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RESUMEN

La Enfermedad de Alzheimer ha sido reconocida como la causa mas comun de demencia en la
poblacion geriatrica, estando presente en aproximadamente el 60% de los casos de demencia. En
el afio 2016 se estim6 que globalmente hay 47.5 millones de personas que la presentan. Al dia de
hoy no ha sido posible establecer el origen de la enfermedad y se han desarrollado diversas
hipotesis. Entre éstas, las que presentan mas relevancia son la hipétesis colinérgica, que se basa en
la disminucién de la acetilcolina en las terminales sinapticas, con la consecuente disminucion de la
sinapsis colinérgica, y la hipétesis de la cascada amiloide, que inicialmente relaciond la aparicion de
las placas seniles en los espacios extracelulares con el desencadenamiento de la enfermedad.
Ninguna de estas hipotesis ha sido confirmada como disparadora de la enfermedad, y no ha sido
posible desarrollar un tratamiento efectivo. Las terapias disponibles no son capaces de revertir o
detener el dano causado por esta dolencia. La enzima caspasa-3 constituye un posible blanco
terapéutico debido a que esta relacionada con la formacién del péptido beta amiloide y de los
ovillos neurofibrilares por acumulaciéon de la proteina tau. Ademas, se encuentra sobreactivada
selectivamente en etapas tempranas de la enfermedad en cerebro humano.

En esta Tesis de Doctorado se buscé disefiar nuevos compuestos organicos como posibles
inhibidores selectivos y reversibles de caspasa-3 en base a una serie de 10 inhibidores de caspasa-3
y -7 derivados de 2-(1,4-benzodioxan)-1,3-tiazol reportados (Fattoruso ez al., 2005, |. Med. Chem.
48, 1649—16506). Se realizaron en primer lugar estudios z silico exploratorios de la interaccion de
estos inhibidores en caspasa-3 y -7, los cuales fueron publicados (Minini ez a/., 2017, J. Mol. Struct.
1147, 558-568). A partir de las conclusiones de ese primer trabajo se disefiaron cuatro nuevas series
de derivados tiazélicos (derivados de 4-feniltiazol-2-carbamato, 2-amino-4-feniltiazol, 2-amino-4-
naftiltiazol y 4-feniltiazol-2-éter). Se obtuvieron 41 de estos derivados mediante metodologias de
sintesis organica convencional con rendimiento moderado a bajo. Hasta donde se tiene
conocimiento, la preparacion de la serie de derivados de feniltiazoléter, basada en la sintesis de

Williamson de éteres, no ha sido reportada.

Se evalu6 la capacidad inhibitoria sobre la actividad de caspasa-3 de los derivados obtenidos
utilizando enzima recombinante humana y como sustrato un péptido fluorogénico. En ensayos
preliminares, a una concentraciéon de 100 uM de compuesto, se obtuvo que ciertos derivados
resultaron capaces de inhibir la caspasa-3. Se continué la caracterizacion de los derivados

seleccionados, realizando estudios preclinicos.

Se realizaron ensayos de citotoxicidad de los compuestos en la linea celular de hipocampo de ratéon

HT22; a una concentraciéon de 100 uM, los compuestos estudiados afectaron en distinta magnitud

v



la viabilidad celular. Se evalu6 si se generaban metabolitos de los compuestos al ser sometidos a la
fraccion S9 (citosdlica y microsomal) obtenida a partir de un homogeneizado de higado de rata;
seis de los compuestos seleccionados generaron nuevas entidades en las condiciones de ensayo. A
su vez, se evalud la posible capacidad de estos derivados de cruzar la barrera hematoencefalica
mediante el ensayo 7 vitro en paralelo de permeabilidad artificial (PAMPA). Para su realizacion fue
necesario llevar a cabo una técnica para la extraccion de lipidos polares de cerebro porcino. Los
resultados obtenidos sugieren que los derivados serfan capaces de cruzar la barrera
hematoencefalica en las condiciones del ensayo. Por ultimo, se evalué la mutagenicidad de los
compuestos mediante el ensayo AMES; sélo uno de los evaluados no resulté mutagénico en

ninguna de las cepas de Sa/monella entérica typhimurium utilizadas.

Paralelamente, mediante estudios 7 silico de docking ligando-proteina y dindmica molecular de una
seleccion de derivados, se identificaron los posibles sitios de interacciéon no covalente con caspasa-
3y -7. Se identificaron como sitios preferenciales de interaccion, regiones cercanas a los bolsillos
cataliticos de las enzimas. A su vez se estudi6 si la interacciéon con estos derivados generaba
cambios estructurales en las enzimas, que pudieran explicar la inhibicién. En este sentido, la
presencia de los derivados no mostré inducir cambios significativos en el posicionamiento de

residuos claves para la actividad de las enzimas.

Por ultimo, se realizaron ensayos de diferencia de la transferencia de la saturacién por resonancia
magnética nuclear (RMN) para verificar la posible interaccion entre los ligandos y caspasa-3 y -7.
No fue posible obtener resultados con estos ensayos debido a problemas en la solubilidad de los

derivados en el amortiguador del ensayo y a las altas concentraciones necesarias para su realizacion.

Los intentos para obtener valores de constante de inhibicién de los derivados sobre la caspasa-3
fueron infructuosos debido a la interferencia de algunos de los compuestos en el ensayo de
fluorescencia asi como a problemas en la solubilidad de los mismos, que generaron variabilidad en
los resultados obtenidos y no permitieron reproducir los porcentajes de inhibicién de los ensayos

preliminares.

En suma, esta Tesis de Doctorado aporta elementos para el desarrollo de derivados con potencial

inhibitorio sobre caspasa-3.
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ABREVIATURAS

AB Péptido beta-amiloide

Ach Acetilcolina

AMC 7-amino-4-metilcumaria

Ala Alanina

Arg Arginina

Asp Aspartato

Cu Carbono alfa

Cys Cistefna

CC Cromatografia en columna

CCF Cromatografia en capa fina

DFT Teoria de los funcionales de la densidad
D,O Agua deuterada

DTS Diferencia en la transferencia de saturacion
DM Dinamica molecular

DMSO Dimetilsulféxido

EDH Enlace de hidrégeno

EA Enfermedad de Alzheimer

EM Espectro de masa

EtOH Etanol

Glu Glutamato

Gln Glutamina

His Histidina

iAch Inhibidores acetilcolinesteras

IEF-PCM Modelo implicito de solvente del continuo polarizable
MeOH Metanol

MTT Bromuro de 3-(4.5-dimetiltizol-2-il)-2.5-difeniltetrazolio
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ONF
TA
THF
Tyr
Papp
PBL
Phe
Pro
PPA
PF
RMSD

RMSF

Ovillos neurofibrilares
Temperatura ambiente
Tetrahidrofurano

Tirosina

Permeabilidad aparente
Lipidos polares de cerebro porcino
Fenilalanina

Prolina

Proteina precursora amiloide
Punto de fusion

Desviacion media cuadratica

Fluctuacién media cuadratica
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1. INTRODUCCION

1.1 ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

1.1.1 GENERALIDADES

La Enfermedad de Alzheimer (EA) fue descrita por primera vez por el neuropatélogo aleman
Alois Alzheimer en 1906. A comienzos del siglo XXI fue reconocida como una enfermedad
cerebral degenerativa. Es la causa mas comun de demencia en la poblacién geriatrica, estando
presente en aproximadamente el 60 % de los casos de demencia*’. En el afio 2016 fue estimado
que globalmente hay 47.5 millones de personas que presentan EA. Debido al aumento constante
en el numero de casos y al envejecimiento de la poblacién, se espera que para el ano 2030 este
nimero aumente a 75.6 millones'. Uruguay presenta una elevada tasa de muerte debido a EA, con

un valor igual a 21.55 cada 100000 habitantes®.

La forma mas comun de esta enfermedad es la EA de inicio tardio. En ésta, que comprende el 95
% de los casos, los sintomas aparecen después de los 65 afios. En el 5 % restante los pacientes
desarrollan sintomas antes de los 65 afios y en este caso se denomina EA de inicio temprano.
Dentro de este grupo la mayoria de los casos son esporadicos, pero en 10-15 % de los casos se
observan mutaciones en ciertos genes que se heredan de forma autosémica dominante. A esta

forma de la enfermedad se la conoce como EA familiar™® .

La enfermedad se divide en tres etapas que difieren en la severidad de los sintomas y el deterioro

cognitivo que presenta el individuo: etapa leve, etapa moderada y etapa severa (Esquema 1.1.1).

En la etapa leve, el paciente es capaz de desarrollar casi todas las actividades cotidianas con

independencia, pero requiere de asistencia, debido a que puede presentar pérdida de memoria.
Etapa severa
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Esquema 1.1.1 Etapas de la EA y sintomas asociados a cada una, adaptado de Anand ez a/. 1.



En la etapa moderada, el paciente tiene dificultades para realizar actividades de rutina; puede estar
confundido y tener cambios en la personalidad y comportamiento. En la etapa severa, el paciente
requiere ayuda para realizar todas las actividades habituales como bafarse y vestirse; ademas la

capacidad de comunicarse verbalmente es limitada’.

Sumado a los sintomas clinicos, los pacientes presentan caracteristicas neuropatologicas que
definen la enfermedad. Estas caracteristicas son la formacion de placas amiloides extracelulares y

de ovillos neurofibrilares intracelulares (ONF)>"*""(Figura 1.1.1).

Existen dos tipos de placas amiloides, placas de nicleo denso y placas difusas. Las placas de nucleo
denso estan formadas mayoritariamente por péptido beta-amiloide (AB) que tiene una longitud de
42 aminoacidos (ABi.42), entremezclado con astrocitos reactivos y células microgliales. Estas placas
se encuentran asociadas a la pérdida neuronal y la pérdida de sinapsis. Las placas difusas presentan
un contorno mal definido, estan formadas por péptido AB pero no hay presentes astrocitos ni
células microgliales. Este tipo de placas no estd asociado con pérdida neuronal ni de sinapsis®. El
péptido AB se obtiene por el procesamiento proteolitico concertado de la proteina precursora
amiloide (PPA). Es una proteina transmembrana con un dominio extracelular grande, producida
en grandes cantidades en las neuronas y metabolizada rapidamente. Existen vias alternativas para
su procesamiento. La via, que genera la producciéon del péptido AR, es llevada a cabo por parte de
la enzima -secretasa y del complejo enzimatico y-secretasa, conocida como la via amiloidogénica.
El péptido A1 liberado en esta via forma fragmentos monoméricos, los cuales se asocian unos
con otros formando oligdmeros solubles, que a su vez forman estructuras superiores, con mayor
cantidad de péptido y otros componentes, y forman las placas amiloides definidas anteriormente'".
Por otra parte, la PPA puede ser procesada por una via no amiloidogénica en la cual el
procesamiento es llevado a cabo por una escision concertada de las enzimas a-secretasa y del

complejo enzimético y-secretasa'®".

Los ONF se localizan en el soma de la neurona, estan formados por filamentos helicoidales que
contienen una forma aberrante de la proteina tau, la cual se encuentra hiperfosforilada o mal
plegada”™. La proteina tau esta asociada a microtdbulos e implicada en la estabilidad de los mismos
y en el transporte axonal en la neurona'®. Las modificaciones de tau por fosforilacion afectan la
interaccioén con los microtubulos y facilitan el ensamblaje de los ONF. La fosforilacién de tau

depende del balance de las actividades quinasas y fosfatasas'”.

Otra lesion caracteristica de EA es la formacién de hilos del neuropilo. Estos presentan filamentos

rectos y helicoidales que contienen la proteina tau hiperfosforilada y ubicuitina asociada a los



microttbulos. Estos hilos se extienden en los axones y dendritas'™".

Los pacientes con EA sufren de pérdida de sinapsis y de neuronas. Es importante destacar que la
pérdida de neuronas excede el nimero de ONF, por tanto, habria mas de un mecanismo para la
muerte neuronal. Por otra parte, ha sido demostrado que la pérdida de sinapsis antecede la muerte
neuronal, y que la disminucién de la densidad sinaptica correlaciona con el decaimiento colinérgico

observado en los pacientes®.

Figura 1.1.1 Fotomicrografias de inmunohistoquimica contra (A) beta amiloide, AB, la flecha roja sefiala

las placas amiloides; B) proteina tau, la flecha roja sefiala los ONFs. Adaptado de Serrano-Pozo e al3.

Las alteraciones cerebrales comienzan antes de que el individuo presente sintomas clinicos de la
enfermedad">'"”. A pesar de estas alteraciones tempranas, hoy en dia para el diagnéstico de
demencia causado por la EA unicamente se realiza una evaluacion médica cuidadosa que puede
llevar dias y hasta semanas, debido a que no se encuentran disponibles biomarcadores que brinden

informacién confirmatoria para diagnosticarla’a’17

. Hoy en dia no existe ningin biomarcador que
defina inequivocamente la presencia de la enfermedad, debido a que las caracteristicas
neuropatologicas, como lo son la presencia de placas amiloides y ONFs, detectadas mediante
tomografia de emisiéon de positrones, estan presentes en pacientes mayores que no sufren de un

detetioro COgnitivo”’l&l()_

Aunque se conocen cuales son las caracteristicas neuropatolégicas de la enfermedad hasta la fecha
no ha sido posible determinar cuil es su desencadenante. A lo largo de los afios se han desarrollado
distintas hipétesis que han tratado de explicar la aparicion de EA pero ninguna de ellas ha sido
capaz de demostrar su desencadenamiento™"*. Esto se ve reflejado en que los tratamientos que
se realizan hoy en dia no son capaces de detener o revertir la enfermedad, sino que sélo permiten
a los pacientes la estabilizaciéon del rendimiento cognitivo y el funcionamiento diario durante el

primer afio de tratamiento™**,



1.1.2 HIPOTESIS ACERCA DE SU DESENCADENAMIENTO

A lo largo de los afios la comunidad cientifica ha intentado descifrar cudl es la causa que genera la
EA, para asi comprender el desencadenamiento de esta devastadora enfermedad. Se han propuesto
diversas hipotesis alternativas, las mas relevantes son hipétesis colinérgica y la hipotesis amiloide

(Esquema 1.1.2).

1.1.2.1 HIPOTESIS COLINERGICA

Fue la primera teorfa propuesta para explicar la aparicion de EA. Propone que en cerebros de
adultos mayores y pacientes con demencia ocurren perturbaciones funcionales en la actividad
colinérgica. Estas perturbaciones parecen tener un rol en la pérdida de memoria y estar

relacionadas con problemas cognitivos™?.

Las perturbaciones en la actividad colinérgica se ven reflejadas en una disminucién de la cantidad
de acetilcolina (Ach) disponible para la sinapsis colinérgica y se relacionan con la disminucién de
distintos mecanismos que promueven la produccion de Ach. La actividad de la enzima responsable
de la sintesis de Ach, colina acetiltransferasa, se ha encontrado ampliamente disminuida en
muestras patologicas de corteza e hipocampo de pacientes con EA. Otros dos marcadores de la
sinapsis colinérgica, la despolarizacién inducida por Ach y la recaptaciéon de Ach en las terminales
nerviosas, también se encuentran disminuidos en los mismos tejidos. Ademas, el complejo de la
enzima piruvato deshidrogenasa, enzima clave para la sintesis de Ach, presenta una disminuciéon
en la actividad en tejidos cerebrales post-mortens de pacientes con EA. Adicionalmente, se ve
disminuido el transporte vesicular de Ach, el cual es esencial para reponer la cantidad del

neurotransmisor en la hendidura sinéptica27.

Esta hipotesis ha sido respaldada por el descubrimiento de los primeros farmacos usados para el
tratamiento, que demostraron efectos cognitivos positivos en los pacientes con EA leve y
moderado™. Por otra parte, estudios expetimentales en humanos y otros primates han sugerido
que la acetilcolina (Ach) participa en el aprendizaje y la memoria. Estos estudios mostraron que al
bloquear la actividad colinérgica central con escopolamina, sujetos jévenes presentaban déficits de
memoria similares a los observados en individuos ancianos. Estas dificultades podfan ser revertidas

realizando un tratamiento con el agonista colinérgico fisostigmina®*.

1.1.2.2 HIPOTESIS AMILOIDE

La hipotesis amiloide sostiene que las placas amiloides son la causa de la EA generando el proceso

28,2921

neurodegenerativo que lleva a la pérdida de memoria y habilidades cognitivas . Las placas



amiloides se forman por acumulacién del péptido AB debido a un aumento en la cantidad del
mismo, ya sea por un aumento en su sintesis o por una disminucién en su eliminacién o un

desbalance entre ambos procesos™.

En primera instancia se relacioné la presencia de placas amiloide con la EA familiar. Esta variante
de la enfermedad se da en pacientes jovenes y esta relacionada con mutaciones a nivel del
cromosoma 21, en regiones que codifican para PPA, asi como mutaciones a nivel del cromosoma
14, en regiones que codifican para las enzimas presenilina 1 y 2, perteneciente al complejo y-
secretasa”. Ambos tipos de mutaciones generan aumento en la cantidad del péptido AR lo que
favorece su deposicion en las placas. Como las placas estan intimamente relacionadas con la EA
familiar y se observan también en los casos de EA de inicio tardio, se supuso que su formacion
estaba implicada en la enfermedad. Cabe agregar que el aumento en la concentracién del péptido
AB también se encuentra potenciado por disminuciones en la concentracién de neuropéptidos,
como el neuropéptido Y, que se encarga de proteger a las células neuronales de los efectos
citotoxicos del péptido AB, o de la somatostatina, que ayuda a la eliminacién de AR*.

A lo largo de los afios se ha relacionado la presencia del péptido AB con diversas caracteristicas
neuropatologicas de la enfermedad, lo cual podria posicionar a dicha hipétesis como la mas
acertada para explicar el desencadenamiento de EA*. Se ha relacionado con la hiperfosforilacion
de la proteina tau, via la fosforilasa GSK3™. A su vez, la deposicion del péptido AB se ha
relacionado con la neuroinflamacién que se genera en la EA, debido a que promueve la activacién
local de la microglia, la liberacién de citoquinas y la activacién de astrocitos reactivos™.
Recientemente, mediante estudios 7 vztro e in vivo se ha determinado que la presencia de oligbmeros
solubles de AJ serfa la responsable de la neurotoxicidad y no asi las placas amiloides. Estos
oligbmeros participarfan en la excitotoxicidad del glutamato generando una disminucién de los
receptores Glut-1 y promoviendo asi un aumento del neurotransmisor en la hendidura
sinaptica’”. Esto traerfa como consecuencia un aumento en la concentracién de calcio en la
neurona a través de los receptores NMDARs lo que contribuiria a la disfuncién sinaptica. Por otra
parte, se ha observado que el aumento en la concentracién de calcio podria ser responsable de una
re-entrada en el ciclo celular de las neuronas, lo que estarfa precediendo a la muerte celular

observada en EA®.



1.1.2.3 INTERACCION EXISTENTE ENTRE AMBAS HIPOTESIS

En los dltimos afios se ha estudiado a nivel molecular el efecto de la presencia del péptido AB
(formando oligémeros solubles o placas amiloides) en el deterioro colinérgico observado enla EA.
Mediante estos estudios ha sido posible hallar un punto de encuentro entre ambas hipotesis. Se ha
identificado que la disminucién en la sinapsis colinérgica promueve la formacion del péptido AB

favoreciendo la via amiloidogénica en el procesamiento de la PPA (Esquema 1.1.2).
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Esquema 1.1.2 Interaccion entre la hipétesis colinérgica y la hipotesis amiloide

Esto se debe a que existe cierta relaciéon de los receptores nicotinicos y muscarinicos (ambos
receptores de membrana que reconocen acetilcolina) con el procesamiento de PPA y la
consiguiente producciéon del péptido AB. Asi, la activaciéon de los receptores muscarinicos y
nicotinicos, mediada por acetilcolina, conduce a la activacioén de la enzima a-secretasa la cual esta
involucrada en el procesamiento de PPA para dar fragmentos solubles de la proteina precursora,
los cuales carecen de toxicidad. Esto a su vez disminuye la concentraciéon de PPA disponible para
su participacion en la via amiloidogénica, reduciendo la cantidad de AP y otros fragmentos
citotoxicos. Es necesario tener en cuenta que A es capaz de retroalimentar su produccion al causar
una disminucién en la actividad colinérgica. Ademas, la hiperfosforilaciéon de tau promovida por

AR suprime la expresion de genes nicotinicos™”.



1.1.3 TERAPIA

El tratamiento farmacolégico disponible para los pacientes hoy en dia no es capaz de detener o
frenar el dafio que genera esta enfermedad™. El déficit observado en el tratamiento se debe en
gran medida a que la causa de la enfermedad aun no ha sido elucidada, por tanto, no se conoce
con exactitud cudl es el blanco terapéutico correcto para tratar esta dolencia. Por otra parte,
también influye la inexistencia de biomarcadores que permitan identificarla en forma temprana e
inequivoca'""*"’,

El tratamiento habitual se basa en el uso de inhibidores de la acetilcolinesterasa, asi como también
de antagonistas del receptor glutamatérgico NMDAR (Figura 1.1.2). Los farmacos que se usan hoy
en dia para el tratamiento de EA son donepezilo, rivastigmina, galantamina y memantina. Los tres
primeros se basan en la hipétesis colinérgica y son usados en todas las etapas de la enfermedad.
Son inhibidores de la acetilcolinesterasa que aumentan la concentracion de Ach en la hendidura
sindptica, promoviendo la sinapsis colinérgica. La memantina, usada en las etapas moderada y
severa de EA, actia como un antagonista de los receptores NMDAR, por tanto disminuye la

excitotoxicidad del glutamato™'*"*,
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Figura 1.1.2 Mecanismo de accién de los firmacos usados para el tratamiento de EA. A) Alteraciones de la sinapsis
colinérgica y glutamatérgica en la EA y como se ve afectada la sefial. B) Modo de accién de los inhibidores de
acetilcolinesterasa y de memantina en la sinapsis colinérgica y glutamatérgica respectivamente. Imagen modificada de
Parsons ef al3®

Paralelamente, en los dltimos afios se han realizado grandes esfuerzos para tratar de confirmar que
la hipétesis amiloide explicarfa la causa de la enfermedad mediante el disefio de nuevos farmacos
que atacarian tanto al péptido como a su deposicién evitando la formacion de las placas amiloides.
Se han desarrollado distintos anticuerpos monoclonales humanizados contra el péptido AB. El
anticuerpo monoclonal humanizado bapineuzumab no ha tenido buenos resultados clinicos, su
39,40

uso no genera una mejora en los paciente y a altas concentraciones genera efectos adversos

Por otra parte, el anticuerpo monoclonal humanizado solanezumab es capaz de neutralizar los



oligbmeros de AB. En ensayos clinicos de fase III mostré un buen perfil de seguridad pero ningin

beneficio clinico para los pacientes™*

. Unicamente el anticuerpo monoclonal humanizado
aducanumab ha sido capaz de generar una disminucién en la progresion de la enfermedad en
ensayos clinicos de fase Ib y no ha tenido efectos adversos, por lo cual se seguira con el mismo a
ensayos clinicos de fase III donde se verificara si presenta realmente una eficacia clinica®*"*.
También se han diseflado compuestos que inhiben la sintesis del péptido AB, como el compuesto
semagacestat, inhibidor de alta afinidad del complejo y-secretasa, implicado en la via
amiloidogénica de PPA (Esquema 1.1.2). Se observaron efectos cognitivos perjudiciales en los
pacientes, asf como otros efectos adversos entre los que se destacan cancer de piel e infecciones™.
Otro inhibidor de esta enzima es el avagacestat, el cual fue capaz de reducir la cantidad de péptido
AB sin presentar efectos adversos, pero los ensayos con este inhibidor se detuvieron por no
presentar un efecto clinico positivo”. También se han disefiado inhibidores de la enzima j3-
secretasa implicada en la via amiloidogénica de PPA (Esquema 1.1.2), como el inhibidor MK-8931
que en ensayos de fase I es capaz de generar una disminucién en la produccién de AR pero los
efectos clinicos han sido casi nulos™*. Estos resultados en conjunto muestran que la posibilidad

de tratar la EA teniendo como blanco terapéutico al péptido A, no serfa eficaz clinicamente para

el tratamiento de EA**,

Cabe agregar que la participacion de las placas amiloides en el desarrollo de la enfermedad ha sido
ampliamente cuestionada. En primer lugar, se ha observado poca correlacion entre la
concentracion y distribucién de las placas amiloides y muchos parametros de la EA, como el grado
de demencia, pérdida de sinapsis, pérdida neuronal y anormalidades del citoesqueleto.
Adicionalmente, no se encuentran placas amiloides en regiones adyacentes a la pérdida de neuronas
y sinapsis en los comienzos de la enfermedad, por lo que no se explica como dichas placas
generatfan neurotoxicidad™”*. Por otra parte, la cantidad de placas amiloides no correlaciona con
el avance de la enfermedad y la ausencia de un comportamiento dosis-respuesta genera dudas
respecto a la toxicidad de dichas placas™. Se han observado placas amiloides en individuos mayores
sanos mediante analisis post-mortens y usando tomografia de emision de positrones para identificar
AB. Hoy en dia se sabe que la deposicion de A aumenta con la edad, existe un aumento del 24-
45 % en la deposicion del péptido en individuos mayores a 75 afios que no presentan declive
cognitivo'”**, En la autopsia de individuos muy mayores que presentan una EA de desarrollo
tard{o con una evolucién mas lenta, frecuentemente se observan pocas placas y pueden faltar otros
factores neuropatoldgicos de la enfermedad, indicando que las placas no son necesarias para el

sindrome clinico de EA”. No sélo se ha encontrado poca correlacién de las placas amiloides con

caracteristicas patologicas de EA sino que también se las ha relacionado con una accién protectora



y un rol potencial en la respuesta inmune innata, como atenuadoras de la neuroinflamaciéon™.
También se ha encontrado evidencia de que el péptido AR podria actuar como un péptido
antimicrobiano; esto va de la mano con la hipétesis de Alois Alzheimer respecto a que esta
enfermedad era causada por microorganismos. Las placas amiloides serfan respuesta a una

infeccidn.

