UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE
MEXICO

PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO EN CIENCIAS
QUIMICAS

Disefio y evaluacion de derivados de la curcumina con actividad inhibitoria de la
acetilcolinesterasa

TESIS
PARA OPTAR POR EL GRADO DE

DOCTOR EN CIENCIAS

PRESENTA

M. en C. Verédnica Tello Franco

N

Ciencias TuToRr: Dr. Manuel Soriano Garcia ANO:2012
Quimicas



AGRADECIMIENTOS

Dr. Manuel Soriano Garcia
Dra. Concepcion Lozada Garcia
Dr. Enrique Garcia, Dr. Ricardo Reyes, Mtra. Olivia Soria

Beca para estudios de Doctorado del CONACYT 163598

Este trabajo se realizo en el Laboratorio 2 de Quimica de Biomacromoléculas del Instituto de
Quimica de la Universidad Nacional Auténoma de México



El presente trabajo fue presentado en:

Cartel: Disefio de derivados de la curcumina con actividad inhibitoria de la acetilcolinesterasa.
VI Reunién Mexicana de Fisicoquimica Teorica, Noviembre 2009.

Simposio Interno del Instituto de Quimica, 2009

Cartel: A pharmacophore for acetylcholinesterase inhibition using curcumin derivatives
32nd Annual National Medicinal Chemistry Symposium, ACS. Junio 2010, Universidad de
Minnesota, E.U.A.

Ponencia oral: Inhibicién de la acetilcolinesterasa por curcumina y sus derivados
QuimiUNAM 2010, Noviembre 2010.

Simposio Interno del Instituto de Quimica, 2010

Los resultados obtenidos de este trabajo seran publicados en:

Tello-Franco V, Lozada-Garcia MC, Soriano-Garcia M. Experimental and Computational Studies
on the Inhibition of Acetylcholinesterase by Curcumin and some of its Derivatives. Current
Computer-Aided Drug Design. En prensa 2012.



ABREVIATURAS

AChE
AChEEe
AChETc
AcPH
AcOEt
AINE
BA

CCF

Cl,
DonPH
DSS
DTNB
EA
IACE
logP
PPA
RMN
rmsd
TCEP

Acetilcolinesterasa

Acetilcolinesterasa de Electrophorus electricus
Acetilcolinesterasa de Torpedo californica

Aceptor de puente de hidrogeno

Acetato de etilo

Antiinflamatorio no esteroideos

Péptido B amiloide

Cromatografia en capa fina

Concentracion a la cual se inhibe el n% de la actividad enzimatica
Donador de puente de hidrégeno

Dodecil sulfato de sodio

Acido 5,5’-ditiobis(2-nitrobenzoico)

Enfermedad de Alzheimer

Inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa

logaritmo del coeficiente de particion octanol/agua

Proteina precursora amiloide

Espectroscopia de resonancia magnética nuclear

Desviacion de la raiz media cuadratica, por sus siglas en inglés
Tris(2-carboxietil)fosfina



RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa y multifactorial.
Debido a su complejidad, ain no han podido identificarse de manera definitiva sus causas ni
existe una cura para la misma. Estudios recientes han demostrado que la curcumina posee
diversas actividades bioldgicas con potencial interés terapéutico contra esta enfermedad, entre
ellas la inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa (AChE). A fin de identificar las caracteristicas
quimicas relevantes para la actividad inhibitoria, un conjunto de derivados de curcumina fue
sintetizado y su capacidad de inhibicion fue probada mediante un ensayo enzimatico in vitro,
realizdndose posteriores estudios de acoplamiento molecular y la generacion de un modelo
farmacoforico para las moléculas con actividad inhibitoria. A partir de la informacion obtenida se
propuso un nuevo conjunto de derivados de curcumina que incluyeron las caracteristicas
identificadas como relevantes: hidrofobicidad, presencia de aceptores y donadores de puentes de
hidrégeno, de un momento dipolar y de un nitrégeno protonable. Su posible actividad inhibitoria
fue evaluada mediante estudios de acoplamiento molecular y del modelo farmacoforico.

Los derivados probados experimentalmente presentaron una actividad inhibitoria ante la
AChE menor que la curcumina, indicando posibles caracteristicas desfavorables tales como la
ausencia de donadores de puentes de hidrégeno ya sea en la parte media o en los anillos
aromaticos de las moléculas, o el aumento en la flexibilidad en los derivados de
tetrahidrocurcumina. EI complejo curcumina-AChE fue estudiado por métodos espectroscopicos,
sugiriendo la presencia de interacciones tanto con el sitio activo como con el sitio periférico de la
hendidura del sitio activo. Se elabor6 un listado de inhibidores conocidos de la AChE,
calculandose un conjunto de descriptores y estableciendo sus valores deseables. Se realizaron
calculos de acoplamiento molecular de los derivados de curcumina con actividad inhibitoria con
el sitio activo de la AChE, analizdndose la formacion de puentes de hidrégeno asi como otras
interacciones relevantes. Se encontré que dichas moléculas pueden formar puentes de hidrégeno
con los sitios cuaternario y de union a acilo, mientras que se observaron contactos cercanos con
los sitios cuaternario y periférico. A fin de explicar mejor la actividad inhibitoria, se busco definir
las caracteristicas comunes entre inhibidores de acetilcolinesterasa conocidos y los derivados
probados mediante la generacién de un modelo de un farmaco6foro. El resultado consistié de dos
zonas hidrofdbicas, una aromaética y un aceptor de puentes de hidrégeno. Al incorporar las
caracteristicas encontradas como relacionadas a la actividad inhibitoria, se disefid un conjunto de
derivados de curcumina, se calcularon sus descriptores, y se seleccionaron aquellos cuyos valores
cumplian con los rangos previamente establecidos. Para estas 31 moléculas se llevaron a cabo
ensayos de acoplamiento molecular, analizandose los puentes de hidrégeno y los contactos con
los aminoacidos aromaticos, asi como la evaluacion mediante el modelo farmacofdrico
previamente generado. Esto condujo a proponer 6 derivados de curcumina con potencial
actividad inhibitoria contra la AChE superior a la de la curcumina.



ABSTRACT

Alzheimer’s is a neurodegenerative and multifactorial disease. Due to its complexity, its
causes have not yet been thoroughly identified, nor has its cure been found. Recent studies have
demonstrated several biological activities of curcumin with therapeutic potential against
Alzheimer’s disease, among them the inhibition of the enzyme acetylcholinesterase (AChE).
Aiming at identifying the chemical features relevant for this activity, a set of curcumin
derivatives was synthesized, tested for its inhibitory activity against AChE, and molecular
docking studies and pharmacophore characterization were carried out for the active molecules. A
number of curcumin derivatives that incorporate desirable characteristics were then proposed,
and their potential inhibitory activity was evaluated by molecular docking and pharmacophore
studies.

The tested derivatives presented lower activity than curcumin, allowing for the identification
of possible unfavorable characteristics, such as the absence of hydrogen bond donors either in the
middle of the molecule or on the aromatic rings, or the increase in flexibility in
tetrahydrocurcumin derivatives. The curcumin-AChE complex was studied by spectroscopic
techniques in order to gain insight into its chemical nature. Indications of interaction with both
the active and peripheral sites of the enzyme were found. A list of acetylcholinesterase inhibitors
was elaborated, and a set of descriptors was calculated in order to define desirable values that
would help us understand and predict their activity. The molecules were then docked to the active
site of AChE, and an analysis of hydrogen bonds and close contacts to relevant aromatic amino
acid residues was performed, allowing for the identification of relevant interactions. Hydrogen
bonds can be formed with the quaternary and acyl sites, while close contacts are formed with
both the quaternary and peripheral sites. To account for inhibitory activity, we sought to define
the common structural features between known acetylcholinesterase inhibitors and the tested
derivatives by generating a pharmacophore model. It consisted of two hydrophobic, one aromatic
and one hydrogen bond acceptor features. Incorporating the characteristics found to be related to
inhibitory activity, a group of curcumin derivatives was designed, their descriptors were
calculated and those meeting the pre-established values were selected. Docking studies were
performed for these 31 molecules, and hydrogen bonds and close contacts were analyzed. The
molecules were also evaluated with the previously generated pharmacophore model. This allows
us to propose 6 curcumin derivatives most likely to have superior activity than curcumin as
acetylcholinesterase inhibitors.
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1. ANTECEDENTES
1.1. La enfermedad de Alzheimer

En México, cerca de 600 mil personas padecen de la enfermedad de Alzheimer! (EA), y se
espera que el nimero aumente conforme lo haga la expectativa de vida en nuestro pais. La EA
fue reportada por primera vez en 1906 por Alois Alzheimer?, y se describe como una enfermedad
cerebral irreversible y progresiva, que destruye lentamente la memoria y las habilidades
cognitivas del paciente. El diagndstico de Alzheimer se basa en el deterioro cognitivo no
atribuible a otro tipo de demencias, mientras que el diagnéstico definitivo de la enfermedad
puede hacerse unicamente post mortem, confirmando la presencia de las lesiones caracteristicas
en el tejido cerebral®.

1.1.1. Patologia general

Actualmente no se conocen con certeza las causas de la EA, pero se cree que se debe a una
mezcla de factores genéticos, ambientales y de estilo de vida. La hipotesis amiloide es, hasta el
momento, la mas ampliamente aceptada para explicar el inicio y la progresién de la EA,
vinculando la aparicion de las dos lesiones caracteristicas ya descritas por Alois Alzheimer: los
ovillos neurofibrilares intraneuronales y las placas amiloides extracelulares.

La hipdtesis amiloide propone que un procesamiento anormal de la proteina precursora
amiloide (PPA) en la membrana neuronal, genera una mayor cantidad de péptidos de 40 ¢ 42
aminoacidos llamados péptidos B amiloides (BA). Al ser excretados por la célula, tienden a
agregarse formando oligdmeros y, posteriormente, las Ilamadas placas neuriticas. Su presencia
genera una respuesta inflamatoria, con liberacion de radicales libres, que produce dafio celular y
pérdida de la homeostasis. Esto promueve la pérdida de funcionalidad de la proteina t, la cual es
hiperfosforilada y se agrega formando los ovillos neurofibrilares. Esto resulta en una
desestabilizacion de los microtabulos, afectando el transporte celular. La conjuncion de estos
eventos lleva eventualmente a la muerte neuronal*®.

Los estudios de las formas hereditarias de Alzheimer han indicado un vinculo entre
mutaciones en ciertos genes y una mayor incidencia de la enfermedad. Por ello otras teorias
proponen distintos mecanismos generadores de la enfermedad, como el incorrecto
funcionamiento del complejo de la presenilina en la membrana neuronal’, o de la apolipoproteina



E®. En ambos casos la homeostasis de la membrana neuronal se veria afectada, desencadenando
eventos que afectarian a la proteina t y a la PPA, generando finalmente los mismos dafios antes
mencionados. Tal diversidad de posibles mecanismos involucrados implica la posibilidad de
elegir entre un amplio rango de blancos o dianas terapeuticas. Por una parte, se busca influir en el
procesamiento anormal de la PPA, inhibir la agregacion del péptido BA 0 promover su mayor
degradacion. Otras alternativas importantes son: la estabilizacién de los microtubulos, la
inhibicidn de la agregacion de la proteina t 0 la regulacion de su fosforilacion. Finalmente, se
plantea la posibilidad de ayudar a mantener la homeostasis neuronal mediante la administracion
de antiiflamatorios no esteroideos (AINES), de farmacos que ayuden a modular el metabolismo
del colesterol, de antioxidantes o de quelantes®*°.

Todas estas alternativas se encuentran en estudio, algunas con moléculas en Fase Il de
pruebas clinicas™. Sin embargo, actualmente se cuenta Unicamente con tratamiento sintomético
para la enfermedad. Tal es el caso de los inhibidores de la acetilcolinesterasa, los cuales mejoran

la capacidad cognitiva del paciente al mejorar la sinapsis colinérgica.
1.1.2. La acetilcolinesterasa

La acetilcolinesterasa (AChE) es una enzima que cataliza la degradacién del neurotransmisor
acetilcolina a colina y &cido acético™. Pertenece a la superfamilia de las /B hidrolasas, con un
plegamiento altamente conservado y con considerable homologia en sus secuencias, incluso entre
insectos y mamiferos™. Las acetilcolinesterasas de los organismos marinos Torpedo y
Electrophorus han sido las mas ampliamente estudiadas, debido la alta abundancia en sus
6rganos eléctricos*?. Por ello, en este trabajo se utilizard como referencia a la acetilcolinesterasa
de Torpedo californica (AChETCc), y se usara la numeracion de aminoacidos de la misma.

El monomero de AChETc consiste de 537 aminoacidos, posee forma elipsoidal vy
dimensiones de 45 x 60 x 65 A (Figura 1). El sitio activo, de tipo proteasa serinica, esta formado
por los residuos de aminoacidos Ser200, Glu327 y His440 y se encuentra en el fondo de una
hendidura angosta de aproximadamente 20 A de longitud™. La proteina posee una distribucién
asimétrica de carga, que genera un dipolo® a lo largo de la cavidad del sitio activo. Se propone
que la presencia de este dipolo ayuda a una difusion eficiente del sustrato a lo largo de la

# Los autores refieren que si bien el concepto de momento dipolar se define formalmente sélo para una entidad
eléctricamente neutra, es de utilidad calcular los momentos dipolares o “primeras derivadas de distribucion de carga
dependientes de la posicion” de moléculas orientadas de manera consistente en un sistema comun de coordenadas a
fin de medir la homogeneidad de su distribucion de cargas atdmicas parciales.



hendidura™. En el fondo de la hendidura y adyacente a la triada catalitica, se localizan los
aminoacidos Gly118, Gly119 y Ala201, que forman el llamado sitio oxianion. Este estabiliza los
intermediarios tetraédricos del sustrato durante el proceso de hidrolisis. Los aminoacidos Trp84,
Glu199 y Phe330 forman el sitio cuaternario, el cudl estabiliza al nitrdgeno cuaternario de la
colina mediante interacciones tipo m-cation. Por su parte, la funcion acetilo del sustrato
interactda con los aminoécidos aroméaticos Trp233, Phe288, Phe290 y Phe331'°. Un segundo sitio
para la union transitoria del sustrato se encuentra en la parte superior de la hendidura del sitio
activo y est4 formada por los amino4cidos aroméaticos Tyr70, Tyr121 y Trp279%". Este sitio esta
rodeado por 10 aminoacidos de naturaleza acida, que componen el llamado “motivo anular
electrostatico™. Se postula que este sitio periférico es el responsable de las funciones no clasicas
de la AChE: promoci6n del crecimiento de neuritas y neuromodulacion®®.
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Figura 1. Estructura tridimensional de la AChETc (PDB 1EVE). Los amino&cidos relevantes se muestran en la
ampliacién como lineas

La AChE puede formar distintos tipos de oligdmeros. EI dominio catalitico es siempre
constante en todas las isoformas, siendo el extremo C-terminal el que define el arreglo
cuaternario de la proteina. Esta puede encontrarse en sus formas monomeérica, homodimérica y
homotetramérica, y ya sea soluble o unida a membrana. La distribucién de los oligdmeros



depende del tejido en que ésta se exprese, pudiendo ser las neuronas colinérgicas de la union

neuromuscular o del sistema nervioso central 2.

1.1.3. Inhibicién de la acetilcolinesterasa en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer

La acetilcolinesterasa se localiza en la membrana de las neuronas postsinapticas, donde
degrada al neurotransmisor acetilcolina después que este ha interactuado con sus
correspondientes receptores, y termina asi el impulso nervioso. La teoria colinérgica para el
tratamiento de la EA se basa en la observacion de la degeneracion aparentemente selectiva de
neuronas colinérgicas en las etapas iniciales de la enfermedad'®®. Al tratar de potenciar la
actividad de las neuronas colinérgicas de manera farmacoldgica, se busca mejorar la capacidad
cognitiva de los pacientes. La disponibilidad de colina puede aumentarse mediante un incremento
en su liberacién, en su resorcién o una disminucién en su degradacion®. Los inhibidores de la
acetilcolinesterasa presentan este Ultimo mecanismo, e incluyen a tres de los cuatro farmacos
aprobados actualmente por la Food and Drug Adminstration (FDA) de los EE.UU. para el
tratamiento del Alzheimer®.

1.2. La curcumina

Figura 2 Equilibrio tautomérico de la curcumina

La curcumina (Figura 2) es una B-dicetona o,p-insaturada, que puede existir en su forma
diceto o en la forma endlica, siendo esta Gltima la que se presenta mayoritariamente en
solucién®. La curcumina es un metabolito secundario de Curcuma longa, planta que ha sido
utilizada en la medicina tradicional asiatica durante siglos para el tratamiento de torceduras,
inflamacion, dolor abdominal, desérdenes biliares y hepéticos, entre otras aplicaciones®. La
curcumina es uno de los componentes principales de la circuma, y responsable de su coloracién
amarilla®®. El consumo cotidiano de esta especia en los paises asiaticos es un buen indicativo de
la inocuidad de esta sustancia, la cual se ha comprobado en ensayos clinicos en los que dosis de
hasta 8 g/dia durante 4 meses, 0 de 12 g en una sola toma, no se presentan sintomas de



toxicidad®*. Estudios farmacoldgicos actuales han demostrado diversas actividades de la

22,25 26,27

curcumina, como son: antiinflamatoria?*?, anticancerigena?®?’, antioxidante?®, quelante?,

hipolipémica® y anticoagulante®.
1.2.1. La curcumina y la enfermedad de Alzheimer

Se ha demostrado que la curcumina protege a las células neuronales contra la toxicidad
generada por el péptido BA®, inhibe la formacion de nuevas fibras y desestabiliza las ya
existentes in vitro®. Adicionalmente, se ha comprobado en modelos murinos de la enfermedad,
que la curcumina es capaz de atravesar la barrera hematoencefalica, inhibir la agregacion de

dicho péptido al tiempo que promueve su desagregacion in vivo**®

, 'y de disminuir el dafio
oxidativo e inflamatorio®®. Por otra parte, los derivados de pirazol e isoxazol de la curcumina
inhiben a la enzima y-secretasa, mientras que los derivados de pirazol interactian también con la
proteina ©°’. Finalmente, la curcumina puede inhibir a la enzima acetilcolinesterasa y tener
efectos positivos en amnesia inducida por escopolamina, si bien su afinidad por la AChE es
baja*®. Esto revela a la curcumina como un potencial agente terapéutico contra la EA, pues su
accion puede incidir en distintos factores asociados con la enfermedad tanto a niveles
sintomaticos como de prevencion de la enfermedad. Resulta por ello de interés el estudio de la
interaccidn entre la curcumina y la enzima acetilcolinesterasa, a fin de identificar los factores
fisicoquimicos y estructurales que guian el reconocimiento entre estas moléculas. Esta
informacidn sera utilizada en el disefio de nuevos derivados de la curcumina gque presenten una

mayor afinidad por la enzima, buscando asi potenciar su accién inhibitoria.



2. HIPOTESIS

Mediante modificaciones estructurales a la curcumina es posible potenciar su capacidad
inhibitoria para la acetilcolinesterasa.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Disefiar mediante métodos computacionales derivados de la curcumina como inhibidores
potenciales de la acetilcolinesterasa. Evaluar mediante métodos computacionales y bioquimicos
su posible actividad bioldgica.

3.2. Objetivos especificos

o Verificar experimentalmente el modo de unién del complejo curcumina-acetilcolinesterasa.

¢ Mediante ensayos bioquimicos probar la actividad inhibitoria de la curcumina y sus derivados
sobre la enzima acetilcolinesterasa.

e Disefiar un conjunto de moléculas derivadas de la curcumina.

e Mediante métodos computacionales, evaluar la presencia de caracteristicas fisicoquimicas
deseables (momento dipolar, pKa, logP, presencia de aceptores y donadores de puentes de
hidrogeno) en las moléculas propuestas.

e Evaluar la posibilidad de inhibicidn sobre la acetilcolinesterasa de las moléculas propuestas
mediante estudios de acoplamiento molecular con ligando flexible y mediante la evaluacion
con un modelo farmacoforico.



