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Resumen

Alzheimer y Parkinson son dos ejemplos de trastornos neurodegenerativos del sistema nervioso central (SNC), caracterizados por un
proceso cronico y selectivo de muerte neuronal, con alteraciones de los movimientos, déficit cognitivo y demencia. Se ha demostrado que
la inhibicion de la Rho-kinasa (ROCK) en el SNC promueve la reparacion de los tejidos alterados en Alzheimer, y en Parkinson protege
las neuronas dopaminérgicas y mejora las capacidades de movimiento. Ademas, la inhibicion de la MAO (monoaminooxidasa) incrementa
indirectamente la transmision dopaminérgica, esencial en el tratamiento del Parkinson, y reduce la formacion de perdxidos, responsables
del estrés oxidativo celular a nivel de substancia nigra (responsable de la neurodegeneracion). Uno de los retos actuales, es la obtencion
de farmacos multidiana, capaces de interaccionar con mas de una macromolécula y cuyo efecto farmacoldgico sea aditivo o sinérgico.
Por eso, nos planteamos disefiar un fdrmaco multidiana capaz de inhibir ROCK y MAO. Para ello, decidimos unir al fasudil, un potente
inhibidor de la ROCK, un sustituyente propargilico, fragmento farmacdforo de algunos inhibidores suicidas de la MAO. Antes de plantear
la sintesis quimica, decidimos emplear el docking molecular, una técnica computacional que permite estudiar la interaccion entre un ligando
y un receptor, mediante el estudio de las energias de enlace entre ambas moléculas. A través de esta técnica, se comparo la interaccion del
fasudil-propargilo con la interaccion de fasudil con ROCK, clorgilina con MAO A y rasagilina con MAO B. En todos, el farmaco multidiana
resulto tener una afinidad comparable o mejor que la del fairmaco de referencia.
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Abstract

The Alzheimer's and Parkinson’s diseases are two examples of neurodegenerative disorders of the central nervous system (CNS)
characterized by a chronic and selective process of neuronal death manifested by alterations of movement, cognitive deficit and dementia.
The Inhibition of Rho-kinase (ROCK) in the CNS has been shown to promote the repair of altered tissues in Alzheimer’s disease, and
protects dopaminergic neurons and improves movement abilities in Parkinson’s disease. In addition, the inhibition of MAO (monoamine
oxidase) leads indirectly to an increase in the dopaminergic transmission which is essential to the treatment of Parkinson’s, and reduces the
formation of peroxides responsible for the formation of free radicals and cellular oxidative stress at the level of Substance nigra (responsible
for neurodegeneration). One of the challenges of today is the production of multidiana drugs capable of interacting with more than one
macromolecule, whose pharmacological effect is derived from their interaction in an additive or synergistic way. Therefore, this study
aims to design a multidial drug capable of inhibiting both ROCK and MAO. To do this, theFasudil, a potent inhibitor of ROCK, a propargylic
substituent, and a pharmacophore fragment of some MAQO suicide inhibitors, such as clorgiline and rasagiline were binded. Before proposing
the chemical synthesis, a molecular docking, a computational technique that allows to study the interaction between a ligand and a receptor
by studying the binding energies between both molecules was used. Through this technique, the interaction of fasudil-propargyl with the
interaction of fasudil with ROCK, clorgiline with MAO A and rasagiline with MAO B was compared. In all three cases, the multidose drug was
found to have a comparable affinity, better than that of the reference drug.
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Introduccion

El modelado molecular es una técnica computacional
que permite estudiar la interaccién que existe entre un far-
maco y su diana, mediante el empleo de programas infor-
maticos que representen las estructuras y comportamiento
de las moléculas (Qin, Lei, Xi, Liu y Yao, 2010). Para sa-
ber si existe interaccion se estudian las energias de enlace.
De esta forma, permite predecir si una molécula va a unir-
se a un receptor, y por lo tanto si puede ser un punto de par-
tida para el disefio de farmacos. Una opcion en el disefio
de farmacos es el disefio de farmacos multi-target, es de-
cir, una unica molécula que sea capaz de unirse a dos dia-
nas distintas, de forma que tenga dos actividades farmaco-
logicas, entre ellas complementarias (Zimmermann, Lehar
y Keith, 2007).