Por otra parte, a partir del Esquema 1.1.2 donde se muestra la interacciéon entre los distintos
factores asociados a la etiologfa de la enfermedad, es posible concluir que el tratamiento basado en
la hipétesis colinérgica también promoverifa una reduccion del péptido AP, debido a que el
aumento en la sinapsis colinérgica promoveria la via no amiloidogénica de la PPA. Por tanto, este
tipo de tratamiento deberfa ser eficiente para atacar ambas hipétesis. Como se menciond
anteriormente, los tratamientos basados en la hipétesis colinérgica no son capaces de detener la
enfermedad, por lo cual se puede concluir que ni la hipétesis colinérgica ni la hipétesis amiloide
contemplarfan la causa de la enfermedad. Teniendo en cuenta la interaccion existente entre ambas
hipétesis, los resultados poco prometedores obtenidos en los ensayos clinicos basados en la
hipétesis amiloide, asi como la incertidumbre acerca del rol del péptido AR en esta dolencia, llevan
a concluir que el origen de esta enfermedad no estarfa contemplado en estas hipétesis. Por lo tanto,

surge la necesidad de buscar nuevos blancos terapéuticos para la enfermedad.

1.1.4 NUEVOS BLANCOS TERAPEUTICOS

Como se explicé en la secciéon anterior, hoy en dia no existen pistas claras de cual es el
desencadenante de la enfermedad, lo que ha generado a lo largo de los afios grandes dificultades
para encontrar un tratamiento Optimo que permita revertirla o detenerla. Las hipdtesis mas
aceptadas para el desencadenamiento de EA no han llevado a la obtencién de resultados clinicos
que muestren eficacia contra la enfermedad. Por esto, en los ultimos afios se han buscado nuevos
blancos terapéuticos para tratarla. Ha surgido interés en senalar a la proteina tau hiperfosforilada
(p-tau) como blanco terapéutico. Esta proteina forma parte de ONFs, los cuales constituyen una
de las caracteristicas neuropatoldgicas mas relevantes de EA". Adicionalmente, se han propuesto
como blancos terapéuticos enzimas que presentan actividades implicadas en la enfermedad. Entre
éstas se encuentran las lipooxigenasas (LOs), secretasas («, B, y), sirtuinas, glicogeno sintasa quinasa

(GSK-3) y caspasas (Esquema 1.1.3)%.
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Esquema 1.1.3 Interaccién de distintos posibles nuevos blancos terapéuticos con los marcos neuropatolégicos de

EA

1.1.4.1 PROTEINA TAU

La proteina tau forma parte de las caracteristicas neuropatologicas de EA. Sus formas escindidas
aberrantes e hiperfosforiladas constituyen los ONFs caracteristicos de la enfermedad.
Ultimamente ha aumentado el interés en estudiar a la proteina tau fosforilada (p-tau) como posible
blanco terapéutico**'"*’, T.a p-tau es capaz de sedimentar y secuestrar a proteinas de unién a
microtibulos, lo cual dificulta el transporte axonal hacia organelos desde las terminaciones
nerviosas al soma celular. Esto la hace un blanco terapéutico interesante, por lo que se han
desarrollado diversas estrategias terapéuticas basadas en incrementar la estabilidad de los
microtibulos o en inhibir la produccién de p-tau, ya sea inhibiendo quinasas encargadas de la

fosforilaciéon como activando fosfatasas*™* .

1.1.4.2 LIPOOXIGENASAS

Las enzimas lipooxigenasas participan en la biosintesis de varios lipidos biolégicamente activos,
asi como en la oxidaciéon de lipidos de membranas celulares, causando perturbaciones
estructurales. Debido a su capacidad de oxidar lipidos, disminuciones en la actividad de estas
enzimas generan una disminucion del estrés oxidativo celular. Si se inhibe su actividad se
promueve la tasa de superviviencia celular cuando se induce estrés oxidativo. En el cerebro, la

lipooxigenasa 12/15 LO se encuentra en neuronas y en células gliales, en el ganglio basal y en el



hipocampo. El rol sugerido para esta enzima en la neurodegeneracion es via la oxidacién de acidos
grasos de membrana. Ademas su inhibicién presenta una actividad protectora contra la toxicidad

del péptido AR™.
1.1.4.3 o y y-SECRETASA

Como se mencioné anteriormente las enzimas «- y 3-secretasa y el complejo y-secretasa estin
involucradas en el procesamiento de la PPA; la a-secretasa en la via no amiloidogénica y las {3-
secretasa y el complejo y-secretasa en la via amiloidogénica. Al estar implicadas en la produccion
de AP, suponiendo que la hipotesis amiloide estd involucrada en el desencadenamiento de la
enfermedad, un aumento de la via no amiloidogénica o una disminucién en la via amiloidogénica
serfa beneficioso para la enfermedad. Se ha observado que potenciando la actividad de la enzima
a-secretasa o bien inhibiendo la actividad de (- y y-secretasa se obtiene una disminucién del
péptido AB. No obstante, como se dijo anteriormente, los anticuerpos anti-secretasa no han tenido

resultados prometedores para un posible tratamiento™.

1.1.4.4 SIRTUINAS

Por otra parte, las enzimas sirtuinas, desacetilasas dependientes de NAD implicadas en muchas
cascadas de sefializacion, han sido relacionadas con la tesistencia al estrés oxidativo, modulacién
del ciclo celular, inflamacién, cancer y neurodegeneracion. Particularmente, 1a enzima SIRT?2 se ha
relacionado con la desacetilacién de histonas y otras protefnas no histonas, como la a-tubulina.
Estudios en ratones han demostrado que la inhibicién de SIRT2 promueve un aumento de la a-
tubulina acetilada, generando una reduccién de la proteina tau hiperfosforilada y efectuando una
restauracion cognitiva en modelos de EA de ratones transgénicos. Se ha observado que el bloqueo
de SIRT2 en modelos animales presenta efectos neuroprotectores. Ademas, se ha observado que

esta enzima se acumula en cerebros envejecidos™.

1.1.4.5 QUINASA GLUCOGENO SINTASA

La enzima quinasa glucégeno sintasa (GSK3) ha sido descripta como una reguladora clave de la
sintesis del glucogeno y del metabolismo de la glucosa, asi como en la via de sefializacién Wnt.
Esta enzima presenta diversos sustratos entre los cuales se encuentran proteinas metabodlicas
(ciclina D1, PPA y presenilina), proteinas estructurales (tau y otras proteinas asociadas a
microtibulos) y factores de transcripcion (NF-KB, p53). Las actividades de esta enzima la
posicionan como una pieza importante en el ciclo celular y el desarrollo, la bioenergética y la

apoptosis. Por tanto, una sefializaciéon correcta de GSK-3 es crucial para el desarrollo neuronal y
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el control de variados aspectos como la neurogénesis, migracion, diferenciacion y supervivencia
neuronal. Problemas en la sefalizacion de GSK-3 se encuentran relacionados con varios
desordenes neuronales y psiquiatricos, particularmente enfermedades neurodegenerativas como la
EA. En efecto, GSK-3 es central en la fisiopatologia de EA, se encuentra involucrada en la
hiperfosforilaciéon de la proteina tau, asi como también en los problemas de memoria, en la
amiloidogénesis, en la respuesta inflamatoria y en el déficit de acetilcolina. Adicionalmente, se ha

visto que se encuentra sobrerregulada en el hipocampo de cerebros con EAS3,

1.1.4.6 GLICERALDEHIDO-3-FOSFATO DESHIDROGENASA

La enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (G3PD), que participa en la via glicolitica y
cataliza la conversion del gliceralehido-3-fosfato a 1,3-bisfosfoglicerato, se ha presentado como un
posible blanco terapéutico para EA. Esta enzima presenta afinidad por compuestos anti-
apoptoticos, que son capaces de generar modificaciones en la enzima impidiendo que la misma sea

36

transportada al nucleo, generando la inhibicién de la apoptosis™. Por otra parte, existe evidencia

de que esta proteina interacciona con el péptido AB y la proteina tau, favoreciendo la formacion

de sus contrapartes insolubles; atin no se conoce bien el mecanismo por el cual interaccionan ***',

1.1.4.7 CASPASAS

Por ultimo, las caspasas constituyen una familia de proteasas de cisteina que se clasifican en
caspasas iniciadoras y ejecutoras, y participan en el proceso de muerte celular programada
(apoptosis). La cascada apoptotica consiste en la activacion de caspasas iniciadoras (caspasa-8, -9,
-10) por un corte autocatalitico. Estas activan a las caspasas ejecutoras (caspasa-3, -0, -7), las cuales
llevan a cambios celulares caracteristicos de la apoptosis. Estudios recientes han mostrado que
estas enzimas no estin unicamente involucradas en los eventos finales de 1a EA. De hecho, ha sido
reportado que la activacién de caspasa y la escision de la proteina tau se llevan a cabo en el sitio
donde se da la formacién de ONFs. También se han relacionado con la formacién del péptido
AB%. Principalmente, se han relacionado las caspasas ejecutoras con la EA; entre éstas, la caspasa-
3 se encuentra anormalmente activada y relacionada con problemas sinapticos en estadios

tempranos de la enfermedad®”.

1.2 CASPASA-3

1.2.1 GENERALIDADES

Como ya se menciond, las caspasas constituyen una familia de proteasas de cisteina multifuncional,

altamente regulada, que cataliza una diversidad de reacciones. Las actividades principales de estas
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enzimas se centran en la apoptosis y en algunos mecanismos celulares de remodelacion.
Adicionalmente, existe evidencia que relaciona su actividad con el comienzo de procesos
inflamatorios, de diferenciacion celular y otros, vitales para el desarrollo celular™. Las propiedades
bioquimicas de estas proteasas permiten que se encuentren altamente reguladas, asegurando que
las reacciones proteoliticas irreversibles que catalizan ocurran en forma eficiente y unicamente
cuando son requeridas. Estas enzimas son mayoritariamente reconocidas por su poli-especificidad,
debido a que una unica caspasa puede escindir cientos de sustratos diferentes. A pesar de esto,

mantienen una alta fidelidad por sus blancos y evitan una actividad proteolitica generalizada™.

Los dos roles mejor conocidos de las caspasas radican en su participacién en la apoptosis y en
procesos inflamatorios. Dentro de las caspasas pro-inflamatorias se encuentran la caspasa-1, -4 y
-5; estas enzimas son capaces de mediar la respuesta inmune innata en mamiferos. La escisién por
caspasa-1 activa las citoquinas pro-inflamatorias pro-interleuquina-13 y pro-interleuquina-18. Las
caspasas apoptoticas se clasifican en caspasas iniciadoras y efectoras. Las iniciadoras (caspasa-8, -
9, -10) son activadas luego de un reclutamiento para formar complejos que escinden y activan a las
caspasas efectoras (caspasa-3, -6, -7). Es importante destacar que las caspasas, asi como otras
proteasas, son sintetizadas como zimoégenos que requieren de una escision especifica para ser
activadas. Los zimogenos estan formados por una subunidad grande, una pequefa y un
predominio N-terminal. Las caspasas efectoras presentan pre-dominios mas pequefios que las

caspasas iniciadoras y presentan dominios de reclutamiento de caspasa™>.

Las caspasas iniciadoras se encargan del paso inicial para la cascada apoptotica. Su caracteristica
mas interesante es su especificidad por sustrato, la cual le permite reconocer a sus blancos, las
caspasas efectoras. En humanos existen dos vias independientes de activacién de la apoptosis, la
via extrinseca, definida por la activacién via transmembrana de caspasa-8 a través de receptores
del factor de necrosis tumoral 1 (TNF-1), y una via intrinseca, la cual responde al estrés, al dafio

genotdxico y a algunas sefiales de desarrollo activadas por caspasa-9>.

Las caspasas efectoras son las responsables de los eventos proteoliticos que se combinan para
generar los cambios celulares morfolégicos conocidos como apoptosis. Dentro de este grupo, la
caspasa-3 y la caspasa-7 se encuentran intimamente relacionadas y parecen tener la misma
especificidad por sustrato e inhibidores. Las mayores diferencias se observan en los residuos que
forman los péptidos N-terminales, region que parece estar relacionada con los blancos celulares
de estas enzimas. En cambio, la caspasa-6 presenta péptidos N-terminales mas cortos y la
especificidad por sustrato es totalmente diferente a la observada para caspasa-3 y caspasa-7. De

éstas, la caspasa-3 es la mis estudiada por su relacionamiento con el desarrollo™.
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1.2.2 RASGOS ESTRUCTURALES
1.2.2.1 BOLSILLOS CATALITICOS

Las caspasas estan formadas por tetrameros aBBa que constan de dos tipos de subunidades, cada
una formada por una cadena polipeptidica, dos grandes (a, 17-20 kDa) y dos pequenas (3, 10-12
kDa). Su forma activa presenta dos sitios activos idénticos ubicados en la interfaz entre las
subunidades grande y pequefia (Figura 1.2.1; A). Las caspasas activas son conocidas como dimeros
de heterodimeros a3, donde las subunidades estain ordenadas segun una configuracién af3Ba. Cada
sitio activo consiste en un motivo conservado formado por la diada catalitica Cys163-His121 y un
bolsillo catalitico grande que se encarga de acomodar los residuos P1-P4 del sustrato, que son
aquellos ubicados sucesivamente del lado acilo del enlace peptidico que es hidrolizado por la
enzima (Figura 1.2.1)*%. Los residuos S1-S5 del bolsillo catalitico son los encargados de determinar

la diferente especificidad de sustrato de cada caspasa (Figura 1.2.1; B).

Figura 1.2.1 A) Estructura cristalografica de caspasa-3 en interaccién con un inhibidor (c6digo pdb 1RHM) donde se
destacan los aminodcidos del sitio activo presente en cada heterodimero af3. En azul y verde se evidencias las
subunidades a y 8, respectivamente. B) Posicionamiento de los bolsillos cataliticos S1-S5 en caspasa-3 y de los sitios
P1-P4 de un inhibidor andlogo del sustrato. Imagenes obtenidas con el programa VMD>6.

El bolsillo S1 es el que presenta mayor especificidad por P1 entre las caspasas. Esta formado
mayoritariamente por las cadenas laterales de los residuos estrictamente conservados Arg64,
Arg207 y GIn161. Este bolsillo profundo y altamente basico es ideal para acomodar una cadena
lateral de aspartato, lo que explica la disminucién en cuatro érdenes de magnitud en la eficiencia
catalitica cuando P1 esta conformado por un residuo de glutamato. Adicionalmente, en caspasa-3,
el residuo Ser205 es capaz de interaccionar con el residuo de Asp del sustrato mediante un enlace

de hidrégeno (EDH).
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El bolsillo S2 puede contribuir a la especificidad de sustrato. Lo mas destacado es el caracter
aromatico del S2 en caspasa-3 y caspasa-7, formado por las cadenas laterales de Tyr204, Trp206 y
Phe247, donde preferentemente se posicionan residuos alifaticos pequefios (Ala, Val) del sustrato.
Por el contrario, las caspasas pro-inflamatorias son capaces de acomodar residuos alifaticos
grandes debido a que presentan un residuo de Val en lugar de Tyr204°®. Este bolsillo es el tnico
que muestra alteraciones considerables una vez que se une el sustrato. En la enzima caspasa-3 no
unida a sustrato, la cadena lateral del residuo Tyr204 se encuentra ocupando el bolsillo. Durante la
unién a inhibidores tetrapeptidicos andlogos a sustrato, la cadena lateral de Tyr204 rota 90° sobre
el enlace Ca-Cp para asi permitir la ocupacion del bolsillo. Esto sugiere que en caspasa-3 el bolsillo
S2 cumple un rol importante en el reconocimiento de sustrato asi como en la regulaciéon de

actividad de caspasa-3”".

El bolsillo S3 se encuentra expuesto y esta formado unicamente por el residuo Arg207, el cual
presenta un rol dual anclando al sustrato y a los péptidos inhibidores. Por un lado, se encarga de
realizar enlaces de hidrégeno (EDH) entre atomos de su cadena principal y la cadena principal de
los sustratos e inhibidores. Ademas mediante su grupo funcional guanidinio interacciona con el
grupo carboxilato del residuo de Glu en P3. En la enzima caspasa-3 este bolsillo es capaz de aceptar
residuos cargados negativamente o polares; ademas es capaz de acomodar residuos no polares

54,55,57

como la Val yla Ala

Por su parte, el bolsillo S4 provee elementos para una mayor especificidad entre las distintas
subclases de caspasas. Las caspasas apoptoticas presentan un residuo de Trp214 que reduce
considerablemente el tamafio de S4. El grupo indol del Trp contribuye a la preferencia por residuos
pequenos con cadenas laterales ramificadas en P4, los cuales pueden realizar interacciones de van
der Waals o EDH con el indol. Este bolsillo también esta constituido por un residuo de Asn208
en caspasa-3 y GIn208 en caspasa-7, que pueden interactuar con un residuo de Asp en P4. Se ha
observado que este bolsillo presenta cierta flexibilidad para el posicionamiento de diferentes

residuos en P4”.

El bolsillo S5 no se encuentra en todas las subclases de caspasas. La caspasa-2 escinde sustratos
formados por pentapéptidos de forma mas eficiente que aquellos formados por tetrapéptidos. Se
ha observado que caspasa-3 presenta un bolsillo S5 hidrofébico formado por los residuos Phe250
y Phe252, el cual no esta presente en caspasa-7, cuyo bolsillo S5 se encuentra formado por GIn250
y Asp252°*%. La caspasa-3 es capaz de procesar mas eficientemente a pentapéptidos con residuos

hidrofébicos en P5 que la caspasa-7; eso ha sido validado usando residuos de Lys en la posicién
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P5 del sustrato, obteniéndose que la caspasa-7 es mas eficiente que caspasa-3 al cortar este tipo de

sustrato’’.

1.2.2.2 L.OOPS CATALITICOS

Las caspasas, como muchas proteasas, son sintetizadas como zimdgenos inactivos y su activacion
se encuentra ampliamente regulada. En el caso de caspasa-3 y caspasa-7, ambas caspasas efectoras,
su activacion se da por la escision de un /oop flexible que constituye el nexo entre subunidades o y
B, encargado de mantener la subunidad grande y pequefias unidas de forma covalente a nivel del
zimégeno. Cuando este /op flexible es escindido se da un reordenamiento en la estructura de la
enzima y se forman varios /gps cataliticos. El correcto posicionamiento e interaccion entre los /ogps

es fundamental para la actividad de estas caspasas®.

L4

jj Glu190’

' N D
“, ' ‘v “‘\
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{ y 4

Figura 1.2.3 A) Posicién de los /ogps cataliticos L1-14 y L2’en la estructura del sitio activo de caspasa-3 (cdigo pdb
1RHM); B) EDHs entre el residuo Asp169 de L2 y residuos de L4 y 1L.2°; C) EDHs entre el residuo Glu167 de L2 y
residuos de L3; D) EDHs entre el residuo Tyr203 de L3 y residuos de L2 y L2". Imagenes generadas con el programa
VMD?.

Presentan cuatro /ogps cataliticos, L.1-L4, provienen de un heterodimero, y L2” proviene del otro
heterodimero o’3’ (Figura 1.2.3; A). Los /logps L1 (residuos 52-66) y L4 (residuos 247-263)

componen los lados del sitio activo, L3 (residuos 198-213) forma el fondo del sitio activo y L2
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(residuos 163-175) presenta la cisteina catalitica (Cys163). Adicionalmente, interacciones entre el
loop 127 (residuos 176°-1927) del otro heterodimero, y los /logps L2 y L4 parecen estabilizar la
conformacion activa. En el zimégeno los fops L2 y L2 se encuentran enlazados covalentemente,

esto se pierde al realizar el corte en el residuo de Asp175.

Las interacciones mas relevantes se dan entre los lops L2, 1.4 y L2”. La cadena lateral del residuo
de Asp169 (Figura 1.2.3; B) forma EDH cruzando la interfaz del dimero con los residuos Val189°
y Glul90" (ambos pertenecientes al L.2"). También establece EDH con la Lys260 del L4 y con el
Trp206 mediante una molécula de agua. El anillo aromatico del Trp206 es importante porque
establece interaccion de stacking con el Trp214, el cual establece EDH con el sustrato en el sitio
P4. Por tanto, el residuo de Asp169 participa en tres interacciones de EDH de suma importancia

debido a que parecen estabilizar la interaccion entre los /ogps cataliticos L2-1.2"-1.4.

El residuo Glul67 mediante los grupos carbonilo y amida del esqueleto carbonado establece
EDHs con los residuos Gly202 y Tyr204 (Figura 1.2.3; C) y con Pro201 asistido con una molécula
de agua. Este residuo de Pro201 esta localizado en L3 y establece interacciones de stacking con la

cadena lateral de Argl164 y Tyr197 en el fondo del sitio activo.

La cadena lateral del residuo Tyr203 se encuentra a la distancia apropiada para formar EDH con
la cadena lateral de Glu190” (Figura 1.2.3; D) a través de la interfaz del dimero de heterodimeros.
El grupo carbonilo de la Tyr203 establece EDH con la amida de la Arg164 (Figura 1.2.3; D). Por
tanto, la Tyr203 interacciona a través de la interfaz del dimero de heterodimeros y también parece

estabilizar el ogp L2 que contiene a la Cys catalitica, Cys163.

Se ha determinado mediante experimentos de mutagénesis dirigida que los residuos Glul67,
Asp169, Tyr203 son esenciales para la actividad de caspasa-3, debido a que la actividad de la enzima
se ve disminuida o es inexistente en mutantes de caspasa-3 con un residuo de Ala en dichas
posiciones. Por tanto, la presencia de los EDHs que involucran estos residuos serfa esencial para

la cotrecta actividad de la enzima.

También existen otros EDHs relevantes entre estos loops. Los grupos carbonilo y amida del
residuo Ile172 forman dos EDH con 1le187" del loop L2°. Al final del loop L2°, el residuo de
Lys186 forma dos EDH con Lys260 y con Ala258, pertenecientes a L4.

Por otra parte, caspasa-3 presenta similitud con los demads integrantes de la familia de caspasas
siendo ésta maxima con caspasa-7, llegando a un 54 % de identidad en la secuencia. Estas dos

enzimas presentan diferencias en la cantidad de aminoacidos (463 residuos en caspasa-3 y 469
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residuos en caspasa-7). También se observan diferencias en la forma de la cavidad central, asi
como en la distribucién de la carga. Estas diferencias son las que permiten que ambas enzimas

presenten diferencias en sus blancos moleculares®®.

1.2.2.3 SITIO ALOSTERICO

Las caspasas presentan un sitio alostérico en la interfaz entre los heterodimeros. Este sitio esta
conformado por los residuos Tyr197, Argl64 y Pro201 (Figura 1.2.4). Estos tres residuos se
encuentran realizando interacciones de sfacking en la interfaz. Se han reportado compuestos que
interaccionan en la interfaz entre los heterodimeros de caspasa generando inhibicién de la actividad
de la enzima, sin interaccionar con residuos del sitio activo®’. Mutantes de residuos en la interfaz
entre heterodimeros han mostrado la importancia de este custer alésterico para la actividad de

caspasa”.

Figura 1.2.4 Cluster alostérico entre los residuos Pro201, Argl64 y Tyr197 y la interaccién existente entre la Argl64
y el residuo de Glul24 ubicado en la hélice 3 (destacada en gris oscuro) que se encuentra en la interfaz. Imagen
generada con VMD?>

Por otra parte, el residuo Argl64, ademas de encontrarse en el ogp L2 y formar parte del cluster
alostérico, sostiene EDHs con el residuo Glu124. Se ha observado que en mutantes de caspasa-3
inactivos, el residuo Glul24 se mueve hacia afuera de la interfaz de la proteina quedando en una
posicién expuesta al solvente (a 8 A de la Arg164)® Por tanto, los residuos del duster alostérico y

el residuo Glul24 son los encargados de neutralizar la carga de la Arg164.
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1.2.3 CASPASA-3 COMO NUEVO BLANCO TERAPEUTICO

A causa de la falta de un tratamiento efectivo para detener o revertir la EA en los tltimos afios se
han buscado posibles nuevos blanco terapéuticos para su tratamiento los cuales se especificaron
en la seccion 1.1.4. La caspasa-3 se ha relacionado con distintos procesos que suceden en el sistema
nervioso central, no sélo en su rol de caspasa efectora de la apoptosis, sino que también en

mecanismos relevantes para el funcionamiento sindptico® .