4. METODOLOGIA
4.1. Parte Quimica
4.1.1. Sintesis de curcumina y sus derivados

Se busco contar con un conjunto de derivados de la curcumina con variaciones en distintos
grupos funcionales: presencia y ausencia de la funcion hidroxilo, presencia y ausencia de la
funcién ceto-enol, reduccion de los dobles enlaces y cambio en la longitud de la molécula. La
curcumina y el derivado 9 (ver Figura 3) fueron sintetizados siguiendo una metodologia
previamente publicada® (ver Esquema 1). En un matraz se colocaron 10 mmol de vainillina (4-
hidroxi-3-metoxibenzaldehido) o 3,4-dimetoxibenzaldehido, respectivamente, con 20 mmol de
B(OBu); en acetato de etilo seco. Por otra parte, se mezclaron 5 mmol de acetilacetona y 3.5
mmol de B,O3, y se agregaron al matraz de reaccion. Tras agitar a temperatura ambiente durante
20 min, se agregaron 150 ul de butilamina gota a gota durante 30 min. La mezcla se llevo a
reflujo y la reaccion se monitored mediante cromatografia en capa fina analitica (CCF). Tras 24 h
se enfrio la mezcla de reaccion, se agitd con 10 mL de HCI 0.4 M durante 2 h y se extrajo con
AcOEt. La fase organica se lavo nuevamente con HCI al 20%, se traté con Na,SO, y se evaporo.
El residuo se recristalizd en acetona/MeOH, se filtr6 al vacio y se lavé con MeOH frio. Los
compuestos se identificaron por sus puntos de fusién y por sus espectros de masas y RMN de ‘H
y 13~

o O OH
o o W B(OC4H9)3 _
M, o O.,-O ;" CH  n-BuNH, N NN
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Esquema 1. Sintesis de la curcumina y del derivado 9

Los derivados 3 y 6 se sintetizaron de acuerdo a una metodologia previamente publicada®
(ver Esquema 2). Se colocaron 2 mmol de curcumina 'y 2 mmol de NH,NH,-H,O o NH,OH-HCI
respectivamente en 15 mL de &cido acético y 10 mL de EtOH a reflujo durante 24 h. La reaccion
se monitored por CCF. Se agregaron 30 mL de agua y se agito toda la noche. Tras sonicar la
solucion durante 12 min tres veces y filtrar el precipitado, se recristalizé en MeOH/agua y se lavo
con MeOH frio. Los compuestos se identificaron por su punto de fusion y por sus espectros de
masas y RMN de *H. Los derivados 2, 4, 5, 7, 8, 10-12 fueron facilitados por la Dra. Concepcién



Lozada, del Departamento de Sistemas Bioldgicos, UAM-Xochimilco, sintetizados en el

Laboratorio de Sintesis Orgénica segin metodologias previamente publicadas®***,

N—X
I
/OM NH,X, CH ,COOH _0O A Y g (O
O EtOH O
HO OH HO OH
Esquema 2. Sintesis de los derivados de curcumina 3 y 6

4.2. Parte Biologica

4.2.1. Inhibicion de la acetilcolinesterasa

Se adquirio la enzima AChE de Electrophorus electricus (C3389) de Sigma. Se verifico su
pureza mediante electroforesis en geles de poliacrilamida-DSS al 12%, en condiciones
desnaturalizantes (6M de guanidina y 1% TCEP). El peso molecular fue calculado con el
programa Quantity One de Bio-Rad. Como estadndares se utilizaron los inhibidores tacrina
(clorhidrato de 9-amino-1,2,3,4-tetrahidroacridina) de Sigma (A79922) y galantamina, donativo
del Dr. Ricardo Reyes Chilpa del Instituto de Quimica, UNAM. Para la medicion de inhibicién
enzimatica se adapté una metodologia previamente publicada®?, probandose dos condiciones
distintas (ver Tabla 1). En una microplaca, se agregaron 120 pL de buffer de fosfatos 0.1 M pH 8§,
10 pL de solucion enzimatica 2.5 0 0.25 U/mL en el mismo buffer y 10 pL de los inhibidores en
EtOH, MeOH o DMSO a distintas concentraciones. Tras incubar durante 30 min a temperatura
ambiente se agregaron 50 uL de yoduro de acetiltiocolina 3mM (A5751 de Sigma) y 10 puL de
DTNB 10 mM (acido 5,5’-ditiobis(2-nitrobenzoico), D8130 de Sigma). Se obtuvieron los
valores de absorbancia tras 2 y 10 min respectivamente en un lector ELx808 de Bio-Tek
Instruments a 405 nm. Los célculos fueron realizados con el programa GraphPad Prism v. 5.04
(GraphPad Software, San Diego, EUA) ajustando la curva log[inhibidor] vs absorbancia
mediante una regresion no lineal de cuatro pardmetros. Se obtuvieron valores para las Clsy y Clys
y sus intervalos de confianza al 95%.
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Figura 3.Estructuras de la curcumina (1), sus derivados probados, (2-12) e inhibidores de la acetilcolinesterasa
usados como referencia



Tabla 1. Condiciones para el ensayo de inhibicion enzimatica

AChEEe 10 ul, 2.5 U/mL 10 pl, 0.25 U/mL
Inhibidor 10 ul 10 ul

DTNB 10 pul, 10 mM 10 ul, 10 mM
Acetiltiocolina 50 ul, 3 mM 50 ul, 3 mM
tiempo 2 min 10 min

4.2.2. Fluorescencia y Dicroismo Circular

4.2.2.1. Fluorescencia

Se incubaron durante 30 min alicuotas de AChEEe con los inhibidores tacrina, galantamina
y curcumina a fin de obtener concentraciones finales de 17 U/mL (25 mg/L) de proteina con
cantidades correspondientes a la Clsy previamente calculada de los inhibidores. Se monitorearon
los cambios en los espectros de emision de fluorescencia de la enzima y de la enzima en
presencia de los inhibidores a dos longitudes de onda de excitacion: 280 y 290 nm en un
espectrofluorémetro Shimadzu RF5000U a temperatura ambiente. Se agregé una segunda
alicuota de los inhibidores a fin de alcanzar aproximadamente una concentracion equivalente a
2Clsp y se repitieron las lecturas.

4.2.2.2. Dicroismo Circular

Se incubaron durante 60 min alicuotas de AChEEe con los inhibidores tacrina y curcumina
a fin de obtener concentraciones finales de 233 U/mL (0.34 mg/mL) de proteina y 100 uM de
tacrina asi como 400 uM de curcumina. Los espectros de dicroismo circular de la enzima y de la
enzima en presencia de los inhibidores se monitorearon entre 250-400 nm en un
espectropolarimetro Jasco J-715 a 25 °C, a fin de observar los cambios en la sefial de los
aminoacidos aromaticos inducidos por la presencia de los inhibidores. La elipticidad observada
fue transformada a elipticidad molar mediante la férmula:

100,
B cl

[6]

donde c es la concentracion molar de la enzima y | es la longitud de paso de luz en cm.
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4.3. Parte Computacional
4.3.1. Descriptores moleculares

Un factor importante a ser considerado en el disefio de un farmaco es su biodisponibilidad.
Esta se ve influenciada tanto por el estado de ionizacion como por la lipofilicidad de las
moléculas. Estas propiedades pueden predecirse computacionalmente mediante el calculo de sus
valores de pKa y de logP respectivamente (ver Anexo 8.3.1.). En nuestro caso, se realiz6 una
busqueda bibliografica de los valores de pKa y logP determinados de manera experimental para
inhibidores de acetilcolinesterasa (IACE) conocidos y para la curcumina y sus derivados.
Posteriormente se realizo la prediccion de ambos descriptores con 3 programas distintos para el
pKa y 14 programas para el logP. Tras comparar su desempefio en términos relativos entre las
series de la misma naturaleza, se seleccionaron el servidor en linea SPARC* (SPARC Performs
Automated Reasoning in Chemistry, http://archemcalc.com/sparc/) para la prediccion de pKa y el
programa MlogP** disponible via el servidor VCCLab* (Virtual Computational Chemistry
Laboratory, http://www.vcclab.org) para la prediccién de logP de los derivados de curcumina
probados y de las moléculas disefiadas. EI peso molecular, y el nUmero de donadores y aceptores
de puentes de hidrégeno se calcularon con el programa en linea Marvin 5.1.5, 2009 (ChemAxon
http://www.chemaxon.com). Las moléculas fueron modeladas tridimensionalmente a partir de la
estructura cristalografica de la curcumina®, que presenta el tautémero ceto-endlico. La geometria
fue optimizada en tres pasos consecutivos con tres niveles de teorfa distintos con Gaussian03*’
(Gaussian Inc., Wallingford EUA): PM3, B3LYP/3-21G y B3LYP/6-31G(d,p), tras comprobarse
que esta secuencia de pasos redujo el tiempo de computo y permitié obtener estructuras
isoenergéticas con respecto a una Unica optimizacion con el mas alto nivel de teoria. De este
calculo se obtuvieron los momentos dipolares y las estructuras optimizadas, las cuales fueron
utilizadas en la realizacion de los estudios subsecuentes.

4.3.2. Estudios de acoplamiento molecular

Se realizaron célculos de acoplamiento molecular (docking) de la curcumina y sus derivados
probados con la AChE mediante dos programas: AutoDock4.0 y GOLD 4.1.1*, manteniendo
rigido el receptor y sin restricciones en la flexibilidad de los ligandos. Las conformaciones de
inicio de la curcumina y sus derivados fueron aquellas obtenidas en la seccion 4.3.1. Se
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selecciond la estructura de AChE de T. californica con el inhibidor donepecilo®® (PDB: 1EVE),
pues en ella la Phe330 se encuentra en su conformacion abierta y permite la interaccion del
inhibidor tanto con el sitio periférico como con el sitio activo. La numeracion usada a lo largo del
trabajo corresponde con dicha estructura. Se conservaron las moléculas de agua a 5 A de los
aminoéacidos del sitio activo, eliminando el resto. Se agregaron y optimizaron los hidrdgenos
simulando un pH de 7.4 con el servidor PDB2PQR™. En AutoDock4 se utilizaron los siguientes
parametros: algoritmo genético de Lamarck con generacion de 100 conformaciones, 250,000
evaluaciones, poblacion inicial de 50 individuos, clustering de 2.0 A. La red se centré en
Tyr121\OH con 50x50x40 puntos, con espaciado Yy el resto de los parametros por defecto. Se
permitio la libre rotacion de todos los enlaces rotables en los ligandos. Mediante AutoDockTools
1.5.2°! se calcularon los puentes de hidrégeno y los contactos cercanos con los aminoacidos
aromaticos del sitio activo para la conformacion de menor energia del cluster de mayor poblacion
de cada molécula. En GOLD se utilizé un algoritmo genético con una poblacion inicial de 100
individuos, 100,000 operaciones maximas, clustering de 2.0 A y la posibilidad de rotar y
encender/apagar las moléculas de agua. El sitio activo se centrd en Tyr121\OH con un radio de
15 A y fueron incluidas 19 aguas cristalograficas. Se utilizaron las funciones de evaluacion
ChemScore y GoldScore, analizando los puentes de hidrogeno y contactos cercanos de la
conformacién de menor energia para el clister de mayor poblacion de cada ligando con el
programa Hermes 1.3.1. En ambos casos se definid un contacto como cercano cuando la distancia
entre 4tomos < suma de sus radios de van der Waals.

4.3.3. Modelo farmacoférico

Se recopilé una base de datos de compuestos con actividad inhibitoria contra la AChEEe

previamente publicada® 8

(ver Anexo 8.2), y disefiados para unirse tanto al sitio activo como al
periférico de la AChE. Se afiadieron la curcumina y los derivados 2-8 y 12. Se calcularon los
valores de pKa de los grupos protonables con el programa SPARC, y se ajusto el estado de
protonacion de las moléculas a un pH de 8. Se generaron las estructuras tridimensionales para
todas las moléculas y se optimizaron con PM3 en Gaussian03. Se seleccion6 de manera aleatoria
al conjunto de entrenamiento, formado por 26 compuestos que incluyeron a la curcumina, y a los
derivados 2 y 7. Con el programa AutoDock4.0®® se realizaron calculos de acoplamiento
molecular para el conjunto de entrenamiento. Se utilizaron los pardmetros definidos en la seccion

4.3.2, obteniéndose 100 conformaciones para cada molécula. Para el resto de las moléculas (el
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conjunto de prueba), se gener6 una biblioteca de conformeros usando el modulo “Conformational
Import” en el programa MOE 2009.10 (Chemical Computing Group Inc., Montreal Canada) con
el campo de fuerza MMFF94x. Mediante el modulo “Pharmacophore Elucidator”, se obtuvo una
serie de modelos farmacofoéricos usando los siguientes parametros (ver Anexo 8.3.3.2): un
maximo de 5 caracteristicas incluyendo hidrofébicas, aromaticas, aceptor y donador de puente de
hidrégeno, catidnicas; una cobertura 80%, actividad -logClsp>2.0, espaciado de
caracteristicas=1.5 y agrupacion de caracteristicas=1.25. Con el fin de elucidar el posible efecto
de la presencia de las cargas en las conformaciones obtenidas y por ende en el modelo
farmacofdrico final, se realizé el mismo procedimiento para el conjunto de entrenamiento con y
sin el ajuste al estado de protonacion. De acuerdo al nimero y naturaleza de caracteristicas
encontradas, se generaron cuatro tipos de modelos farmacoféricos. Se selecciond el mejor
modelo de cada tipo, y se verificd su desempefio contra el conjunto de prueba y con un conjunto
con 11 farmacos con distintas indicaciones (moléculas no-IACE) mediante el mddulo
Pharmacophore Search de MOE. Adicionalmente, se realizd un andlisis discriminante lineal con
SPSS Statistics (IBM, Chicago IL, EUA), a fin de analizar la capacidad de cada modelo
farmacoférico de reconocer la actividad (1) o falta de actividad (0) de cada molécula. Se
selecciond el modelo farmacoférico que proporciond una descripcion general de los IACE que
incluyese a los derivados de curcumina y discriminase al mayor nimero de moléculas con
distintas indicaciones terapéuticas.

4.3.4. Disefio de derivados de curcumina

De acuerdo a los resultados obtenidos, y a fin de tener mayor similitud con los IACE
reportados, se plante6 incorporar a la curcumina un grupo funcional de tipo amina. Las
modificaciones se realizaron en dos sitios: el anillo aromatico y la funcion B-dicetona. Se
buscaron hacer sustituciones de tipo bioisostérico para la funcion dicetona mediante el programa
BROOD 1.1.1 (OpenEye Scientific Software Inc., Santa Fe, EUA). Se gener6 un listado de bases
de posible interés y se seleccionaron de acuerdo a su pKa experimental, tomado de: pKa Data
Compiled by R. Williams. http://research.chem.psu.edu/brpgroup/pKa_compilation.pdf (Acceso
5 de marzo, 2012), y SciFinder Scholar 2007 (Chemical Abstracts Service, Columbus, OH,
EUA). Para aquellas funciones cuyo pKa no estaba reportado, éste fue calculado con el programa
SPARC. Las funciones seleccionadas fueron sustituidas en los sitios de interés del esqueleto de la
curcumina.
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4.3.5. Evaluacion de derivados disefiados

Con los programas mencionados en la seccién 5.4., se calcularon los siguientes descriptores
para los derivados de curcumina propuestos: pKa, logP, peso molecular, nimero de donadores y
aceptores de puentes de hidrégeno, momento dipolar y distribucion de carga. Se seleccionaron
aquellas moléculas cuyos valores se encontraron dentro de los rangos de interés. Se llevaron a
cabo célculos de acoplamiento molecular y el analisis de contactos cercanos y puentes de
hidrégeno para las moléculas elegidas, seguin se describe en la seccion 4.3.2. Adicionalmente, las
moléculas fueron evaluadas mediante el modelo farmacoforico seleccionado en la seccion 4.3.3.
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5. RESULTADOS
5.1. Parte Quimica

5.1.1. Sintesis de curcumina y sus derivados

Se realiz6 la sintesis de la curcumina y los derivados 3, 6 y 9. Las moléculas fueron
purificadas por recristalizacion y caracterizadas por espectrometria de masas y RMN de *H y *C
(ver Anexo 8.1). Para la curcumina, el punto de fusién fue de 185-187 °C, siendo el valor
reportado de 182-184 °C®. Los espectros de masas y RMN fueron comparados con aquellos
previamente publicados®*®!. Para el compuesto 9 el punto de fusién fue de 130-131 °C (lit. 129-
130 °C*), de 198-200 °C (lit. 211-214 °C°®%) para el compuesto 3, y de 160-162 °C (lit 162 °C*°)
para el compuesto 6. Los datos espectroscépicos fueron comparados con los publicados por
Amolins et al.%.

5.2. Parte Bioldgica
5.2.1. Inhibicién de la acetilcolinesterasa

Se verifico la pureza de la AChEEe mediante electroforesis en gel (Figura 4). Se observo
una sola banda con un peso molecular de aproximadamente 65 kDa, siendo el valor reportado por
Sigma de 70 kDa por subunidad. Se verificd la actividad enziméatica de la AChEEe en una
solucion al 5% de MeOH, EtOH y DMSO en el buffer de prueba, asi como la solubilidad de los
compuestos 1-12 en los mismos disolventes. Se observé que la actividad enzimética en todos los
casos es reproducible, y directamente proporcional a la concentracion de enzima. Las moléculas
1, 2, 4, 6-8 y 10-12 se disolvieron en MeOH, las moléculas 3, 5y 9 en DMSO vy los estandares
tacrina y galantamina en EtOH, de acuerdo a la literatura. La solubilidad de las moléculas 5y 11
fue muy limitada en presencia del buffer de fosfatos, por lo que no fue posible probar su
actividad inhibitoria. La curcumina y algunos de sus derivados presentan una coloracion de
amarilla a naranja en solucion, mientras que el cromdforo resultante de la activacion enzimética
del DTNB es de color amarillo. Los espectros de ultravioleta de los compuestos (Figura 5)
muestran que las longitudes de onda de méxima absorcion de algunos inhibidores y del producto
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21.50

Figura 4. Gel de electroforesis en poliacrilamida-DSS, tefiido con azul de Coomasie. En el carril 1 se muestra el
marcador de peso molecular, mientras que la AChEEe se muestra en los carriles 2 'y 3
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Figura 5. Espectros de absorcion de ultravioleta de algunos compuestos probados. EI DTNB activado se muestra en
negro, la curcumina en azul, el compuesto 2 en verde, 3 en rojo, 4 en amarillo y el 8 en cian

son coincidentes, por lo que no es posible definir una longitud de onda en que no exista la
interferencia del inhibidor. Al modificar las condiciones del ensayo (se redujo la concentracién
enzimatica y se prolongd el tiempo de incubacion del sustrato), se obtuvieron valores de
absorbancia para el ensayo dentro del rango de linealidad de la ley de Beer. De esta manera fue
posible una adecuada cuantificacion de la produccion del cromoforo. Para la curcumina y los
inhibidores de referencia, se llevaron a cabo los ensayos en ambas condiciones, a fin de comparar
los valores de Clso obtenidos con los reportados en la literatura; mientras que el resto de las

16



sustancias fueron probadas Unicamente en las condiciones Il. Los valores obtenidos con las

condiciones | se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2 Comparacion de los valores de Cls, obtenidos y reportados en la literatura

Crogy 1Ot vaer

Tacrina 50 nM 35-73nM 74 nM®®
Galantamina 0.30 0.16-0.54 0.36 uM°®
1 70.30 53-92 67.69 pM>®

 Intervalo de confianza al 95%

Las moléculas fueron probadas hasta concentraciones maximas de 500 uM o hasta su limite

de solubilidad. En este rango, 6 y 10 no presentaron actividad significativa. La absorbancia de 9

no permitidé ensayar concentraciones mayores a 50 uM, y no se observo actividad por debajo de
este valor. En el caso de las moléculas 2, 7 y 8, las limitantes de solubilidad impidieron alcanzar
la concentracion en que se inhibe el 50% de la actividad enzimatica, llegando Unicamente al 40%
de inhibicién. Por ello se selecciond el 25% de inhibicion como valor comparativo de la actividad
de las moléculas probadas. Los valores de Clys obtenidos se muestran en la Tabla 3. La

curcumina presentd mayor actividad que sus derivados probados, siendo el derivado 3 la segunda

molécula mas activa y el derivado 12 significativamente menos activo.

Tabla 3. Valores de Cl,s para las moléculas probadas

IC 95%?
Clzs (uM)
M)

Tacrina 65pM  7.8-533 pM
Galantamina  0.167 0.113-0.227

1 13.2 4.4-39
2 103 85-126
3 52 42-64
4 158 107-234
5 insoluble

6 inactivo

7 151 116-195
8 131 104-163
9 N.O.