Rho kinasa (ROCK) es una enzima de tipo serina/treoni-
na kinasa, pertenece a la superfamilia Ras. Se conocen dos
isoformas de esta enzima: ROCK 1 y ROCK 2 (Abdelha-
fez, Amin, Ali, Abdalla, y Batran, 2013). Estas enzimas son
importantes en la regulacion de la proliferacion celular, la
diferenciacion celular, la apoptosis y transformacioén onco-
génica (Julian y Olson, 2014). Una anormal activacion de
las vias de sefializacion de ROCK puede producir patolo-
glas cardiovasculares, neurologicas (alzheimer, parkinson,
dolor neuropatico, epilepsia...), fibroticas, cancer, etc (Ju-
lian y Olson, 2014). Debido a esto son interesantes como
potenciales dianas terapéuticas para el tratamiento de dife-
rentes enfermedades, como cancer, hipertension, isquemia,
patologias renales y patologias neurodegenerativas. Fasudil
fue el primer inhibidor de ROCK aprobado para uso huma-
no. Es una molécula con estructura de isoquinolin-sulfona-
mida (Chen et al., 2013).

La monoamino oxidasa (MAQ) es una flavoenzima que
contiene FAD (flavin-adenosin-dinucleotide) como coenzi-
ma (Abdelhafez et al., 2013). Cataliza la desaminacién oxi-
dativa (procesos de transferencia de un unico electrén) de
neurotransmisores tipo catecolamina (noradrenalina, adre-
nalina y dopamina) y serotonina (5-HT). Se distinguen dos
isoformas: MAO A y MAO B. Los inhibidores (IMAO) de
la MAO A son utiles como antidepresivos, por su incre-
mento de la actividad adrenérgica y serotoninérgica a ni-
vel de SNC. Mientras que los IMAO B pueden usarse como
farmacos antiparkinsonianos, por su aumento de la activi-
dad dopaminérgica. Los IMAO pueden presentar diferentes
estructuras quimicas, una de ellas de tipo propargilamina
como por ejemplo: pargilina, selegilina, rasagilina y clor-
gilina.

Por un lado, los inhibidores de ROCK necesitan en su
estructura un grupo sulfonilo, un anillo de isoquinolina y
un grupo amino. Por otro lado, los IMAO tienen estruc-
tura de propargilamina. Sabiendo que los inhibidores de
ambas enzimas comparten un grupo amino, ;seria posible
desarrollar un formaco que sea activo frente a ambos, es
decir, un fairmaco multidiana? Una opcion seria afiadir un

Figura 1. Disefo de un fairmaco derivado del Fasudil® que
sea capaz de inhibir la Rho-kinasa y la MAO.

radical propargilico en el grupo amino de la homopiperazi-
na del Fasudil. De esta forma el compuesto tendria la pro-
pargilamina necesaria para actuar como IMAO, y el anillo
de isoquinolina, el grupo sulfonilo y el grupo amino nece-
sarios para actuar como inhibidor de ROCK. Mediante el
modelado molecular se puede estudiar si la molécula deri-
vada del fasudil(fasudil-propargilo) puede tener actividad
como inhibidor de la ROCK y también de la MAO (figu-
ra 1). En este trabajo, vamos a aplicar las técnicas de mo-
delado molecular para estudiar la interaccion entre ligan-
do y receptor.

Material y métodos

Los software utilizados para realizar el docking mole-
cular fueron: ChemSketch; AutoDockTools-1.5.6 y Chime-
ral.1llrc.

El método seguido para llevar a cabo el modelado mole-
cular es el siguiente:

1. Obtencion de las proteinas de la base de datos Pro-

tein Data Bank.

2. Preparacion de la proteina para el docking, eliminan-
do de su estructura cristalizada, todos los componen-
tes que no formaran parte de la propia proteina (li-
gando, disolvente...)

3. Busqueda del sitio de union ligando — proteina, es de-
cir, conocer en qué posicion interacciona el ligando
con la proteina, para poder definir asi el sitio de inte-
raccion, facilitando el proceso de docking.