Alo largo de los afios han surgido distintas evidencias que involucran a la enzima caspasa-3 con la
EA. Se ha observado la presencia de caspasa-3 activa en cerebros de pacientes con EA,
posicionandose principalmente en las terminales post-sinapticas. Su presencia se ha relacionado
con las etapas tempranas de la EA**%, Por otra parte, se ha relacionado a esta enzima con los
factores neuropatolégicos mas relevantes de la enfermedad (Esquema 1.1.4), pues la misma se

7 También

encuentra co-localizada en las regiones de deposicion de los ONFs y placas amiloides
se encontr6 evidencia de que caspasa-3 estarfa relacionada con la formacion tanto de las placas
amiloides como de los ONF, debido a que sus proteinas precursoras presentan sitios de corte para

caspasa—365 .

En relacién a su participacion en la deposicion de las placas amiloides, caspasa-3 es capaz de
escindir a la PPA y su corte genera fragmentos citotoxicos denominados PPAAC31%. Se ha
demostrado que caspasa-3 activa es capaz de favorecer la via amoloidogénica de la PPA.
Recientemente se relaciondé a caspasa-3 con la proteina activadora del complejo y-secretasa; la
actividad de caspasa-3 serfa crucial para la formaciéon de esta proteina activadora y por

consecuencia para la formacion del péptido AB®.

Respecto a su relevancia en la formacion se los ONFs, existe evidencia que caspasa-3 es capaz de
modular la hiperfosforilacién de la proteina tau. Ademas, se ha observado la presencia de caspasa-
3 activa en neuronas con OFNs inmaduros y maduros, lo que demuestra la participacion de
caspasa-3 en su desarrollo. La modulaciéon de la hiperfosforilaciéon se basa en que la enzima
caspasa-3 escinde a la serin-treonina quinasa Akt en fragmentos pequefos de 45 kDa, lo que
disminuye la cantidad de Akt fosforilada activa, esto promueve una menor fosforilaciéon de la

quinasa GSK3-8, y una mayor cantidad de GSK3-§ activa. Debido a que la quinasa GSK3-8 es la
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encargada de fosforilar a la proteina tau esto se traduce en mayor cantidad de p-tau lo que

promueve la formacién de ONFs®*",
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l ® ®
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Esquema 1.1.4 Relacion entre caspasa-3 y los distintos rasgos neuropatologicos de la EA

La actividad de caspasa-3 también ha sido relacionada con la depresion sinaptica que conlleva a
una desregulaciéon de sinapsis glutamatérgica. En modelos de ratén transgénico Tg2576 que
desarrollan deficiencias sinapticas tempranas y placas seniles, se determiné la presencia de la
enzima caspasa-3 activa en la sinapsis hipocampal antes de la deposicion de las placas amiloides.
Se observd que esto causaba una alteracion de la transmision sindptica glutamatérgica, generando
una disminucién de los receptores GluR1-AMPA por activacion de calcineurina, aumentando asi
la excitotoxicidad del glutamato; también se producia disminucién de densidad y tamafio de las
espinas dendriticas. Se demostré que al inhibir la caspasa-3 en el modelo transgénico de ratén se
generaba una reduccién de caspasa-3 activa, lo que generaba también una disminucién de
calcineurina y el restablecimiento de la cantidad de receptores GluR1-AMPA en las terminales
sindpticas. Se restablecfa también la densidad post-sinaptica y el tamafio de las espinas, y se

observaba una mejora en el rendimiento de la memoria (Esquema 1.1.4)*%.
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Teniendo en cuenta la participaciéon de caspasa-3 activa en la sintesis del péptido AR y en la
generacion de la proteina p-tau, como también su implicancia en la depresion sinaptica observada
en la EA, esta enzima se ha posicionado como un blanco terapéutico interesante para el
tratamiento de EA. Adicionalmente, los recientes hallazgos acerca de la sobreexpresion de caspasa-

3 activa en etapas tempranas de la enfermedad apoyan su seleccién como nuevo blanco.

1.2.4 INHIBIDORES DE CASPASA-3

Debido al creciente interés en la enzima caspasa-3 por su posible participacion en la EA, se han
diseflado diversos inhibidores que puedan realizar una inhibicion selectiva de la actividad de la
enzima caspasa-3. Se requiere alta selectividad por caspasa-3 debido a la alta similitud que ésta
presenta con el resto de las enzimas integrantes de su familia, particularmente con la caspasa-7 con
la cual presenta un 73 y 54 % de similitud e identidad, respectivamente’’. A su vez, se busca que
la inhibicién sea reversible debido a la importancia fisioldgica de esta enzima en la homeostasis del

organismo.

Hasta el momento se han disefiado dos categorias de inhibidores de caspasas-3 y -7, inhibidores
competitivos y alostéricos. Aquellos inhibidores competitivos interaccionan con los bolsillos de
unién al sustrato y se dividen entre derivados peptidicos y derivados no peptidicos, mientras que

los inhibidores alostéricos reportados son derivados no peptidicos.

1.2.4.1 DERIVADOS PEPTIDICOS

Estos inhibidores se basan en analogos de sustrato que se unen de forma covalente al sitio activo
de caspasa a través un agrupamiento aldehido o fluorometilcetona. Para favorecer la selectividad
por caspasa-3 y -7 se basan en la especificidad observada por los bolsillos de unién a sustrato.
Lamentablemente, este tipo de inhibidores no son selectivos para caspasa-3 debido a que no son
capaces de discernir entre caspasa-3 y caspasa-7. Cabe agregar que en un posible tratamiento con
este tipo de inhibidores, no se esperarfan buenos resultados debido a que no presentan buena
biodisponibilidad, ademas que realizan una inhibicién covalente irreversible, lo que en este caso

no serfa recomendable por la importancia de estas enzimas en el organismo®®,

1.2.4.2 DERIVADOS NO PEPTIDICOS ALOSTERICOS

Se han propuesto compuestos capaces de inhibir a caspasas interaccionando en regiones distantes
de los bolsillos cataliticos, por lo cual se denominan inhibidores alostéricos. Este tipo de
compuestos interaccionan en la interfaz entre heterodimeros de la enzima. Los primeros

inhibidores alostéricos identificados se denominaron DICA y FICA (Figura 1.2.6). Se observé que
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los mismos interaccionaban en la interfaz de la enzima de forma irreversible, esto se debe a que
forman un enlace covalente disulfuro entre el agrupamiento etilmercapto y el grupo tiol de una
cisteina de la interfaz. La unién de estos compuestos generaba la ruptura de la interacciéon entre
los residuos alostéricos Argl64 y Tyrl197. Ademas, el loop L2” interaccionaba con el sitio
alostérico, esto generaba una ruptura de las interacciones que se deben llevarse a cabo entre los
loops cataliticos para el correcto funcionamiento de la enzima. Estos cambios tienen como
consecuencia una distorsion en el sitio activo de la enzima lo que no permite la correcta unién del
sustrato, generando una estructura similar a la observada en el zimégeno. Es importante destacar
que estos inhibidores son selectivos para caspasa-3 y -7 debido a que los mismos interaccionan

con un residuo de cisteina que sélo se encuentra conservado unicamente en estas enzimas®"’.
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DICA FICA SH

1,4 Benzodioxano

Figura 1.2.6 Agrupamientos relevantes para la inhibicién de caspasas.

También se han identificado otros inhibidores alostéricos. A diferencia de los mencionados
anteriormente, éstos son inhibidores reversibles. No obstante, tienen la desventaja de no presentar

selectividad por ninguna caspasa en particular, se denominan inhibidores pan-caspasa’.
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1.2.4.3 DERIVADOS NO PEPTIDICOS

Debido a las deficiencias observadas en los inhibidores basados en derivados peptidicos, se han
realizado esfuerzos en la busqueda de inhibidores de caspasas basados en derivados no peptidicos
SLTEST6 Entre éstos se encuentran los inhibidores con agrupamientos isatina (Figura 1.2.6). Estos
derivados interaccionan en la regién de los bolsillos cataliticos y se unen de forma covalente a la
enzima a través de la cisteina catalitica. No presentan selectividad entre caspasa-3 y -7°%77.
También se identificaron derivados de sulfonamidas (Figura 1.2.6) capaces de inhibir a caspasas,
presentando buenos indices de selectividad frente a caspasa-3. Interaccionan con los bolsillos

cataliticos de caspasa-3, realizando un enlace covalente con la cisteina catalitica™.

Recientemente se identificaron derivados de 2-(1,4-benzodioxan)-1,3-tiazol capaces de inhibir a
las enzimas caspasa-3, -7 y -8'". Dependiendo del sustituyente a nivel de agrupamiento tiazol
(Figura 1.2.6) su selectividad varia entre las enzimas mencionadas. Los sustituyentes en posicion 4
del anillo tiazélico que presentan fenilos presentan la mayor inhibicién en ambas enzimas, mientras
que agrupamientos éster en dicha posicién que presentan aromaticos favorecen tanto la inhibicion
como la selectividad por caspasa-3. A diferencia del resto de los inhibidores no peptidicos, éstos
no interaccionarfan de forma covalente con la enzima, lo que les permitirfa realizar una inhibicién

reversible.
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1.3 DISENO DE LOS COMPUESTOS E HIPOTESIS DE TRABAJO

El trabajo planteado en esta tesis tiene como antecedente una publicaciéon donde se describen
derivados de 2-(1,4-benzodioxano)-1,3-tiazol como inhibidores reversibles de la enzima con
diferentes indices de selectividad entre caspasa-3 y caspasa-7"". Dentro de los detivados evaluados,
el compuesto con mayor actividad tanto en caspasa-3 como en caspasa-7 presentaba un
agrupamiento fenilo en la posicion 4 del anillo tiazélico (Figura 1.3.1, compuesto 2) con un indice
se selectividad entre caspasa-3 y caspasa-7 igual a 1,4. A su vez los compuestos que presentaban
un grupo funcional éster en la misma posicion y estaban sustituidos por un fenilo fueron capaces
de inhibir la actividad de caspasa-3 con menor afinidad pero presentaron mejores indices de
selectividad (Figura 1.3.1). El resto de los compuestos presentaban ICsy mayores a 80 pM respecto
a la inhibicion de la actividad de caspasa-3 y -7, por lo cual no serfan buenos inhibidores. Por tanto,
teniendo en cuenta que todos los compuestos presentan al agrupamiento 1,4-benzodioxano en la
posicion 2 del anillo tiazdlico y que no todos son buenos inhibidores, este agrupamiento no

pareceria aportar para la inhibicién de la actividad de ambas caspasas.

Compuesto 1 Compuesto 2 Compuesto 8
0
o o)
e e
0. - lo) o
WS N= oL /=

IS>5 1IS=1,4 1IS=27

Figura 1.3.1 Estructuras e indices de selectividad (IS) entre caspasa-3 y caspasa-7 de algunos derivados de

tiazol reportados 77

Para entender con mayor profundidad en qué se basaba la inhibicion de los derivados de tiazol
reportados’’en ambas enzimas y la diferencia en la selectividad, previamente al comienzo de esta
tesis nuestro grupo realizé un trabajo tedrico-computacional”® donde se estudiaron en detalle los
sitios de interaccion y la dinamica de interaccion de los compuestos en ambas enzimas. Mediante
este trabajo fue posible determinar el posible sitio de interaccion de los compuestos seleccionados
mediante docking y dinamica molecular. Se obtuvo que los compuestos 1 y 8 (Figura 1.3.1)
interaccionarfan en regiones cercanas a los sitios cataliticos en caspasa-3, mientras que en caspasa-
7 interaccionarian en la interfaz entre heterodimeros. El compuesto 2 (Figura 1.3.1) interaccionaria

en la interfaz entre heterodimeros en ambas enzimas™. A su vez, este trabajo tedrico-
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computacional sugiere que el agrupamiento 1,4-benzodioxano no asegura la interaccién de los

derivados en el sitio catalitico, lo cual es consistente con los resultados experimentales reportados”.

A la luz de los antecedentes recién descritos, se realizé el disefio de los nuevos derivados de 4-
fenil-1,3-tiazol con diferentes sustiyuentes (Figura 1.3.2). Para establecer la estructura base
(comuin) de los compuestos disefiados se tuvo en cuenta la estructura del compuesto 2, que
presenté mayor actividad frente a ambas enzimas y contenia un agrupamiento fenilo en posicion
4 del anillo tiazélico (Figura 1.3.1). Para establecer el tipo de sustituyente en posicion 2 del anillo
tiazolico se tuvo en cuenta que, de acuerdo a los antecedentes, la presencia del agrupamiento 1,4-
benzodioxano no aseguraba la inhibicién ni su selectividad entre ambas enzimas. Por lo tanto, se
decidi6 incorporar en dicha posicién variaciones estructurales para explorar la posible inhibicién
y selectividad de los compuestos. En este sentido, se diseflaron cuatro series de compuestos
conformadas por derivados de 4-fenil-1,3-tiazol-2-carbamato (Serie A), de 2-amino-4-fenil-1,3-

tiazol (Serie B), de 4-naftil-1,3-tiazol-2-amina (Serie C) y de 4-fenil-1,3-tiazol-2-éter (Serie D).

Serie A Serie B

J\ /lko/><
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NN R
R
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N=—\
N S
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Serie C Serie D
X
\

X
\
[o]
N4
= ~
90 N

R =H, Br, NO,
X = sustituyentes aliaticos, aromaticos

Figura 1.3.2 Estructura de los compuestos disefiados. En el centro se muestra el nicleo comun. Se destacan

las posiciones donde se realizan las modificaciones para generar las series propuestas.
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Teniendo en cuenta los antecedentes propocionados anteriormente, la hipotesis del presente
trabajo se basa en que los derivados de 4-fenil-1,3-tiazol propuestos serfan capaces de inhibir de

forma selectiva y reversible la actividad de caspasa-3.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GENERAL

Contribuir al desarrollo de nuevos inhibidores reversibles y selectivos para caspasa-3, posible

blanco terapeutico para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Sintetizar nuevos derivados de 4-fenil-1,3-tiazol como posibles inhibidores reversibles y
selectivos de caspasa-3.

2- Evaluar la capacidad de los derivados de inhibir la actividad de las enzimas caspasa-3 y -7.

3- Realizar la caracterizaciéon preclinica de los derivados seleccionados como posibles
inhibidores: citotoxicidad en la linea celular HT22; metabolizacion utilizando la fraccion
S9 de higado de rata; capacidad de traspasar la barrera hematoencefalica a partir del ensayo
in vitro PAMPA; capacidad mutagénica mediante el ensayo Ames.

4- Determinar el posible mecanismo de inhibicion selectiva a partir de simulaciones de
dinamica molecular.

5- Identificar los sitios de interacciéon del ligando con la enzima mediante ensayos de

diferencia en la transferencia de saturacién por resonancia magnética nuclear.
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3. SINTESIS ORGANICA

3.1 GENERALIDADES

En esta seccién se explican los procedimientos realizados para la obtenciéon mediante sintesis
organica de los derivados de 4-fenil-1,3-tiazol. También se describen los procedimientos realizados
para llevar a cabo la elucidacién estructural de los compuestos obtenidos; estos resultados se
encuentran en la seccion sobre elucidacion estructural al final del documento de Tesis. Como se
explic6 anteriormente, se disefiaron 4 nuevas series, Serie A conformada por derivados de 4-fenil-
1,3-tiazol-2-carbamato, Serie B por derivados de 2-amino-4-fenil-1,3-tiazol, Serie C por derivados
de 2-amino-4-naftil-1,3-tiazol y Serie D por derivados de 4-fenil-1,3-tiazol-2-éter. En esta seccion

también se muestran y se discuten los resultados obtenidos para cada serie propuesta.

3.2 MATERIALES Y METODOS GENERALES

Consideraciones generales de la sintesis organica. Los disolventes se destilaron previo a su
uso. Se utilizaron reactivos comerciales provenientes de Aldrich, Merck y Fluka, entre otros. El
avance de las reacciones y la pureza de los productos se examind por cromatografia en capa fina
(CCF). Se utiliz6 silicagel con indicador fluorescente en placas de poliéster o de aluminio, lo que
permite observar la absorciéon de la luz ultravioleta de los compuestos. Los cromatogramas se
revelaron por alguno de los siguientes métodos: exposicion a la luz ultravioleta a 254 nm o 365
nm, asperjado con una mezcla de etanol:acido sulfurico:anisaldehido (95:4:1) (v/v/v) y postetior
quemado, exposicion a vapores de yodo. Para las cromaografias en columna (CC) se utiliz6 silicagel

(Merck, 35-70 pm).

Consideraciones generales sobre la elucidacién estructural de los compuestos. Los
espectros de "H-RMN y "C-RMN se realizaron en un equipo BRUKER DPX-400 (400 MHz)
ubicado en Facultad de Quimica, UdelaR, utilizando tetrametilsilano como referencia interna. Los
disolventes deuterados utilizados fueron acetona y dimetilsulféxido. Los desplazamientos
quimicos se expresan en ppm, las multiplicidades de las sefiales se designan como: s singulete, d
doblete, t triplete, ¢ cuarteto, m multiplete. Las secuencias de pulsos de los experimentos HMQC
y HMBC utilizados fueron las disponibles en el software del equipo. Los espectros de masa (EM)
se realizaron en un espectréometro de masas SHIMADZU GC-MS QP2010 SE ubicado en
Facultad de Quimica, UdelaR. Se realizaron ionizaciones de la muestra por impacto electrénico a

20y 70 eV
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3.3 SINTESIS DE DERIVADOS DE FENILTIAZOLCARBAMATO (SERIE A)

3.3.1 MATERIALES Y METODOS PARTICULARES
3.3.1.1 PREPARACION DE DERIVADOS DE 4-FENIL-1,3-TTAZOL-2-ARILCARBAMATO

Se disolvi6 el derivado 2-amino-4-feniltiazol (0.2 mmol) en 5 ml de CH»Cl, seco en presencia de
N,N-diisopropilamina (DIPEA) o trietilamina (Et;N) (0.6 mmol) bajo agitacién constante y se
adiciono el derivado de fenilcloroformiato correspondiente (0.3 mmol) dejandose bajo agitacion
constante a 0° C durante 3 h. Una vez consumidos los reactivos se agregd agua y se extrajo con
AcOEt, la capa organica se secé con Na,SO4 anhidro y se destil6 el disolvente a presion reducida.
Se purific6 por columna utilizando como fase estacionaria silicagel y como fase movil

Hexano:AcOFEt 80:20".

3.3.1.2 PREPARACION DE DERIVADOS DE 4-FENIL-1,3-TTAZOL-2-ARILCARBAMATO CON
CARBONILDIIMIDAZOL (CDI)

A una solucién de CDI (0.039 mmol) en 5 mL. THF seco se adicioné lentamente el alcohol
seleccionado (0.039 mmol) en agitaciéon constante. Se dejé la mezcla a temperatura ambiente y
agitaciéon constante por 1 h, luego se adiciond una solucién de 2-amina-4-fenil-1,3-tiazol (0.039

mmol) en THF seco, dejando la mezcla a temperatura ambiente y en agitaciéon constante por 18

hS()

3.3.1.3 PREPARACION DE DERIVADOS DE 4-FENIL-1,3-TIAZOL-2-ALQUILCARBAMATO

Se disolvi6 el derivado de 2-amino-4-feniltiazol (0.2 mmol) en 5 mL de CH,Cl, seco en presencia
de Et:N (0.2 mmol) bajo agitaciéon constante en atmosfera de N, y se adicioné el derivado de
alquilcloroformiato correspondiente (0.3 mmol) dejandose bajo agitaciéon constante a 0° C y tapado
de la luz, durante el tiempo necesario para observar reducciéon o desapariciéon de la amina de
partida. Una vez consumidos los reactivos se agregd agua y se extrajo con AcOEL, la capa organica
se seco con NaxSOy anhidro y se destil6 el disolvente a presion reducida. Se purificd por columna

utilizando como fase estacionatia silicagel y como fase mévil Hex/AcOEt 80:207.

3.3.2 RESULTADOS Y DISCUSION

La sintesis de derivados de 4-fenil-1,3-tiazol-2-carbamatos se realiz6 en dos pasos (Esquema 3.3.1).
En primer lugar se obtuvieron los derivados de 2-amino-4-feniltiazol, donde en un medio acido
ocurre un ataque nucleofilico por parte de la tiourea sobre el atomo de carbono metilénico de la
p-bromoacetofenona y posteriormente se da la ciclaciéon del anillo tiazélico, obteniéndose el

producto deseado por precipitacion®.
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En el segundo paso se obtuvo el derivado de 4-feniltiazol-2-carbamato, donde en presencia de una
base organica (Et:N o DIPEA) el derivado de 2-amino-4-feniltiazol realiza un ataque nucleofilico
sobre el atomo de carbono carbonilico del cloroformiato correspondiente. Las reacciones se
monitorearon por CCF (fase estacionaria: silicagel; fase movil: Hex:AcOEt 8:2) y el producto final

se purificé por cromatografia en columna’.

Para lograr la sintesis de los derivados de la Serie A se considerd partir de diferentes cloroformiatos
aromaticos (color azul en Esquema 3.3.1). Como se aprecia en la Tabla 3.3.1 se obtuvieron muy

bajos porcentajes de rendimiento y unicamente se logré obtener tres de los compuestos de interés.

Br H,N NH, NN N
e
Ac. acético Et;N 6 DIPEA

R 2h o 0C,6h

NH, HN%O OX
. P e
e

R

R=H, X=H

R=Br, X=H

R=Br, X=OCH,
R=NO,, X=H
R=NO,, X=OCH,
R=0OCH;, X=H
R=0OCH,, X=OCH,

NOoO O AWON=

Esquema 3.3.1 Ruta sintética de derivados 4-fenil-1,3-tiazol-2-carbamato

Estos bajos rendimientos en las reacciones a partir de derivados de arilcloroformiatos
probablemente se deban a su baja estabilidad en la mezcla de reaccién, lo que genera menor
cantidad de reactivo disponible para obtener el producto esperado. La baja estabilidad pudo
determinarse en el seguimiento de la reacciéon por CCF, donde se observaba la descomposicion
del cloroformiato con el transcurso del tiempo. A su vez, es importante destacar que los derivados
de 2-amino-4-feniltiazol presentan baja nucleofilia, la cual podria contrarrestarse con un aumento
en la temperatura de reacciéon. En este caso el aumento de la temperatura Gnicamente favorecia a
la descomposicion del cloroformiato de partida y no aumentaba el rendimiento de la reaccién. Se
variaron las condiciones de reaccion, utilizando distintas bases organicas, distintos disolventes de
reaccién y cambios en la temperatura, sin conseguir buenos resultados (Tabla 3.3.1), siendo las

mejores condiciones las especificadas en el Esquema 3.3.1.
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Tabla 3.3.1 Condiciones de reacciéon para la segunda etapa y resultados obtenidos para la sintesis de

derivados de fenil(4-fenil-1,3-tiazol)2-il-carbamatos.

Referencia % Rendimiento Condiciones

1* <15 THF, atmosfera de N, 0 °C, Et;N

2 - DIPEA, CHxClz seco con
atmosfera de N2, 0 °C

3 - Et:N, CH2Clz seco con atmosfera

de Nz, 0 °C

4 - DIPEA, CHxClz seco con
atmosfera de N2, 0 °C

5 4 DIPEA, CHxClz seco con
atmosfera de N2, 0 °C

6 7.5 DIPEA, CHxClz seco con
atmosfera de N2, 0 °C

7 - THF, atmosfera de N, 0 °C, Et;N

*Se observo la presencia del compuesto por RMN pero se detecté contaminacion del mismo por fenol

En la busqueda de mejorar los rendimientos obtenidos se ensayaron nuevas condiciones para
obtener estos derivados. Se realizaron cambios en la ruta de sintesis para evitar la utilizaciéon de
cloroformiatos, debido a su baja estabilidad en las mezclas de reacciéon. En su lugar, la sintesis se
basé en la formacion de un intermediario éster carboxilico de imidazol (Esquema 3.3.2, destacado
en azul) utilizando como reactivos fenol y CDI. Mediante la adicién de una amina, en nuestro
caso los derivados de 2-amino-4-fenil-1,3-tiazol, se romperia el enlace que conecta el imidazol con

el éster, para dar lugar al carbamato de interés (Esquema 3.3.2)%.
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A .
X
°
R=Br, X=OH

N
o s N§< _@\ °>\N/§N /<s
X
s o — NS
Br HZNJLNHZ NS \/’
—_— —_—
Ac. acético THF/TA 2h 8
R

R 2h ¢ 9 R=Br, X=NH,

10 R=NO,, X=NO,

NH,

Esquema 3.3.2 Ruta sintética de derivados 4-feniltiazol-2-arilcarbamato utilizando el intermediario CDI,

en azul se destaca el intermediario éster carboxilico de imidazol.