10 inactivo

11 insoluble

12 303 278-328

2 Intervalo de confianza al 95%
N.O.: No obtenido
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El sitio activo de la AChE es mayormente hidrofébico, con presencia de numerosos
aminoacidos aromaticos. Por ello, se propone que la actividad inhibitoria baja de los derivados de
curcumina puede deberse a la formacion de interacciones hidrofobicas o de tipo m-m entre los
anillos aromaticos y los aminoécidos aromaticos del sitio activo. La curcumina posee tres grupos
hidroxilo que pueden fungir como donadores de puentes de hidrogeno (DonPH), mientras que la
funcion cetona puede actuar como aceptor de puentes de hidrogeno (AcPH). La curcumina es un
IACE menos activo que la demetoxi y bisdemetoxicurcumina®, relacionandose la presencia de
los grupos metoxilo con una menor actividad inhibitoria. La acetilacién de los hidroxilos en 2
disminuyd aln mas la actividad, lo que puede deberse a la ausencia de los DonPH o a efectos
estéricos debidos al mayor volumen del grupo acetilo. Los derivados 3, 4, 6, 7, 8 y 11 mostraron
menor actividad que la curcumina. En este caso pueden distinguirse dos posibles causas. Por un
lado, la presencia de grupos formadores de puentes de hidrégeno. La molécula 6 fue inactiva,
mientras que la molécula 4 fue tres veces menos activa que el derivado 3, no sustituido. Esto
puede deberse a que en las moléculas 4 y 6 no puede establecerse el equilibrio tautomérico y se
elimina la presencia de un DonPH, disminuyendo el nimero potencial de interacciones con la
proteina. Se propone que el anillo aromatico adicional en 4 permite la formacion de mas
interacciones hidrofébicas favorables, aunque el aumento en el volumen de la molécula puede
afectar de manera negativa la actividad.

Por otro lado, la flexibilidad de las moléculas tiene también un efecto importante en la
actividad. El aumentar la flexibilidad de las moléculas mediante la reduccion de los dobles
enlaces tiene un efecto negativo en la actividad. La molécula 10 no es activa, en comparacion con
2,y 7 es menos activa que 3. La formacion de un anillo de pirazol o isoxazol aumenta la rigidez
de la molécula, posiblemente ayudando a recuperar la actividad inhibitoria. De manera
interesante, 8 mostré actividad comparable con 7, aun cuando 6 fue inactiva y posee ambas
caracteristicas identificadas como negativas: ausencia de DonPH y dobles enlaces reducidos. La
molécula 12 tampoco tiene grupos DonPH, y presenta dos anillos aromaticos al igual que los
derivados de curcumina, pero su longitud es de aproximadamente la mitad. Su menor actividad es
indicativa de la importancia de la distancia entre los grupos aromaticos en este grupo de
moléculas.
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5.2.2. Fluorescencia y Dicroismo Circular

Se realizaron ensayos de fluorescencia y dicroismo circular de la AChEEe en presencia de
curcumina y de los inhibidores de referencia, buscando obtener informacién respecto al modo de
unién de la curcumina con el sitio activo de la proteina. De acuerdo a la estructura cristalografica
del complejo AChETc-tacrina, el inhibidor forma interacciones de apilamiento con el Trp84 y
con Phe330, la cual se encuentra en su conformacion “cerrada™’. Por su parte, en el complejo
AChETc-galantamina, la Phe330 se encuentra en su conformacion “abierta” y Se observan
interacciones de apilamiento entre el doble enlace del anillo de ciclohexeno y el Trp84, e
interacciones hidrofdbicas con el sitio de unién a acilo®. Se espera que, de existir la interaccion
de la curcumina tanto con el sitio activo como con el periférico de la AChEEe, los espectros del
complejo con curcumina se semejen a los obtenidos con la galantamina al observarse un
ambiente similar en el fondo de la hendidura del sitio activo, pero presenten pequefias diferencias
debidas al cambio de ambiente en los amino&cidos del sitio periférico.

5.2.2.1. Fluorescencia

Las longitudes de onda de excitacion de 280 y 290 nm fueron elegidas a fin de monitorear
los cambios en el ambiente de los aminoécidos aromaticos, especialmente de los residuos de
triptofano de la proteina en presencia de los inhibidores, pues a 280 nm hay absorcién tanto de la
tirosina como del triptéfano, mientras que a 290 nm se excita principalmente a los triptéfanos®.
El maximo de emision para la proteina se observo a 342 nm cuando la muestra se excitd a 280 nm
y a 341 nm con excitacién a 290 nm. Este maximo no se modificé en presencia de la galantamina
ni de la curcumina, pero con la tacrina se observé un ligero desplazamiento hipsocrémico con la
excitacion a 290 nm, como se muestra en la Figura 6. Este desplazamientos pueden interpretarse
como un cambio en el ambiente inmediato de los aminoacidos fluorescentes a un ambiente
ligeramente méas hidrofobico®, el cual se esperaria obtener con la conformacién “cerrada” de
Phe330. Por su parte, se observd un apagamiento de la sefial, o quenching, de manera
significativa en presencia de la curcumina, y de menor intensidad en presencia de la tacrina para
ambas longitudes de onda de excitacién. El apagamiento puede deberse a la formacién de
interacciones intermoleculares, ya sea mediante colisiones 0 mediante la formacion de complejos
no-fluorescentes®’. Debido a la diferencia de apagamiento observada entre la curcumina y la
tacrina, se propone que la curcumina es capaz de formar complejos no-fluorescentes con una
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mayor cantidad de aminoacidos aromaticos que la tacrina al unirse a la AChEEe. Esto apoyaria la
idea que la curcumina es capaz de interactuar tanto con los residuos del sitio periférico como con
los del sitio activo.

AChE + Inhibidores A.,=290 nm
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Figura 6. Espectro de emision de fluorescencia para la AChEEe en presencia de tacrina, galantamina y curcumina

5.2.2.2. Dicroismo Circular

Basandonos en un estudio previamente publicado®, se buscé monitorear los cambios en el
espectro de dicroismo circular de la AChEEe en el UV-cercano (250-400 nm). En dichas
longitudes de onda se observan transiciones debidas a los aminoacidos aromaticos Phe, Tyr y
Trp®, y estas responden a modificaciones en su ambiente inmediato. El ensayo se realizé
diluyendo la enzima en buffer de fosfatos 0.1 M pH 8, mismas condiciones en que se realizaron
las pruebas de actividad inhibitoria. En estas condiciones, no fue posible obtener resolucion
satisfactoria de la sefial, pues la intensidad del ruido fue alta y enmascaré la sefial debida a la
proteina. Por ello, se concluye que en las condiciones de realizacion del experimento, no es
posible reproducir el estudio previamente reportado ni obtener resultados significativos. Para
obtener un resultado satisfactorio seria necesario realizar una serie de pruebas variando las
condiciones de pH y naturaleza del buffer a fin de obtener espectros de dicroismo circular de
mejor calidad, mas estos no reflejarian el ambiente presente en los ensayos de inhibicion y por lo
tanto no proporcionarian informacion de interés para este trabajo.

A partir de los ensayos bioldgicos realizados es posible concluir que la curcumina y algunos
de sus derivados son capaces de inhibir a la AChE. En presencia de la curcumina, el ambiente

inmediato de los aminoacidos aromaticos del sitio activo no se ve modificado sustancialmente,
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mas si se forman complejos no-fluorescentes con los mismos. Esto nos permite proponer que la
curcumina, para ejercer su accion inhibitoria, se uniria a lo largo de la hendidura del sitio activo,
con Phe330 en su conformacion “abierta”, e interactuaria tanto con los aminoacidos del sitio

cuaternario como con los del sitio periférico.
5.3. Parte computacional
5.3.1. Descriptores moleculares
En el Esquema 3 se muestran los valores reportados en la bibliografia para los IACE, a partir

de los cuales se determinaron los valores éptimos: logP de 1.5-4.0, y un pKa 7.4-9.8 para la

—\\

pKa logP N
Galantamina 8.32"° 1.80™ MeOOC—\ I
H 70 72
Tacrina 9.8 2.93 MeOOC N
Bn H pKa logP
NH, EtoO0C Carotti et al®. X 73 3.15
| /| RY R=H 8.89 2.6
\N ol Huprina X 8974 /_— R=F 8.15 2.79
Ri=R,=Rs=Me, 594 1.35
N R,=Rs;=COOMe
z | . R,=COOEt, 6.29 0.99
Rs=Bn
A R3 2 R]_ 4
NH =
RN I\ CFs
pKa logP NT W

Bis-tacrina  7.7,8.3" 7.99" pKa

Donepecilo R;=Me,R,=H 9.1
Ishihama etal”’. R;=Me, R,=F 9.0

NH Rlomgc b R,=n-Pr,R=F 7.2

Z R,0 o

NS

N H,N

Me Me

| H
\/N\H/O NMe,, pka logp M) _ Iog7Pl
o) Rivastigmina 8.99° 2.3™ Memantina 3.5
Esquema 3. Valores de pKa y logP para inhibidores conocidos de la acetilcolinesterasa
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funcién amina. Se propone que las moléculas, para ser activas a nivel del sistema nervioso
central, deben de tener un peso molecular menor a 650 u.m.a’® y menos de 3 DonPH y 6 AcPH ™.
Adicionalmente, debido a las caracteristicas del sitio activo de la AChE mencionadas en la
seccion 2.1.2, es recomendable que las moléculas presenten un momento dipolar. Si bien ninguno
de los derivados de curcumina probados posee un nitrégeno protonable, los valores para el resto
de los descriptores se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Valores calculados para los descriptores de los derivados de curcumina probados

PM  Donador Aceptor pKa® MlogP* Dipolo

<650 <3 <6 7-10  15-40 Debye
1 3684 3 6 - 3.24%° 330
2 452.45 1 6 - 2.57 0.81
3 3644 3 5 588  1.78% 1.74
4 44452 2 5 - 3.35 3.87
6 365.38 2 5 - 2.16 2.84
7 452.49 1 5 3.95 3.13 4.41
8 453.48 0 5 - 3.13 3.30
10 456.5 1 6 - 2.71 0.52
12 327.43 0 3 - 3.05 3.78

Puede observarse que el valor de los descriptores de todas las moléculas probadas queda
dentro del rango establecido en cuanto a peso molecular y nimero de donadores y aceptores de
puentes de hidrégeno. Lo mismo sucede con respecto a su coeficiente de particion. Cabe sefialar
que las moléculas con mejor actividad inhibitoria, 1 y 3, presentan el mayor nimero de DonPH.
Es igualmente interesante observar que 2 y 10 poseen un momento dipolar significativamente
menor que 7 y 8; lo cual, junto a su mayor flexibilidad, podria explicar la falta de actividad
inhibitoria de 10, y la menor actividad de 2 a pesar de su mayor rigidez y la presencia de un
namero comparable de AcPH y DonPH.

5.3.2. Estudios de acoplamiento molecular

A fin de explorar la formacion de puentes de hidrdgeno entre las moléculas probadas y
aminoacidos especificos del sitio activo, se llevaron a cabo célculos de acoplamiento molecular.
Si bien la AChEEe se encuentra cristalizada®, la estructura obtenida es de baja resolucién (4.2
A). Por otra parte, se han resuelto numerosas estructuras de la AChETc en presencia de distintos
inhibidores con resolucion <2.5 A. Ambas enzimas tienen una identidad del 60%, siendo la
similitud entre ellas del 81.7% segtn ClustalW®®*. Los aminoacidos de la hendidura del sitio
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activo también se encuentran conservados. Por ello se decidio realizar los ensayos de
acoplamiento molecular a partir de la estructura de la AChETc en complejo con el inhibidor
donepecilo, pues se espera que la curcumina interactlie con la proteina a todo lo largo del sitio
activo. Se llevo a cabo un primer ensayo de acoplamiento molecular con el donepecilo, a fin de
verificar los parametros elegidos para este ensayo, reproduciéndose la conformacion
cristalografica con una rmsd de 0.92 A en AutoDock, y de 2.6 A en GOLD. El valor ligeramente
mayor observado para el segundo programa se debe a la orientacion inversa del anillo de
indanona, mientras que la ubicacion de los anillos de piperidina y bencilo presenté una rmsd de
0.92 A. En ambos casos se reprodujeron los contactos con los aminoéacidos aromaticos del sitio
activo presentes en la estructura cristalogréfica. En ella no se observan puentes de hidrégeno
directos entre el donepecilo y la enzima, sino que estan mediados por moléculas de agua®. Estos
puentes no fueron reproducidos por GOLD. En este resultado se incluyeron 7 moléculas de agua,
6 de las cuales son moléculas de agua altamente conservadas en las estructuras cristalograficas de
AChETc, y que ocupan sitios especificos de solvatacion® con los que el ligando no presenté
interaccion. La molécula de agua que forma el puente de hidrogeno entre el N del anillo de
piperidina y la Tyr121 se conservo, pero la orientacion del grupo hidroxilo de Tyr121 asignada
por el programa no fue la adecuada para la formacion de la interaccion.

Se calcularon los puentes de hidrdgeno y contactos cercanos con los residuos aromaticos del
sitio activo para la conformacién més estable del cluster de mayor abundancia de cada una de las
moléculas probadas (Tabla 5). En todos los casos, las moléculas fueron ubicadas a lo largo de la
hendidura del sitio activo. Esto fue indicativo que el volumen del sustituyente N-fenilo de 4 no
representa un obstaculo para la unién, aunque este grupo tampoco presenté interacciones con los

Tabla 5. Resultados de ensayos de acoplamiento con AutoDock4 y GOLD

Calificacion Puentes de hidrégeno Contactos
AutoDock GoldScore ChemScore o 5 § § § § § § % § % 3 E § §
Molécula  (kcal/mol) 00 > > WL o o x> I = =z 2 >
Donepecilo  -7.23 67.85 45.94 =
750 66.09 33.44 B B
2 478 63.94 15.93 |
3 715 75.04 42.727 * B
4 829 73.12 33.41 *
6 741 69.35 27.185 *
7 5.86 83.11 27.10
8 6.35 83,51 22,90
10 571 71.89 18.03
12 76 78.83 32.23 =

* Puente de hidrégeno mediado por agua

|:|:-0-3 frecuencia de puentes de hidrogeno
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residuos aromaticos del sitio activo. Su disminucion de la actividad inhibitoria con respecto a 3
puede entonces correlacionarse con la ausencia del DonPH y con una contribucién poco
significativa de interacciones hidrofébicas/aromaticas por parte del N-fenilo. Para todas las
moléculas se observan contactos cercanos con los residuos del sitio cuaternario (Trp84 vy
Phe330), y para la mayoria de ellas con el sitio periférico (Trp279). Las estructuras
cristalogréficas de la AChE en complejo con los inhibidores tacrina'” y huperzina A%*® muestran la
importancia de las interacciones con los aminoacidos del sitio cuaternario, mientras que en los
complejos con el donepecilo®® y compuestos de tipo bis-tacrina® y bis-huperzina® confirman la
importancia de los mismos con los residuos aromaticos del sitio periférico. En los casos antes
mencionados, las funciones arométicas poseen un nitrégeno protonable, formando interacciones
de tipo m-cation ademas de interacciones de apilamiento (Figura 7). La molécula 12, por su
menor tamario, interactud Unicamente con las partes media e inferior de la hendidura del sitio
activo (Figura 8). Esto apoya la interpretacion inicial que la distancia entre anillos aromaticos en

Figura 7. Estructura cristalografica de AChETc con a) bis-tacrina (PDB 2CKM) y b )bis-huperzina (PDB 1H22)

24



Figura 8. Conformaciones representativas del acoplamiento de la curcumina (cian) y la molécula 12 (blanco) en la
AChETc (tomada de PDB 1EVE)

el esqueleto de la curcumina permitiria su interaccién tanto con el sitio cuaternario como con el
periférico. Al perderse una de ellas, la actividad disminuye. Se observaron igualmente de manera
consistente contactos con la Tyr334 del sitio de unién a acilo.

Las conformaciones obtenidas con el programa GOLD incluyeron un promedio de 5
moléculas de agua, en su mayoria altamente conservadas. De manera similar a como se observo
con el donepecilo, éstas se ubicaron en sitios en que el ligando no interactu6 con la proteina. La
presencia repetida de dos moléculas de agua no identificadas como conservadas (aguas 1232 y
1233 de acuerdo a la numeracion de 1EVE) en la parte superior de la hendidura, confirma que la
conformacién mas estable para la curcumina y sus derivados privilegia la formacion de contactos
cercanos con Trp279 sobre la formacion de puentes de hidrogeno con Asp72. Si bien se
observaron puentes de hidrégeno mediados por agua para cuatro de los ligandos analizados, la
presencia de estos puentes de hidrogeno no influyé de manera significativa ni en la calificacion
otorgada ni en la ubicacion en la hendidura de estas conformaciones.

La funcion hidroxilo en las moleculas 1 (Figura 9), 4 y 6, que se ubica en el fondo de la
hendidura, forma puentes de hidrogeno con Glul99 y/o con Tyrl30 en el sitio cuaternario,
mientras que en 7 el grupo acetilo correspondiente actia como AcPH en la formacion de estas
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interacciones. La formacion de puentes de hidrégeno con estos grupos se observa en las
estructuras cristalograficas de la huperzina A%, galantamina® y bis-huperzina®. El grupo
hidroxilo localizado en la parte superior de la hendidura del sitio activo, forma puentes de
hidrdégeno con los 4&tomos de cadena principal de Ser286, Phe288 o Arg289 del sitio de union a
acilo, mientras que en las moléculas 2 y 8 el grupo acetilo funge como AcPH en estas
interacciones. La formacion de un puente de hidrogeno entre un carbonilo y el N de Phe288 se
observa en la estructura cristalografica de AChE en complejo con los derivados de bis-
huperzina®; mientras que esta misma interaccion, pero mediada por una molécula de agua, esta
presente en el complejo con el donepecilo®. De las tres conformaciones distintas analizadas para
cada molécula probada, los puentes de hidrégeno formados por los grupos hidroxilo se
observaron con mayor frecuencia, mientras que aquellos formados por los grupos acetilo se
observaron Unicamente una vez. Esto sugiere que el mayor volumen y movilidad del acetilo
disminuye la probabilidad de alcanzar una conformacion adecuada para la formacién de puentes

Tyel30 Glu199
]
L 4

Glydd]
® )
[ ] 9}

®

Glyl18
/77’]'\'((@ 2 %;;m
u.:/j%

Trp84

T”;;:g

Ser286

Figura 9. Interacciones entre la curcumina y los aminoéacidos del sitio activo de AChETc. Los puentes de hidrégeno
se representan en gris, los contactos hidrofobicos en negro
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de hidrégeno, influenciando de manera negativa la actividad inhibitoria de estas moléculas. La
funcién ceto-enol y el par correspondiente de DonPH/ACPH en el anillo de pirazol interactia, en
la parte media de la hendidura del sitio activo, ya sea con los residuos de Asp72 o Tyrl21 cerca
del sitio periférico o con Tyr334 en el sitio de union a acilo. No se observaron puentes de
hidrogeno directos en esta area para las moléculas 4 y 6, mientras que en 8 el oxigeno del anillo
de isoxazol actia como AcPH. La ausencia de un DonPH en la parte media de las moléculas
impide la formacion de una interaccion estabilizante que tendria un impacto positivo en la
actividad inhibitoria.

Si bien las moléculas 7, 8 y 10 llegan a formar puentes de hidrogeno con los aminoacidos en
el fondo y parte media de la hendidura del sitio activo, estos no se observan de manera
consistente entre las conformaciones analizadas. Para estas moléculas, los clusters obtenidos de
los ensayos de acoplamiento molecular estan formados por un nimero significativamente menor
de conformaciones con respecto a las moléculas conjugadas. La molécula 10 generd el mayor
namero de conformaciones distintas, observandose Unicamente la posibilidad de formacién de un
puente de hidrégeno; mientras que las moléculas 7 y 8, al ser ligeramente mas rigidas generaron
un menor numero de clusters y formaron dos puentes de hidrdgeno posibles, que pueden ser
correlacionados con la observacion de actividad inhibitoria en estas dos moléculas. El tamafio y
namero de los clusters apoya la observacion que la mayor flexibilidad de 10 y sus derivados tiene
un impacto negativo en la actividad.

