97, 1179, S96, D93, G95, Y259, D289, G291, 1287, V393, R296, T292, P131, Y132, T133, Q134

25 -7.34 R189, A188, 1187, N98, S97, S96, Y259, G95, 1179, D93, 1287, D289, G291, V393, T292, R296, V130, P131, Y132, T133, Q134, T390

26 -11.35 S96, G95, 1287, D289, Y132, G291, T292, T133, T293, N294, R296, S386, Q134, G135, F169, 1171, K168, W176, 1179, L-92, D93

Atabecestat F169, G135, Y132, Q134, T133, S96, 1179, 1171, W176, L91, D93, V-92, Q73, G74, Y75, Y259, T390, K285, 1287, T292, S290, D289, T293, A396,

-8.11 G72, 871
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Elenbecestat

-10.87 F169, G135, 1179, Q134, L91, T292, G291, S290, T293, D289, R296, V393, 1187, G95, S96, T133, Y132, P131, T293
Lanabecestat -8.99 V130, P131, S96, G95, Y132, T133, T292, T293
Ly3202626 -10.29 G95, V393, G291, T292, THIR-293, G72, F169, Q134, T133, Y132
Umibecestat V130, P131, R189, A188, N98, 1187, S97, S96, Y132, T133, 1179, Q134, G135, F169, F170, K168, 1171, W176, L1, Y259, GO5, D93, L91, G291,
-8.13 T292, Q73, D289, 1287, T293,
Verubecestat -8.72 596, G95, D93, D289, G291, T292, T293, N294, G72, Q134, T133, Y132
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