En los distintos intentos se utilizaron distintos fenoles sin lograr resultados positivos. La causa de
la falta de resultados puede deberse a que las aminas son aromaticas, con la consecuente escasa

nucleofilia. La presencia del intermediario de la reacciéon se determiné por 'H-RMN.
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Debido a los bajos rendimientos se diseflaron nuevos derivados p-feniltiazolcarbamatos, en este
caso los cloroformiatos utilizados son derivados de alquilcloroformiatos (color azul en Esquema

3.3.3), mas estables en la mezcla de reacciéon (Esquema 3.3.3).

o

A~

NH, o

o] HN
N:( )I\ Pl N:<s
cl (¢ ~

S
e
Et;N/0°C/3 h
R

R 11 R= -Br, X= -CH,CH,

12 R= -OCHj; , X= - CH,CH,
13 R= -NO,, X= -CH,CH,

14 R= -Br, X= -CH(CHS),

15 R= -OCHj; , X= -CH(CHs),
16 R= -NO,, X= -CH(CH),

Esquema 3.3.3 Ruta sintética de derivados 4-fenil-1,3-tiazol-2-alquilcarbamato

En este caso se obtuvieron los 4-feniltiazol-2-alquilcarbamatos con rendimiento de reaccién bajos
a moderados (Tabla 3.3.2). Con estos resultados es posible comprobar que la ruta sintética conduce
a la obtencién de un buen nimero de compuestos y que la falta de reaccién en la obtenciéon de los
derivados de arilfeniltiazolcarbamatos se debié probablemente a la baja estabilidad de estos

reactivos en la mezcla de reaccion.

Tabla 3.3.2 Condiciones de reaccién y resultados obtenidos para la sintesis de derivados de 4-fenil-1,3-

tiazol-2-alquilcarbamato

Referencia % Rendimiento Condiciones

11 22 CHxCl; seco, atmosfera de Na,
EtN

12 30 CHxCl; seco, atmosfera de Na,
EtN

13 8 CHxCl; seco, atmosfera de Na,
EtN

14 29 CHxCl; seco, atmosfera de Na,
EtN

15 16 CHxCl; seco, atmosfera de Na,
EtN

16 7 CHxCl; seco, atmosfera de Na,
EtN

Para los derivados que presentaron en la posiciéon R un agrupamiento nitro, derivados 13 y 16, se
obtuvieron los rendimientos mas bajos, esto se debe al caracter atrayente de electrones de dicho
agrupamiento, lo que genera una disminuciéon en la nucleofilia del agrupamiento amino que se

encarga de realizar el ataque nucleofilico para el desarrollo de la reaccién. Respecto al resto de los
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sustituyentes, la presencia de bromo o de un agrupamiento metoxi aumenta considerablemente el
rendimiento de la reacciéon. Esto puede deberse a que el bromo presenta un caracter atrayente de
electrones menor que el agrupamiento nitro, y a que el agrupamiento metoxi presenta caracter

dador de electrones (Tabla 3.3.2).

3.4 SINTESIS DE DERIVADOS DE FENILTIAZOLAMINA (SERIE B)

3.4.1 MATERIALES Y METODOS PARTICULARES

Se disolvié el derivado de 2-bromoacetofenona (0.2 mmol) en 10 mL. de MeOH (o CH;CN,
tolueno, THF) en presencia de KSCN (0.3 mmol) y se dejo agitando por 30 minutos a temperatura
ambiente. A continuacién, a la mezcla anterior se agregd gota a gota la anilina correspondiente (0.2
mmol) disuelta en MeOH. La mezcla se calent6é a reflujo por 8 h bajo agitaciéon constante.
Posteriormente se dejé enfriar hasta llegar a temperatura ambiente obteniéndose un precipitado
que se filtré y se lavo con agua. En caso de no haberse obtenido precipitado, se realiz6 una
extraccion con AcOEt:Agua (3 x 10 mL), la capa organica se secé con NaSO4 anhidro y se destilo
el disolvente a presion reducida. Posteriormente se realiz6 una purificaciéon por columna,
utilizando silicagel y una fase mévil Hex:tAcOEt con la proporcién necesaria que permita la

correcta purificacion del producto de interés™.

3.4.2 RESULTADOS Y DISCUSION

Como alternativa de los derivados arilcarbamatos que no pudieron obtenerse y la necesidad de
sustituyentes aromaticos, se diseflaron estos derivados de 2-amino-4-fenil-1,3-tiazolaromaticos
(Esquema 3.4.1). Los derivados de 2-amino-4-fenil-1,3-tiazol se obtuvieron por una ruta de sintesis
en dos pasos. En el primer paso se forma un intermediario derivado de tiocianato, este
intermediario se consigue a partir de una sustituciéon nucleofilica del atomo de bromo de la p-
bromoacetofenona por el agrupamiento tiocianato. Una vez formado el intermediario no es
necesaria la purificacion del mismo, en la misma mezcla de reaccion se adiciona la amina de interés,
la cual realiza un ataque nucleofilico sobre el tiocianato promoviendo la ciclacién del anillo

tiazolico y la formacion de la p-feniltizolamina de interés (Esquema 3.4.1) .
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21 R=Br X=H
22 R=Br X=CI

23R=H X=H
24R=H X=CI

Esquema 3.4.1 Ruta de sintesis para la obtencién derivados de 2-amino-4-fenil-1,3-tiazol

Los primeros derivados diseniados se obtuvieron con rendimientos moderados (Tabla 3.4.1).
Como se observa en la Tabla 3.4.1 dnicamente los compuestos con un agrupamiento metoxi en
posicion cuatro de la 2-amino-4-fenil-1,3-tiazol no lograron obtenerse. Esto puede deberse a que
el grupo metoxi tiene caracter electron-dador lo que genera una disminucién en la electrofilia del
atomo de carbono metilénico vecino al atomo de bromo en el derivado 4-metoxi-2-

bromoacetofenona.

Tabla 3.4.1 Condiciones de reaccién y resultados obtenidos pata la sintesis de detivados de 2-amino-4-
fenil-1,3-tiazol

Referencia % Rendimiento Condiciones
17 55 MeOH, reflujo
18 44 MeOH, reflujo
19 - MeOH, reflujo
20 - MeOH, reflujo
21 23 MeOH, reflujo
22 47 MeOH, reflujo
23 34 MeOH, reflujo
24 38 MeOH, reflujo

Como la ruta sintética disefiada con los derivados de 2-amino-4-fenil-1,3-tiazol presentd resultados
positivos se opt6 por disenar nuevos derivados de 2-amino-4-fenil-1,3-tiazol. Al variar el derivado
de amina se obtienen derivados de 2-amino-4-feniltiazol que incorporan distintos sustituyentes en
la posicion dos del anillo tiazolico. Con la incorporacion de estas aminas a los derivados se pretende
aumentar la diversidad (Figura 3.4.1) de los posibles inhibidores. Para esto se seleccionaron como
reactivos aminas secundarias en heterociclos, aminas secundarias, aminas primarias asociadas a

anillos aromaticos y aminas aromaticas (Figura 3.4.1). De esta manera se pretendi6 explorar qué
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efecto tiene el cambio del sustituyente en la inhibiciéon de caspasa-3 y as{ conocer cuales son los

requerimientos de la enzima para su inhibicion.

R= H, Br, NO,

HN N HN o)
o U

Aminas secundarias
en heterociclos

Aminas secundarias

Aminas primarias con
aromaticos

SH

H,N Aminas aromaticas

ueeleae

Figura 3.4.1 Nuevos derivados de 2-amino-4-fenil-1,3-tiazol disefiados con diversas aminas como

reactivos.
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Tabla 3.4.2 Condiciones de reaccion y resultados obtenidos para la sintesis de los nuevos detivados de 2-

amino-4-fenil-1,3-tiazol

Ref. % Rendimiento R X Condiciones
25 14 H fenilpiperazina CH;CN, reflujo
26 49 Br fenilpiperazina CH;CN, reflujo
27 22 NO2 fenilpiperazina CH5CN, reflujo
28%* - H metilpiperazina CH:CN, reflujo
29% - Br metilpiperazina CH;CN, reflujo
30%* - NO» metilpiperazina CH:CN, reflujo
31 28 H morfolina CH;CN, reflujo
32 17 Br morfolina CH;CN, reflujo
33 29 NO2 morfolina CH:CN, reflujo
34% - H dietilamina CH;CN, reflujo
35% - Br dietilamina CH:CN, reflujo
36 8 NO2 dietilamina CH;CN, reflujo
37 24 H furfurilamina CH;CN, reflujo
38 26 Br furfurilamina CH;CN, reflujo
39 30 NO; furfurilamina CH;CN, reflujo
40 10 H 4-Cl-bencilamina CH;CN, reflujo
41 24 Br 4-Cl-bencilamina CH;CN, reflujo
42 19 NO; 4-Cl-bencilamina CH;CN, reflujo
43% - H 2-metil-1H- CH;CN, reflujo

imidazolpropanamina

44* - Br 2-metil-1H- CH:CN, reflujo

imidazolpropanamina

45% - NO» 2-metil-1H- CH;CN, reflujo

imidazolpropanamina

46%* - H 4-aminotiofenol CH;CN, reflujo
47% - Br 4-aminotiofenol CH;CN, reflujo
48%* - NO> 4-aminotiofenol CH;CN, reflujo
49% - H difenilamina CH;CN, reflujo
50%* - Br difenilamina CH;CN, reflujo
51* - NO2 difenilamina CH;CN, reflujo
52% - H 2-naftilamina CH:CN, reflujo
53%* - Br 2-naftilamina CH:CN, reflujo
54 10 NO; 2-naftilamina CH;CN, reflujo
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Como se observa en la Tabla 3.4.2 se obtuvieron 14 nuevos detivados de 2-amino-4-fenil-1,3-
tiazol con rendimientos de bajos a moderados. Para los derivados que presentan un asterisco en la
Tabla 3.4.2 se probaron diferentes alternativas para obtenerlos, sin conseguir buenos resultados.
Se utilizaron diferentes disolventes de reacciéon (CH3CN, MeOH, tolueno, EtOH, etc),

obteniéndose los mejores resultados con CH;CN.

Se puede concluir que la ausencia de reaccién para las aminas alifaticas (metilpiperazina, dietilamina
y 2-metil-1H-imidazol-propanamina) se debe a la alta reactividad de las mismas, que no favorece
que se lleve a cabo la reaccién deseada, sino que se obtienen productos secundarios siendo el
producto de interés obtenido con muy bajo rendimiento. Estos productos secundarios podrian ser
consecuencia de reacciones entre la amina y bromoacetona de partida, debido a que no hay un
paso de purificacion del intermediario; a su vez se podrian dar reacciones de N-alquilacién de la
amina secundaria formada con la bromoacetona. Estas reacciones también podrian ocurrir entre
la amina y el intermediario de la reaccion, generando los productos secundarios anteriormente
mencionados. Esto explica el bajo rendimiento observado para el compuesto 36 debido a que en
la reaccién se generaban muchos productos secundarios por la descomposicion del material de
partida, observandose la presencia de multiples compuestos por CCF. Cabe agregar que los
compuestos 34 y 35 pudieron no haberse obtenerse por la naturaleza de su sustituyente en para al
anillo tiazdlico, hidrégeno y bromo, respectivamente. Esto genera que el intermediario sea menos
electrofilico que en el caso del 36, lo que explica la incapacidad de obtener los compuestos de
interés. Para obtener aminas alifaticas que se aproximen a las estructuras propuestas se podria
partir de una bromoacetofenona y tiourea. De esta manera se obtendria el derivado 2-amino-4-
fenil-1,3-tiazol, este derivado podria reaccionar con una acidos carboxilicos alifaticos lo que
generarfa una amida®. Por ultimo se realizarfa la reduccion de la amida a una amina con

POCI;/NaBH,".

Respecto a las aminas primarias asociadas a sustituyentes aromaticos, se obtuvieron derivados con
buenos rendimientos, cuando se utilizé como amina reactiva furfurilamina o 4-cloro-bencilamina
(Tabla 3.4.2), pero al utilizar la amina primaria 2-metil-1H-imidazol-propanamina no fue posible
conseguir el producto de interés. Para esta dltima reaccion se probaron diferentes condiciones sin
poder obtener el compuesto de interés, variando los disolventes (CH3;CN, MeOH, tolueno y THF)
como también temperatura de la reaccidn, con y sin calentamiento a reflujo. Iguales estrategias se

utilizaron para la metilpiperazina como reactivo de partida sin obtener resultados positivos.

Respecto a las aminas aromaticas, la ausencia de reaccion se puede atribuir a la presencia de los

sistemas p7 de los anillos aromaticos que reducen la nucleofilia de la amina, lo que reduce su
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capacidad para realizar un ataque nucleofilico sobre el intermediario de la reacciéon. Como se
observa en la Tabla 3.4.2 unicamente se obtuvo el compuesto 54 con muy bajo rendimiento; la
posibilidad de obtener el compuesto de interés se puede atribuir al caracter electron atrayente del
grupo nitro como sustituyente en para. Para la obtencion del resto de los compuestos se utilizaron
diferentes condiciones, cambiando el disolvente, la temperatura y el tiempo de reaccién, pero
debido seguramente a la baja nucleofilia de estas aminas no fue posible conseguir los compuestos

de interés.

3.5 SINTESIS DE DERIVADOS DE NAFTILTIAZOLAMINA (SERIE C)

3.5.1 MATERIALES Y METODOS PARTICULARES

Se disolvi6 el derivado de 2-bromoacetonaftona (0.2 mmol) en 10 mL de CH5;CN en presencia de
KSCN (0.3 mmol) y se dejé agitando por 30 min a temperatura ambiente. A continuacion, a la
mezcla anterior se agreg6 gota a gota la anilina correspondiente (0.2 mmol) disuelta en CH;CN.
La mezcla se calenté a reflujo por 12 h bajo agitaciéon constante. Posteriormente se dejé enfriar
hasta llegar a temperatura ambiente y se realizé una extracciéon con AcOEt:Agua (3 x 10 mL), la
capa organica se secO con NaSO, anhidro y se destilé el disolvente a presién reducida.
Posteriormente se realiz6 una purificaciéon por columna, utilizando silicagel y una fase movil

Hex:AcOEct con la propotcion necesatia para la correcta purificacion del producto de interés®2.

5.5.1 RESULTADOS Y DISCUSION

Los derivados de 2-amino-4-naftil-1,3-tiazol se obtuvieron por una sintesis en dos pasos. En el
primer paso se forma un intermediario derivado de tiocianato, de forma analoga a la obtencién de
los derivados de 2-amino-4-fenil-1,3-tiazol, este intermediario se obtiene a partir de una sustitucion
nucleofilica del &tomo de bromo de la bromoacetonaftona por el agrupamiento tiocianato en forma
similar a lo descrito en el punto anterior. Una vez formado el intermediario no es necesaria la
purificaciéon del mismo, en la misma mezcla de reaccién se adiciona la amina de interés, la cual
realiza un ataque nucleofilico sobre el tiocianato promoviendo la ciclacién del anillo tiazdlico y la

formacion de la naftiltiazolamina de interés (Esquema 3.5.1).
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55 Y= Fenilpiperazina
56 Y= Morfolina

57 Y= Furfurilamina

58 Y= 4-Cl-bencilamina

Esquema 3.5.1 Ruta de sintesis para la obtencion de derivados de 2-amino-4-naftil-1,3-tiazol

Teniendo en cuenta la experiencia en la sintesis de los derivados de 2-amino-4-fenil-1,3-tiazol,
principalmente la reactividad de las aminas de partida, como también la disminucién en la
reactividad de las bromoacetonaftona de partida debido al anillo naftilo que deslocaliza la carga en
mayor medida, Gnicamente se seleccionaron las aminas con las que se obtuvieron resultados

positivos en la sintesis mencionada anteriormente (Tabla 3.4.1).

Tabla 3.5.1 Condiciones de reaccién y resultados obtenidos para la sintesis de los nuevos derivados de
2-amino-4-naftil-1,3-tiazol

Referencia X % Rendimiento Condiciones
55 Fenilpiperazina 3 CH5CN, reflujo
56 Morfolina 12 CH5CN, reflujo
57 Furfurilamina 18 CH5CN, reflujo
58 4-Cl-bencilamina 7 CH5CN, reflujo

En este caso se obtuvieron rendimientos muy bajos (Tabla 3.5.1), con tiempos de reaccioén que
rondan las 12 h de calentamiento, debido a que luego de este tiempo no existe un aumento en el

avance de la reaccién.

Estos bajos rendimientos se pueden atribuir a la naturaleza de los reactivos de partida,
principalmente a la bromoacetonaftona, la cual es menos reactiva que la bromoacetofenona y
genera un intermediario menos electrofilico, lo que genera una disminucién considerable en el
rendimiento de la reacciéon si comparamos los rendimientos utilizando las mismas aminas, pero

con la bromoactofenona como reactivo de partida (Tabla 3.4.1 y 3.5.1).

3.6 SINTESIS DE DERIVADOS DE FENILTIAZOLETER (SERIE D)

3.6.1 MATERIALES Y METODOS PARTICULARES

Se disolvié el derivado de 2-bromoacetofenona seleccionada (0.5 mmol) en el alcohol

correspondiente (0.16 mol) en presencia de KSCN (0.8 mmol). Se dej6 agitando por 30 min a
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temperatura ambiente hasta observar desaparicion de la 2-bromoacetofena en la CCF.
Posteriormente se calenté la mezcla de reacciéon a reflujo hasta observar desapariciéon del
intermediario de reaccion en la CCF. La mezcla de reaccion se dejo llegar a temperatura ambiente,
si se observaba precipitacién del producto de interés se realizaba su filtracién a vacio, si no habia
precipitacion se procedia a realizar una extracciéon con AcOEt:Agua (3x10 ml). Antes de la
extraccion fue necesario destilar el alcohol a presion reducida para evitar emulsiones en la
extraccion. La capa organica se secd con Na,SO, anhidro. Luego se realizé una purificacion en
columna utilizando silicagel como fase estacionaria y una mezcla de Hex:AcOEt como fase mévil

con las proporciones requeridas para una buena separacion del producto de interés.

3.6.1 RESULTADOS Y DISCUSION

Los derivados de 4-fenil-1,3-tiazol-2-éter se obtuvieron por una sintesis en dos pasos. En el primer
paso se forma un intermediario derivado de tiocianato, de forma andloga a la obtencién de
derivados de 4-fenil-1,3-tiazol-2-amina, este intermediario se obtiene a partir de una sustitucion
nucleofilica del atomo de bromo de la bromoacetonaftona por el agrupamiento tiocianato. Una
vez formado el intermediario no es necesaria la purificacion del mismo, la mezcla de reaccion se
somete a calentamiento a reflujo para que se complete la reaccién. Esto se debe a que en este caso
el reactivo nucleofilico es un alcohol que ademas cumple el rol de disolvente de la reaccion. El
alcohol realiza un ataque nucleofilico sobre el tiocianato promoviendo la ciclacién del anillo

tiazolico y la formacion del feniltiazoléter de interés (Esquema 3.6.1).
X
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TA R
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59 R=NO, X=CH,
60 R=NO, X=CH,CH,
61 R=NO, X=CH(CH.),
62 R=NO, X=(CH,);CH,
63 R=Br X=CH,

64 R=Br X=CH,CH,
65 R=Br X=CH(CH,),
66 R=Br X=(CH,);CH;

Esquema 3.6.1 Ruta de sintesis para la obtencion de derivados de 4-fenil-1,3-tiazol-2-éter
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Tabla 3.6.1 Condiciones de reaccién y resultados obtenidos para la sintesis de los nuevos derivados de
4-fenil-1,3-tlazol-2-éteres

Referencia R/X % Rendimiento Condiciones
59 NO,/CH3 64 MeOH, reflujo
60 NO,/ CH,CHj3 34 EtOH, reflujo
61 NO,/ CHCH;CHj; 22 Isopropanol, reflujo
62 NO,/ CH,CH,CH>CHj3 25 BuOH, reflujo
63 Br/CH; 18 MeOH, reflujo
64 Br/ CH,CHj3 11 EtOH, reflujo
65 Br/ CHCH;3CHs 7 Isopropanol, reflujo
66 Br/ CH,CH,CH,CHj; 3 BuOH, reflujo

En esta serie de compuestos, el cambio de sustituyente en posicion para al anillo tiazélico generd
cambios en los rendimientos de reaccién. Como se evidencia en la Tabla 3.6.1 la presencia de un
atomo de bromo en dicha posicién genera una reduccién importante en el. Esto puede deberse a
que la presencia de un atomo de bromo presenta un efecto atrayente de electrones menor que el
presentado por el agrupamiento nitro, lo que genera una disminuciéon en la electrofilia del

intermediario de la reaccion.

Es importante destacar que se habia propuesto la sintesis de compuestos que presentaran
agrupamientos aromaticos como sustituyentes del tiazol, al igual que lo realizado en la sintesis de
los derivados de 2-amino-4-feniltiazol. Se prob¢ esta sintesis teniendo como reactivo al alcohol
bencilico, que ademas de actuar como reactivo era el disolvente de la reaccién y se encontraba en
un gran exceso. Esta caracteristica de la reacciéon no permitia seguir el desarrollo de la misma por
CCF debido a que lo unico que se lograba evidenciar era la presencia del alcohol en exceso. Por

esta razon no se procedié con la obtencion de estos derivados.

Se ha encontrado en bibliografia que una alternativa a esta metodologia se basa en utilizar solventes

8 Si esta nueva alternativa a

i6nicos que promueven el ataque nucleofilico por el alcohol bencilico
la reaccion no diera resultados positivos, podria realizarse la reaccién con alcohol bencilico como
reactivo pero se incluiria su seguimiento mediante otra metodologia, como por ejemplo, el método
cromatografico HPLC; para esto serfa necesario determinar los tiempos de retenciéon de los

distintos reactivos utilizados para asf identificar si se forma un nuevo producto.
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4. ACTIVIDAD DE CASPASA-3Y -7 Y ENSAYO
PRELIMINAR DE INHIBICION

4.1 GENERALIDADES

Cuando se busca conocer la capacidad inhibitoria de un nuevo compuesto en un blanco
enzimatico, es necesario contar con un método que permita medir la velocidad de la reaccion
catalizada por la enzima y tener ésta caracterizada al menos parcialmente. En esta Tesis se tiene
como blanco enzimatico principal a la enzima caspasa-3, debido a sus implicancias en la EA, antes
mencionadas en la introduccién. Por otra parte, como se pretende que la inhibicién sea selectiva
frente a caspasa-3 y teniendo en cuenta la amplia similitud dentro de la familia caspasa, se toma

como blanco secundario a la enzima caspasa-7 por tener mayor similitud y homologfa con caspasa-

3.

En esta seccion se describen los procedimientos y resultados de las actividades llevadas a cabo con
el fin de realizar los ensayos de actividad enzimatica de caspasa-3 y -7. En primer lugar se explica
cémo se obtuvieron las enzimas recombinantes caspasa-3 y -7; es importante destacar que esta
actividad no forma parte de los objetivos de la presente Tesis y fue llevada a cabo por el grupo de
la Dra. Ileana Corbo del Laboratorio de Investigacion y Desarrollo de Moléculas Bioactivas del
Polo de Desarrollo Universitario de Paysandu, gracias a la colaboraciéon entre nuestros grupos de
trabajo, en el marco de dos proyectos CSIC I+D de los cuales la Dra. Alicia Merlino fue
responsable. Posteriormente se describe la estimaciéon de la concentraciéon de caspasa y la
determinacién de paramétros cinéticos (kcat, Km y Vmax). A su vez se describen los ensayos de
actividad de caspasa necesarios tanto para la caracterizacion de caspasa como para los ensayos de

inhibicién de la actividad.