Las calificaciones obtenidas no correlacionan con el orden de actividad de las moléculas
para ninguna de las tres funciones de evaluacion. Esto se encuentra dentro de los resultados
esperados, pues numerosos estudios comparativos han demostrado que el desempefio de los
programas de acoplamiento molecular en general es aceptable en cuanto a la adecuada
reproduccion de conformaciones de unién observadas cristalograficamente, no asi para la
prediccion de su afinidad de unién® 2. En particular, para GOLD y AutoDock se han obtenido
hasta un 60 y 50% de reproduccién adecuada de conformaciones, respectivamente®. La poca
capacidad predictiva de las funciones de evaluacion estd relacionada, por una parte, con las
limitaciones en el numero y diversidad de estructuras usadas para entrenar dichas funciones, y
por otra parte, en los valores relativamente pequefios que representa la energia libre de union y
las sutiles diferencias que determinan un cambio sustancial en la afinidad de una molécula®®®.
Finalmente, a partir de este analisis no fue posible explicar la falta de actividad de 6, por lo que
deberan de analizarse otras propiedades fisicoquimicas.

® Para la curcumina y todos sus derivados, la funcién ceto-enol conservé su conformacién cis. La representacion
esquematica generada puede modificar en apariencia esta conformacion, por ejemplo, véase Figura 14b.
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5.3.3. Modelo farmacoforico

Con el propdsito de enriquecer las relaciones estructura-actividad previamente obtenidas, se
identificaron las caracteristicas comunes entre los derivados de curcumina probados y un
conjunto de IACE conocidos. Se generaron cuatro distintos modelos farmacoforicos, incluyendo
caracteristicas aromaticas, hidrofébicas, AcPH y DonPH. El modelo farmacoférico mejor
evaluado de cada tipo se muestra en la Tabla 6. EI modelo farmacoférico A estd compuesto por
tres caracteristicas hidrofobicas y un AcPH, y tiene el mejor desempefio al reconocer al 86% de
los IACE del conjunto de prueba. El resto de los modelos tuvieron un menor reconocimiento, de
alrededor del 65%. Para los modelos farmacoféricos A y B, la ubicacién del AcPH y DonPH es
adyacente, tratdndose probablemente de dos descripciones distintas del mismo grupo funcional o
de grupos contiguos; encontrandose también las caracteristicas hidrofdbicas en ubicaciones
similares. Para los modelos farmacoféricos B y C las caracteristicas hidrofobicas tienen también
ubicaciones similares, lo mismo que los DonPH, lo cual podria indicar distintas conformaciones
del mismo grupo funcional. En el caso del modelo farmacoférico D, la ubicacion de las
caracteristicas AcPH y aromética fue significativamente distinta al resto de los modelos,
indicando que esta fue una descripcién unica del conjunto de moléculas.

Tabla 6. Nimero y naturaleza de las caracteristicas, calificacion y porcentaje de reconocimiento del conjunto de
prueba de los modelos farmacoféricos seleccionados

Caracteristicas Desempefio
% Conj.
Hidrofébica Aromética AcPH DonPH Calificacién Prueba
A 3 1 13.44 86
B 3 1 10.58 69
C 2 1 1 9.63 63
D 2 1 1 10.45 65

A pesar de que un numero significativo de los IACE incluidos en nuestra base de datos
presentaron un nitrogeno protonado, los modelos farmacoforicos no incluyeron caracteristicas
catidnicas. La inspeccion visual de las conformaciones que integran el conjunto de entrenamiento
reveldo que la localizacion de la carga positiva no fue consistente para todas las moléculas,
pudiéndose encontrar dentro de la proteina en la proximidad del Trp84 en el fondo de Ila
hendidura del sitio activo, de Tyr121 en la parte media o de Trp279 en la parte superior. Al no
contar con evidencia experimental acerca del estado de protonacion de las moléculas del conjunto
de entrenamiento en su complejo con la enzima, se generd un modelo farmacoforico con las
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moléculas en su forma neutra. Los modelos farmacoforicos resultantes presentaron las mismas
caracteristicas y aproximadamente la misma ubicacion tridimensional que los modelos
farmacofdricos generados con las moléculas con carga. Una inspeccion visual de las
conformaciones que componen el conjunto de entrenamiento indicd que las conformaciones
obtenidas a partir de los calculos de acoplamiento molecular fueron equivalentes en presencia o
ausencia de carga positiva. Se confirmd que en este caso, al no existir una ubicacion consistente
para la caracteristica catidnica, la descripcion farmacoférica del conjunto de moléculas es
independiente de su estado de protonacion.

Buscando el modelo farmacoférico que mejor describa las caracteristicas compartidas entre
los IACE conocidos y los derivados de curcumina, se analizé el porcentaje de estos Ultimos
reconocido por cada resultado. Igualmente se evaluaron 11 farmacos con distintas indicaciones
terapéuticas (Tabla 7) a fin de identificar si dichas caracteristicas son exclusivas de los IACE
(Figura 10 ). Los resultados del analisis discriminante para el conjunto de entrenamiento, para el
conjunto de validacién (formado por el conjunto de prueba y el conjunto no-IACE) y para ambos

Tabla 7. Grupo de moléculas no-1ACE para la evaluacién del modelo farmacoférico

Farmaco Indicacion terapéutica*
Capsaicina  Analgésico
Captopril Antihipertensivo

Cefotaxima  Antibidtico cefalosporinico
Dexametasona Antiinflamatorio corticosteroide
Loratadina Antihistaminico

Nabilona Antiemético

Naproxeno AINE

Ranitidina Antiulceroso

Retinol Vitamina

Tetraciclina  Antibiético

Tolbutamida Hipoglicémico

*PLM Diccionario de Especialidades Farmacéuticas 2011. http://www.facmed.unam.mx/bmnd/dirijo.php?bib_vv=6
(Acceso 10 de agosto, 2011)

se muestran en la Tabla 8. EI modelo farmacofdrico A muestra la mejor sensibilidad, al reconocer
adecuadamente el 87% de las moléculas activas, mientras que el resto de los modelos identifican
adecuadamente entre el 64-70% de las mismas. Por otra parte, el modelo farmacoférico D
presenta la mejor especificidad, al clasificar adecuadamente el 75% de las moléculas sin
actividad en el conjunto de validacion. Si bien el desempefio global del modelo farmacoférico A
seria el mejor con una exactitud del 84%, el modelo farmacoférico D mostr6 la mejor capacidad
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de discriminar los farmacos no relacionados. Esto es indicativo de que las caracteristicas
hidrofébicas en A dan una descripcion general de moléculas lipofilicas, y al especificar la
localizacion de una caracteristica aromatica se obtiene una descripcion mas especifica de los
IACE. Por esta razén se eligio al modelo farmacoférico D como la mejor descripciéon de los
derivados de curcumina con actividad inhibitoria ante la AChE. La coincidencia de las
caracteristicas de D con moléculas relevantes se muestra en la Figura 11.
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Figura 10. Porcentaje de reconocimiento de los derivados de curcumina y otros fArmacos para cada modelo
farmacoforico

Tabla 8. Desempefio de los modelo farmacoféricos respecto a los conjuntos de entrenamiento, validacion y ambos

Entrenamiento Validacion Ambos
% Activo  No activo % Activo  No activo % Activo  No activo
Farmacéforo A
Sensibilidad =~ Activo 100 24 0 85.1 126 22 87.2 150 22
Especificidad No activo 100 0 2 1.7 7 5 50 7 7
Bxactitud 100 81.9 84.4
Farmacaéforo B
Sensibilidad =~ Activo 79.2 19 5 68.9 102 46 70.3 121 51
Especificidad No activo 0 2 0 1.7 7 5 35.7 9 5
Bxactitud 73.1 66.9 67.7
Farmacaéforo C
Sensibilidad  Activo 79.2 19 5 61.5 91 57 64 110 62
Especificidad No activo 0 2 0 66.7 4 8 57.1 6 8
Bxactitud 73.1 61.9 63.4
Farmacéforo D
Sensibilidad =~ Activo 79.2 19 5 64.2 95 53 66.3 114 58
Especificidad No activo 50 1 1 75 3 9 71.4 4 10
Bxactitud 76.9 65 66.7
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Figura 11. Correspondencia del modelo farmacoférico D con a) la molécula mas potente del conjunto de prueba (4b
de Tang, H et al., 2007, Cls,=1 nM), b) la curcumina y c) el falso positivo loratadina. Las caracteristicas hidrofébicas
se muestran en verde, la aromatica en naranja y el AcPH en cian

Como se mencion0 anteriormente, las moléculas seleccionadas para este ensayo estan
disefiadas para unirse tanto al sitio activo como al periférico de la AChE, por lo que la mayor
parte de ellas estdn compuestas por dos 0 mas grupos aromaticos o heterociclos unidos por
cadenas alifaticas de distinta longitud y flexibilidad. En la Figura 11a se muestra la molécula con
mejor actividad dentro del conjunto de prueba. Para esta molécula, asi como para la mayor parte
de las moléculas probadas, la caracteristica aromatica (F1) correspondié a uno de los grupos
aromaticos; mientras que las caracteristicas hidrofobicas (F2 y F3) corresponden ya sea al
segundo ciclo o parte de la cadena alifatica. EI AcPH (F4) correspondio en la mayor parte de los
casos a un grupo carbonilo. Se observd el mismo patrén para la curcumina (Figura 11b) y sus
derivados, si bien para un pequefio porcentaje de las conformaciones de 3, 4 y 6 F1 correspondio
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al anillo de pirazol, al N-fenilo o al isoxazol. Esto indica que dichas moléculas poseen modos
alternativos de unirse a la AChE que satisfacerian la descripcion del modelo farmacoférico. Las
moléculas 7, 8 y 10 mostraron las mismas conformaciones que la curcumina, pero se observa que
el anillo adyacente a F2 presenta diversas conformaciones distintas debido a la libre rotacion de
sus enlaces. Esto refuerza la idea que la flexibilidad en los derivados de curcumina afecta la
habilidad de las moléculas para formar complejos estables con la AChE. Para la molécula 12, F1
describe al anillo de benzotiazol, F2 y F3 correspondieron a la cadena y al segundo anillo
aromatico, mientras que F4 correspondi6é ya sea al acetilo o al metoxilo. Al correlacionar la
ubicacion de las caracteristicas del modelo farmacoférico con el sitio activo de la AChE, la
ubicacion preferente de la funcion aromética corresponde al sitio periférico (en proximidad con
Trp279 y Ser290, Figura 12). Las funciones hidrofébicas se localizan cerca de la Tyrl21,
Phe330, Phe331 y Trp84 (en los sitios cuaternario y de unién a acilo) mientras que el AcPH se
ubicé cerca de la Tyr121.

. ¥/

Figura 12. Correspondencia de las caracteristicas del modelo farmacoférico D con el sitio activo de la AChE

De acuerdo a las caracteristicas de la hendidura del sitio activo en la AChETc, el modelo
farmacofdrico que mejor describié a los inhibidores duales localiza a la funcién aromatica
consistentemente en el sitio periférico. La ubicacion de la segunda funcion ciclica fue variable,
debido a la distinta longitud de los IACE incluidos en este estudio, y a la posibilidad de esta
segunda funcion de interactuar ya sea con el sitio cuaternario o con el de union a acilo. Se
observo que de manera consistente el disefio de los IACE incluye una funcion carbonilo que
actia como AcPH e interactuaria con la Tyr121. El esqueleto de la curcumina cumple con las
caracteristicas indicadas por el modelo farmacoférico, por lo que a fin de potenciar su actividad
inhibitoria se plantea la inclusion de un nitrégeno protonado a pH fisiologico. El anélisis de los
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IACE en su forma protonada mostrd que la ubicacion de la carga positiva puede darse tanto en el
fondo, en la parte media o en la parte superior de la hendidura del sitio activo, buscando la
formacion de una interaccion de tipo m-cation con alguno de los aminoacidos aromaticos en los
sitios correspondientes.

5.3.4. Disefio y evaluacion computacional de derivados de curcumina

Se seleccion6 un conjunto de grupos funcionales que permitirian la incorporacion de un
nitrdgeno protonable ya sea en los anillos aromaticos (posicion A) o en la funcion B-dicetona
(posicion B) de la curcumina. Las moléculas resultantes fueron generadas computacionalmente y
los descriptores previamente definidos fueron calculados. Utilizando los siguientes criterios:
MlogP 1.5-4, pKa 7-10, PM<650, <3 donadores y <6 aceptores de puente de hidrogeno; se
seleccionaron las sustituciones de posible interés, generandose 17 derivados de curcumina y 14
derivados de tetrahidrocurcumina como potenciales IACE. Las sustituciones propuestas se
muestran en la Figura 13, donde el nitrégeno con el pKa de interés se encuentra sefialado en gris.
Los valores calculados para los descriptores se muestran en la Tabla 9.

Tabla 9. Valores calculados para los descriptores de los derivados de curcumina y tetrahidrocurcumina propuestos

Derivados de curcumina Derivados de tetrahidrocurcumina

Sustituyente pKaExperim PM Donador Aceptor pKa MlogP Dipolo PM Donador Aceptor pKa MlogP Dipolo

<650 <3 <6 7-10 154 Debye <650 <3 <6 7-10 154 Debye
C 394.46 3 6 6.2 218 426 3985 3 6 6 2.33 2.87
D 6.86 308.33 3 6 6.7 152 289 31237 3 6 65 167 048
E 9.08 408.45 3 6 78 178 5.02
K 6.86 308.33 3 6 6.2 152 847 31237 3 6 7 167 449
N 7.25 408.45 3 6 70 34 224 41248 3 6 76 354 238
o 7.59 408.45 3 6 70 34 6.57 412.48 3 6 75 354 132
P 8.04 508.57 3 6 77 3.07 196 5126 3 6 85 32 1.32
Q 7.99 508.57 3 6 87 307 463 5126 3 6 9 3.2 4.73
R 9.44 410.43 3 8 62 31 3.13 414.46 3 8 68 324 3.68
S 410.43 3 8 68 148 399
AA 367.4 4 6 96 175 578 37143 4 6 92 189 313
AB 381.42 3 6 85 19 238 35845 3 6 9 2.11 2.76
AD 368.38 3 7 60 239 193
AG 9.82 396.48 3 6 88 194 3,69 40051 3 6 95 209 576
AH 396.44 4 6 71 17 5.80 400.47 4 6 8 1.85 2.81
Al 357.44 2 5 95 274 343
Al 354.4 3 6 103 241 697 35843 3 6 105 256 7.00
AK 353.37 2 6 68 152 534
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Figura 13. Sustituyentes seleccionados
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Los valores para los descriptores de algunas de las moléculas elegidas se encuentran fuera de
los rangos establecidos. Al representar sustituciones de interés especifico, se decidié mantener
dichas moléculas para su posterior evaluacion computacional. Por ejemplo, la sustitucion C
presentd6 un pKa de 6.2 para el derivado de curcumina y de 6 para el derivado de
tetrahidrocurcumina. Se considerd de interés el incluir esta molécula puesto que permitiria
estudiar el efecto de la presencia de un grupo de mayor volumen en el anillo aromaético, sin
eliminar al DonPH como sucede en las moléculas acetiladas. Las sustituciones D y K permitirian
analizar la importancia de la ubicacién del DonPH y de la presencia de una carga positiva. Lo
mismo sucede con las sustituciones E, N, O R y S, que adicionalmente presentan un anillo
aromatico de mayor tamafo, facilitando potencialmente la formacién de interacciones de tipo
aromatico. Las sustituciones P y Q siguen la misma tendencia, al presentar un anillo aromatico
triciclico con el DonPH en distinta ubicacion. Algunas de las sustituciones en la posicion B
presentan otros posibles tautdmeros, al igual que sucede con la curcumina. La forma tautomérica
de interés, y para la que fueron calculados los descriptores, es la que se representa en la Figura
13. Unicamente en el caso de la sustitucion AA, el tautémero de interés no seria el mayoritario a
un pH fisioldgico, de acuerdo a calculos realizados con SPARC. Sin embargo, se decidié analizar
la posible actividad de esta molécula junto con la de la sustitucién AB, en las que se localiza al
DonPH en posicion B respecto a la carga positiva. La sustitucion propuesta en AD conserva la
ubicacion del Ac y DonPH, ubicando la carga positiva en posicion a. Mediante las sustituciones
AG y AH se incluyeron ciclos, que a diferencia de los presentes en los derivados de pirazol e
isoxazol, no presentan aromaticidad y modifican la ubicacion de las funciones de Ac y DonPH,
ademas de incluir una carga positiva. En los sustituyentes Al, AJ y AK, la carga positiva se
incluyd sobre la cadena principal, estudiando el efecto de la carga, o de esta junto con un AcPH o
un DonPH.

Siguiendo los mismos pasos descritos en la seccién 4.3.1., se generaron y optimizaron las
estructuras tridimensionales de las moléculas seleccionadas, asumiendo su forma protonada. La
posible union de estas moléculas con la AChE fue evaluada mediante estudios de acoplamiento
molecular y mediante el modelo farmacofdrico previamente seleccionado. Los resultados para
ambos célculos se muestran en la Tabla 10. Cuando la sustitucion se realiz6 sobre el esqueleto de
la curcumina la molécula se etiquetd con la inicial ¢ y la letra asignada al sustituyente en
mayuscula, mientras que para los derivados de tetrahidrocurcumina se utilizé la inicial t. En la
seccién 5.3.2. se concluy6 que las calificaciones otorgadas por las funciones de evaluacion no
correlacionan con la actividad inhibitoria observada experimentalmente, por lo que estas no seran
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analizadas. Se encontr6 una relacion entre el menor tamafio y mayor numero de los clusters
obtenidos para las moléculas con una menor actividad bioldgica. En este caso para los derivados
de tetrahidrocurcumina se obtuvieron clusters con un ndmero significativamente menor de
conformaciones que los derivados conjugados, incluso para tAG y tAH, indicando que la mayor
flexibilidad permitiria la formacion de un mayor ndmero de complejos AChE-inhibidor,
resultando probablemente en una menor actividad inhibitoria.

Tabla 10. Resultados de ensayos de acoplamiento molecular con AutoDock4 y GOLD, y evaluacion con el modelo
farmacoférico D

Calificacion Puentes de hidrégeno Contactos aromaticos
< ~ — D
Moleécula ?ki::/a?ocl;( GoldScore ChemScore E (:':: E §) § % ;, § § g %
donepecilo -7.23 67.85 45.94 -
1 -7.50 66.09 33.44
3 -7.15 75.04 42.727
cC 732 55.45 27.29 B )
cD -7.45 73.45 39.54 )
cE 758 82.7 41.93 [ | 0
cK -7.74 71.07 35.6 o]
cN -8.48 77.94 38.18 o]
cO -8.63 91.9 41.91 o]
cP -5.92 84.77 42.07 * o
cQ -7.74 81.59 43.69 o
cR -8.58 77.26 29.47 o
cS -7.88 85 38.43 * o
CAA -8.18 79.84 40.87 o
cAB -8.52 68.53 36.38 o
cAD -6.91 79.1 26.58 (o]
cAG -9.04 84.02 43.29 [ | 0
cAH -10.15 75.96 29.06 (o}
cAl -7.22 72.92 37.09
cAK -7.65 73.59 32.28 o]
tC -7.56 62.44 22.23 * o]
tD -6.3 80.16 26.99 * o
tK -6.67 80.16 27.32 o]
tN -8.28 85.54 33.83 o]
to -8.69 94.06 31.97 o]
tP -7.94 90.84 41.57 o
tQ -10.22 96.63 37.91 o
tR -7.12 87.13 23.78 o
tAA -6.27 85.81 31.08 o
tAB -6.72 70.34 37.7 * * o
tAG -8.28 76.6 39.98 o
tAH -8.67 81.05 37.71 (o]
tAl -6.56 67.21 33.53 (o}
tAl -6.42 80.32 28.34

* Puente de hidrégeno mediado por agua
+ Interaccion pi-cation
0-3 frecuencia de puentes de hidrégeno
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Para las moléculas disefiadas, se analiz6 el efecto de variar la ubicacion de los Ac y DonPH
y el tamafio del anillo; o de modificar la ubicacién de los Ac y DonPH en la parte media de la
molécula, sobre la posible formacion de puentes de hidrégeno y contactos cercanos con
aminoacidos aromaéticos relevantes. La curcumina y el derivado 3 presentaron la mejor actividad
entre las moléculas probadas. Estas presentan la posibilidad de formar puentes de hidrégeno entre
el grupo hidroxilo ubicado en la parte inferior de la hendidura del sitio activo y Ser122 o Glu199
en el sito cuaternario, entre el hidroxilo localizado en la parte superior de la hendidura y Phe288
y/o Arg289, y entre la funcion ceto-enol y Asp72 y/o Tyr334 en la parte media de la hendidura.
Igualmente formaron contactos cercanos con Trp84 y/o Phe330 en el sitio cuaternario y con
Trp279 en el sitio periférico. Al aumentar el volumen del AcPH en el derivado cC, se obtuvieron
un mayor nimero de posibles conformaciones (clusters con menos individuos), entre las que se
observo de manera consistente la formacion de puentes de hidrogeno entre el DonPH y Glu199
en el fondo de la hendidura y con Asp72 y Tyr334 en la parte media (Figura 14a). Al aumentar la
flexibilidad de la molécula esta orientacién especifica se pierde, pues dichos puentes de
hidrogeno no fueron observados en tC, si bien los contactos con los aminoacidos aromaticos en el
fondo (Trp84) y parte media (Phe330 y Tyr334) de la hendidura se mantuvieron. En base en estos
resultados se esperaria que cC tenga una actividad comparable a la curcumina mientras que tC no
tendria actividad de interés.

b) c)

Ser286
® ®

e

Arg289
® o

vl [ ]
287
5] Trp84
® ¢ y\&u-/ Trps4 yu-[((/
Hisd40 Gly441 L]

o o o @ 'Y
Glul99
[ 2

Glu199

Figura 14. Interacciones entre a)cC b) ¢D y ¢) cKy los aminoacidos del sitio activo de AChETc. Los puentes de
hidrdgeno se representan en gris, los contactos hidrofébicos en negro

37



En los derivados D y K se vario tanto la ubicacion del DonPH como la de la carga positiva.
Los clusters obtenidos consistieron de un numero de individuos similar al obtenido para la
curcumina y el resto de sus derivados, indicando una orientacion preferente para los anillos
aromaticos. Para el derivado cD, la ubicacion del DonPH en la posicion 3 permitio la formacion
de puentes con Ser286, mientras que el nitrogeno positivo en 4 forma una interaccion
potencialmente idnica con Glu199 (Figura 14b). En tD se conserva Gnicamente la interaccion con
Glul199. En ambos casos se observan contactos cercanos con los aminoacidos aromaticos de la
parte inferior y media de la hendidura, mas no en la parte superior. En el derivado cK el DonPH
se ubica en la posicion 4, al igual que en cC, y forma puentes de hidrogeno con Glu199 y Arg289
en los extremos y con Tyr334 en la parte media (Figura 14c). Por otra parte, el DonPH del
derivado tK formd puentes con Ser286 y la carga positiva ubicada en 3 formo posibles
interacciones ionicas con Arg289 en la parte superior. En ambos casos se forman contactos con
los residuos aromaticos de las partes media e inferior, pero no en la parte superior. De acuerdo a
estos resultados, el ubicar el nitrogeno protonable en la posicion 4 permitiria la formacion de
interacciones de tipo ionico con Glu199 del sitio cuaternario de la AChE, generando un complejo
potencialmente més estable con ¢D que con la curcumina.