4. Preparacion del ligando: preparacion de la molécula
que va a ser utilizada posteriormente para estudiar su
interaccion con la proteina.

5. Generar archivo de grid: en extensiéon GPF (Grid Pa-
rameter File) para que luego el docking reconozca la
region de la proteina donde estudiar la interaccion

6. Generar archivo de dock: en extension DPF (Dock
Parameter File) en el que se incluyan los pardme-
tros que deben utilizarse en el docking. Se realiza el
docking en 10 conformaciones diferentes para cada
ligando, de esta forma podremos ver las diferentes
energia de union en funcion de la conformacion.

7. Ejecutar el docking utilizando los archivos generados
anteriormente.

8. Recoger los resultados de energia de union entre li-
gando y receptor.
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Tabla 1

Energia de enlace (kJ/mol) entre los diferentes ligandos y enzimas utilizados en el docking.

ROCK MAO A MAO B
Fasudil Fasudil-propargilo Clorgilina Fasudil-propargilo Rasagilina Fasudil-Propargilo
-9,49 9,62 —5,64 8,79 —6,88 -1,7
-9,37 8,64 -4,83 -7,71 —-6,37 71,54
Resultados pacidad para unirse al centro activo de dichas enzimas, con

Las enzimas utilizadas para realizar el docking fueron:
— PDB ID: 2ESM. Crystal Structure of ROCK 1 bound
to fasudil
— PDB ID: 1S2Q. Crystal structure of MAOB in com-
plex with N-propargyl-1(R)-aminoindan (Rasagiline)
— PDB ID: 2BXR.Human monoamine oxidase A in
complex with clorgyline, crystal form A
Los resultados de energia de enlace (kJ/mol) entre ligan-
do y receptor obtenidos tras la realizacion del docking son
los que aparecen en la tabla 1.

Discusion

Para realizar el docking seleccionamos los modelos de
proteina de origen humano para poder probar asi si el fasudil
propargilamina es capaz de unirse a la enzima humana. Ade-
mas elegimos aquellas enzimas cuya estructura habia sido
obtenida mediante cristalizaciéon de rayos-X, ya que asi la
estructura era rigida, evitando la posibilidad de movimien-
to que presenta la molécula en disolucion. Ademas para sa-
ber cudl era el centro activo de la enzima, debiamos elegir la
estructura que estuviera cristalizada junto con su inhibidor.

En el caso de las MAO (A y B) seleccionamos aquellas
enzimas que estuvieran unidas a un inhibidor selectivo, para
comprobar si habia diferencia en la unién entre el fasudil
propargilamina y ambas enzimas.

Para analizar los resultados seleccionamos los valores
correspondientes a la conformacion mas estable (valor de
menor energia de enlace) y a la conformacién menos estable
(valor de mayor energia de enlace).

En el caso de la unién entre MAO B y el fasudil-pro-
pargilo descartamos los valores de las 3 conformaciones de
menor estabilidad, ya que entre la conformacién n® 7 y la n°
8 existe un gran salto en la energia de unién (-7,54 / -3,56).
De esta forma consideramos el valor de mayor energia el
de -7,54.

Tras realizar el docking y analizar los resultados obteni-
dos se observa que para las 3 enzimas, la energia de enla-
ce disminuye al unirse al fasudil propargilamina respecto a
la energia de enlace que se obtiene al unirse a su inhibidor.
Esto significa que el fasudil propargilamina tiene mayor ca-

mayor fuerza que los inhibidores que se utilizan actualmen-
te, lo que puede suponer una mayor eficacia.

Conclusiones

El fasudil propargilamina tiene capacidad de unirse
a ROCK, MAO A y MAO B, por lo que habria que hacer
otros estudios que confirmen que esta unidn presenta activi-
dad biologica, como ensayos de inhibicién enzimatica in vi-
tro. Si dichos ensayos confirman la actividad inhibitoria de
fasudil propargilamina habria que realizar otros estudios de
seguridad, toxicidad, farmacocinética, farmacodinamia etc.

Por tanto, el fasudil propargilamina podria suponer un
avance terapéutico en el tratamiento de patologias neruro-
degenarativas como alzheimer o parkinson.
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