4.2 OBTENCION Y CARACTERIZACION DE CASPASA-3Y -7

4.2.1 MATERIALES Y METODOS
4.2.1.1 OBTENCION DE ENZIMAS RECOMBINANTES

Las caspasas -3 y -7 humanas se obtuvieron de forma recombinante. Para esto se utilizaron los
plasmidos pET23b-casp3-His y pET23b-casp7-His, respectivamente, que fueron adquiridos
comercialmente del repositorio Addgene (www.addgene.org). Para expresarlos, se transformé la
cepa de E. /i BL21(DE3)pLys mediante el método de shock térmico. Se utilizé esta cepa debido
a que tiene minima expresion basal, dado que las caspasas son toxicas para E. co/z. Posteriormente

se selecciono una colonia para la expresion de estas enzimas mediante la inducciéon con IPTG. La
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fraccion soluble que contenia las enzimas se obtuvo mediante sonicado y centrifugacion, luego se
realizé la purificacion mediante cromatografia de afinidad con niquel, en un equipo Akta Start
(GE). Para la elucién de las enzimas se realiz6 un gradiente de imidazol de 0 a 250 mM. Las
fracciones de la purificaciéon se analizaron midiendo absorbancia a 280 nm y realizando
electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE. Mediante este procedimiento se obtuvo el zimégeno
inactivo; luego de 4 h se obtuvo la enzima activa ya que las subunidades se autoprocesan y
ensamblan espontineamente. Las enzimas recombinantes se alicuotaron en el amortiguador de

elucion de la cromatografia y se almacenaron en freezer a -80 °C en presencia de imidazol®’.

4.2.1.2 ESTIMACION DE LA CONCENTRACION

Para estimar la concentraciéon de enzima en el stock obtenido de la produccién recombinante de
caspasa-3 y caspasa-7 se realiz6 un espectro de absorbancia en amortiguador Tris-HCl 50 mM pH
8, NaCl 100 mM, imidazol 200 mM. Aplicando la Ley de Lambert-Beer con el maximo de
absorbancia a 280 nm y el valor del coeficiente de extinciéon molar de cada enzima (obtenido a

partir de la secuencia primaria con el programa Expasy)® se obtuvo el valor de la concentracion
segun:

Abs = C b &4 Ecuacion 1

Donde C es la concentracion, b es el paso optico (1 cm) y €280 el coeficiente de extinciéon molar

de la enzima.

Es importante destacar que para el calcular el valor de €280 para ambas enzimas no se tuvo en

cuenta la cola de histidina debido a que su contribucién a la absorbancia se considera despreciable.

4.2.1.3 ENSAYO DE ACTIVIDAD ENZIMATICA

La velocidad inicial de la reaccion catalizada enzimaticamente se determiné utilizando una solucién
amortiguadora de actividad constituida por pipes 20 mM, pH 7.2, chaps 0.1 %, NaCl 100 mM,
EDTA 1 mM, sacarosa 10 % y DTT 10 mM®". El ensayo se realiz6 en microplacas de 96 pocillos
negras para medir fluorescencia, utilizando un volumen final de 200 pL. Se incub6 la enzima por
15 minutos a 37 °C en la solucién amortiguadora para su activacion (esto asegura la reduccion de
residuos de Cys esenciales para la actividad catalitica), a continuacién también se realizé una
incubacién de una hora para igualar las condiciones a los ensayos en presencia de inhibidores.
Posteriormente se agregé el sustrato de caspasa. El sustrato utilizado fue el péptido artificial
fluorogénico  N-acetil-L-a-aspartil-L-a-glutamil-L-a-valil-L-a-aspartil-7-amino-4-metilcumarina

(Ac-DEVD-AMC)¥, a una concentracion final de 6.6 uM, obtenida a partir de una dilucién del
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stock en DMSO a 3 mM. Se midi6 la aparicién del producto de hidrélisis fluorescente 7-amino-
4-metilcumarina (AMC) (Aexcitacion = 380 nm y Aemision = 440 nm) en funcién del tiempo, a 37
°C. Las determinaciones de fluorescencia se realizaron en un lector de placas Thermo Varioskan
Flash ubicado en el Laboratorio de Fisicoquimica Biologica de la Facultad de Ciencias. Por tanto,
la velocidad de la reaccién catalizada enzimaticamente se determiné registrando la variacién de

emision de fluorescencia a 440 nm en funcién del tiempo.

4.2.1.4 OBTENCION DE LA CONCENTRACION DE ENZIMA OPTIMA DE TRABAJO

Se realizaron ensayos de actividad enzimatica a distintas concentraciones de enzima. Se probaron
las concentraciones 11, 21, 28, 32, 42 y 53 nM, manteniendo la concentracioén de sustrato fija en

6.6 uM. Este ensayo se realizé por triplicado para cada concentracién de enzima

4.2.1.5 DETERMINACION DE KM Y VMAX

El valor de los parametros Km y Vmax se calcul6 evaluando la actividad de la enzima a distintas
concentraciones de sustrato Ac-DEVD-AMC: 2.5; 5; 10; 25; 50 y 100 uM. Se realiz6 el ensayo de
actividad de la misma manera que descrito anteriormente. A su vez se realizé una curva de
calibraciéon con el producto de la reacciéon enzimatica catalizada por caspasa-3 y -7, la AMC, para
calcular el valor de la velocidad de la reaccién y asi poder obtener los valores de Km y Vmax segin

la ecuacién de Michaelis-Menten (Ecuacion 2). A su vez, a partir de la Vmax se puede calcular el

valor de Acat, pues Vmax = Acat [Exl.

4.2.2 RESULTADOS Y DISCUSION

La caspasa-3 y la caspasa-7 recombinante humana se expresaron en E. ¢/ siguiendo el
procedimiento explicado en materiales y métodos. Para corroborar la presencia de las enzimas
luego de la produccién recombinante se realizé electroforesis desnaturalizante SDS-PAGE. Esto
permitié conocer el peso molecular de lo obtenido en las fracciones de la columna de afinidad e
identificar aquellas fracciones donde se obtuvieron pesos moleculares similares al correspondiente
a las subunidades grandes y pequenas de estas enzimas. En la Figura 4.2.1 se muestran los geles
para las fracciones luego de la columna de afinidad de la produccién de caspasa-3 recombinante
(Figura 4.2.1 A) y de caspasa-7 recombinante (Figura 4.2.1 B). En el gel correspondiente a caspasa-
3 (Figura 4.2.1 A) también se sembrd la fraccion soluble de proteinas de E. /i (FS) con la cual se

cargd la columna de afinidad.
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Figura 4.2.1 Geles de electroforesis SDS-PAGE de A) caspasa-3, p17 corresponde a la cadena pesada y ’
p12 a la cadena liviana de caspasa-3, y B) caspasa-7, p21 corresponde a la cadena pesada y p13 a la cadena
liviana de caspasa-7. MP (Marcador de peso molecular), FS (fraccién soluble de proteinas de E. co/i
corresponde a la carga de la columna de afinidad) FX (donde X corresponde al numero de fraccién luego
de realizada la columna de afinidada).

Mediante el gel de electroforesis SDS-PAGE se determiné la presencia de proteinas con el peso

molecular esperado para las subunidades de caspasa-3 (Figura 4.2.1 A) y de caspasa-7 (Figura 4.2.1
B).

Luego de obtener las enzimas es necesario conocer la concentraciéon de éstas para asi saber la
concentracion a utilizar en el ensayo de actividad enzimatica. En este caso se realizé un estimado
de la concentracién a partir de la absorbancia a 280 nm. Para esto se realizé un espectro de

absorciéon UV-Vis de los preparados de caspasa. (Figura 4.2.2).
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Figura 4.2.2 Espectros UV-Vis de A) caspasa-3, y B) caspasa-7. Los espectros se obtuvieron en el
amortiguador de elucién de la columna (Tris-HCl 50 mM pH 8, NaCl 100 mM y 200 mM imidazol) sin

realizar diluciones de las enzimas.

La concentracion del preparado de caspasa-3 ensayado fue de 12 uM (g280= 51800 M cm

mientras que caspasa-7 presentd una concentracion de 47 uM (€280= 45840 M ' em™).

Estos valores son estimaciones, pues ambos preparados presentaron una contribuciéon a la
absorbancia a todas las longitudes de onda, que sugiere la presencia de agregados enzimaticos. No
obstante, a fines de estimar la concentracion, se asume que ambas caspasas se encuentran 100 %
puras y activas. Es importante destacar que, debido al tipo de inhibidores en estudio, los cuales
serfan inhibidores competitivos clasicos, no es necesario conocer la concentracion exacta de
enzima, a fines de determinar el tipo de inhibidor e inhibicién. Si fuese necesario calcular la
concentracion exacta de la enzima podria determinarse realizando su titulaciéon con un inhibidor

covalente de alta afinidad.

Corresponde mencionar también que, si bien en el caso de la caspasa-7 la absorbancia a 280 nm
presentaba un valor mayor que 2, el equipo Cary 50 utilizado tiene muy buena 6ptica y permite en
general medir absorbancias altas. Teniendo en cuenta ademas que el espectro tiene una forma
similar al de la caspasa-3 y que se podian introducir variaciones en el estado de agregacion en caso

de realizarse diluciones, se opté por utilizar este espectro para estimar la concentracion.

Adicionalmente, se evalio cémo varia la velocidad inicial de la reaccién catalizada por caspasa-3 al
aumentar la concentracién de enzima, para as{ determinar la concentracion éptima a utilizar en el
ensayo de inhibicién enzimatica. Se utiliz6 una concentraciéon fija de sustrato especifico, Ac-

DEVD-AMC, igual 6.6 uM que, en principio, se encontraria por debajo de su Km el cual serfa 10
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uM segun la literatura®. La eleccién de una concentracién de sustrato menor que Km se justifica
por la utilizacién posterior del ensayo de actividad en la determinacién de la actividad inhibitoria.
De tener los inhibidores caricter competitivo, su efecto se detectarfa mejor en condiciones de
concentracion de sustrato menor a Km. Se evalué la velocidad de la reaccién a las siguientes

concentraciones, 11, 21, 28, 32, 42 y 53 nM.
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Figura 4.2.3 Cursos temporales de la actividad de caspasa-3 a distintas concentraciones de enzima (11, 21,

28, 32, 42 y 53 nM) y concentracién fija (6.6 uM) de sustrato Ac-DEVD-AMC. (RFU, del inglés Relative

Fluorescence Units).
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Como se muestra en la Figura 4.2.3 los cursos temporales con concentraciones de caspasa-3
mayores a 28 nM comienzan a curvarse a partir de 400 s, y el sistema deja de estar en condiciones
de velocidad inicial. Debido a estos resultados se seleccioné una concentraciéon de enzima igual a

28 nM para realizar los ensayos de inhibicién de la actividad enzimatica.

A partir de los valores de velocidad inicial obtenidos de los cursos temporales mostrados en la
Figura 4.2.3, se realiz6 un grafico de velocidad inicial en funcién de la concentracién de enzima
(Figura 4.2.4). Como es de esperar a partir de la ecuacién de Michaelis y Menten, la velocidad inicial
aumento linealmente con la concentracion de enzima. Ademas, se puede concluir que, en ausencia
de enzima, la velocidad era practicamente cero, lo cual pone en evidencia la ausencia de hidrolisis

espontanea del sustrato.
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0.0008
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0.0004
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Figura 4.2.4 Grafico de velocidad inicial en funcién de la concentracién de caspasa-3. Los puntos

corresponden al promedio de los triplicados realizados con su correspondiente desviacién estindar.

Determinacion de Kmy Acat

La constante de Michaelis-Menten (Km) esta definida como la concentracién de sustrato donde la
velocidad de la enzima corresponde a la mitad de la velocidad maxima®. Siempre es necesario
conocer el valor de Km cuando se comienza a trabajar con una nueva enzima. En este trabajo la
importancia de calcular su valor radica en que se van a realizar ensayos de inhibicion de la actividad

enzimatica por parte de inhibidores potencialmente competitivos. Si se trabaja a concentraciones

48



de sustrato superiores a la Km no va a ser posible detectar si los compuestos son capaces de inhibir
la actividad enzimatica. Para determinar el valor de Km es necesario realizar experimentos en los

que se mide la velocidad en presencia de concentraciones crecientes de sustrato. Este tipo de
experimentos permite también calcular la Vmax, la cual se relaciona con la k¢ 0 nimero de
recambio pues Vmax = Acat [E]r.

Se realizé la determinaciéon de Km tanto para caspasa-3 como para caspasa-7. Para esto se
determiné la velocidad catalizada enzimaticamente con distintas concentraciones del sustrato
especifico Ac-DEVD-AMC (2.5; 5.0; 10; 25; 50 y 100 uM), a una concentracion fija de enzima de
28 nM. Para poder relacionar el valor de intensidad de fluorescencia con la concentracion de

producto formado y asi determinar el valor de la velocidad, se realiz6 una curva de calibracién con

soluciones de AMC de concentracion conocida. (Figura 4.2.6).

250

200 +

150

RFU

100

50

[AMC] uM

Figura 4.2.6 Curva de calibracién con AMC. Se obtiene una ecuacion de la recta igual a RFU = 40.4 [AMC]
— 1.28. Se realiz6 en el mismo amortiguador que el utilizado en los ensayos de actividad. (RFU: del inglés Relative
Fluorescence Units; AMC: 7-amino-4-metilcumarina.

A partir de la evaluacion de la cinética a distintas concentraciones de sustrato y la curva de
calibracion de AMC, producto de la reaccién, es posible determinar la velocidad de la enzima a

cada concentracion de sustrato (Figura 4.2.6).
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Figura 4.2.6 Grafico de velocidad de produccién de AMC en funcién de la concentracién de sustrato de
caspasa-3.

En la Figura 4.2.6 se muestra que la cinética de la enzima se ajusta a la cinética de Michaelis-Menten

segun la ecuacion:

Vmax [S]
V0 = ————— Ecuacion 2

Km + [S]
Donde Km es la constante de Michaelis-Menten, Vmax la velocidad maxima de la enzima y [§] la

concentracion del sustrato. Del ajuste a esta ecuaciéon con el programa Origin 8.5 se obtuvo un

valor de Km de 10 + 2 uM y de Vmax de 0.0028 + 0.0002 uM s'. Considerando que Vmax = £cat

[E]r vy que la concentracién de enzima era 28 nM, se calculé un valor de Acat igual a 0.100 = 0.007

Sil.

Para confirmar los valores de Km y Vmax y verificar la ausencia de desviaciones a la cinética
michaelianas, se realiz6 la linealizaciéon de Hanes-Woolf (Figura 4.2.7). A partir de la ecuaciéon de
la recta ([Ac-DEVD-AMC]/v = 1/Vmax [Ac-DEVD-AMC] + Km/Vmax), es posible obtener el

valor de los parametros. Se obtuvo un valor de Km igual a 6 £ 4 uM, una Vmax de 0.0026 £
0.0009 uMs" y un valor para £t igual 2 0.09 = 0.03 s™. Estos resultados son comparables a los

obtenidos por el ajuste directo a la ecuacion de Michaelis y Menten. Ademas, del hecho que el
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grafico sea lineal, se descarta la presencia de cooperatividad u otro tipo de desviaciones al

comportamiento michaeliano.

Los valores de Km y Vmax obtenidos son comparables a los valores de literatura debido a que el

valor reportado para Km es de 10 uM mientras que para k.. los valores varfan, encontrandose
valores de 0.75 2 9.1 s en bibliografia®’"”>. Una razén de las diferencias en £ca¢ puede radicar en

la estimacion de la concentracién de enzima, que en nuestro caso se basé en una medida de

absorbancia a 280 nm, mientras que en los casos reportados no se especifico el método de medida.
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Figura 4.2.7 Grafico de Hanes-Woolf para calcular el valor de Km. Se obtuvo una ecuacién de la recta

igual a ([Ac-DEVD-AMC] /v = 388 [Ac-DEVD-AMC] + 2443

Se realizé el mismo analisis para el calculo de los parametros cinéticos de la enzima caspasa-7,
utilizando los mismos valores de concentracion de sustrato y la misma solucién amortiguadora

(Figura 4.2.8).
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Figura 4.2.8 Grafico de velocidad de produccién de AMC en funcién de la concentracién de sustrato de

caspasa-7/.

A partir del ajuste a la mejor hipérbola se obtienen los valores de Km y Vmax para caspasa-7. Los
valores para Km y para Vmax a partir del ajuste fueron 32 = 6 uM y 0.015 + 0.001 uM s”,

respectivamente. En este caso también se utilizé una concentracion de enzima igual a 28 nM, por

tanto, el valor de £car fue igual a 0.530 + 0.004 s™.

También se realiz6 el grafico de Hanes—Woolf (Figura 4.2.9) para el calculo de Km, 31 £ 9 uM, y

Vmax, 0.014 £ 0.002 uMs™. A su vez el valor de ¢, fue igual a 0.50 £ 0.07 st

Los valores obtenidos para Km y £cac con ambos ajustes pueden ser comparados con los valores

193

reportados que presentan valores de Km = 15 uM y £cat = 5.5 8
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Figura 4.2.9 Grafico de Hanes-Woolf para calcular el valor de Km. Se obtuvo una ecuacién de la recta

igual a ([Ac-DEVD-AMC]/v = 71 [Ac-DEVD-AMC] + 2238

4.3 ENSAYO PRELIMINAR DE LA INHIBICION DE LA ACTIVIDAD DE CASPASA

4.3.1 MATERIALES Y METODOS

Los ensayos preliminares de inhibicién a una concentraciéon de derivado de 100 uM se realizaron
en microplacas de 96 pocillos negras para medir fluorescencia. Se incubé la enzima (28 nM) en la
solucién amortiguadora para medir actividad (pipes 20 mM pH 7.2, chaps 0.1 %, NaCl 100 mM,
EDTA 1 mM, sacarosa 10 % y DTT 10 mM) por 15 minutos a 37 °C, para activar la enzima. Como
se explicé anteriormente esta etapa es necesaria para la reducciéon de los residuos de Cys que
aseguran la actividad de la enzima. Posteriormente se agregaron los derivados y se dej6 incubando
a 37 °C por 1 h. Luego de la incubacién se agregd el sustrato de caspasa-3 y -7 fluorogénico Ac-
DEVD-AMC y se realizaron las mediciones de fluorescencia como descrito en la seccién previa.
A partir de los cursos temporales se determinaron las pendientes iniciales y se obtuvieron los
porcentajes de inhibicién de acuerdo con la ecuacién 3, donde pINH es la pendiente del grafico
RFU vs tiempo del ensayo en presencia de inhibidor y pCASP es la pendiente en ausencia de

inhibidor.

%inh = 100 — * 100 Ecuacién 3
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El error se estimé como:

std pINH 100 Ecuacion 4
= — % cuacion
error CASP

Donde std pINH es la desviacion estandar del pINH

La cantidad final de DMSO en el ensayo, proveniente de las soluciones de los derivados y del

sustrato de caspasa-3, era del 1 % y era siempre asi en todas las determinaciones.

En este ensayo se incluyeron dos controles, uno donde solo se adicioné la enzima, DMSO y
sustrato, y se omiteron los posibles inhibidores, y otro control positivo de actividad inhibitoria
donde se incluyeron ademas de la enzima, DMSO y sustrato, el inhibidor covalente selectivo de
caspasa-3 y -7 N-acetil-L-a-aspartil-L-a-glutamil-L-a-valil-L-a-aspartil-7-aldehido (Ac-DEVD-
Cho).

4.3.2 RESULTADOS Y DISCUSION

Como primera aproximacion a la posibilidad de inhibicién de los compuestos propuestos se estimo

el potencial inhibitorio de éstos a una concentracion fija de 100 uM.
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Figura 4.3.1 Valores preliminates de inhibicion de la actividad de caspasa-3 de los derivados 4-fenil-1,3-
tiazol-2-carbamatos obtenidos. Los potcentajes de inhibicion se obtuvieron del ensayo por triplicado y se

calcularon seguin se indica en materiales y métodos.



Al igual que al evaluar la actividad de caspasa-3 a distintas concentraciones de enzima y sustrato,
en el ensayo fue necesaria una etapa de activaciéon de la enzima en la solucién amortiguadora de
actividad por 15 minutos a 37 °C. Posteriormente se agregaron los derivados a evaluar y se
incubaron con la enzima por 1 h a 37 °C. Una vez transcurrido el periodo de incubacién se agregd

el sustrato Ac-DEVD-AMC y se midi6 el curso temporal de la emision de fluorescencia a 440 nm.

Como se observa en la Figura 4.3.1, ninguno de los derivados de 4-fenil-1,3-tiazol-2-carbamato
obtenidos fueron capaces de inhibir de forma considerable la actividad de caspasa-3 en los ensayos

preliminares.
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Figura 4.3.2 Valores preliminares de inhibicién de la actividad de caspasa-3 de los compuestos obtenidos.

Los porcentajes de inhibicién se obtuvieron del ensayo por triplicado y se calcularon segin se indica en

materiales y métodos.
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Respecto a los derivados de 2-amino-4-fenil-1,3-tiazol y 4-fenil-1,3-tiazol-2-éter, se obtuvieron
cuatro compuestos promisorios como posibles inhibidores de la actividad de caspasa-3 (Figura
4.3.2). Los compuestos 17, 18, 38 y 59 presentaron porcentajes de inhibicion a concentraciones de
100 uM superiores al 50 %. En base a estos resultados se siguié con dichos compuestos en los

analisis preclinicos planteados.

La evaluacién de la inhibicién de caspasa por parte de estos compuestos se vuelve a abordar en el
Capitulo 8, donde en el contexto del estudio de los posibles mecanismos de inhibicién de los
compuestos seleccionados, se vuelve a examinar la actividad inhibitoria. También se analiza la
posible interferencia en la fluorescencia de los compuestos que presentaron mejores perfiles
inhibitorios en el presente capitulo, asi como la posible variabilidad en los resultados debido a

problemas de solubilidad.
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5. EVALUACION PRECLINICA

En la busqueda de nuevas moléculas como posibles farmacos, no sélo es importante que la
molécula sea activa en el blanco terapéutico seleccionado, sino que también es de crucial
importancia que presente buena biodisponibilidad en el organismo, lo que implica que llegue al
sitio de accion, donde se encuentra su blanco terapéutico, en su forma activa, para poder cumplir
su rol. Asimismo la mutagénesis y genotdxicidad de las nuevas moléculas es un factor determinante
para el desarrollo de nuevos farmacos, debido a que una molécula puede ser activa y tener una
buena biodisponibilidad pero si presenta una toxicidad elevada, no sera eficaz como farmaco y no

se seguira trabajando en su desarrollo™.

Con el afan de reducir el uso de animales en las evaluaciones preclinicas se han desarrollado
diversas técnicas 7z vitro que permiten obtener datos relevantes antes de realizar ensayos 7 vivo.
Con las técnicas 7 vitro es posible descartar compuestos que podrian ser téxicos o no efectivos en
el momento de evaluarlos en un organismo vivo. Existen una diversidad de ensayos 7z vitro que
permiten determinar si existe metabolizaciéon de las moléculas por enzimas hepaticas, si los
compuestos son mutagénicos, o si son capaces de traspasar barreras, como la barrera

hematoencefalica (BHE) y la piel, entre otros.

En base a lo anterior, en la presente Tesis se realizé una evaluacion preclinica de los compuestos
seleccionados con valores de porcentaje de inhibicién preliminares cercanos al 40 % (17, 18, 27,
38, 39 y 59) en caspasa-3. También se evalud el comportamiento del compuesto 37 que presentd
un porcentaje de inhibicién preliminar superior a 20 % para comparar los resultados con los de
sus analogos 38 y 39. Con esta evaluacion se espera establecer si los compuestos cumplen con
ciertos requisitos para continuar con una eventual evaluacion 7z vivo. Se pretende determinar si los
compuestos generan metabolitos 7z vitro, si son potencialmente capaces de cruzar la BHE vy asi
llegar al sitio de interaccioén con su blanco terapéutico, y por altimo conocer silos compuestos son
mutagénicos utilizando cepas de Salmonella typhimurim modificada genéticamente. Una vez
concluidos estos ensayos, se conocerfa un poco mas de la biodisponibilidad y toxicidad de los
compuestos seleccionados, lo que permitirfa determinar si son candidatos para posteriores ensayos

m vivo.
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5.1 EVALUACION DE CITOTOXICIDAD EN LINEA CELULAR HT?22
5.1.1 GENERALIDADES

Para determinar la viabilidad de los compuestos disefiados como posibles farmacos es necesario
determinar la seguridad de estos para ser utilizados en un ser vivo. En esta Tesis de Doctorado en
primera instancia se estudié la citotoxicidad de estos en una linea celular, especificamente la linea
celular de hipocampo de ratén (HT22), seleccionada debido a la locacion del blanco terapéutico

seleccionado.

Para determinar la citotoxicidad de un compuesto pueden realizarse diversos ensayos donde se
determine la supervivencia o proliferacion de células mamiferas. Entre estos métodos se
encuentran: conteo de células que incluyen o excluyen a un pigmento; medidas de la liberacién de
proteina marcada con *'Cr luego de la lisis celular; y medidas de la incorporacion de nucle6tidos
radiactivos durante la proliferacion celular. El analisis de este tipo de ensayos requiere de conteo

de células o medidas que requieren de mucho tiempo de analisis .