Para los derivados E y N se modifico la ubicacion del DonPH, conservando la ubicacion de
la carga positiva sobre el anillo de quinolina, que esta unida al esqueleto de la curcumina en la
posicién 6. Para el derivado cN los clusters obtenidos consisten de un nimero menor de
individuos, lo cudl podria ser indicativo de menor actividad. En el derivado cE, el DonPH se
localiza en la posicion 4 y puede formar puentes de hidrogeno con Ser286, Phe288 o Arg289 en
la parte superior de la hendidura mientras que el nitrégeno positivo puede formar interacciones de
tipo i6nico con Tyrl30 o Glul99 en la parte inferior (Figura 15a). La ubicacién de los anillos
aromaticos es variable, aunque en la parte superior se encuentra consistentemente formando
contactos con Trp279. En el derivado cN, el DonPH ubicado en la posicién 2 puede también
formar puentes de hidrogeno con Ser286 o Arg289 en la parte superior o con Gly117 o Tyr130 en
la parte inferior, mientras que el N+ no mostro interacciones (Figura 15b). El anillo aromatico
formo contactos con el Trp279 en la parte superior al igual que en cE, mas la ubicacion del grupo
amino es menos favorecedora para la formacion de puentes de hidrogeno. En el caso del derivado
tN el grupo amino forma puentes de hidrogeno con Tyr130 y Glul99 en la parte inferior, y con
Ser286 o Arg289 en la parte superior de manera similar al derivado conjugado, mas la mayor
flexibilidad le permite formar contactos tanto con Trp84 como con Trp279 (Figura 15c). Las tres
moléculas pueden formar puentes de hidrogeno entre el grupo hidroxilo de la funcion ceto-enol y
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Asp72, Tyr121 o Tyr334 en la parte media de la molécula. En este caso, puede concluirse que la
ubicacion del DonPH en posicion 4 permitiria las interacciones méas favorables entre la carga
positiva y el Glu199. Al igual que con el derivado cD, la ubicacion de la carga positiva define las
interacciones mas importantes, indicando una posible actividad inhibitoria mejor a la de la
curcumina. Adicionalmente, seria de interés el estudiar el equilibrio entre la mayor flexibilidad de
tN y su mayor capacidad de formar interacciones estabilizantes con respecto a cN.

Tyr130 C)

b)
s % t Y

Figura 15. Interacciones entre a)cE b) cN y c) tN y los aminoacidos del sitio activo de AChETc. Los puentes de
hidrégeno se representan en gris, los contactos hidrofébicos en negro

Los derivados R y S poseen, al igual que el derivado E de quinolina, la carga en la posicién
1y el DonPH en 4. El anillo contiene un AcPH ya sea en la posicién 2 (cS) o en 3 (cR). El AcPH,
al ubicarse en la posicion 2, forma un posible puente de hidrogeno con Tyr130; mientras que al
ubicarse en la posiciéon 3 puede interactuar tanto con Tyr130 como con Phe288. En ambos casos,
el nitrégeno cargado y el grupo amino presentan practicamente la misma ubicacién en la parte
inferior de la hendidura, formando puentes de hidrogeno con Gly117 y una interaccién idnica con
Glu199; mientras que en la parte superior la ubicacion del nitrégeno positivo es distinta,
formando una potencial interaccion zm-cation con Trp279 y puentes entre la funcion amino y
Ser286 y Arg289 para el derivado ¢S (Figura 16a y Figura 16¢). El derivado tR forma pocas
interacciones, pues la ubicacion de los anillos es significativamente distinta. Se observa la
formacion de una interaccion ionica entre el nitrégeno positivo y Tyr130 en la parte inferior de la
hendidura, y contactos aromaticos con los residuos en la parte media y superior (Figura 16b).
Para estos derivados, ademas de la formacion de una interaccion idnica con Glul99 en el fondo
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de la hendidura, la inclusion de un AcPH permitié la formacion de mejores interacciones con
Tyr130, siendo estas méas consistentes en la posicion 2. Adicionalmente, para cS se observé la
posibilidad de formar un mayor nimero de interacciones en la parte superior de la hendidura, lo
que indicaria que cS, con tres elementos de interés sobre el anillo aromético, representaria a la
molécula con mejor actividad entre aquellas con el esqueleto de quinolina.

a) ® b) i C) e Tyl

[ =] 4 )
® ° Tyr130 ®
@ iy

Ih.u%

vr33d Phe290 ATE289
2 . ] ° P—y
® v Ser286 g

Figura 16. Interacciones entre a)cR b) tR y ¢) ¢S y los aminoacidos del sitio activo de AChETc. Los puentes de
hidrégeno se representan en gris, los contactos hidrofébicos en negro

En el derivado O se propuso un anillo de isoquinolina unido en la posicién 6 al esqueleto de
la curcumina, modificando asi la ubicacion de la carga positiva y localizando al DonPH en la
posicion 1. La carga positiva forma posibles interacciones iénicas con Ser286 al tiempo que el
DonPH forma puentes con Arg289 en la parte superior, mientras que en la parte inferior se
observan puentes de hidrogeno con Glul99 y Glyl117, y posibles interacciones iénicas con
Tyr130. La ubicacion del anillo en la parte superior de la hendidura no permiti6 la formacion de
contactos cercanos con residuos aromaticos, mas estos se observan tanto en la parte inferior como
media, donde adicionalmente se forman puentes de hidrégeno entre la funcién ceto-enol y Asp72
y Tyr334. Los clusters observados para el derivado tO estan formados por un numero de
individuos por arriba del promedio para los derivados de tetrahidrocurcumina, lo cual podria ser
indicativo de una mejor actividad biologica con respecto a los mismos. En este caso nuevamente
se observa la posible interaccion i6nica con Ser286, mas puede también formarse con Glu199, al
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tiempo que se forman posibles puentes de hidrogeno entre el DonPH y Tyr130 o Arg289. Al
igual que en el caso de cN, la mayor flexibilidad del derivado de tetrahidrocurcumina con
respecto al conjugado le permite formar contactos cercanos con los residuos de la parte inferior,
media y superior de la hendidura. La ubicacion de la carga positiva sobre un anillo de
isoquinolina con respecto a los derivados de quinolina con sélo un DonPH podria ser mas
adecuada en el caso que el ambiente de la hendidura y la distancia con la carga positiva
influyeran sobre el pKa de estos aminoacidos® a modo de facilitar la desprotonacion de la
Tyrl30 o de la Ser286, permitiendo la formacion de interacciones ionicas tanto en la parte
inferior como en el sitio periférico de la hendidura. Un siguiente paso en el disefio de estos
derivados seria el afiadir un AcPH al anillo de isoquinolina, a fin de examinar si esto podria
mejorar la formacion de puentes de hidrégeno en este tipo de compuestos como ocurrio con los
derivados de quinolina.

Se analizé el efecto de incorporar anillos aromaticos de mayor tamafio en la posicion A de la
curcumina, variando la ubicacién de la funcion amino y de la carga positiva. El derivado cP,
basado en un anillo de acridina unido al esqueleto de la curcumina en la posicion 7, presenta la
carga en el anillo medio y el DonPH en la posicion 3. Este puede formar puentes de hidrégeno
con Tyrl30 y con Glul99. El anillo de mayor tamafio forma un contacto cercano con el Trp279
en el sitio periférico, pero no permite la formacion de puentes de hidrégeno en esta zona (Figura
17a). Al aumentar la flexibilidad de la molécula, tP forma contactos cercanos con Trp84 ademas
de los puentes de hidrégeno con Tyrl30 y Glul99; mientras que en el sitio periférico la
orientacion del anillo permitiria la presencia de una interaccion de tipo m-cation con Trp279
(Figura 17b). El derivado cQ consiste de un anillo de benzo[g]quinolina unido al esqueleto de la
curcumina en la posicion 7, en que la carga positiva se localiza en la posicion 1y el DonPH en 4.
En este caso es el nitrégeno positivo el que interactia con Tyr130, mientras que el DonPH no
forma interaccion alguna (Figura 17c¢). Al igual que en cP, se forman contactos aromaticos
unicamente en la parte media y superior de la hendidura del sitio activo. A diferencia de tP, tQ no
formo puentes de hidrégeno, aunque si contactos cercanos a lo largo de la hendidura. A partir de
las conformaciones obtenidas para estas moléculas, puede concluirse que el tamafio de los anillos
tuvo un impacto negativo sobre la capacidad de las moléculas de optimizar la formacion de
puentes de hidrégeno. Si bien la cavidad del sitio activo de la AChE posee un volumen suficiente
para permitir la union de inhibidores con dos anillos de acridina, como se observa en la estructura
cristalografica de los derivados de bis-tacrina®’, la unién de estos anillos en la posicién 7 en vez
de 9 al esqueleto de la curcumina impidié a la molécula adoptar la conformacion necesaria. Por
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ello, no se espera observar una actividad inhibitoria significativa para estas moléculas.

Figura 17. Interacciones entre a)cP b) tP y ¢) cQ y los aminoacidos del sitio activo de AChETc. Los puentes de
hidrogeno se representan en gris, los contactos hidrofdébicos en negro

Por otra parte, se realizaron modificaciones a la funcion ceto-enol en la parte media de la
curcumina, buscando igualmente incorporar una carga positiva. Para los derivados cAA, cAB y
cAD se conservo la ubicacion del DonPH esperando repetir la formacion de los puentes de
hidrogeno con Asp72 o Tyr334 observados para 1 y 3. En el caso de cAA se observa la
formacion de puentes de hidrégeno mediados por agua e interacciones ionicas con Asp72. Es
posible la formacién de puentes de hidrogeno en la parte inferior de la hendidura con Gly117,
Tyrl30 o Glul99, ademas de la formacion de contactos cercanos con Trp84 y con Phe330.
Adicionalmente se forman puentes de hidrégeno entre el hidroxilo de la parte superior y Phe288
y Arg289 (Figura 18a). El derivado tAA formé puentes de hidrégeno mediados por agua con
Asp72 en la parte media, asi como contactos cercanos con Tyr334. En los extremos de la
hendidura la funcién hidroxilo puede interactuar con Glul99, Phe288 o Arg289, mas la
flexibilidad de la molécula genera poca consistencia en estas interacciones. El derivado cAB
también puede formar interacciones con Asp72, tanto con la funcién hidroxilo como con el
nitrégeno cargado. Adicionalmente forma posibles interacciones idnicas con Tyr334. De manera
similar a cAA, la molécula forma puentes de hidrégeno con Gly117, Tyr130, Glul99, Phe288 y
Arg289, ademas de formar puentes con Ser286 y contactos cercanos con Trp84 y Tyr334 (Figura
18b). En tAB se observa también la posibilidad de interacciones por parte del hidroxilo y del
nitrdgeno cargado con Asp72, y de formacion de puentes de hidrdégeno en los extremos de la
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hendidura del sitio activo, si bien estos tienen poca frecuencia de aparicion. En este caso se
forman ademés contactos cercanos con Trp279 en el sitio periférico. Por otra parte en cAD se
conservo ademas la presencia del AcPH, incorporando una carga positiva entre ellos. EI DonPH
formo interacciones con Asp72 y con Tyr334 en la parte media de la hendidura, mientras que la
carga positiva no presentd interaccion con residuo alguno. Adicionalmente, se observaron
puentes de hidrogeno con Tyr130 y Glul99, Phe288 y Arg289 en los extremos de la hendidura,
ademas de contactos cercanos con Trp84, Phe330 y Tyr334 (Figura 18c). En estos tres casos, la
formacion de puentes de hidrogeno y contactos cercanos con los aminodcidos arométicos de
interés siguidé un patron similar. En ninguno de los compuestos se observo la formacion de
interacciones de tipo m-cation; mas en AA y AB la ubicacion de la carga positiva permitié la
formacion de interacciones ionicas con Asp72, observandose esta con mayor consistencia para
cAB, donde ademas interactla con Tyr334. Esto puede deberse a que el mayor volumen del N-
metilo ayudaria a orientar dicha interaccion. Por ello se propone que cAB tendra una potencial
actividad inhibitoria superior a la de la curcumina.
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Figura 18. Interacciones entre a)cAA b) cAB y c) cAD y los aminoécidos del sitio activo de AChETc. Los puentes
de hidrogeno se representan en gris, los contactos hidrofébicos en negro

En el caso del derivado cAG, en gue se incorpord una funcion ciclica, se observan distintas
conformaciones. En una de ellas la carga positiva forma una interaccion iénica con Tyrl21,
mientras que en la otra se observa una interaccion de tipo m-cation con Phe330 mientras que la
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funcién amino forma un puente de hidrégeno con Tyr121 en la parte media de la hendidura del
sitio activo. Adicionalmente se forman puentes de hidrogeno con Tyr130, Glul99, Ser286,
Phe288 o0 Arg289 y contactos con Trp84 y Tyr334 (Figura 19a). Para el derivado tAG la carga
positiva puede ubicarse ya sea formando una interaccion iénica con Asp72 o una interaccion tipo
n-cation con Phe331, ademas de la posible formacion de puentes de hidrdgeno en los extremos de
la hendidura (Figura 19b). Por otra parte, para el derivado cAH, el cual ademas tiene un AcPH, la
ubicacion de la carga positiva y del AcPH no permiten que estos grupos formen interaccion
alguna, mientras que el DonPH forma puentes con Asp72. Se observan puentes de hidrégeno con
Glu199 y Phe288 en los extremos y contactos cercanos en las partes inferior, media y superior
(Figura 19c). Al ser mas flexible, la carga positiva en tAH puede interactuar con Asp72 mientras
que ni el Ac ni el DonPH forman interacciones. Ademas se forman puentes y contactos con los
residuos de la parte superior. Para estas moléculas se obtuvieron conformaciones que formaron
interacciones en la parte media de la hendidura con mayor consistencia que lo observado para 3,
logrando incluso la formacion de una interaccion de tipo m-cation en cAG. Gracias a ello, y a la
formacion de puentes de hidrogeno en los extremos de la hendidura, se esperaria que la actividad

inhibitoria de cAG sea mayor que la de 3, y que la actividad de tAG sea mejor que la de 7.

Figura 19. Interacciones entre a)cAG b) tAG y c) cAH y los amino&cidos del sitio activo de AChETc. Los puentes
de hidrogeno se representan en gris, los contactos hidrofobicos en negro

En el caso del derivado tAl se eliminé la presencia de los Ac y DonPH dejando Gnicamente
una carga positiva. La carga positiva form6 posibles interacciones n-cation con Phe330, ademas
de puentes de hidrogeno principalmente en la parte inferior de la hendidura y contactos
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aromaticos en las partes media y superior (Figura 20a). Para las moléculas en que se combina la
presencia de una carga positiva con un DonPH o AcPH se observd que la carga positiva en cAJ
no formd interaccion alguna, mientras que el grupo DonPH puede formar puentes con Asp72.
Los grupos hidroxilo en los extremos forman puentes con Gly117, Tyr130, Glu199, Phe288 o
Arg289, ademas que se observan contactos cercanos con los aminoacidos de las partes media e
inferior (Figura 20b). Por su parte tAJ forma una posible interaccion idnica con Asp72, si bien
esta se observa con menor frecuencia que en cAJ. Adicionalmente ser observan puentes de
hidrégeno con Glul99, Phe288 y Arg289, ademas de contactos cercanos con Trp84, Phe330 y
Trp279. En estos casos la ubicacion de la carga y el grupo amino fue muy variable. El derivado
cAK forma una posible interaccion idnica entre el nitrogeno positivo y Asp72, mientras que el
AcPH forma un posible puente de hidrégeno con Tyr334. Adicionalmente se forman puentes de
hidrégeno con Glul199 en la parte inferior y Phe288 y Arg289 en la parte superior, ademas de la
formacion de contactos con Trp84, Phe330, Trp279 y una posible interaccion zm-cation con
Tyr334 (Figura 20c). En estos casos, la presencia de la carga positiva en posicion B respecto a un
AcPH brinda la posibilidad de formar interacciones de tipo iénico, mientras que la ubicacion de
la carga en posicion o a un DonPH no permitié la formacion de interacciones por parte de la
carga positiva. EI mismo resultado se observo para cAD, en que la carga positiva se ubicé en
posicion a entre el Don y el AcPH. Es ademds interesante mencionar que Unicamente para los
derivados de AJ las moléculas no fueron reconocidas como potenciales IACE, pues en este caso
la ubicacion de las funciones no permite la localizacion correcta de todas las caracteristicas
correspondientes en el modelo farmacoforico.

a) | d

[ 4
® Hisdd0
Glyl17

é o« L]
P

2
26~
L )

Figura 20. Interacciones entre a)tAl b) cAJ y c) cAK y los aminoacidos del sitio activo de AChETc. Los puentes de
hidrégeno se representan en gris, los contactos hidrofébicos en negro
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De acuerdo al anélisis computacional llevado a cabo con los derivados de curcumina
disefiados, se propone que los derivados cD, cE, cS, cAB, cAG y cAK presentarian actividad
inhibitoria contra la AChE superior a la observada para la curcumina. Esto se lograria al incluir
una carga positiva en los anillos aromaticos, permitiendo la formacion de interacciones ionicas
con el Glul99 del sitio cuaternario e interacciones tipo m-cation con el Trp279 en el sitio
periférico, ademas de los puentes de hidrogeno previamente calculados para la curcumina. Otra
alternativa seria incluir una carga positiva en la parte media de la molécula, en las posiciones
equivalentes a la funcion ceto-enol de la curcumina, de modo que puedan formarse interacciones
ionicas con el Asp72 del sitio periférico o de tipo m-catién con Phe330 o con Tyr334, al tiempo
que se conservan los puentes de hidrégeno calculados en la parte inferior y superior de la
hendidura del sitio activo de la AChE.
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6. CONCLUSIONES

A partir del trabajo de sintesis, evaluacion enzimatica y calculos computacionales realizados se
desprenden las siguientes conclusiones:

e Basados en la observacion de la actividad inhibitoria de la curcumina, y de su modificacion
en la intensidad de fluorescencia del complejo con la acetilcolinesterasa, se concluye que ésta
interactta con el triptofano del sitio periférico.

e La acetilacion de los grupos hidroxilo, el aumento en la flexibilidad de las moléculas, la
disminucion de la longitud de las moléculas y la eliminacién del donador de puentes de
hidrogeno en la parte media de la molécula tienen un impacto negativo en la actividad
inhibitoria in vitro de los derivados de curcumina

e El nitrégeno protonable presente en los inhibidores de acetilcolinesterasa debe tener un pKa
entre 7.4 y 9.8, mientras que los valores de logP deben estar entre 1.5y 4.0.

e Lacurcuminay sus derivados 2-4, 7, 8, y 12 presentarian buena biodisponibilidad a nivel del
sistema nervioso central en base a sus caracteristicas de liposolubidad, peso molecular y
numero de aceptores y donadores de puentes de hidrogeno.

e La presencia de donadores de puentes de hidrogeno en la curcumina y sus derivados es
importante para la formacion de los complejos con la acetilcolinesterasa.

e La distancia entre los anillos aromaticos en la curcumina y sus derivados es adecuada para la
interaccion con los residuos aromaticos tanto del sitio cuaternario como del periférico.

e La mejor descripcion farmacoforica para los inhibidores de acetilcolinesterasa que incluye a
la curcumina y los derivados 2-4, 7, 8, y 12, consiste de una caracteristica aromatica, un
aceptor de puente de hidrogeno y dos caracteristicas hidrofdbicas.

e Los 31 derivados de curcumina propuestos como inhibidores de la acetilcolinesterasa tendrian
buena biodisponibilidad a nivel sistema nervioso central de acuerdo a su liposolubilidad, peso
molecular y nimero de aceptores y donadores de puentes de hidrogeno.
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Se seleccionaron, de entre las 31 moléculas disefiadas, los 6 derivados de curcumina capaces
de formar el mayor niumero de puentes de hidrégeno e interacciones ionicas o de tipo n-cation
con la acetilcolinesterasa.