Debido a las dificultades de los métodos antes mencionados, en esta Tesis se realiz6 un ensayo
colorimétrico utilizando la sal de tetrazolio bromuro de 3-(4.5-dimetiltizol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT). Mediante este ensayo es posible detectar tnicamente células viables. Se
lleva a cabo en una microplaca de 96 pocillos, lo que permite una facil lectura de los resultados
utilizando un lector espectrofotométrico de placas para escaneo de multiples muestras, sin la
necesidad de contar las células. Esta definido como un método versatil y cuantitativo™. El principio
de este ensayo se basa en que la mayoria de las células viables presentan una actividad metabolica
constante y por tanto un incremento o una disminucién en el numero de células viables se
encuentra relacionado linealmente con la actividad reductasa celular. Esta se mide mediante la
reduccion de MTT a cristales de formazan de color violeta (Figura 5.1.1), los cuales posteriormente
son solubilizados mediante solventes organicos como MeOH, isopropanol o DMSO, para una

medida homogénea a 570 nm”.
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Figura 5.1.1. Reaccién catalizada por las reductasas celulares donde se pasa del MTT de color amarillo a

los cristales de formazan de color violeta.

Es importante destacar que el uso de esta metodologia debe encontrarse puesto a punto para la
linea celular en la cual se pretende evaluar la citotoxicidad de los compuestos. En este sentido,

existe vasta experiencia en el uso de esta metodologia en la linea celular HT22778,

Con este ensayo es posible determinar la citotoxiciadad en la linea celular HT22 para los
compuestos evaluados y asi determinar si es posible continuar con la evaluacién preclinica de los

derivados.

5.1.2 MATERIALES Y METODOS

Este ensayo fue realizado en el Laboratorio de Epigenética e Inestabilidad Genémica del Instituto

de Investigaciones Biologicas Clemente Estable bajo la supervision de la Dra. Paola Hernandez.

Se sembraron células de la linea celular de hipocampo de ratén (HT22) en microplacas de 96
pocillos (5.000 células/pocillo) en un volumen final de 100 uL. de medio DMEM suplementado
con 10 % de suero fetal bovino. Las células se incubaron por 24 h en una atmésfera humeda de 5
% CO2/95 % aire, a 37 °C. Luego de este petiodo las células estaban con un 80 % de confluencia
aproximadamente y se expusieron a los compuestos a evaluar (25-400 uM). Los compuestos se
prepararon en DMSO vy se disolvieron en medio de cultivo para lograr en placa una concentracion
de DMSO menor o igual al 1 %. Antes de agregar a la microplaca las diluciones correspondientes
de los compuestos, se quité el medio de cultivo, se adicioné el compuesto en un volumen final de
200 pL y se incub6 por 48 h. Pasado ese tiempo, las células se lavaron con amortiguador fosfato
salino (PBS) estéril y se incubaron en iguales condiciones por 4 h en presencia de MTT a 0.5
mg/mL. Posteriormente se retité el medio de cultivo con MTT, se solubilizaron los cristales de
formazan obtenidos con una soluciéon de DMSO:isopropanol (1:1) y se midié la absorbancia a 570

nm.
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En este ensayo se incluy6 un blanco que sélo presentaba medio de cultivo, asi como un control de
viabilidad celular que presentaba medio de cultivo, células y DMSO. No se incluy6 un blanco que
s6lo presentara compuesto debido a que los lavados incluidos en el procedimiento promoverian
la eliminacién de los compuestos. Tampoco se incluy6 un control positivo de citotoxicidad debido
a que en este ensayo se buscaba calcular el % de viabilidad, para lo cual, si bien serfa deseable, no

es necesario contar con este tipo de control.

Los experimentos se realizaron por triplicado para cada concentracion evaluada. Se hicieron al

menos dos experimentos independientes.

Para realizar esta determinacion se evalia la viabilidad celular a distintas concentraciones de
compuesto respecto al control de viabilidad celular. También se tiene en cuenta para este calculo
el blanco del ensayo que sélo presentaba medio de cultivo. La misma se determina como

porcentaje de viabilidad (% viabilidad) que se calcula como:

L Abss,, muestra — Abss,, blanco
% Viabilidad = x 100
Absc, control — Abss,, blanco

Ecuacién 5

Una vez que se obtienen los valores de % viabilidad para las distintas concentraciones de
compuesto, es posible determinar el valor de ICs) para el mismo. El valor de ICs) fue calculado por
el programa GraphPad Prism como la concentracion requerida para bajar la curva al punto medio
entre el tope y la base de la sigmoide. Se utiliz6 una ecuacioén sigmoidea para ajustar los datos de
% viabilidad en funcién del Log (concentracién)®. Este valor de I1Cso se conoce como relativo

debido a que no corresponde con el 50 % en el eje de las Y.

2% Viabilidad = fondo + (tope — fondo) / (1 + 10 (( Log(concentracién) — Log 1Cs))
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5.1.3 RESULTADOS Y DISCUSION

Este ensayo fue realizado para aquellos compuestos que en primera instancia generaron inhibicién
de la actividad de caspasa-3 a concentraciones de 100 uM de compuesto, tomandose como punto
de corte inhibiciones mayores al 20 %. Se seleccionaron los compuestos: 17, 18, 27, 37, 38, 39, 55,

57,59, 62 (Figura 5.1.2).
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Figura 5.1.2 Estructura de los compuestos evaluados en la linea celular HT22

En la Figura 5.1.3 se muestran los valores de porcentaje de viabilidad celular en funcién de la
concentraciéon de los compuestos. Las concentraciones evaluadas variaron segin el
comportamiento de los compuestos ya sea por la formacion de precipitados a altas concentraciones

o por su citotoxicidad.
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Figura 5.1.3. Porcentaje de viabilidad en funcién de la concentracién de compuesto en la linea celular
HT?22. Los valores corresponden al promedio del % viabilidad y las barras a la desviacién estandar de los
triplicados. Los puntos con distintos colores corresponden a experimentos independientes. Los %
viabilidad obtenidos superiores al 100 % se deben a la variabilidad en la cantidad de células depositadas en

los pocillos.

Unicamente para los compuestos 17, 18 y 27 fue posible determinar el valor de ICs) a partir del
ajuste de los datos de % viabilidad vs. Log concentracion, siendo 6, 91 y 53 uM, respectivamente.
Para el resto de los compuestos, a pesar de utilizar un amplio rango de concentraciones de
compuesto, no fue posible determinar el valor de ICs) debido a que no mostraron disminuir la
viabilidad celular al aumentar su concentracién en el rango estudiado. No obstante, se ensayo si
estos compuestos resultaban citotoxicos para la linea HT22 a una concentraciéon de 100 pM. Para

los compuestos 37, 38, 39, y 59 se observé que no generaron una disminucién en la viabilidad
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celular a 100 uM de compuesto, mientras que los compuestos 55, 57 y 62 si generaron una

reduccion a 100 uM del compuesto de 50, 90 y 70 %, respectivamente.

De acuerdo a los resultados obtenidos, de los compuestos que presentaron mayor porcentaje de
inhibicién de la actividad de caspasa-3 en los ensayos preliminares, 17, 18, 38 y 59, el compuesto
17 serfa el mas citotoxico para esta linea celular, mientras que el compuesto 18 también presentaria
citotoxicidad a 100 pM. Para el resto de los compuestos seleccionados, estos resultados indicarfan
que la concentracion utilizada en los ensayos de inhibicion preliminares a 100 uM corresponderian

a una dosis subtoxica para la linea celular ensayada.

5.2 METABOLIZACION

5.2.1 GENERALIDADES

Una vez que los farmacos ingresan al organismo, pueden ser metabolizados convirtiéndolos en
nuevas moléculas, las cuales pueden presentar caracteristicas diferentes a las observadas en sus
compuestos de partida. Entre estas caracteristicas se encuentra la actividad frente al blanco
terapéutico del farmaco y la toxicidad de su metabolito, lo que determina parte de su
farmacocinética. Por esto es de importancia conocer el perfil metabdlico de los compuestos

seleccionados antes de realizar ensayos iz vivo con organismos vivos.

El metabolismo de farmacos es uno de los problemas mas importantes que enfrenta la
farmacocinética, teniendo una gran influencia en las biotransformaciones sufridas por los
farmacos. Estos pueden ser transformados a metabolitos solubles para lograr una buena
eliminacién o pueden generar metabolitos toxicos”. Generalmente el metabolismo de farmacos se
basa en reacciones de fase I, donde moléculas no polares son convertidas en compuestos polares,
y reacciones de fase II, de conjugacién, donde ciertos agrupamientos son incorporados en la
molécula, como 4cido glucurénico, sulfato, glicina, glutatién, entre otros. Estas
biotransformaciones promueven la eliminacion de las moléculas del organismo y ocurren en varios

6rganos, siendo el higado el 6rgano mas relevante™.

Existen variados modelos 7z vitro con los cuales es posible determinar el perfil metabdlico de los
compuestos antes de realizar los ensayos iz vive. Entre éstos se encuentra el uso de cortes de
6rganos, cultivos celulares 3D, cultivos celulares, lineas celulares y el uso de fracciones
subcelulares”. Se ha observado que el uso de métodos de evaluacion i vitro que incluyen sistemas
experimentales derivados de higado representa una aproximacion efectiva para estimar el destino
metabélico de los farmacos 7 vive. En las ultimas décadas se han desarrollado diversos modelos 7

vitro que simulan las reacciones que se llevan a cabo en el higado™.
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Entre los diversos modelos existentes,” en la presente Tesis se utiliz6 el método basado en las
posibles transformaciones metabdlicas que se llevan a cabo en fracciones subcelulares de higado.
Por tanto, al someter a compuestos organicos a estas fracciones, se podrian obtener nuevas
entidades si se llevan a cabo transformaciones metabdlicas de éstos, o recupararlos intactos si no
fueran metabolizados por la fraccién. En este caso se utiliz6 la fraccion subcelular S9, con la cual
se espera determinar si los compuestos evaluados son metabolizados por las enzimas del higado.
Esta fraccion se obtiene a partir de una centrifugaciéon a 9000 g de un homogenizado de higado,
correspondiéndose con el sobrenadante obtenido. La fraccién subcelular de higado S9 comprende
tanto la fraccién citosélica como la microsomal de la célula. Contiene gran parte de las enzimas
encargadas del metabolismo de farmacos, debido a que incorpora enzimas de fase I (mayoritarias
en el reticulo endoplasmico) y de fase II (mayoritarias en el citosol) permitiendo lograr un perfil
metabolico de farmacos bastante completo. Ademas, es facil de llevar a cabo y no presenta un alto
costo. Requiere la adiciéon de cofactores para el correcto funcionamiento de las enzimas, como la

inclusion de NADPH, y presenta una actividad enzimatica baja”'"*'"".

7.2.2 MATERIALES Y METODOS

7.2.2.1 OBTENCION DE FRACCION S9

A partir de un higado fresco de rata (Sprague Dowley, 250 g de peso aproximadamente), se obtuvo
la fraccion S9. El higado fue donado por el bioterio de la Facultad de Medicina, UdelaR. Para esto
se utiliz6 un homogenizador de vidrio-teflon que permite disgregar en forma uniforme el tejido en
presencia de buffer fosfato. El homogenizado se centrifugd por 20 minutos a 10000 g a 4 °C. El
sobrenadante se guardé en alicuotas a -80 °C. Se verificé la cantidad de proteinas en la fraccion

obtenida utilizando el método de Bradford'”.

Aunque no se realiz6 en el presente trabajo, es importante mencionar que es deseable necesario
evaluar la calidad de las fracciones subcelulares obtenidas. Para, para esto, es posible determinar la
actividad enzimatica de algunas de las enzimas presentes en la fraccién. Por ejemplo, se puede
determinar la actividad de la glutatiéon-S-transferasa, para lo cual es necesario contar con glutation
reducido y el sustrato canénico, 1-cloro-2,4-dinitrobenceno. En el ensayo se mide la transferencia

de glutation al 1-cl-2,4-dinitrobenceno formandose un compuesto lejo que absorbe a 340 nm'”.
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7.2.2.2 ENSAYO DE METABOLIZACION

El ensayo se realizé en un volumen final de 1 mL, utilizando amortiguador fosfato de potasio (0.1
M, pH 7.4) que contenia EDTA (1.5 mM), MgCL (130 mM), glucosa-6-fosfato (350 mM),
NADPH (40 pM), glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (50 U/mL) y el compuesto a evaluar a una
concentracion de 40 uM. En el blanco se agreg6 DMSO en lugar del derivado, para evaluar si
compuestos presentes en el extracto hepatico podian ser detectados junto con los metabolitos
provenientes del derivado. Por dltimo, se agregod la fracciéon S9, a una concentracion final de 1

mg/mlL. La reaccién se incubé a 37 °C por 30 minutos y se detuvo agregando MeOH.

Posteriormente, se realizaron extracciones de las mezclas con AcOEt con el fin obtener el
compuesto de interés y sus posibles metabolitos. Se realizaron tres extracciones con AcOEt. Para
evitar la formacién de emulsiones se centrifugo la fase organica por 3 minutos, de esta manera se
separan bien las dos fases y se evita la acumulacién de agua en la fase organica, debido a que no es
posible el uso de agentes desecantes por los pequefios volimenes con los que se trabaja. La fase

organica obtenida se destil6 a vacio hasta sequedad.

A continuacion, se resuspendi6 la fase organica en AcOEt y se realizé una CCF, comparando un
patron de cada compuesto con el extracto organico de la metabolizacion y el blanco para cada
ensayo. Se utiliz6 una fase moévil hexano:AcOEt 8:2. La deteccién de los derivados y los posible

metabolitos se realizé6 mediante la observacion de la CCF al UV y revelado con anisaldehido.

Esten enayo permite en forma preliminar determinar si los compuestos evaluados sufren

transformaciones metabolicas 7z vitro debido a las enzimas presentes en la fraccion S9.
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5.2.3 RESULTADOS Y DISCUSION

A la fraccién obtenida a partir de higado se le determiné la concentraciéon de proteinas. Se utilizé
el método de Bradford'” usando la proteina seroalbimina bovina como estandar para hacer la

curva de calibracion (Figura 5.2.1).
0,25

0,2

0 0,005 0,01 0,015 0,02 0,025 0,03
[BSA] mg/mL

Figura 5.2.1 Grafico correspondiente a la curva de calibracién con BSA utilizando el método de Bradford
Abs595=9.343 [BSA] + 0.003 (R2=0.988).
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Sentido de corrida

met met met met met met
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39 39 59 59 B 39 39 59 59 B 39 39 59 59 B
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B 38 38 B 38 38 B 38 38
met met met

Figura 5.2.2. Imagenes de las CCF realizadas luego de la metabolizacién. A la izquierda revelado con
anisaldehido, al centro UV 254 nm y a la derecha UV 356 nm. En la base de cada CCF se muestra a qué
compuesto corresponde cada carril y si el mismo es el patréon o producto de metabolizacién (met), con B
se indica el blanco del ensayo.
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Se analiz6 la posible metabolizacién de los compuestos con valores de porcentaje de inhibicion

preliminares cercanos al 40 % (17, 18, 27, 38, 39 y 59) frente a caspasa-3 (Figura 4.3.2).

En la Figura 5.2.2 se muestran los resultados del ensayo para cada compuesto, con los diferentes
tipos de revelado. Los carriles correspondientes al blanco en todos los casos presentaron manchas,
que se evidenciaron en el revelado con anisaldehido y UV a 356 nm y que no se correspondieron

con metabolitos del compuesto a evaluar.

Los compuestos 18, 27, 37, 38, 39 y 59 (Figura 5.2.2) parecieron generar nuevos derivados, ya que
se observan nuevas manchas en las CCF que no se corresponden con el patrén ni con las manchas
correspondientes al blanco. El compuesto 17 en principio no pareceria generar nuevos
metabolitos, pero como se obtuvo una mancha grande en la CCF revelada con UV, no fue posible

asegurar que en dicha zona de la CCF no hubiera mas de una entidad.

Aunque no se realiz6 el aislamiento e identificaciéon de los posibles metabolitos generados por los
compuestos 18, 27, 37, 38, 39 y 59 se puede concluir que para todos los compuestos excluyendo
al 18 los metabolitos generados son mas polares que los compuestos de partida debido a que

migran menos en la CCF (Figura 5.2.2) .

En el caso de los compuestos 37, 38 y 39 los nuevos metabolitos podrian deberse a la presencia
del sustituyente furilo que es ampliamente metabolizado en los hepatocitos'”. En el caso del
compuesto 59 los nuevos metabolitos podrian generarse por la presencia del agrupamiento éter

que reacciona con enzimas de la familia de las citocromo P450 en el higado'”.

Por tanto, de seguir hacia ensayos zz vivo con alguno de estos compuestos, seria necesario realizar
el aislamiento e identificacién de los metabolitos, como también evaluar su citotoxicidad,

mutagénesis y actividad frente al blanco biolégico.
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5.3 APROXIMACION A LA PERMEABILIDAD A TRAVES DE LA MEMBRANA
HEMATOENCEFALICA (PAMPA)

5.3.1 GENERALIDADES

Otra caracteristica deseable en el diseno de farmacos consiste en que éstos puedan llegar a su
blanco terapéutico en su forma activa. En nuestro caso, los compuestos deberfan llegar al cerebro.
Por tanto, los compuestos tendrian que ser capaces de cruzar la BHE. Para aproximarnos al estudio
de esta cuestion, se plantea realizar el ensayo 7 vitro en paralelo de permeabilidad artificial
(PAMPA)"", a partir del cual es posible simular el pasaje de compuestos a través de una membrana
que en base a su composicion lipidica, se asemejarfa a la BHE. Es importante tener en cuenta que
este ensayo no es un indicador absoluto de la permeabilidad al sistema nervioso central, la cual se
encuentra determinada por procesos biolégicos complejos. Sin embargo, los resultados obtenidos
mediante este ensayo, pueden ser utilizados para optimizar la permeabilidad pasiva y guiar el disefio

108199 A partir de este ensayo es posible determinar

de farmacos en etapas iniciales de este proceso
la difusién pasiva de compuestos a través de una membrana artificial desde un compartimiento
dador, que contiene el compuesto de interés, a uno aceptor, en el cual no esta presente el
compuesto al iniciar el ensayo. Para esto se utilizan dos microplacas de 96 pocillos que forman un
sandwich (Figura 7.3.1). La microplaca aceptora se posiciona en la parte superior del sandwich y
su fondo presenta un microfiltro hidrofébico sobre el cual se deposita el lipido o combinacion de
éstos disueltos en un solvente organico (n-dodecano, hexadecano o 1,9 decadieno). Tanto el

compartimiento dador como el aceptor se llenan con la solucién amortiguadora a utilizar, el

compartimiento dador también contiene el compuesto de interés.

Placa aceptora

AN

X

/, S

Placa dadora Microfiltro+lipidos

Figura 5.3.1 Es quema del sandwich formado en el ensayo PAMPA con las microplacas dadora y aceptora.

Las flechas grises muestran el flujo del compuesto de la placa dadora a la aceptoral’®.

Adicionalmente, para determinar el pasaje a través de la membrana artificial es necesario calcular
la permeabilidad aparente (Papp). Para esto se requiere adicionar en el ensayo pocillos control a
una concentracioén de equilibrio del compuesto a evaluar, esto representa la concentracion maxima

de compuesto en el pocillo aceptor sino hubiera barrera entre los pocillos aceptor y dador.
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Utilizando la relacién obtenida de bibliografia con las concentraciones de los pocillos problema y

los pocillos control es posible obtener la Papp de los compuestos'®.

El sandwich formado con ambas placas se deja agitando orbitalmente por toda la noche. Luego de
la incubacién se realizan espectros UV-visible de los pocillos aceptores, dadores y en equilibrio
con lo que se pude determinar si hubo difusién pasiva de los compuestos. Con estos resultados es
posible determinar si los compuestos son capaces de cruzar la membrana en cuestiéon segun el

7,108,109,110

valor de su Pappl“ .

En el caso de esta Tesis, como se menciond anteriormente, se simuld el pasaje de los compuestos
seleccionados a través de una membrana artificial que simula la BHE. Para realizar este tipo de
membrana artificial se utilizan lipidos polares de cerebro porcino (PBLs) compuestos por
fosfatidilcolina 49 %, fosfatidilinositol 6%, fosfatidiletanolamina 28.1 %, fosfatidilserina 9 %,
esfingomielina 5.9 % y cerebrésidos 30.9 %. Los PBL son disueltos en el solvente organico n-
dodecano con una concentracién de 2 % m/v """, Estos lipidos se prepararon a partir de cerebro

. 0
porclnol()&l()).

5.3.2 MATERIALES Y METODOS
5.3.2.1 OBTENCION DE PBLS A PARTIR DE CEREBRO PORCINO

Se llevé a cabo la extraccion de fosfolipidos (Esquema 5.3.1) a partir de cerebro porcino (donado
por el bioterio de Facultad de Medicina), los cuales son necesatios para simular la BHE'”. A partir
de 1.8 g de tejido cerebral se realizé un homogenizado usando un homogenizador de vidrio-teflon
en presencia de 6 mL de un mezcla de 2:1 MeOH:CHCl; y 0.01 % del antioxidante BHA. El
homogenizado se dej6 incubando por 18 h a 4 °C con agitacion orbital. Posteriormente se realizé
una extraccion con la adiciéon de 1.5 mL de acetato de amonio 0.15 M y se realiz6 una
centrifugacion a 2000g por 10 minutos a 4 °C para favorecer la separacion de las fases. A la fase
acuosa se le adicioné 6 mL de una mezcla 2:1 MeOH:CHCI; luego se centrifugé y la fase organica

resultante se unié con la fase organica del paso anterior y se volvié a adicionar 1.5 mL de acetato
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de amonio 0.15 M y a centrifugar. Por ultimo a la fase organica obtenida en el altimo paso se le

evaporo el disolvente a 37 C con Ny,

+ MeOH homogeniza En presencia de 0.01 %
+ CHCl; antiooxidante (BHA)

Homogenizado se deja
agitando a4 C por 18 hs

+ Acetato de amonio
+ Centrifuga 2000g 10 min 4 C

Fase organica Fase acuosa

+ Acetato de amonio MeOH:CHCl; 2:1
+ Centrifuga 2000g 10 min 4 C

Fase organica — se evapora Fase acuosa- se descarta

disolvente a 37 Ccon N,

Esquema 5.3.1 Pasos para la obtencién de PBLs a partir de cerebro porcino.

Se determind la concentraciéon de fosfato inorganico en las muestras obtenida por el método del
fosfomolibdico. Se realizé una curva de calibraciéon con KH,PO,. En primer lugar, la muestra se
calenté a 180 °C por 60 min en presencia de 60 % de 4cido perclérico, donde se pasa todo el
fosfato organico a inorganico (ortofosfato). Luego se agregd 3.3 mL de agua, 0.5 mL de molibdato
de amonio 25 mg/mL y 0.5 mL de 4cido ascorbico 100 mg/ml., mezclando luego de cada adicién.
Los tubos se colocaron en un bafio de agua a 100 °C por 10 min. De esta manera a partir del
ortofosfato obtenido en presencia del molibdato de amoénico se obtiene al acido fosfomolibdico
que posteriormente es reducido a un complejo de color azul por el acido ascérbico en la solucion.
Se dejo llegar a temperatura ambiente y se midi6 el desarrollo de color a 800 nm. Es importante
destacar que tnicamente el fosfato ortofosfato es capaz de desarrollar color'". Se siguié dicho
procedimiento tanto para las muestras como para la curva de calibracién y los controles. A partir
de la determinacién del fosfato inorganico en la muestras fue posible determinar la cantidad de

fosfolipidos segun la relacién mostrada en la Ecuacion 68,

ug fosforo x 780
30.97

Ecuacién 6

ug fosfolipidos =

5.3.2.2 ENSAYO PAMPA

Los controles de permeabilidad positivos y negativos (verapamilo y teofilina, respectivamente) se

evaluaron a una concentraciéon igual a 500 pM, mientras que los compuestos problema se evaluaron
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a una concentracion igual a 100 uM, por problemas de solubilidad en el medio de trabajo. La

proporcién de DMSO no super6 el 5%'".

En primer lugar, se adicionaron 2 ul. de una solucién de lipidos de cerebro de cerebro porcino
(0.2 % m/v en n-dodecano), en la placa aceptora del sandwich la cual se encuentra provista de un

microfiltro donde los lipidos se ordenan y simulan la barrera (microplacas MAIPNTR10, Merck)

En el ensayo se diferencian dos tipos de pocillos, los pocillos problema y los pocillos en equilibrio
con una concentraciéon del compuesto a evaluar constante en el ensayo. Con éstos es posible
determinar el flujo de los compuestos de la placa dadora a la aceptora y asi determinar la Papp
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segun bibliografia (Ecuacion 6)"". En la placa dadora los pocillos se llenan con 300 uL. de solucion
amortiguadora fosfato pH 7.4 con 5 % de DMSO y el compuesto a evaluar. En la placa dadora los
pocillos problema de los controles de permeabilidad se encuentran a una concentracién igual a 500
uM y los pocillos de equilibrio a una concentraciéon igual a 333 uM. Los pocillos problema para los
compuestos a evaluar se encuentran a una concentracion igual a 100 uM y los pocillos en equilibrio
se encuentran a una concentracion igual a 66 uM. En la placa aceptora los pocillos problema se
llenan dnicamente con 150 uL. de solucién amortiguadora con 5 % de DMSO vy los pocillos en

equilibrio con 150 pLL con 5 % de DMSO vy los compuestos a evaluar (100 uM) y controles (500

uM) a igual concentracién que en la placa dadora.

Luego de llenar todos los pocillos se ensambla el sandwich, se tapa de la luz con papel de aluminio

y se deja agitando orbitalmente por 18 h. Posteriormente se pasa el contenido de la placa aceptora

a otra microplaca apta para medidas en el UV-vis y se realizan los espectros en cada pocillo'”. Con
la absorbancia obtenida es posible determinar el valor Papp segun la Ecuacién 6
VdnVac 1 %f lux .
Papp = —2.303x ——— x — xlog(1 — )  Ecuacién?

Vdn + Vac St

Donde Vdn es el volumen del pocillo donador (300 uL), Vac el volumen del pocillo aceptor (150
ul), S el area supetficial del microfiltro que separa el sindwich (0.26 cm?), t es el tiempo de
incubacion (18 h), %flux es el porcentaje de flujo calculado como el cociente entre la absorbancia
maxima del pocillo aceptor y la absorbancia maxima en el pocillo a la concentraciéon de equilibrio.

Las unidades de Papp son cm s,
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5.3.3 RESULTADOS Y DISCUSION
5.3.3.1 OBTENCION DE PBLS A PARTIR DE CEREBRO PORCINO

Debido al alto de costo de PBLs y que no se encuentran disponibles en nuestro pais, fue necesaria
la obtencién en el laboratorio de PBLs a partir de un cerebro porcino. Para su realizacion en primer
lugar se realiz6 un homogenizado del tejido cerebral. Es importante destacar la adicién de un

antioxidante, en este caso se utilizé butilhidroxianisol (BHA), para evitar la oxidacion de los lipidos.

Luego se realizé una serie de extracciones para asi obtener los lipidos de interés (Esquema 5.3.1)'".

Una vez obtenidos los PBLs es necesario cuantificar los fosfolipidos obtenidos. Para esto se
determiné la cantidad de fosfato inorganico que presentaba el extracto'™'". Se realiz6 una curva

de calibraciéon con KH,PO4 (Figura 5.3.1).

1,6 -
1,4 -
1,2 -
1 4
0,8 -
0,6 -
04 -
0,2 -

0 . . . . .
0 025 05 075 1 1,25

ug de fosforo

Abs 800nm

Figura 5.3.1 Curva de calibraciéon con KH>POy4

Se obtuvo que el extracto presentaba 31.6 pg de fosfolipidos por mg de cerebro humedo, lo cual
se encuentra dentro del orden de magnitud esperado segin bibliografia donde se esperaban valores
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entre 18.6 = 4.61 ug de fosfolipidos por mg de cerebro humedo ™.

5.3.3.2 ENSAYO PAMPA

Para la puesta a punto del ensayo se agregaron dos controles uno positivo para el pasaje de la BHE
(BHE") y otro negativo del pasaje (BHE"). Como BHE" se utiliza verapamilo el cual presenta
una Papp igual 2 16 x 10° cm™. Como BHEse utiliz6 teofilina que presenta una Papp igual a 1.2
x 107 cm™ segtin bibliografia'”. Se obtuvieron valores de Papp para verapamilo y teofilina de 15 x
10° em™ y 5.6 x 107 cm™ respectivamente, por tanto fue posible reproducir los valores de

bibliografia y se confirmé la puesta a punto del ensayo.
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Sin embargo, no fue posible determinar la Papp para los compuestos seleccionados (17, 18, 38 y
59). Cuando se realizaron los espectros de absorbancia de los pocillos problema y aquellos a la
concentraciéon de equilibrio no fue posible reproducir los espectros originales de los compuestos
(a una concentracion igual a la concentracion de equilibrio en las mismas condiciones del ensayo,
PBS pH 7.4, DMSO 5 %) (Figura 5.3.2). Se seleccionaron estos compuestos porque presentaron
los mejores perfiles de inhibicién de caspasa-3 (% de inhibicién a 100 uM mayor al 50 %). Estos
resultados se atribuyen a la baja solubilidad de los compuestos en la solucién amortiguadora. Esta
se pone en evidencia por la presencia de absorbancia a todas las longitudes de onda (Figura 5.3.2),
que indica dispersion de la luz. La baja solubilidad en la solucién amortiguadora quedé evidenciada
en la adhesion de los compuestos a las paredes de las placas, asi como en su interaccién con el

microfiltro y con los lipidos de membrana que se encuentran depositados en éste.
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Figura 5.3.2 Espectros UV-Vis de compuestos y controles en el ensayo PAMPA. En negro se muestra el
espectro del compuesto en PBS del pocillo control a la concentracién de equilibrio, en rojo el compuesto
en el pocillo problema y en azul el compuesto en el pocillo a la concentraciéon de equilibrio.

77



En bibliografia se encontré que es un problema habitual en este tipo de ensayos, en los que se
utilizan compuestos con baja solubilidad en medios acuosos y tiempos de incubacién largos (16
h), que los compuestos presenten afinidad por la membrana artificial o por la placa del ensayo'"”
', Para poder evaluar la permeabilidad de compuestos con baja solubilidad se han puesto a punto
ensayos PAMPA con la adicién de solubilizadores. En esta Tesis se probé la adiciéon de un 0.2 %
del detergente Tween-80, debido a que mejora la solubilidad de los compuestos en soluciones
acuosas, no presenta complicaciones en los resultados del ensayo y no genera grandes

interferencias en los espectros UV-vis con los que se calcula el pasaje a través de la membrana''.

Al realizar el ensayo en presencia de un 0.2 % de Tween-80, fue posible determinar los espectros
UV-Vis de los compuestos tanto en los pocillos problema como en aquellos a la concentracién de
equilibrio, por tanto la adicién de este detergente mejoro la solubilidad de los mismos y permitio

evaluar la permeabilidad de los compuestos (Figura 5.3.3).

Tabla 5.3.1 Valores de Papp obtenidos en el ensayo PAMPA con la adiciéon Tween-80
Compuesto  Papp (x10° cm™)

Verapamilo 12.6
Teofilina 4.6
17 10.7

18 13.6

38 12.7

59 30.7

Respecto al valor obtenido para el control negativo del ensayo, teofilina, éste presenté un valor
supetior tespecto al obtenido al realizar la puesta a punto del ensayo (5.6 x 107 cm™). Esta
diferencia no se debe a la adicién de Tween-80 debido a que se incluyeron en el ensayo pocillos de
teofilina sin Tween-80 y el valor obtenido fue 3.9 x 10° cm’, similar al obtenido en presencia de
Tween-80. Esta diferencia puede deberse a que los lipidos con los cuales se realizé la membrana
artificial en este ensayo provenian de una extraccién del primer homogenizado obtenido. Para esto,
se habfan guardado fracciones de este homogenizado para realizar nuevas extracciones de lipidos.
Por lo tanto, los fosfolipidos no provenian de un cerebro fresco, que es lo indicado para este
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ensayo. El control positivo, verapamilo, si present6 un valor similar al reportado ™~ y no varié

respecto al ensayo anterior.
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El valor obtenido para el control negativo, teofilina, no permite clasificarlo como un compuesto
que no traspasa la BHE, por lo cual no fue posible emitir conclusiones acerca de los compuestos
evaluados. Si es posible afirmar que, en las condiciones del ensayo, los compuestos presentaron
valores de Papp similares al control positivo, con lo cual se podria suponer que los compuestos
podrian traspasar la BHE (Tabla 7.3.1). Para mejorar los resultados hubiera sido conveniente haber
conseguido un nuevo cerebro de cerdo y realizar la extraccién de lipidos nuevamente para que
éstos estuvieran frescos y asegurar las condiciones del ensayo, como indicaba la referencia de

partida donde se utilizaban lipidos de cerebro de cerdo frescos'™.
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Figura 5.3.3 Espectros de absorcién compuestos y controles en los pocillos problema por triplicado
(negro, rojo y azul) y los pocillos en equilibrio por triplicado (magenta, verde y violeta) luego del ensayo

PAMPA con la adicién de Tween-80.
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5.4 EVALUACION DE MUTAGENESIS (TEST DE AMES)

5.4.1 GENERALIDADES

En los estudios preclinicos, es muy importante conocer los efectos adversos que los potenciales
farmacos pueden provocar en el organismo de los pacientes. El efecto que los farmacos realizan
para detener la enfermedad no deberia provocar efectos adversos sobre el organismo. Los posibles
efectos adversos son muy variados, entre éstos se encuentran mutagenicidad, genotoxicidad y
teratogenicidad. La capacidad mutagénica representa una de las caracteristicas mas relevantes para

el pasaje de potenciales farmacos de la evaluacion preclinica hacia la clinica.

Uno de los métodos mas eficientes y usados para determinar si un compuesto es mutagénico es el
Test de Ames. Se trata de un ensayo 7 vitro especialmente disefiado para la deteccion de dano
genético ligado a la mutacion de genes inducida por farmacos potenciales. Las mutaciones que
generan los compuestos pueden ser de tipo puntual, involucrando uno o dos pares de bases, o bien

. . . ~ 7
generar inserciones o deleciones de fragmentos de mayor tamafio'>!'*!".

En este test se utilizan cepas de Salmonella typhinmurium que son auxoétrofas para el aminoacido
histidina (His), debido a que presentan una mutacién en su genoma que no les permite sintetizarla
de novo, por tanto no son capaces de crecer y formar colonias en su ausencia. Los compuestos
mutagénicos son capaces de generar mutaciones en estos sitios y provocar reversiones en el

fenotipo de la cepa, permitiéndoles crecer en medios que carecen de His'".

Este test es usado mundialmente como un método de cribado inicial para determinar el potencial
mutagénico de nuevos compuestos. Presenta un alto valor predictivo respecto a la

carcinogenicidad en roedores'".
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5.4.2 MATERIALES Y METODOS

Todos los materiales que fueron utilizado en estos ensayos fueron esterilizados por autoclave a

121 °C o por filtracién con filtro de 0.22 um.

Las placas para los ensayos de toxicidad y mutagénesis se prepararon con medio minimo
compuesto por sales (KoHPO,, KHoPO,, (NH4).SO,, CsHsO7Nas.2H,O), bacto agar, glucosa 14
mM y MgSO4 0.4 mM.

Las cepas de Salmonella typhimurium auxétrofas para His utilizadas en los ensayos de toxicidad y
mutagénesis estan disponibles en el Laboratorio de Carbohidratos y Glicoconjugados del Instituto

de Higiene, donde se realizaron los ensayos.

5.4.2.1 ENSAYO DE TOXICIDAD

La toxicidad de los compuestos frente a las cepas seleccionadas de Salmonella typhimurinm auxédtrofas
para His se evaluaron a partir de un cultivo bacteriano en fase exponencial de crecimiento en un
medio liquido Oxoid N°2. El cultivo se incubé por 14-16 h a 37 °C, sin agitacién. Luego de este
periodo se incubaron 100 ul. del cultivo en fase exponencial en presencia de 500 plL de solucién
amortiguadora fosfato pH 7.3 y 50 uLL del compuesto a evaluar a una concentracién maxima igual
a 5 mg de compuesto en 50 ul. de DMSO y a cuatro diluciones seriadas al décimo, por 1 h a 37
°C. Por ultimo, se mezcl6 lo incubado anteriormente con 2 mL de agar blando, en presencia de
histidina y biotina (100 y 0.5 mM, respectivamente), se agité con vortex y se incorpord por volcado
en una placa de cultivo de 9 cm de diametro, con medio minimo. Las placas con las bacterias y los
compuestos se incubaron por 24 h a 37 °C. En este ensayo se agregaron altas concentraciones de
His y biotina porque se buscaba evaluar la toxicidad de los compuestos frente a las distintas cepas,
por tanto las bacterias deben poder creer sin restricciones, para lo cual deben estar provistas de

todos los nutrientes para crecer.

Debido a la solubilidad de los compuestos ensayados en DMSO se evaluaron a una concentracioén
maxima de 1 mg en 50 ul. de DMSO (por placa) y se realizaron cuatro diluciones seriadas al

décimo a partir de ésta en DMSO.

En este ensayo es necesario incluir una placa de fenotipo que indique que la cepa es la indicada.
Para esto se preparon placas con medio Oxoid N°2 y agar a las que se incorporan las bacterias por
volcado. Una vez que se solidifica el agar se adiciona ampicilina, tetraciclina y cristal violeta en una
region de la placa, para confirmar el fenotipo. En la Tabla 5.4.1 se muestran las sensibilidades de

las cepas testeadas (TA98, TA100, TA1535, TA97a).
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Tabla 5.4.1 Sensibilidades de las cepas ensayadas.

Cepa Ampicilina Tetraciclina Cristal violeta

TA98 Resistente Sensible Sensible
TA100 Resistente Sensible Sensible
TA1535 Resistente Sensible Sensible
TA97a Resistente Sensible Sensible

5.4.2.1 ENSAYO DE MUTAGENESIS

El ensayo de mutagénesis se realiz6 de igual forma que el ensayo de toxicidad, pero la
concentracion de His utilizada es considerablemente menor (0.5 mM), de esta forma se asegura el

crecimiento de las bacterias revertientes de su fenotipo, debido a que la cantidad de His es minima.

En este caso la incubacion en placa fue por 48 h a 37 °C, pues requieren de mas tiempo para lograr

revertir su fenotipo.

En este ensayo también se incluyeron controles negativos, con la incorporaciéon de DMSO, y
controles positivos de mutagenicidad los cuales dependen de la cepa evaluada. Para TA98 se utilizo
el compuesto 2-aminofluoreno a una concentracién igual a 10 pg/placa. Para las cepas TA100 y
TA1535 se utilizé azida sédica a una concentracion de 2 ng/placa. Para la cepa TA97a se empled

9-aminoacridina a una concentraciéon de 50 pg/placa'™®'".

El nimero de revertientes se conté manualmente y se expresé como el promedio * error estandar.
Los ensayos se realizaron por duplicado para cada concentracion de compuesto, considerando que
se requieren grandes cantidades de compuesto para realizar los ensayos de toxicidad y mutagénesis.
La muestra se considera mutagénica cuando el nimero de revertienetes supera el doble de las

revertientes espontaneas en el control negativo.

5.4.3 RESULTADOS Y DISCUSION

Segtn la gufa OECD (del inglés Organisation for Economic Co-operation and Development)'”’

para determinar que un compuesto no es mutagénico es necesario obtener resultados de no

mutagenicidad en 5 cepas de S. #yphimurium diferentes (TA97, TA97a, TA98, TA100, TA1535,
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TA1537, TA1538, TA102, TA104) las cuales presentan diferentes tipos de mutaciones en su
genoma que las vuelven deficientes en His. Se ha observado que utilizando las cepas TA98 y TA100
es posible identificar el 90 % de mutagenos en un conjunto de compuestos de los cuales 35 % son

mutagénicos. Si se obtienen resultados negativos en estas dos cepas se contintia con otras'".

En el ensayo es necesaria la inclusién de un control positivo y otro negativo. En el control positivo
se agrega un compuesto altamente mutagénico para la cepa en estudio. En el control negativo no
se adiciona ningin compuesto, unicamente el porcentaje de disolvente usado como vehiculo para
los compuestos evaluados. Por tanto, en el control positivo se va a contar con una alta tasa de
reversiones que se vera reflejado en la cantidad de colonias. En los controles negativos se espera
una baja tasa de reversiones, asociadas a reversiones espontaneas, por lo que se esperan placas con

pocas colonias'®®

. A partir del control negativo es posible determinar si el compuesto evaluado es
o no mutagénico. Para que un compuesto sea categorizado como mutagénico es necesario que el

numero de colonias duplique la cantidad obtenida en el control negativo''.

Como paso previo al ensayo de mutagénesis se realiza un ensayo de toxicidad de los compuestos
a evaluar frente a la cepa S. #yphimurium seleccionada para el ensayo, de esta manera se descarta la
posibilidad de obtener falsos negativos que pudieran presentar baja cantidad de colonias no por

baja reversion del fenotipo sino a causa de la toxicidad.

La concentracion maxima establecida a evaluar de los compuestos en estos ensayos es de 5 mg en
50 uL. de DMSO por placa. Esta concentracién maxima dependera de la solubilidad de los
compuestos a evaluar en DMSO. También se evaltan cuatro diluciones al décimo a partir de dicha

concentracion.

En nuestro caso se evaluaron los compuestos 17, 18, 38 y 59 por presentar un porcentaje de
inhibicién preliminar de la actividad de caspasa-3 superior al 50 %. Para éstos se determiné que la
concentracién maxima a evaluar por placa era igual a 1 mg en 50 ul. de DMSO, debido a que a

concentraciones mayores se formaba precipitado en DMSO.

En este ensayo se analiza la presencia de precipitado, crecimiento bacteriano, césped (crecimiento
confluente en toda la placa), césped parcial (no hay crecimiento confluente uniforme en toda la
placa) y microcolonias en las placas. La seleccion de la concentracion a utilizar en el ensayo de

mutagénesis dependera de la ausencia de precipitado, microcolonias y césped parcial en placa.
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Tabla 5.4.2 Resultados del ensayo de toxicidad en la cepa TA98 para los compuestos 17, 18, 38 y 59.

[Compuesto] Precipitado Crecimiento Césped Césped  Microcolonias
parcial

1 mg/placa v
1/10
17 1/100
1/1000
1/10000
1 mg/placa v
1/10
18 1/100
1/1000
1/10000
1 mg/placa
1/10
38 1/100
1/1000
1/10000
1 mg/placa
1/10
59 1/100
1/1000
1/10000
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Se busca que en la concentracion a seleccionar los compuestos no precipiten, haya crecimiento

bacteriano y éste sea en forma de un césped total en placa.

Para los compuestos 17 y 18 se obtuvo que a una concentraciéon de 1 mg/placa precipitaron. No
obstante, hay crecimiento bacteriano y formacién de césped (Tabla 5.4.2). Por tanto, para estos
derivados se seleccioné una concentracion inicial para el ensayo de mutagénesis igual a 0.5
mg/placa, que corresponde a una dilucién al medio de la tltima dilucién en el ensayo de toxicidad

donde se observa precipitado.

El detivado 38 generé precipitado en placa a una concentracion de 0.1 mg/placa y formacion de
microcolonias (Tabla 5.4.2). Por tanto, el ensayo de mutagénesis se inicié con una concentracion

igual a 0.05 mg/placa.

Para el compuesto 59 no se observoprecipitado en ninguna de las concentraciones evaluadas en el
ensayo de toxicidad. A su vez, se observé crecimiento bacteriano como formacion de césped
(Tabla 5.4.2). Por tanto, para el compuesto 59 el ensayo de mutagénesis se inicié6 con una

concentracién igual a 0.1 mg/placa.
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La concentracion inicial para el ensayo de mutagénesis es igual a l]a maxima concentracién donde
los compuestos son considerados no téxicos en el ensayo de toxicidad pues presentan, crecimiento

bacteriano. Ademas, no se observa precipitado del compuesto. Se evaluaron 5 diluciones al tercio.

Se evalu6 la capacidad mutagénica de los compuestos 17, 18, 38 y 59. Como esta recomendado se

comenz6 la evaluacion con la cepa TA9S.

En la Tabla 5.4.3 se detallan los resultados obtenidos en el ensayo de mutagénesis en la cepa TA98.
Para los compuestos 17, 18 y 59 se observé que la cantidad de revertientes supera ampliamente el
doble de revertientes espontaneas en el control negativo, requerido para que sean considerados
como agentes mutagénicos. Mientras que el compuesto 38 fue el tnico no mutagénico por no

superar el limite establecido para ser considerado como un agente mutagénico.

Tabla 5.4.3 Resultados para el ensayo de mutagénesis de los compuestos 17, 18, 38 y 59 en la cepa T'A98.
Los valores representan promedios de dos placas con su respectivo error estandar.

17 18 38 59
Concentracion N° de colonias N° de colonias N° de colonias N° de colonias
(mg/placa)
0.5 91£12 39.5%3
0.17 11212 35£11
0.06 80£9 32+11
0.02 67£3 36x7
0.006 55£8 64+25
0.05 0.5+0.5
0.02 1.5£1.5
0.008 0.5+0.5
0.004 1+1
0.001 0£0
0.1 79£10
0.03 73£15
0.01 58+13
0.004 35.5%0.5
0.001 29+5
C+ 250+20 25020 19332 193132
C- 20%6 20%6 104 104

En base a los resultados obtenidos en la cepa TA98 se sigui6 con el analisis de la mutagenicidad

para el compuesto 38 en las cepas TA100, TA1535 y TA97a.
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Por tanto, se realizé previamente el ensayo de toxicidad en dichas cepas con este derivado (Tabla
5.4.4). En las tres cepas se observo precipitado hasta la concentracién 0.1 mg/placa, y se obtuvo

crecimiento bacteriano en todas las concentraciones.

Tabla 5.4.4 Resultados del ensayo de toxicidad para el derivado 38 en las cepas TA100, TA1535 y TA97a.

[Compuesto] Precipitado Crecimiento Césped Césped  Microcolonias
parcial

1 mg/placa v v v X v
1/10 v v v X X
TA100 1/100 X v v X x
1/1000 X v v X X
1/10000 X v v X X
1 mg/placa v v v X X

1/10 v v v X v
TA1535 1/100 X v v X X
1/1000 X v v X X
1/10000 X v v X X

1 mg/placa v v v X v
1/10 v v v X X
TA97a 1/100 x v v x X
1/1000 X v v X X
1/10000 X v v X X

A partir de los resultados en el ensayo de toxicidad se decidié para las tres cepas utilizar como
concentracién de partida 0.01 mg/placa en el ensayo de mutagénesis, debido a que corresponde a
la dilucién al medio de la ultima concentraciéon en el ensayo de toxicidad donde se observa

precipitado.

Como se muestra en la Tabla 5.4.5 el compuesto 38 no resulté mutagénico en las cepas evaluadas

debido a que las revertientes obtenidas no superaron el doble de revertientes del control negativo.
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Tabla 5.4.5 Resultados para el ensayo de mutagénesis del compuesto 38 en las cepas TA100, TA1535,

TA97a. Los valores representan promedios de dos placas con su respectivo error estindar.

TA100 TA1535 TA97a
Concentracion N° de colonias N° de colonias N° de colonias
(ug/placa)

0.05 119£31 75%8 230+19

0.02 103£17 85126 23916
0.008 86£10 112£8 219£19
0.004 88+1 210x7 216x10
0.001 80£11 195£8 205+15

C+ 405155 505%55 461151

C- 158+42 235121 309+10
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6. EVALUACION IN SILICO

6.1 GENERALIDADES

El uso de herramientas computacionales en el disefio de farmacos han ayudado a predecir y
comprender el sitio y modo de interacciéon de moléculas con potencial actividad con blancos
terapéuticos, permitiendo guiar la introduccion de modificaciones en dichas moléculas y de esta
manera optimizar en forma mas eficiente el proceso de busqueda y proposicién de los nuevos

candidatos a farmacos'*.

Dentro de las herramientas computacionales que se han empleado en esta Tesis, se encuentran el
modelado de la estructura geométrica para los compuestos analizados con métodos cuanticos
basados en la Teorfa de los Funcionales de la Densidad (Density Functional Theory, DFT) en solucién
descripta con un método continuo (Polarizable Continunm Model, PCM) como paso previo a su
anclaje o docking ligando-proteina y las simulaciones de dindmica molecular clasica (DM). Los
calculos de docking son ampliamente utilizados en Quimica Medicinal para predecir la formacion
de complejos entre una macromolécula aceptora en la interaccién no covalente y un ligando,
correspondiendo el primero a un blanco terapéutico (proteinas, ADN) y el segundo al compuesto

a evaluar como posible candidato a farmaco'®

. Mediante este analisis es posible proponer en
primera instancia rapida de acercamiento al problema cual serfa el sitio de interaccién mas probable
y qué conformacion del compuesto formaria el (o los) complejo(s) mas estable(s). En forma mas
detallada y confiable, la dinamica molecular permite describir tanto la evolucién dinamica de la
estructura del ligando como la de la macromolécula aceptora, y de esta manera validar (o sustituir
la descripcion de la interaccién por una nueva, mas representativa de su realidad) el sitio de
interaccion identificado por el docking. Mediante las simulaciones de dinamica molecular es posible

estudiar cémo se comportan las interacciones entre el compuesto y el blanco terapéutico a lo largo

del tiempom.