La hipdtesis inicial fue confirmada, pues las caracteristicas incorporadas en estas 6 moléculas
permite la formacion de complejos mas estables con la acetilcolinesterasa, generando asi
derivados de curcumina con mejor capacidad inhibitoria que la curcumina.
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8.2. Conjuntos de entrenamiento, prueba y no-1ACE

Tabla 8.2.1. Estructura y pCls de los IACE de los conjuntos de entrenamiento y prueba

Estructura Compuesto nCJ;,2 Referencia
R R
Q H H 4a 510 51
Ry-N TS OMe H 4b 5.22 51
N OCH,Ph H 4c 4.60 51
R k@ H PhCH, 5a  4.00 51
H PhCO 5b 415 51
H 4-F-Ph-CO 5¢ 4.22 51
H 4-CI-Ph-CO 5d 4.30 51
H 4-MeO-Ph-CO 5 4.15 51
H 4-NO,-Ph-CO 5f 4.30 51
H 4-CN-Ph-CO 59 470 51
H COOt-Bu 5i 452 51
H COMe 5P 49 51
OMe COPh 5k 410 51
°¥© i
N
\ h g° 452 51
NK@
H o H
N A = N
3 W,
N 9 474 51
H O
N X
\
N 10 49 51
O
a8
N N 1 522 51
[0]
a6
N N 12 452 51
o 0
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Estructura

2 .
Compuesto pClso Referencia

N NK@ N 14 52 51
Ox o
a8
N Nk© 17° 452 51
R R, R,
Ph H H 1 6.92 52
Q Ph H Me 4a 6.49 52
N Ph H i-Pr a° | 637 52
Ph Me H 4c 7.68 52
Ph Et H 4d 757 52
N Ph Pr H e 7.21 52
_N\
RZé\L_{N R 4 636 52
Ry R Ph N=N
H H H & 662 52
cl H H 5 7.14 52
2-Me-Ph H H 6a 7.05 52
2-Et-Ph H H 6b 7.06 52
2,4,6-(Me)s-Ph H H 6c 552 52
2-MeO-Ph H H 6d 6.96 52
2-Cl-Ph H H 6e 7.10 52
3,5-(CF3),-Ph H H 6f 7.25 52
2-naftil H H 69 7.25 52
3-AcNH-Ph H H 6h 7.24 52
3-Ac-Ph H H 6i 7.27 52
3,4-OCH,0-Ph H H 6j 7.14 52
4-CN-Ph H H 6k 7.00 52
4-F-Ph H H 6l 6.46 52
4-(NMe,)-Ph H H 6m  6.68 52
2-tiofenil H H 6n 7.01 52
3-piridinil H H 60 7.24 52
MeO H H 7 6.66 52
<CHz)n/ NH 1 4g 8.00 52
GI\NI /\Gv@ 2 4h 7.41 52
CQ_\>, 4i 7.66 52
N=N
3 4 7.66 52
> X@J@ OCH,CH, 10 6.85 52
@/EJ N SCH,CH, 12 7.20 52
NHCOCH, 14a 538 52




Estructura Compuesto nCJs,® Referencia

n X

2 X\Nﬁ NHCOCH, 14b | 477 52

Sl NHCH,CH, 162 | 5.82 52

NHCH,CO 18 482 52

AN NHCOCH, l4c 474 52

Sy NHCH,CH, 16b 462 52

NHCH,CO 18 392 52

3a 635 53

3b 664 53

10 3 | 625 53

6 6a® | 7.17 53

8 6b  7.66 53

10 6c 7.92 53

4 3 570 54

6 3 6.00 54

3d 6.55 54

10 3e 6.48 54

12 3f 5.85 54

4 633 54

4c 7.40 54

4d 8.00 54

10 e 7.70 54

12 4f 6.89 54

5a 491 54

5¢ 5.77 54

5d 651 54

12 5f 7.10 54

4 b 479 54

8 7d 5.60 54

10 7e 5.40 54

12 7f 5.34 54

4 8bh 564 54

8 8d 7.15 54

10 ge®  7.30 54

12 8f 6.49 54

8 ad 5.01 54

10 % 5.39 54

12 of 5.89 54
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Estructura Compuesto nCJs,® Referencia
n X
P Br 8 13d  6.05 54
@N—(OHZ)H-+N(CH3)3 10 13e 5.28 54
Y 12 13f 552 54
Nt
L. o
- \ 14P 6.85 54
HO
X R Ry
Nf i-Pr H 1 7.51 55
.08 Me H % 617 55
Et H 9 6.22 55
t-Bu H 9c 6.65 55
(S)-MeCHEt H od 789 55
Et,CH H of 6.99 55
Ph H 99 5.12 55
CoHus H 9h 6.40 55
PhCH, H oi° 5.38 55
i-Pr COMe 15 6.42 55
i-Pr CO-tBu 16 6.96 55
i-Pr CH,OH 4 5.03 55
(S)-MeCHEt CH,OH &d 6.98 55
Et,CH CH,OH 8f 5.49 55
(S)-MeCHEt CHNBz 30 6.11 55
(S)-MeCHEt CH,NH, 32 6.43 55
10 6.09 55
12 5.62 55
14 6.96 55




Estructura Compuesto nCJs,® Referencia

X R R
OH i-Pr H 18 6.96 55
NH, i-Pr Me 252 654 55
NH, (S)-MeCHEt Me 25h | 587 55
0 i-Pr H 19 6.97 55
NH (S)-MeCHEt Me 33 755 55
i-Pr 2%6a | 7.74 55
(S)-MeCHEt 2%6b | 7.85 55
n Rl R2
O 1 - 3a 8.21 56
. _': 2 ’\D 3w 861 56
3 3 7.92 56
O 1 Me Me 3d 7.02 56
HN 2 Me Me 3e 747 56
cH )>=° 3 Me Me 3f 7.52 56
2/n
N—g 2 Et Et 3g° 794 56
/7 1
Ry 2 (CH2)2NM62 H 3h 6.92 56
2 (CH,),0H H 3i 7.26 56
O 1 A 4a 8.97 56
¥ )
2 4b 8.97 56
— /
(6] N
. 3 4c 8.60 56
O 1 Me Me 4d 7.83 56
HN 2 Me Me 4e 8.32 56
o 3 Me Me 4f 8.32 56
(CHy), b
. 2 Et Et 4g 8.58 56
—NZ
R,
X Ph OCH; 9 Ic 57
ﬁNm COPh OCH; 130 Ic 57
N 0o Ph cl 4 472 57
4-MeO-Ph cl 18° I 57
0
YN %6 400 57
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Estructura Compuesto pCl50? Referencia
R
it Ph o 504 57
M N Me 25 401 57
0" "o bN‘R 2-Me-Ph 27 5.17 57
4-MeO-Ph 28 5.12 57
2-MeO-Ph 29 4.96 57
4-Cl-Ph 30 401 57
4-Me-Ph 31 5.12 57
2,5-Cl,-Ph 32 485 57
4-Me-Ph-CO 33 4.74 57
Ph-CO 34 482 57
4-Cl-Ph-CO 35 468 57
2-Cl-Ph-CO 36° 459 57
4-NO,-Ph-CO 37 447 57
2-MeO-Ph 38 3.60 57
4-MeO-Ph 39 4.74 57
q NCN—R 4-Me-Ph 40 421 57
g 2-Me-Ph 41 5.10 57
4-Cl-Ph 42 3.09 57
Me 43 3.05 57
Ph 45 5.35 57
2,5-Cl,-Ph 46 3.08 57
4-Me-Ph-CO 47 5.28 57
Ph-CO 48° 5.13 57
4-Cl-Ph-CO 49 4.80 57
2-Cl-Ph-CO 50 4.68 57
44 3.06 57
O /) N/—\O
_/
(0]
& -logCls

® molécula del conjunto de entrenamiento
¢ compuesto inactivo




Tabla 8.2.2. Estructura y actividad de las moléculas del conjunto no-1ACE

Estructura Compuesto Actividad terapéutica Referencia
capsaicina analgésico 1
captopril antihipertensivo 1
cefotaxima antibiotico cefalosporinico 1
dexametasona antiinflamatorio corticosteroide 1
loratadina antihistaminico 1
nabilona antiemetico 1
naproxeno antiinflamatorio no esteroideo 1
ranitidina antiulceroso 1
retinol vitamina 1
tetraciclina antibiotico 1
tolbutamida  hipoglicémico 1

1. PLM Diccionario de Especialidades Farmacéuticas 2011. http://www.facmed.unam.mx/bmnd/dirijo.php?bib_vv=6
(Acceso 10 agosto, 2011)
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8.3. Métodos computacionales
8.3.1. Descriptores moleculares

8.3.1.1. Calculo de pKa

El programa SPARC divide las moléculas en unidades funcionales mas pequefias, para las
que ciertas propiedades quimicas son conocidas. Los centros de reaccion, ya sean acidos o bases
son identificados, y se cuantifica el impacto de las unidades funcionales adyacentes (llamadas
perturbadores (P)) sobre la reactividad del centro (C) mediante teoria de perturbaciones. En ella
el estado final es considerado un estado inicial perturbado, y se calcula la diferencia entre ambos
al cuantificar la perturbacion. En este caso, la perturbacion sobre el estado de protonacién esta
compuesta por diferencias electrostaticas, de resonancia, solvatacion y puentes de hidrdgeno:

pKa = (pKa)¢ + Sere(PKa) ¢ + 8res(PKa) ¢ + 85010 (0K ¢ + Spuenten PKa) ¢

Un sustituyente que genera perturbaciones S esta unido a C mediante un conector R, que conduce
la perturbacion. Una perturbacion puede describirse mediante los siguientes factores:

1. El potencial de S para generar un cierto efecto

2. Las propiedades de R de conducir dicho efecto

3. La susceptibilidad de C para responder a este efecto
Las contribuciones de cada componente se cuantifican de manera independiente para cada tipo de
efecto, y dependera de su naturaleza quimica.

Las interacciones electrostaticas derivan de la interaccion de los dipolos locales o cargas en
S a través de R con las cargas o dipolos en C. Se incluyen tanto efectos de campo como efectos
mesomeéricos y de induccion tipo sigma. El efecto de campo tiene la forma:

_ 84cas | SackscosOcs
TCSDC TCZSDC

Scampo (pKa)C + e (Ecuacic')n 1)

donde gs y Hs son la carga y el dipolo del sustituyente respectivamente, dqc es el cambio de carga
en C, Oc¢s da la orientacion del dipolo de S respecto a C, r representa la distancia entre ambos
grupos y D¢ es la constante dieléctrica efectiva del medio. La implementacion de esta ecuacion se
realiza resolviendo cada término de esta ecuacién en las contribuciones de S, Ry C:

Ocampo (Ka)¢c = pcorFs (Ecuacion 2)
donde pc es la susceptibilidad de C a efectos de campo, or describe la capacidad de conduccion
de R y Fs caracteriza la magnitud de la carga o dipolo en S. Estos parametros tienen valores
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obtenidos experimentalmente cuando estan disponibles, o ajustados a partir de datos
experimentales. El efecto mesomérico es considerado como un conjunto de cargas discretas g,
cuya contribucion se describe de acuerdo a la ecuacién 1, y que al definir en términos de las
contribuciones toma la forma:

Scw(PKa) = peiecMr By, (Ecuacion 3)

donde Mk es la habilidad de S de inducir un campo en R, gik €s la carga inducida en el atomo k y
rc €s la distancia de la carga a C. Por su parte, el efecto inductivo depende de la diferencia de
electronegatividades entre C y S. Se calcula como:

8sig(PKa)c = peredxcs (Ecuacion 4)
donde pee es la susceptibilidad de C a efectos de campo y dycs es la diferencia entre las
electronegatividades de C y S.

La interaccion de resonancia describe el cambio en la deslocalizacion de los electrones © de
C en los estados protonados y no protonados provocado por P. Los electrones pueden interactuar
ya sea con S o con unidades R-xt. La perturbacion se calcula como:

S(PKa)yes = pres(Aq)c (Ecuacion 5)

donde (Aq)c es la pérdida de carga de C y pres €S la habilidad de los dos estados de C de donar
electrones. Los efectos de solvatacién miden el bloqueo estérico de acceso del solvente a C entre
sus dos estados de protonacién. Este dependera del nimero de sustituyentes hidrofébicos o de la
presencia de sustituyentes hidrofdbicos en orto o peri. La contribucion de puentes de hidrégeno,
por su parte, deriva de la posible diferencia en el grado de formacion de puentes de hidrogeno
intramoleculares entre los elementos de P y C en los dos estados de protonacién. En todos los
casos, cada efecto se describe mediante las contribuciones de S, R y C. Estos parametros poseen
valores asignados de acuerdo a cada tipo de grupo funcional, ya sea a partir de datos
experimentales o mediante un ajuste de los mismos; y permiten realizar la prediccion de
propiedades de moléculas que no estuvieron incluidas en el conjunto de entrenamiento™?.

8.3.1.2. Calculo de logP
El coeficiente de particion de una molécula entre 1-octanol y agua es un descriptor
frecuentemente utilizado en la elaboracion de relaciones estructura-actividad cuantitativas para

incorporar la hidrofobicidad de las moléculas. En la mayor parte de los casos, el coeficiente de
particion es calculado como la suma de las contribuciones individuales de los fragmentos que
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componen a una molécula, méas un factor de correccién®. Los resultados obtenidos dependeran de
la definicién de los fragmentos hecha por cada programa, y del conjunto de moléculas usada para
definir el factor de correccion. El programa MlogP consiste de una ecuacion de 13 parametros
estructurales: nimero de atomos de C y haldgenos como medida de contribucién hidrofébica,
numero de atomos de N y O como contribucion hidrofilica, proximidad entre N y O, nimero de
enlaces insaturados, presencia de puentes de hidrogeno intramoleculares, nimero de sustituyentes
polares sobre un anillo aromatico, nimero de grupos funcionales anfotéricos, presencia de
hidrocarburos con 0 o 1 doble enlace, presencia de anillos excepto el benceno, numero de
nitrdgenos cuaternarios, numero de grupos nitro, nimero de tiocianatos e isotiocianatos, y
finalmente, presencia de anillos de beta lactama. Los coeficientes de la ecuacion se obtuvieron al
realizar una regresion multiple de un conjunto de entrenamiento de 1230 moléculas organicas,
cuyos valores de logP habfan sido determinados experimentalmente®.

8.3.2. Acoplamiento molecular

A través de los célculos de acoplamiento molecular se busca predecir la estructura del
complejo intermolecular formado por dos 0 mas moléculas. En el caso de los estudios realizados
en este trabajo, se busco predecir, para cada una de las moléculas, la conformacién que formaria
el complejo mas estable con el sitio activo de la enzima acetilcolinesterasa. La estructura de la
enzima (el receptor) permanecié rigida, mientras que se estudiaron las posibles conformaciones
de la curcumina y sus derivados (los ligandos). La exploracion de dicho espacio conformacional
se llevd a cabo mediante algoritmos genéticos, y la evaluacion de cada estructura resultante se
Ilevd a cabo con las funciones de evaluacién propias de los programas utilizados.

8.3.2.1. Algoritmos genéticos

De manera general, un algoritmo genético se basa en conceptos evolutivos para generar una
posible poblacion de soluciones a un problema. Los miembros de la poblacion son calificados
mediante una funcion de evaluacion para medir que tan “aptos” son. De manera inicial, se genera
una poblacion de p soluciones posibles, siendo estds conformaciones generadas de manera
aleatoria. Cada individuo esta codificado por un cromosoma, el cual posee la informacion sobre
la translacion, orientacion y angulos de torsion de las moléculas a modo de genes. Cada individuo
es calificado, y una nueva poblacion es generada al combinar los cromosomas de /2 pares de
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padres. Los pares son elegidos de manera aleatoria, pero incorporando una cierta tendencia a
incluir los individuos mejor calificados, este es el proceso de seleccidn. Posteriormente se aplican
los operadores genéticos de recombinacion y mutacion. EI primero consiste en intercambiar la
informacion de los cromosomas de los padres al combinarse los genes de ambos. Esta operacion
se realiza con una probabilidad asignada, que generalmente es alta. El segundo operador consiste
en modificar un gen de un individuo seleccionado con una probabilidad asignada, generalmente
baja, en una cantidad aleatoria. De esta manera se genera una nueva poblacion que sera evaluada
y el ciclo se reiniciara hasta alcanzar un nimero determinado de iteraciones o cumplir un criterio
de convergencia®.

8.3.2.2. AutoDock4

El programa AutoDock4 utiliza una variante llamada algoritmo genético de Lamarck, en el
cudl se combinan las reglas de la herencia del algoritmo genético con la realizacién de una
busqueda local para la optimizacion de geometrias. En este caso, cada cromosoma esta
compuesto de genes con valores reales que indican: tres coordenadas cartesianas, cuatro variables
que definen la orientacion del ligando, y un valor para cada torsion posible. La poblacién inicial
es generada de manera aleatoria, y sigue el proceso de mapeo, evaluacion, seleccion,
recombinacion, mutacién y seleccion elitista hasta completar el maximo nimero de generaciones.

_ Jwfi

La seleccidon es calculada mediante la formula: n, = fw # (f), donde ny indica el
-

numero de descendientes asignados al individuo, f; es la calificacion del individuo, f, es la

calificacion del peor individuo en las Ultimas N generaciones y (f) es la calificacion media de la
poblacion. La recombinacion en dos puntos ocurre entre genes completos, y los hijos reemplazan
a los padres, manteniendo constante el tamafio de la poblaciéon. A continuacion se realiza la
mutacion, al afiadir un nimero aleatorio dentro de una distribucion de Cauchy a la variable
elegida. Posteriormente la seleccion elitista permite al usuario definir el namero de individuos
con altas calificaciones que pasardn automaticamente a la siguiente generacion. En cada
generacion es posible asignar una fraccion de la poblacion a que realice una busqueda local,
asignando un tamario del paso distinto a cada tipo de gen. De encontrar una conformacion con
una mejor calificacion, esta informacién se codifica en un nuevo cromosoma correspondiente a
un hijo®.

La funcion de evaluacion utilizada por el programa AutoDock4 tiene la forma general propia
de un campo de fuerza, mas incluye términos de desolvatacion. Se propone que la energia libre
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de union es igual a la diferencia entre la energia tanto del ligando (L) como de la proteina (P) en
su estado libre y la energia del complejo ligando-proteina:

AG = ( TlldO Vllbre) + ( nldo Vllbre) + ( TlldO Vlfi)b_rLe + ASconf)
donde las evaluaciones de pares de &tomos contienen los siguientes términos:

D q: 2
V= me§ A By § B0 (-3 +welec§ U s Wiy Y (530 + Sve727)
T 7 8(7'1']')7'1']' g

u

W son las constantes de proporC|onaI|dad empiricamente calibradas, el primer término
representa un potencial de tipo Lennard-Jones 6/12 para interacciones de dispersion/repulsion, el
segundo término representa un puente de hidrdégeno direccional dependiente del angulo t, el
tercer término representa las interacciones electrostaticas mediante un potencial coulombico
apantallado, y el cuarto término es un potencial de desolvatacién basado en el volumen V de los
atomos que rodean a un atomo dado, multiplicado por un pardmetro de solvatacion S y un
término exponencial basado en la distancia. La pérdida de entropia de torsion al darse la unién
proteina-ligando es calculada mediante AS;,,r = WeonfNeors » donde Niors representa el ndmero
de enlaces rotables en la molécula®.

8.3.2.3. GOLD

GOLD (Genetic Optimisation for Ligand Docking) es un programa que permite generar
acoplamientos entre proteinas y un ligando flexible mediante un algoritmo genético. Este
programa se caracteriza por permitir la inclusién de moléculas de agua en el receptor, pudiéndose
especificar las aguas que seran incluidas en el calculo y definir si estas pueden ser manipuladas
(rotar y desplazarse). También es posible dejar que el programa decida automaticamente si las
aguas estaran o no unidas al sitio activo. Esto se logra mediante el calculo del costo energético de
transferir una molécula de agua desde el solvente hasta el sitio de union de la proteina, mediante
la formula AG,(w) = AG,(w)+AG;(w), donde el primer término representa la contribucion
debida a la pérdida de entropia por la unién de la molécula y el segundo término incluye las
contribuciones debidas a las interacciones de la molécula de agua tanto con el ligando como con
el receptor. AG,(w)se considera constante y la forma de AG,(w)depende de la funcion de
evaluacion utilizada’,

El algoritmo genético utilizado por este programa incluye dos cromosomas para cada

individuo, uno para el ligando y otro para la proteina. Se genera una poblacién inicial de manera
aleatoria, que es calificada por la funcion de evaluacion elegida. Se utiliza un procedimiento de
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seleccidn aleatoria con una tendencia hacia los individuos mejor calificados llamada seleccion de
ruleta, en el cuél los individuos estarian representados en la ruleta mediante un area proporcional
a su calificacion. Los padres seleccionados son sujetos a los operadores de recombinacion y
mutacion, generdndose nuevos individuos. Estas conformaciones son optimizadas mediante el
método de minimos cuadrados buscando formar el mayor nimero de puentes de hidrégeno con el
receptor. De obtenerse un individuo con una mejor calificacion, este reemplazara a aquel peor
calificado de la poblacion. Los operadores también son seleccionados mediante seleccion de
ruleta de acuerdo a pesos asignados inicialmente. El proceso se repite hasta alcanzar el criterio de
convergencia seleccionado®,

Se utilizaron dos funciones de evaluacon: GoldScore y ChemScore. La primera consiste de
cuatro contribuciones energéticas: puentes de hidrégeno proteina-ligando, interacciones de van
der Waals proteina-ligando, energia interna del ligando y energia de torsion del ligando. La
primera depende de la distancia d entre el hidrégeno del donador y el aceptor, y del angulo 6
entre los mismos. El segundo término se determina mediante un potencial de Lennard-Jones con

la forma E;; = (i - ) donde dj; es la distancia entre los atomos i y j y los parametros Ay B

dependen de cada tipo de atomo para que el potencial utilizado tenga el mismo minimo que un
potencial de Lennard-Jones de tipo 6/12. EI tercer término se calcula mediante un potencial de
Lennard-Jones de tipo 6/12 similar al anterior, mientras que el ultimo termino tiene la forma

l]kl

Eijii = >Viju [1 + cos(|nukl| wukz)] donde Ejj es la energia de torsion asociada a

cuatro atomos unldos de manera consecutiva, ® es el angulo de torsion, n representa la
periodicidad y V a la barrera energética de rotacion. La calificacion final se determina como la
suma de todos los términos, cada uno multiplicado por una constante de proporcionalidad
determinada empiricamente®®

ChemScore calcula el cambio en energia libre por la unién del ligando como la suma de las
contribuciones por: puentes de hidrogeno proteina-ligando, que incluye las interacciones
mediadas por moléculas de agua, enlaces entre un metal en la proteina y su aceptor en el ligando,
energia de interaccion lipofilica y la pérdida de entropia de un enlace rotable al quedar rigido ante
su union con la proteina. La funcion tiene la siguiente forma:

AGynisn = AGy + AGpuenteh 2 91(Ar) g, (Aa) + AGperqr Yam f (Tam) + AGlipo Yuflu) + AGroeHyor
Los coeficientes para cada término AG se calibraron de manera empirica. El término de

puentes de hidrogeno se calcula para todas los posibles pares de atomos entre ligando y receptor,
y depende de las diferencias de distancia (Ar) y de angulo (Aa) respecto a sus valores ideales. El
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término relacionado al metal depende del contacto entre atomos, lo mismo que el término
lipofilico. La penalizacion de un enlace flexible al quedar inmovilizado es calculado mediante la
formula: Hypr = 1+ (1 — 1/Nppt) 2p (P (r) + P’ 1 (1)) /2, donde Nyot €s el numero de enlaces
inmovilizados, la sumatoria se realiza sobre los enlaces inmovilizados y Pn(r) y P n(r) son los
porcentajes de atomos no-lipofilicos en cada lado del enlace rotable’. La calificacién final se
obtiene al sumar una penalizacién por choques entre los atomos del receptor y del ligando, y los
términos de tension interna del ligando. Este ultimo incluye un término para los choques
intramoleculares y uno para los angulos de torsion del ligando™.

8.3.3. Modelo farmacoforico

Un farmacoforo puede definirse como un conjunto de caracteristicas comunes a un grupo de
moléculas con una cierta actividad bioldgica. Se propone que dichas caracteristicas estaran
relacionadas con el reconocimiento del ligando por su receptor mediante la formacién de
interacciones moleculares comunes. Ejemplos de estas caracteristicas son donadores y aceptores
de puentes de hidrégeno, grupos con cargas positiva 0 negativa, regiones hidrofébicas o anillos
aromaticos. Una representacion tridimensional de un farmacéforo proporcionard ademas,
informacidn sobre la relacion espacial entre estas caracteristicas. De obtenerse una descripcion
farmacoférica de un grupo de moléculas, sera posible utilizar dicha descripcién para hallar o
sugerir nuevas moléculas con la misma actividad. Existen dos puntos principales a considerar al
desarrollar un modelo farmacoférico: como considerar la flexibilidad de las moléculas, y el modo
de determinar la combinacion de caracteristicas comunes a todas las moléculas®.

8.3.3.1. Generacién de conformaciones

En este trabajo se utiliz6 el programa MOE 2009.10. Este programa posee la opcion de
generar una base de datos de conformaciones para las moléculas de interés mediante el médulo
“Conformation Import”. Dicho moédulo busca generar una serie de conformaciones de baja
energia para cada grupo de moléculas. El algoritmo inicia dividiendo cada molécula en
fragmentos superponibles, en los que los atomos en la interseccion de los fragmentos quedan
fijos. Posteriormente se determinan distintas conformaciones para cada fragmento mediante una
busqueda conformacional estocastica. En dicha busqueda se asignan de manera aleatoria valores
para los angulos de torsion, y se minimiza su energia. ElI fragmento es rechazado si la
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conformacidn obtenida es muy similar a una ya existente, se viola una restriccion de quiralidad, o
si la longitud de algin enlace se modificd excesivamente. A continuacién los fragmentos son
ensamblados para generar la molécula completa, y las conformaciones que presenten contactos de
van der Waals inadecuados son rechazadas. Finalmente, se calcula una energia de tension para
cada conformacion, las cuales se guardan como una base de datos de conformaciones*?.

8.3.3.2. Generacién del modelo farmacofarico

Una vez que se tienen la base de datos de conformaciones de interés, puede generarse un
modelo farmacoférico mediante el modulo “Pharmacophore Elucidator”. Cada molécula debe
incluir su informacion de actividad, a fin de distinguir las moléculas activas de las inactivas. El
programa buscara generar modelo farmacoforicos que coincidan con un porcentaje especifico de
moléculas activas (cobertura). Inicialmente, el programa genera anotaciones para cada ligando.
Esos son puntos en el espacio que reflejan la presencia o ausencia de una caracteristica dada en
dicha ubicacién. Los tipos de anotaciones generadas dependen de la seleccion del usuario, y
pueden consistir de un solo punto referente a un dtomo, de un centroide (referente a anillos o
regiones), o de proyecciones que indicarian la presencia de un grupo complementario (como
puede ser un aceptor de puente de hidrégeno) *2.

En un primer paso, para cada conformacion de cada molécula activa se calculan todos los
pares posibles de anotaciones y la distancia d entre ellos. En esta etapa se generan los modelos
farmacofdricos con los mismos pares en que el espacio entre caracteristicas sea d+ el valor de la
variable de espaciado de caracteristicas h. Se eliminan los modelos farmacoféricos cuya
cobertura sea menor a lo establecido, es decir, que estan presentes en un porcentaje de las
moléculas menor al especificado. A continuacion se calculan los trios de anotaciones y los
modelos farmacoforicos con los trios de caracteristicas y con las distancias d+h{-1,0,1}. Se
eliminan los trios si no estan compuestos por una combinacion de los modelos farmacoféricos
determinados en el paso anterior, y si no cumplen con la cobertura. Posteriormente se calculan los
cuartetos de anotaciones y los modelos farmacoféricos con los cuartetos de caracteristicas de la
misma manera. Se eliminan los cuartetos no formados por combinaciones de trios del paso
anterior, y aquellos que no cumplen la cobertura. A los modelos farmacoféricos generados se les
asignan coordenadas cartesianas, y posteriormente se agrupan de acuerdo a un valor de rmsd
especificado (en A), para generar un modelo farmacofdrico promedio en que las distancias ya no
son multiplos de h. Se evalua la cobertura y se eliminan modelos farmacoforicos que no cumplen
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el requisito. Pueden a continuacién generarse modelos farmacoféricos con 5 caracteristicas 0 mas
mediante la concatenacion de aquellos con 4 caracteristicas y geometrias compatibles. Estas se
seleccionan si cumplen el criterio de cobertura®.

De estar presentes moléculas inactivas, se evalla la capacidad de discriminacion entre
moléculas activas e inactivas, reportandose la significancia estadistica mediante un valor de chi
cuadrada. También se evallan aquellas conformaciones que coinciden con cada modelo
farmacofdrico, generandose asi un alineamiento de las moléculas. Este alineamiento es calificado
de acuerdo a la superposicion atomica. La forma de cada conformacion es modelada mediante
una suma de densidades Gaussianas, y se realiza una busqueda estocastica a fin de encontrar el
mejor alineamiento entre las conformaciones coincidentes*?.

8.3.3.3. BUsqueda de bases de datos

Los modelo farmacoféricos generados pueden ser a continuacién utilizados para filtrar bases
de datos de conformaciones tridimensionales. EI programa cuenta con el mddulo
“Pharmacophore Search”. En él, se generan anotaciones para cada conformacion en la base de
datos, y se evalla su coincidencia con las caracteristicas del modelo farmacoférico. Para cada
posible resultado se evalla la coincidencia con las caracteristicas del modelo farmacoférico, la
distancia entre dichas caracteristicas y las restricciones adicionales impuestas por el usuario.
Posteriormente se superponen las anotaciones a con sus correspondientes caracteristicas mediante
superposicién de cuerpo rigido, considerando el radio de tolerancia especificado para cada
caracteristica. A continuacion se superponen los a&tomos del ligando al modelo farmacoférico de
acuerdo a la transformacién calculada en el paso anterior. Son rechazadas las conformaciones que
violen las restricciones de volumen del modelo farmacoférico. Las conformaciones aprobadas se
almacenan en una base de datos™.
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Abstract

Recent studies have demonstrated several biological activities of curcumin with therapeutic potential against
Alzheimer’s disease, among them the inhibition of the enzyme acetylcholinesterase (AChE). Aiming at identifying
the chemical features relevant for this activity, the inhibition of curcumin and a set of 7 derivatives against AChE of
E. electricus was measured. These derivatives presented lower activity than curcumin, allowing for the identification
of possible unfavorable enzyme-inhibitor interactions. Our computational approach was to dock the molecules to the
active site of AChE, followed by an analysis of hydrogen bonds and close contacts to relevant aromatic amino acid
residues. To account for inhibitory activity, we sought to define the common structural features between known
acetylcholinesterase inhibitors and the tested derivatives. A pharmacophore model was generated, which consisted of
two hydrophobic, one aromatic and one hydrogen bond acceptor features. We conclude that the presence of two
aromatic rings and the distance between them, allows curcumin and its derivatives to favorably interact with both the
quaternary and peripheral sites of AChE. Hydrogen bonds can be formed with the quaternary and acyl sites, which
should further stabilize the complex. The acylation of the hydroxyl groups and the reduction of the conjugated
double bonds lowered the inhibitory activity, pointing to the modification of the keto-enol moiety as the best
alternative for the design of more potent curcumin derivatives as acetylcholinesterase inhibitors.

Keywords: acetylcholinesterase, acetylcholinesterase inhibition, Alzheimer’s disease, curcumin, curcumin
derivatives, docking, pharmacophore, tetrahydrocurcumin, Torpedo californica
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Introduction

As life expectancy all over the world is increasing, Alzheimer’s disease (AD) is becoming a public health issue [1].
Alzheimer’s is a neurodegenerative disease characterized by the presence of two lesions: amyloid plaques and
neurofibrillary tangles. They are generated by the abnormal aggregation of the -amyloid (BA) peptide and the tau
protein, respectively. Their formation is accompanied by an inflammatory process, which causes oxidative stress and
further neuronal damage [2]. Several strategies are being developed for the treatment and prevention of AD [3-5], but
nowadays only symptomatic treatments have been approved. Among them, the inhibition of the enzyme
acetylcholinesterase, improves the cognitive capacity of the patient by aiding cholinergic synapses whereas the use
of an NMDA (N-methyl-D-aspartate) antagonist helps regulate glutamate activity [6]. The use of nonsteroidal anti-
inflammatories (NSAI) and antioxidants is recommended in order to reduce the toxic effects of the amyloid peptide

[7].

Acetylcholinesterase (AChE) is a protein that belongs to the cholinesterases family, which have high homology both
in sequence and in tertiary structure [8]. The enzyme degrades the neurotransmitter acetylcholine at the postsynaptic
neuron, ending the nervous impulse [9]. The AChE of Torpedo californica has been extensively studied, due to the
abundance of the protein on the electric organs of this organism [10]. The tridimensional structure of AChE reveals
that the active site is located at the bottom of a deep gorge formed by the catalytic triad S200, E327 and H440 [11].
Adjacent to the catalytic triad are the oxyanion site, which stabilizes the transition state of the substrate [12], and the
quaternary site, which stabilizes the quaternary nitrogen of the substrate by interactions with the amino acid residues
W84, E199 and F330. The latter has been crystallized in two different conformations which optimize aromatic
interactions with the corresponding inhibitors [13]. Amino acid residues F288, F290, F331 and W233, form the acyl
binding site which helps stabilize the hydrophobic groups of the substrate [12]. Finally, the peripheral site is located
in the upper part of the active site gorge and is formed by the residues Y70, Y121 and W279. It is believed that these
residues transiently bind the substrate facilitating its diffusion along the gorge [14, 15].

The extract of Curcuma longa has been used for years in Asian traditional medicine for the treatment of several
ilinesses [16]. One of its most important constituents, curcumin (1), is a beta-diketone which displays
antiinflamatory [16-18], hipolypemic [19], antimicrobial [20], anticarcinogenic [21, 22], anticoagulant [23] and
antioxidant activities [24,25]. The molecule shows a tautomeric equilibrium between the beta-diketone and the keto-
enol forms, existing mostly in the latter in solution [26]. Curcumin possesses several characteristics that make this
molecule of great interest for the treatment of AD. Besides its anti-inflamatory and antioxidant effects, curcumin has
been proven to protect neurons against the toxicity generated by the A peptide [27, 28], to inhibit its aggregation
while promoting its disaggregation both in vitro [29] and in vivo [30, 31], and to down regulate its production [32,
33]. Curcumin also inhibits the enzyme AChE and enhances memory in scopolamine-induced amnesia [34] and in
AD murine models [35]. Additionally, pyrazole (3) and isoxazole (5) derivatives of curcumin can inhibit y-secretase
[36], an enzyme complex involved in the generation of BA from the amyloid precursor protein (APP) [37]. Both
derivatives were found to have affinity for BA, while the pyrazole derivatives inhibit tau aggregation and promote
disaggregation in vitro [36].

We tested the ability of a set of curcumin derivatives (Figure 1), including pyrazole and isoxazole derivatives to
inhibit AChE, searching to correlate the presence of certain chemical features with the activity. To further explore
this relationship, molecules 1-9 were docked to the active site of AChE, and the formation of hydrogen bonds and
close contacts with relevant amino acids of the active site were analyzed. Numerous acetylcholinesterase inhibitors
(AChEI) with varied chemical scaffolds have been reported. In order to identify the features common between
known AChEI and the tested curcumin derivatives, a pharmacophore was generated. This approach allowed to
distinguish between chemical motifs with positive influence on the biological activity and those with a negative
impact.

84



N——NH

N—
\ \

/O O X = = O O\ /O O X NF O O\

HO OH HO 4 OH

3

? OH
O N = O o /OMO\
HO OH o] . o)
)\
N——NH

\
/OMO\ O N
o) (0]
7
)\ }\

Figure 1 Chemical structures of the analyzed compounds

Methods
Synthesis of curcumin and derivatives

Curcumin [1,7-bis-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,6-heptadiene-3,5-dione] (1) was synthesized as previously
reported [38], and purified by recrystallization. Acetylated curcumin [1,7-bis(4-acetoxy-3-methoxyphenyl)-1,6-
heptadiene-3,5-dione] (2), acetylated tetrahydrocurcumin [1,7-bis(4-acetoxy-3-methowyphenyl)hepta-3,5-dione] (6),
the pyrazole [3,5-bis(p-[4-acetoxy-3-methoxyphenyl] ethyl)pyrazole] (7) and isoxazole [3,5-bis(B-[4-acetoxy-3-
methoxyphenyl]ethyl) isoxazole] (8) derivatives of tetrahydrocurcumin and the benzothiazole derivative [2-(2-[4-
acetoxy-3-metoxyphenyl] ethyl)benzothiazole] (9) were synthesized as previously published by Lozada et al.[39];
whereas the pyrazole [4,4’-(1H-pyrazole-3,5-diyldi-2,1-ethenediyl)bis(2-methoxyphenol)] (3), the isoxazole [4,4’-
(3,5-isoxazolediyldi-2,1-ethenediyl)bis(2-methoxyphenol)] (5), and the phenyl-pyrazole [4,4’-([1-phenyl-1H-
pyrazole-3,4-diyl]di-2,1-ethenediyl)bis(2-methoxyphenol) (4) derivatives, where synthesized as previously reported
by Mishra et al. [40].

In vitro acetylcholinesterase inhibition

Inhibition was measured by a modification of Ellman’s method [41]. AChE from E.electricus (426 U/mg) was
purchased from Sigma Chemical Co. Purity was verified by 12% SDS-PAGE, displaying a single band. 10 uL of
0.25 U/mL EeAChE in 0.1 M pH 8 phosphate buffer, 120 pL of buffer and 10 pL of the inhibitors in MeOH or
DMSO were added on each well of a 96-well microplate. After 30 min incubation at room temperature, 50 puL of
3mM acetylcholine iodide and 10 pL of 5,5-dithiobis-2-nitrobenzoic acid (DTNB, Ellman’s reagent) were added,
and the plate was read after 10 minutes at 405 nm in a ELx808 Ultra Microplate Reader (Bio-Tek Instruments) at
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room temperature. Each inhibitor was evaluated by triplicate, and for each concentration a well with no enzyme
added was used as blank. Molecules showing no inhibitory activity at concentrations as high as 400 uM were
considered inactive. Tacrine (Sigma Chemical Co.) and galanthamine (kindly provided to us by Dr. Ricardo Reyes
Chilpa, Instituto de Quimica, UNAM) were included as reference compounds. Data were analyzed with GraphPad
Prism v. 5.04 (GraphPad Software, San Diego CA USA), adjusting by a four parameter nonlinear regression, which
provided an IC,s5 value and the 95% confidence interval.

Docking

We studied the possible binding conformations of curcumin and the derivatives on the active site of AChE. The
crystal structure of AChE from T.californica in the open conformation was chosen (PDB: 1EVE) [42]. Water
molecules within 5 A of the amino acid residues comprising the active site gorge were retained, the rest were
removed and hydrogens were added according to a pH of 7.4 with the PROPKA server [43], which also optimized
the positions of the hydrogen atoms. Curcumin and derivatives were modeled from the crystal structure of curcumin
[44]. The geometry was optimized with the program Gaussian03 (Gaussian Inc., Wallingford CT USA) [45], at a
DFT level (B3LYP/6-31G(d, p)). The chosen protein crystallographic structure had the inhibitor donepezil [(R,S)-1-
benzyl-4-[5,6-dimethoxy-1-indanon)-2-ylJmethyl-piperidine] bound to both the active and peripheral sites. This
molecule was re-docked for the purpose of validating the used methodology and of comparing the docking scores.
The molecules were docked using AutoDock 4.0 [46], using the default values of the Lamarckian genetic algorithm
with 250,000 evaluations, generating 100 conformations with a starting population of 50 individuals. Centering the
grid on the oxygen atom of the hydroxyl group of Y121 with a 50x50x40 points box allowed us to include both the
active and the peripheral site of the enzyme. Results were clustered with a rms deviation of 2.0 A, and the lowest
energy conformation for the most populated cluster was chosen for further analysis. Hydrogen bonds and close
contacts between hydrophobic groups were calculated using AutoDockTools 1.5.2 [47].

The molecules were also docked using the program GOLD 4.1.1 [48], which allowed us to include 19
crystallographic waters within the active site. The binding site was centered again on the oxygen atom of the Y121
with a 15A radius. Default settings for the genetic algorithm were used, with a starting population size of 100, a
preset number of 100,000 operations and the possibility of spinning and toggling waters on and off. Results were
clustered with an rms deviation of 2.0A and scored with both GoldScore and ChemScore. The highest scoring
conformation for the most populated cluster was chosen for hydrogen bond and close contact analysis, which was
done with the program Hermes 1.3.1.

Pharmacophore

A database of 166 compounds with published biological activity against AChE from E.electricus was compiled. This
set of AChEI were designed to bind to both the active and peripheral sites of the enzyme [49-55] (see Table S1,
Supplementary Material). We included curcumin and derivatives 2-8 on this database, as the keto-enol tautomers.
The tridimensional structures were optimized with Gaussian03 employing the semiempirical method PM3. The
SPARC on-line server [56] was used to calculate the pKa values of the relevant functional groups, and the
protonation state of the molecules was adjusted according to a pH of 8. For the training set, 26 compounds were
randomly selected (including curcumin and derivatives 2 and 7). Due to the considerable flexibility (up to 12
rotatable bonds) of some of these compounds, the training set was docked to TcAChE with AutoDock 4.0 as
previously described, in order to produce a starting alignment for the molecules. A hundred conformations were
generated for each molecule. A general pharmacophore for AChEIls was generated with the Pharmacophore
Elucidator module in MOE 2009.10 (Chemical Computing Group Inc, Montreal Canada). The following parameters
were specified: maximum of 5 features including hydrophobic, aromatic, hydrogen bond donor or acceptor, cationic;
80% coverage with 1.5 query spacing and 1.25 query cluster. Eleven drugs with therapeutic indications other than
AChE inhibition and containing either polycyclic structures or cycles bound to aliphatic chains were randomly
cherry-picked (see Table S2, Supplementary Material) to form a set of nonactive molecules. For both the test and
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nonactive sets, a conformer library was produced with the Conformation Import module in MOE using the
MMFF94x general purpose force field. The best ranked queries were selected and tested with Pharmacophore Search
against the validation sets. A linear discriminant analysis (LDA) was performed over these results with SPSS
Statistics 20.0 (IBM, Chicago IL USA), analyzing whether each query recognized each molecule as active (1) or
nonactive (0).

Results and discussion
In vitro acetylcholinesterase inhibition

Curcumin and its conjugated derivatives have a characteristic orange-yellow coloration, absorbing at 405 nm and
causing a reading interference with DTNB. For example, the Ana OF compound 2 in MeOH is 398 nm. This problem
was overcome by reducing the concentration of the enzyme and incubating for a longer period, thus obtaining
absorbance readings within the scope of linearity of Beer’s law. The tested molecules also present limited aqueous
solubility at the pH of the essay. Hence, concentrations above 500 uM were not always achievable and prevented us
from obtaining the highest points of the inhibition curve. Statistically significant regressions were obtained in all
cases, but we chose to compare the inhibitor concentration at which enzyme activity decreased by 25% (ICys) instead
of the more frequently used 50% (ICs), since these values were reached experimentally for every molecule tested
and are therefore not extrapolated. For example, the highest tested concentration for molecule 8 accounted for 40%
inhibition. Two known AChEI, tacrine and galanthamine were used as reference compounds. The calculated 1Cs for
the tested compounds are shown in Table 1.

Table 1. Inhibition of E.electricus acetylcholinesterase by curcumin and its derivatives.

IC,s (M) 95% CI° (uM)
Tacrine 65 pM 7.8-533 pM

Galanthamine | 0.167 0.113-0.227

1 13.2 4.4-39

2 103 85-126

3 52 42-64

4 158 107-234

5 NO°

6 NO®

7 151 116-195

8 131 104-163

9 303 278-328

4 10 uL 0.25 U/mL EeAChE, 120 uL PBS 0.1 M pH 8, 10 pL of the inhibitors, 50 uL of 3mM acetylcholine iodide
and 10 pL of DTNB read after 10 min

® 95% confidence interval

¢ Not observed

The active site gorge of AChE is mostly hydrophobic and is lined with numerous aromatic amino acid residues. It is
therefore probable that the aromatic rings of curcumin form hydrophobic or m-m interactions with the aromatic
residues on the active site, thus allowing for a low inhibitory activity. Curcumin has three hydroxyl groups which can
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act as hydrogen bond donors (HBD), the hydroxyl groups of the phenyl moieties and that of the keto-enol moiety.
The ketone group from the latter can also serve as a hydrogen bond acceptor (HBA). Previous reports indicate that
curcumin is a less potent AChEI than the demethoxy and bisdemethoxy curcuminoids, and related the presence of
the methoxy groups with lower activity [34]. The acetylation of the 4-hydroxy groups in 2 further lowered the
activity of curcumin. This may be due to the absence of the HBDs, or to the bulk of the acetyl group causing
unfavorable steric effects.

Derivatives 3-8 showed lower activity than curcumin and two separate effects can be distinguished. Regarding the
hydrogen bond-forming groups, no tautomeric equilibrium between an HBD and HBA can be achieved in molecules
4 or 5, diminishing the potential number of protein-inhibitor interactions. Molecule 5 was found to be inactive, while
the 1Cy of 4 was 3 times higher than that of the unsubstituted derivative 3, which presents the aforementioned
tautormerism. Derivative 4 lacks the HBD function, presenting instead an additional aromatic group that might
improve hydrophobic interactions but represents an unfavorable increase in the volume of the molecule. The second
effect to analyze is the flexibility of the molecules. Increasing the flexibility of the molecule by reducing the double
bonds has a detrimental effect on inhibitory activity. Molecule 6 showed no activity compared with 2, while 7
displayed lower activity than 3. Interestingly, 8 exhibits activity comparable to 7, even though it displays both
activity-reducing features: reduced double bonds and absence of all three HBD. The formation of a pyrazole or
isoxazole rings somewhat increases the rigidity of the molecules, possibly helping restore inhibitory activity.
Molecule 9 has two aromatic rings but with a shorter distance among them, having a length of approximately half the
curcumin molecule and no HBD. It presented the lowest activity among all tested molecules, thus indicating the
importance of the distance between the aromatic features. In order to further explore the possibility of hydrogen
bonding with specific residues of the AChE active site, docking studies were performed.

Docking

The highest scoring conformation for the most populated cluster of each molecule was analyzed. Docking scores,
hydrogen bonds and close contacts with the aromatic residues are shown in Table 2. In both AutoDock and GOLD
programs, the crystallographic conformation of donepezil was accurately reproduced, with a rmsd of 0.92A for
AutoDock and of 2.6 A for GOLD. The larger value for the GOLD result was caused by the inverse orientation of
the indanone ring, since for the phenyl and piperidine moieties the rmsd was 0.92 A. The contacts with the aromatic
amino acids present in the crystallographic structure were reproduced, while the water mediated hydrogen bonds
were not. For both donepezil and curcumin derivatives, an average of 5 water molecules were included. These are
mostly highly conserved waters [57] located at specific solvation sites with which the ligands do not interact. The
presence of such water molecules did not significantly influence either the docked scores or the obtained
conformations.

Curcumin and all derivatives could be placed inside the active site gorge. This indicates that the volume of the
phenyl ring in 4 does not represent a hindrance to binding, but neither did this group interact with the aromatic
residues of the active site. The decrease in activity with respect to 3 can be assigned to the lack of the HBD and to
the phenyl group not contributing significantly though hydrophobic/aromatic interactions. Close contacts with
aromatic residues were observed for all the molecules with the quaternary site residues (W84 and F330), and for
most molecules with the peripheral site (W279) as well (Figure 2). X-ray structures of AChE in complex with tacrine
[13] and huperzine A [58] demonstrate the importance of the interactions with the quaternary site residues, while the
complexes with donepezil [42] and bis huperzine-like compounds®[59] show the importance of the interactions with
the peripheral site aminoacids. In these cases, the aromatic moieties interacting with the aromatic residues possess a
possibly charged amino group, thus forming cation-n interactions as well as ©t- 7 interactions. Molecule 9 interacted
only with the outermost part of the active site due to its smaller size. This supports the interpretation that the distance
in the curcumin scaffold could allow for the interaction of the aromatic rings with both the quaternary and peripheral
sites, and when one of these interactions is lost, activity decreases. Close contacts were also consistently observed at
the acyl site with Y334.
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Table 2. Docking scores, hydrogen bonds and aromatic contacts for selected conformations.

. Close
Molecule Docking Scores Hydrogen Bonds Contacts
@tgz:g:; GoldScore | ChemScore E % g § é % § % g é %

Donepezil | -7.23 67.85 45.94 !

1 -7.50 66.09 33.44

2 -4.78 63.94 15.93 N

3 -7.15 75.04 42.73 .

4 -8.29 73.12 33.41 .

5 -7.41 69.35 27.18 °

6 -5.71 71.89 18.03

7 -5.86 83.11 27.10

8 -6.35 83.51 22.90

9 -7.60 78.83 32.23

* Water-mediated hydrogen bond
0-3 frequency of hydrogen bonds

Figure 2 Representative docking modes of curcumin (cyan) and molecule 3 (orange) in AChE



The hydroxyl group in molecules 1, 3-5 located at the bottom of the gorge, formed hydrogen bonds with E199 and/or
Y130 at the quaternary site, while in 7 the corresponding acetyl group served as an HBA in these interactions. For
molecules 1, 3-5, the hydroxyl groups at the upper part of the active site hydrogen bonded with backbone atoms of
S286, F288 or R289 at the acyl site, while in molecules 2 and 8 the acetyl served as HBA in these interactions. The
formation of hydrogen bonds with Y130 at the quaternary site, and with the backbone N of F288 is observed in the
crystal structure of the bis-hupA compounds [59]. Of the three conformations analyzed for each molecule, hydrogen
bonds formed by the hydroxyl groups were observed consistently, while those formed by the acetyl groups were only
observed once. This suggests that the bulk and mobility of the acetyl groups diminishes the probability of reaching a
correct conformation where the hydrogen bonds can be formed, thus having a negative impact on activity. The keto-
enol moiety and the corresponding HBD/HBA pair of the pyrazole ring interacted with residues D72 or Y121 near
the peripheral quaternary site or with Y334 at the acyl site, all of them located at the middle part of the gorge.
Molecules 4 and 5 formed no hydrogen bonds in this area, whereas in 8 the oxygen of the isoxazole ring serves as an
HBA. The absence of an HBD function at the middle part of the molecules prevents the formation of a stabilizing
interaction which positively contributes to activity.

Although molecules 6-8 formed hydrogen bonds with residues at the bottom and middle of the active site gorge,
these interactions were not observed consistently among the analyzed conformations. The clusters obtained from the
docking results for these molecules were significantly smaller than those of their conjugated partners. The largest
number of clusters were obtained for tetrahydrocurcumin, and only one hydrogen bond was found; while for the
slightly more rigid pyrazole and isoxazole derivatives, two hydrogen bond possibilities and a smaller number of
clusters were found, which correlate with the observation of biological activity in those molecules. This indicates
that the greater flexibility of tetrahydrocurcumin and its derivatives negatively impacts activity. The docking scores
obtained do not reflect the order of activity of the molecules, which may be due to the fact that the force fields used
do not calculate -7 interactions differently from simple hydrophobic interactions [60-62]. The lack of activity of 5
could not be explained by the hydrogen bond and close contact analysis, so its physicochemical properties such as
logP, pKa or stability of the ring at pH 8 should be analyzed in a future study.

Pharmacophore

Having analyzed the characteristics of the curcumin derivatives that affect the inhibitory AChE activity, we sought to
identify those features common to known AChEI and our set of tested molecules. Four types of pharmacophores
were generated, which included hydrophobic, aromatic, HBD and HBA features. The number and nature of the
features of the best scored query of each kind are shown in Table 3. The generated queries were then tested against
our evaluation set, composed of both active and nonactive molecules. After a referee’s suggestion, a LDA was
performed on these results, to test the queries’ capacity to discriminate between both types of molecules, as is done
with QSAR models [63, 64]. Results are shown in Table 4. Query A, comprised of 3 hydrophobic and one HBA
features, had the best performance recognizing 85% of the AChEI on the validation set. The rest of the queries had
lower recognition capacity, around 60% of the test set. Queries A and B displayed a poor capacity to discriminate
nonactive molecules, while query D correctly identified 75% of them. For queries A and B, the location of the HBA
and HBD was contiguous, probably two different descriptions of the same functional group or adjacent groups; and
the hydrophobic features are also found in similar locations. For queries B and C, the location of the HBD and
hydrophobic features is also adjacent, which could indicate different conformations of the same functional group. For
queries A and D, the location of the HBA and aromatic features differs significantly from the rest of the queries,
pointing to a unique description of the molecules.

Although a significant number of the AChEI in our database include a quaternary nitrogen or a functional group

protonated at physiological pH, no cationic features were found in the pharmacophores. Visual inspection of the
training set conformations reveal that the location of the positive charge is not consistent, and in the context of the
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protein the charge can be found interacting with W84 at the bottom, Y121 in the middle or with W279 at the upper
part of the gorge. It is known that the presence of a positive nitrogen enhances biological activity by allowing the
molecule to interact with the protein’s dipole [65], facilitating diffusion down the gorge [66] and by forming z-cation
interactions [67]. Yet, we found that the location of the feature can vary due to the multiple aromatic residues of the
active site.

Table 3. Selected pharmacophore queries. Number, nature of their features and score.

Features Score
Hydrophobic | Aromatic | HBA | HBD
A 3 1 13.44
B 3 1 10.58
C 2 1 1 9.63
D 2 1 1 10.45

Table 4. Performance of pharmacophore queries in training, validation and overall data sets.

Training Validation Both
% | Active | Nonactive % | Active | Nonactive | % | Active | Nonactive

Query A
Sensitivity Active 100 24 0 85.1 126 22 87.2 150 22
Specificity | Nonactive 100 0 2 41.7 7 5 50 7 7
Accuracy 100 81.9 84.4

Query B
Sensitivity Active 79.2 19 5 68.9 102 46 70.3 121 51
Specificity | Nonactive 0 2 0 41.7 7 5 35.7 9 5
Accuracy 73.1 66.9 67.7

Query C
Sensitivity Active 79.2 19 5 61.5 91 57 64 110 62
Specificity | Nonactive 0 2 0 66.7 4 8 57.1 6 8
Accuracy 73.1 61.9 63.4

Query D
Sensitivity Active 79.2 19 5 64.2 95 53 66.3 114 58
Specificity | Nonactive 50 1 1 75 3 9 71.4 4 10
Accuracy 76.9 65 66.7

We examined the percentage of the tested curcumin derivatives recognized by each query, for we search to establish
common features between them and known AChEI. Results are shown in Figure 3. Queries A and D recognized the
highest percentage of curcumin derivatives, while query D showed the best capacity to discriminate nonactive
molecules. This indicates that the hydrophobic features in query A provide a rather general description, and that by
specifying the location of an aromatic feature the discrimination percentage is substantially increased.

For that reason query D was selected as the best pharmacophoric description for curcumin derivatives with AChEI
activity. Mapping of relevant molecules into query D is shown in Figure 4. As stated before, the molecules selected
for the test set were designed to bind to both the peripheral and quaternary sites of AChE. Therefore, most of them
are comprised of two or more different aromatic or cyclic groups bound with chains of varying length and degrees of
freedom. Figure 4a shows the structure of the most active compound on the test set. For this molecule as for most of
the test set, one of the aromatic moieties is mapped to the aromatic feature, while the hydrophobic features map to
other groups of either the connecting chain or the second cyclic group. The HBA corresponded mostly to a carbonyl
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group. Previous studies of pharmacophores generated for dual binding site AChEI consist mainly of either
hydrophobic [68, 69] or both hydrophobic and aromatic [70] features combined with HBD and HBA features.
Although the location of the hydrogen bond-forming features varies between the models, the location of
hydrophobic/aromatic features in those pharmacophores as well as in ours privilege the interaction of the molecules
with the aromatic residues in both the quaternary and peripheral sites.

100
® Curcumin derivatives

80

60

40

20

0

Query

% recognition

Figure 3 Percent recognition of curcumin derivatives for each selected query

Figure 4 Query D mapped on a) the most potent molecule in the test set (4b from [54], 1Cs,=1 nM), b) molecule 3
and c) loratadine. Hydrophobic features are shown in green, aromatic in orange and hydrogen bond acceptor in cyan
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For curcumin and its derivatives, the aromatic feature corresponds to one of the aromatic rings while the
hydrophobic features were mapped along the connecting chain and corresponded to the double bonds for compounds
1-5 (Figure 4b). However, for a small percentage of the conformations of 3-5, the aromatic feature mapped to either
the phenyl, isoxazole or pyrazole ring, while the HBA feature mapped to the hydroxyl group on the phenyl ring. This
indicates that these molecules have alternative ways of binding to AChE that satisfy our description. Reduced
molecules 6-8 mapped in basically the same conformations as shown in 3b, but it can be observed that the ring
adjacent to the hydrophobic feature has several different possible conformations due to the free rotation of the bond.
This confirms the idea that flexibility hinders the ability to stably bind to the active site. For molecule 9, the aromatic
feature mapped to the benzothiazole ring, the hydrophobic features mapped to the chain and the second aromatic ring
and the HBA coincides with either the acetyl or the methoxy substituents.

The pharmacophore thus obtained highlights the common characteristics of all tested derivatives. The number and
nature of the pharmacophoric features suggest a large role of hydrophobic interactions, with participation of
hydrogen bonding as traits necessary for inhibitory activity.

Conclusion

A set of curcumin derivatives was tested for acetylcholinesterase inhibition, 6 of them displaying the desired activity.
In order to distinguish the features relevant to this activity, we conducted a computational study of the molecules.
We first analyzed the presence of hydrogen bonds and close contacts with the aromatic amino acid residues of the
active site in the docked complexes of our molecules. It was observed that all molecules formed an important number
of close contacts with the aromatic residues of the active site gorge. The presence of the aromatic rings and the
distance between them proved essential to the activity of the molecules, allowing them to interact with both the
quaternary and peripheral sites. The different activity of the molecules might depend on the geometry of the
interactions, thus forming more energetically favorable stacking interactions. The presence of hydrogen bond
forming groups in the molecule also had a positive contribution, especially in the quaternary and acyl sites. The
reduction of the conjugated double bonds conferred more flexibility to the molecule and lowered its activity,
although the presence of the aforementioned functional groups still rendered the molecules active. A pharmacophore
for acetylcholinesterase inhibitors capable of recognizing active curcumin and curcumin derivatives was also
obtained. The best description consisted of one aromatic, two hydrophobic and one hydrogen bond acceptor features.
The hydrogen bond acceptor was mapped to the corresponding features in the keto-enol or pyrazole or isoxazole
ring, thus indicating the importance of this interaction for activity. The nature of the hydrogen bond donors and
acceptors in the aromatic ring and in the keto-enol moiety could be modified in order to explore their contribution to
activity and aid in the design of more potent curcumin derivatives as acetylcholinesterase inhibitors.
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