A través del analisis 2 silico, en la presente Tesis de Doctorado, se pretendié predecir y comprender
el modo de interaccion de los compuestos que presentaron inhibiciéon preliminar de la actividad
de caspasa-3 en ensayos experimentales, realizando una comparacién con los resultados obtenidos
para otros inhibidotes reportados de caspasa-3 y -7"""". Este analisis permitira analizar cuales son
los determinantes mas relevantes a nivel de la interaccion directa con la proteina para la inhibicion
de caspasas -3 y -7 y asi realizar un nuevo re-disefio de moléculas que puedan ser consideradas

mejores candidatos como potenciales inhibidores de estas caspasas.
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6.2 METODOS TEORICOS PARA ESTUDIAR LAS INTERACCIONES LIGANDO-ENZIMA

6.2.1 DOCKING LIGANDO-PROTEINA

El objetivo de los célculos de docking molecular es brindar una prediccion inicial veloz de la
estructura del complejo ligando-receptor. Los calculos de docking se realizan en dos pasos. En
primer lugar, se realiza un muestreo de la interaccién de las distintas conformaciones del ligando
en la superficie de la macromolécula aceptora seleccionada. Luego estas conformaciones son
clasificadas segun una funciéon de seore. Idealmente los algoritmos de muestreo son capaces de
reproducir el modo de unién experimental para un complejo dado, pero en los hechos la
confiabilidad de la capacidad predictiva del método es limitada. Ademas, las funciones de score
permiten clasificar las conformaciones en base a su energfa libre de unién e identificar asi las mas

probables entre las generadas'® '*.

6.2.1.1 ALGORITMOS DE MUESTREO

Teniendo en cuenta los seis grados de libertad traslacional y rotacional como los correspondientes
a las conformaciones de proteina y ligando, existe un gran numero de modos de unién posibles
entre ambos. Lamentablemente, es muy costoso explorar computacionalmente todas las posibles
conformaciones. Existen varios algoritmos de muestreo que permiten muestrear diversas
conformaciones de los complejos. Entre éstos se encuentran algoritmos coincidentes,
construcciones incrementales, busqueda simultinea de multiple copia, LUDI, Monte Carlo,

"% En esta Tesis se utilizé un algoritmo genético lamarckiano para

genético y genético lamarckiano
generar las estructuras de los complejos entre caspasa-3 y -7 y los derivados, identificadas como
poses. Los algoritmos genéticos estan inspirados en la teorfa de evolucion de Darwin. Los grados
de libertad del ligando estan representados por “genes” llamados cadenas binarias, que forman
“cromosomas” que representan la pose del ligando. Estos algoritmos pueden sufrir de mutaciones
y crossover. La mutacion causa cambios aleatorios en los “genes” mientras que el crossover intercambia
genes entre dos cromosomas. Cuando los operadores genéticos (mutaciones y crossover) afectan los
genes, el resultado es una nueva estructura del ligando. Las nuevas estructuras se evalian con la
funcioén seore y las que sobreviven (pasan el umbral de seleccion) se pueden utilizar para la proxima
generacion. Adicionalmente en el algoritmo genético lamarckiano las adaptaciones al ambiente de
un fenotipo individual son transcriptas reversiblemente en su genotipo convirtiéndose en rasgos

hereditarios'?*!%.
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6.2.1.2 FUNCIONES SCORE

Permiten discriminar entre poses correctas e incorrectas. Estas funciones se basan en estimar (en
lugar de calcular) la afinidad de unién entre aceptor y ligando, y adoptan varios supuestos y
simplificaciones. Estas funciones se pueden dividir en funciones basadas en campos de fuerza,
empiricas y basadas en conocimiento. En este trabajo se utilizaron funciones de score con base en
campos de fuerza semi-empiricos. El campo de fuerza se basa en un modelo termodinamico que
permite la incorporacion de energfas intramoleculares en la prediccion de la energfa libre de unién.
También incorpora un método de desolvatacion basado en la carga. Este método esta calibrado

con un conjunto de 188 complejos ligando-proteina de estructura y energias de unién conocidas'®.

6.2.1.3 METODOLOGIAS DE DOCKING

Existen distintas estrategias para realizar docking molecular. Se puede tratar al ligando y a la
macromolécula aceptora como estructuras rigidas, considerando unicamente los grados de libertad
de rotacién y traslacion. Esta estrategia no es capaz de representar correctamente aquéllos
complejos cuya formacién implica ajuste mutuo entre sus componentes en la interaccion, para
lograrlo es necesario tener en cuenta la flexibilidad ambos componentes y obtener configuraciones
de minima energfa del complejo, con mayor costo respecto a otra aproximacion que considera al
ligando como estructura flexible y al aceptor como estructura rigida, opcién que en ciertos casos -
cuando no hay adaptaciéon de la macromolécula en la interaccion- representa un mejor equilibrio
entre exactitud y costo. También es posible considerar solo cierta regiéon del receptor como

estructura flexible, requiriendo conocer el sitio de interaccion del ligando en el receptor'™.

Otra caracteristica a establecer antes de realizar un calculo de docking molecular es definir la region
del aceptor que podria interaccionar con el ligando. Si se conoce aproximadamente la ubicacion
del sitio de interaccién, se puede restringir el analisis a dicha regién; en caso contrario, se realiza
un docking sin restricciones, tomando como posible sitio de interacciéon toda la superficie de la
macromolécula, lo que se conoce como blind docking. En este trabajo se realizo el calculo de docking

mediante blind docking y sélo se tomé como flexible al ligando.

6.2.2 DINAMICA MOLECULAR

En la Quimica Medicinal los calculos las simulaciones de DM permiten mejorar el conocimiento
acerca de como se llevan a cabo las interacciones no covalentes entre compuestos organicos y
biomoléculas. Este conocimiento permite comprender los modos de accién de los compuestos,

por ejemplo inhibiendo la accién de un blanco terapéutic0124.
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La DM se basa en estudiar las trayectorias de los 4tomos en un sistema molecular bajo distintas
condiciones de simulacién. Se considera a los nuicleos suficientemente pesados como para ser
tratados como particulas clasicas, entonces la dinamica de los nucleos puede estudiarse resolviendo

las ecuaciones de movimiento de Newton.

Las simulaciones de DM generan una serie de configuraciones del sistema que permiten estudiar
los procesos dinamicos. Cuatro elementos basicos definen el modelo que es simulado por la DM
(i) nivel de resolucién del modelo; (i) descripcion de las interacciones entre atomos; (iii) generacion
de las configuraciones; y (iv) definicién de las condiciones de unién. La resolucion define las
particulas elementales del modelo, en la DM clasica corresponden a los atomos, en las simulaciones
de base mecanica cuantica (QM) corresponden a nucleos y electrones, se pueden también utilizar
conjuntos de atomos (moléculas, grupos funcionales, cadenas laterales de una proteina, etc.) en las
aproximaciones llamadas de grano grueso (coarse grain). En la DM clasica la funcién de energia
potencial que describe las interacciones entre los atomos en funcién de sus posiciones se denomina
“campo de fuerza”. Consiste en términos de unién covalente entre atomos (enlaces, angulos y
torsiones) y de interacciéon no covalente por pares de atomos (van der Waals y electrostaticas). Los
parametros de los campos de fuerza estan ajustados para reproducir datos provenientes de calculos
de mayor exactitud o resultados experimentales. Para la mayoria de las biomoléculas como
proteinas, ADN, lipidos y azucares, se utilizan un nimero pequefos de bloques para construirlos
que son parametrizados una unica vez. Los campos de fuerza para biomoléculas mas tradicionales
(AMBER, OPLS, CHARMM y GROMOS)"*"'*'*’ son actualizados y mejorados continuamente.
En cambio, la diversidad de pequefias moléculas organicas no permite el uso de bloques de
construccion y los ligandos deben ser parametrizados individualmente. Los parametros para los
términos de unién covalente son tomados de campos de fuerza generalizados (GAFF, OPLS-AA,
CGenFF)"""* mientras que las cargas atomicas son obtenidas a través de calculos realizados con

métodos de modelado basados en la mecanica cuantica por procedimientos estandarizados como

RESP"!.

Las simulaciones de DM se realizan a volumen, nimero de particulas y energia total constantes en
la fase de equilibracién, pero la temperatura y presion pueden variar. Para mantenerlas constantes
en la fase de produccién es necesario definir controladores conocidos como termostatos y
baréstatos, respectivamente. Entre los termostatos se destacan los de Berendsen, Langevin y Nosé-

Hoover. Entre los baréstatos, los de Berendsen, Monte Carlo y Nosé-Hoover'?>!?% 124135136,

Otro aspecto a definir en las simulaciones son las condiciones periddicas de contorno. Debido a

que los complejos ligando-biomolécula se encuentran en una solucién infinita formada por
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moléculas de agua explicitas, esto llevarfa a un elevado costo computacional. Para resolver este
problema se definen estas condiciones periddicas de contorno donde las moléculas de agua son
colocadas en una caja, la cual es replicada en todas las direcciones. Las interacciones electrostaticas
de largo alcance dentro de esta caja son truncadas definiendo un euzgff para reducir el costo. Al
truncar la caja que contiene al solvente se generan artefactos eliminados utilizando el método

Particle-mesh-Ewald PME)".

Los resultados de la trayectoria de DM son analizados para extraer informacién sobre parametros
estructurales (distancias, angulos, diedros) e interacciones no covalentes entre atomos del ligando
y residuos de interés en el receptor. Adicionalmente es necesario medir ciertos parametros que
determinan la estabilidad del complejo en la simulacién, como la desviacion media cuadratica de
las posiciones atomicas (RMSD, del inglés root mean square deviation) respecto a una referencia, asf
como parametros que indican qué regiones del sistema son menos rigidos, como la fluctuacion

media cuadrética de las posiciones atémicas (RMSF, del inglés root mean squeare fluctuation)'.

6.3 METODOS Y PROCEDIMIENTOS

6.3.1 PREPARACION DE LA ESTRUCTURA DE LOS COMPUESTOS ORGANICOS

Para 44 de los compuestos disefiados derivados de 2-amino-4-feniltiazol, 4-naftiltiazol-2-amina y

4-feniltiazol-2-éter se determind su estructura por optimizacion de geometria sin restricciones

usando el programa Gaussian09 rev.D.01"” al nivel DFT ©B97X-D/6-31+G(d,p) en presencia

141

de solvente (agua) implicito desctito con el modelo IEF-PCM'*'*' y usando una cavidad de forma

adaptada al soluto, construida con radios de Bondi'*

. La naturaleza de cada especie como punto
estacionario fue verificada mediante el calculo de Hessiano analitico al mismo nivel de calculo.

Estas estructuras fueron utilizadas como ligandos para los calculos de docking y dinamica molecular.

6.3.2 PREPARACION DE ESTRUCTURAS DE REFERENCIA DE LAS ENZIMAS

Dado que no se cuenta con estructura experimental de la enzima caspasa-3 sin modificaciones (wild
Hpe), en lugar de la preparacion tradicional de estructuras cristalograficas como punto de partida
se usaron estructuras representativas de cada enzima extraidas por analisis de c/uster de 100 ns de
trayectoria de DM (ver protocolo detallado en 6.3.4) corridos a partir de las estructuras de
difraccién de rayos X de las caspasas -3 y -7 humanas, cédigos PDB 1RHM'*(contiene un
inhibidor unido de forma covalente que modifica la posicién de cadenas laterales de los residuos
del sitio catalitico) y 3IBF'*(no contiene ninguna modificacién covalente en su estructura),

desarrolladas previa eliminacién de las moléculas de agua y del inhibidor presente en el caso de la
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caspasa-3. Las estructuras representativas resultantes de estas dindmicas moleculares, tanto para

caspasa-3 y -7 son las utilizadas como receptores para los calculos de docking y dinamica molecular.

6.3.3 DOCKING LIGANDO-PROTEINA EN CASPASAS -3 Y -7

Usando las estructuras de los compuestos organicos generadas segun se indica en 6.3.1 y de las
enzimas segun se indica en 8.3.2 se realizé su docking mediante el programa Autodock4.2'”,
utilizando un algoritmo genético lamarckiano, para la generacion de poses. En este estudio se opto
por realizar 50 corridas de blind docking. Esto se debe a que no se contaba con informacién previa
respecto al posible sitio de interacciéon de los compuestos en los receptores. Como se explico
anteriormente esta metodologia da la posibilidad que el ligando interaccione en cualquier region
del receptor debido a que no se agregan restricciones. Se utilizé una grilla cubica de 126 puntos

por lado, centrada en la protefna, con un espaciado de 0.6 A.

6.3.4 SIMULACIONES DE DINAMICA MOLECULAR CLASICA DE LAS PROTEINAS Y SUS
COMPLEJOS

Para estos cilculos se utiliz6 el programa AMBER16'". Se realiz6 la parametrizacion de los
ligandos mediante el médulo #eap del mismo programa usando el campo de fuerza GAFF y
generando cargas atémicas RESP"". Para las proteinas se utilizé el campo de fuerza f#745B. Tanto
las proteinas en su forma tetramérica a38a como los complejos establecidos con los derivados se
solvataron en una caja octaédrica truncada de agua explicita TIP3P extendida hasta 11 A de los
extremos de cada proteina y se llevaron a la neutralidad de carga total del sistema contraiones CI
o K" dependiendo de la carga neta del sistema. En primera instancia se minimiz6 la energfa y
gradiente de cada sistema usando un protocolo por etapas, en el que primero se minimiza la
distribucién de solvente y contraiones manteniendo la proteina restringida (500 Kcal/mol) y luego
se minimiza todo el sistema libre. El protocolo combina algoritmos szeepest descent (SD) y de
gradiente conjugado (GC), se minimiza con 22.500 pasos globales (5.500 SD y 17.000 GC).
Posteriormente cada sistema se calent6 por etapas de 0 a 310 K y se equilibré por 200 ps, para
después llevar a cabo 100 ns de producciéon en un ensemble NTP (utilizando termostato de
Berendsen y baréstato Monte Carlo para el control de temperatura y presion, respectivamente)'™
2 Las interacciones electrostaticas de largo alcance dentro de la caja de agua fueron truncadas
definiendo un eutoff de 11 A, mas alld de esta distancia las interacciones fueron determinadas
utilizando el método PME. Los enlaces que involucran atomos de H fueron restringidos utilizando
el algoritmo SHAKE'. La integracion de las ecuaciones de movimiento se realizé cada 2.0 fs.
Para analizar los resultados de la trayectoria se utiliz6 el moédulo gpfraj del programa

AmberTools16',
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6.4 RESULTADOS Y DISCUSION

6.4.1 DOCKING LIGANDO-PROTEINA EN CASPASAS -3 Y -7

A partir de los calculos de docking ligando-proeteina se determinaron posibles sitios de interaccion de
los potenciales inhibidores en ambas enzimas. Se realiz6 el analisis para derivados de tres de las
series mostradas en la Figuras 3.1.1, incluyendo derivados de 2-amino-4-feniltiazol (serie B, 17-18,
21-24, 25-42, 46-54), 4-naftiltiazol-2-amina (serie C, 55-58, y con los sustituyentes 2-naftilamina,
4-aminotiofenol, metilpiperazina, dietilamina) y 4-feniltiazol-2-éter (serie D, 59-62), los cuales
totalizan 44 derivados. No se incluyeron derivaos de la serie A debido a que ninguno present6
inhibicién de la actividad de caspasa-3 en los ensayos preliminares. Al igual que para los
compuestos de referencia derivados de 2-(1,4-benzodioxan)tiazol”” para los detivados objeto de
estudio en esta Tesis se identificaron dos regiones diferentes como los sitios mas probables de
unién no covalente a caspasa-3 y -7. Estas regiones se corresponden con la interfaz entre
heterodimeros o y con los bolsillos cataliticos de las enzimas establecidos entre las cadenas o3 de
cada heterodimero. Para caspasa-3 se obtuvo que los derivados de 2-amino-4-feniltiazol que
presentan aminas alifaticas sin o con heteroatomos en su estructura tienden a tener mayor afinidad
por la interfaz entre heterodimeros, mientras que aquellos compuestos que presentan aminas
aromdticas o alifaticas con sustituyentes aromaticos tienden a interaccionar en zonas cercanas al

sitio activo y a los /gps cataliticos de la enzima (Figura 6.4.1).

Los derivados de 4-naftiltiazol-2-amina presentaron un comportamiento similar a los derivados de
2-amino-4-feniltiazols. Llas aminas alifaticas con y sin heteroatomos interaccionaron en la interfaz
entre heterodimeros mientras que aminas aromaticas o alifaticas con sustituyentes aromaticos

interaccionaron en regiones cercanas al sitio activo (Figura 6.4.2).
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Figura 6.4.1 Sitios de interaccién para los derivados de 2-amino-4-feniltiazols.

A) Detivados de aminas

C) derivados de aminas

>

-33), B) derivados de aminas alifiticos (34-36)

alifaticas con residuos aromaticos (37-42), D) derivados de aminas aromaticas (17,18

alifaticas con heteroatomos (25

2124, 46-54).

>
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Figura 6.4.2 Sitios de interaccién para los derivados de 4-naftiltiazol-2-aminas. A) Derivados de aminas
alifaticas con heteroatomos (55-56, derivado con metilpiperazina), B) derivados de aminas alifaticos
(detivado de dietilamina), C) derivados de aminas alifaticas con residuos aromaticos (57-58, D) detivados
de aminas aromaticas (derivados de 2-naftilamina, 4-aminotiofenol).
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Respecto a caspasa-7, los derivados de 2-amino-4-feniltiazol y de 4-naftiltiazol-2-amina
interaccionaron en la regién de los bolsillos cataliticos. En esta enzima no se observan diferencias

en el posicionamiento debido al tipo de sustituyente del derivado en estudio (Figura 6.4.3).

| ¥
\,-m%
L
=
p )
..
)
%
S
o g N
D) o

T
r

2

Figura 6.4.3 Sitios de interaccioén para los derivados de 2-amino-4-feniltiazols (A, B, C, D) y 4-naftiltiazol-
2-aminas (E, F, G, H) en caspasa-7. A, E) Derivados de aminas alifaticas con heteroatomos, B, F) derivados
de aminas alifaticos, C, G) derivados de aminas alifaticas con residuos aromaticos, D, H) derivados de
aminas aromaticas.

Por dltimo, para el estudio de docking con ambas enzimas para los derivados de 2-amino-4-
feniltiazol se seleccionaron los compuestos 59, 60, 61 y 62. Esto se debe a que en los estudios
preliminares de inhibicion de la actividad de caspasa-3 sélo se observo tal actividad para el derivado
59. De acuerdo con los estudios de docking, los derivados 59, 60 y 62 interaccionarian en los
bolsillos cataliticos en caspasa-3 y el derivado 61 lo harfa en la interfaz entre heterodimeros (Figura

6.4.4A). En caspasa-7 todos los derivados interaccionarfan en regiones cercanas a los bolsillos

cataliticos (Figura 6.4.4B).
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Figura 6.4.4 Sitio de interaccion de los derivados de feniltiazoléteres en caspasa-3 (A) y caspasa-7 (B), en
parpura se destaca el posicionamiento de residuos cataliticos (Cys130 e His88). En sticks se muestra la

estructura de los compuestos, 59 amarillo, 60 anaranjado, 61 gris, 62 rojo.

En cuanto a las posibles diferencias de energias de union, que en principio permitirfan establecer
si alguna de las poses es favorecida energéticamente y si se observa la selectividad buscada entre
caspasa -3 y -7, desafortunadamente las diferencias en esta magnitud correspondientes a los
distintos complejos obtenidos es menor que el etror del método (+2 kcal/mol) por lo que no es

posible extraer conclusiones a este respecto.

En suma, a partir de los calculos de docking molecular fue posible estimar cuales serfan los posibles
sitios de interacciéon de los derivados analizados en ambas enzimas, destacandose la posible
interaccion de los compuestos en los bolsillos cataliticos y en la interfaz entre heterodimeros sitios

interesantes en lo que respecta a su inhibicion.

Es importante destacar que la interaccion de los derivados en los bolsillos cataliticos se dio tanto
en el heterodimero A como en el B. Esto llevd a realizar los calculos de dinamica molecular de los

derivados seleccionados con un compuesto en cada bolsillo catalitico de estas enzimas.

6.4.2 SIMULACIONES DE DINAMICA MOLECULAR

Debido a los resultados preliminares obtenidos en los ensayos de inhibiciéon de la actividad
enzimatica de caspasa-3 y-7 en los que se obtuvo que los compuestos 17, 18, 38 y 59 presentaban
buenos porcentajes de inhibicién, estos cuatro compuestos fueron seleccionados para analizar por
DM las caracteristicas y dinamica a lo largo de 100 ns a 310 K de sus complejos con ambas enzimas,

partiendo de las estructuras de sus complejos obtenidas por docking. Como los estudios de docking
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RMSD (A)

llevaron a concluir que los compuestos podrian interaccionar en el bolsillo catalitico de ambos

heterodimeros, se optd por alojar un derivado por bolsillo en cada enzima.

Para evaluar la convergencia de la simulacion se calculé el RMSD correspondiente a la posicion de
los carbono a (Ca), respecto a las posiciones de una estructura de referencia. En este caso se utilizé
como referencia las posiciones de los Co al terminar la etapa de calentamiento del sistema (Figura

6.4.5).

casp3

RMSD (A)

0.5
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Figura 6.4.5 Evolucion temporal del RMSD calculado respecto a las posiciones de los Ca de las enzimas a
lo largo de 100 ns de produccion MD para caspasa-3 (izquierda) y caspasa-7 (derecha) en presencia y
ausencia de ligandos (17, 18, 38 y 59).

Para ninguno de los sistemas en estudio se apreciaron diferencias significativas en RMSD (lo serfan
por encima de 2 A de variacién) a lo largo de los 100 ns simulados (Figura 6.4.5). Por otra parte,
todos los sistemas en estudio convergieron luego de los primeros 20 ns de simulacion. La presencia

de los ligandos no afecta la convergencia de las simulaciones respecto a la apo-enzima.

La region estabilizada de la DM, determinada a partir del calculo del RMSD, se utiliz6 para realizar
el analisis de los resultados luego de la trayectoria. La estructura representativa de las enzimas en
presencia y ausencia de ligando se obtuvo a través del analisis de c/uster realizado con el médulo
pptraj de AmberTools'*. Para el andlisis se utilizé el algoritmo averagelinkage'. Las conformaciones
se agruparon en 5 clusters segun semejanza en las posiciones de los Co, obteniéndose en cada uno
una estructura promedio representativa del custer. Para cada DM se seleccioné la estructura

representativa del ¢/uster con mayor cantidad de conformaciones.
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Figura 6.4.6 Superposicién de las estructuras representativas obtenidas a partir de los 100 ns de produccion
de DM de caspasa-3 (izquierda) y caspasa-7 (derecha) en presencia y ausencia de ligandos (17, 18, 38 y 59).
Las estructuras obtenidas son coloreadas segin su RMSD de las posiciones de los Ca respecto una
estructura de referencia, la escala de color va del azul al rojo pasando por el blanco, donde azul es igual a la
referencia y rojo cuando mas se aleja de la referencia. En este caso la estructura representativa de la enzima
en ausencia del ligando es la estructura de referencia.

La presencia de los ligandos no gener6 cambios importantes en la estructura secundaria y terciaria
de caspasa-3, debido a que no se observaron variaciones las posiciones de los Ca respecto a la
estructura representativa de caspasa-3 en ausencia del ligando (Figura 6.4.6, izquierda). Para

caspasa-7 se obtuvieron cambios en las posiciones de algunos /gps, pero en términos globales no

se observaron cambios en la estructura secundaria y terciaria de la enzima (Figura 6.4.6, derecha).

La fluctuacién media de las posiciones de los Ca (RMSF) se calculan respecto a las posiciones de
estos atomos en la estructura representativa, para asi determinar la presencia de regiones de mayor
o menor flexibilidad en la proteina. Con este andlisis se puede determinar si la presencia de los

ligandos genera cambios en la flexibilidad de las regiones de interés en la enzima (Figura 6.4.7)
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Figura 6.4.7 RMSF de las posiciones de los carbonos o de las simulaciones realizadas en presencia y
ausencia de ligando, A) heterodimero A de caspasa-3; B) heterodimero B de caspasa-3; C) heterodimero A
de caspasa-7; D) heterodimero B de caspasa-7.

Segun los perfiles de RMSF de caspasa-3, los heterodimeros o A y B (Figura 6.4.7 A y B) presentan
perfiles de RMSFs similares, que demuestran que la enzima es poco flexible tanto en presencia
como en ausencia de ligandos, por lo tanto, éstos no introducen cambios significativos en la
flexibilidad del esqueleto proteico. Se analizaron las regiones de la enzima donde cambios en las
fluctuaciones por presencia de los ligandos podrian representar cambios en la actividad enzimatica.
Entre estas regiones se analizaron las fluctuaciones de los residuos cataliticos (Cys163A/B,
His121A/B), de residuos del sitio alostérico (Arg164A /B, Tyr197A /B, Pro201A/B) y de residuos
de los bolsillos cataliticos S1 (Arg64A/B, Arg207A/B, Glnl161A/B), S2 (Phe256A/B,
Trp206A/B, Tyr204A/B), S3 (Arg207A/B), S4 (Ttp214A/B, Asn208A/B, Trp206A/B) y S5
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(Phe250A /B, Phe252A/B). Ninguno de estos tesiduos presenté cambios en las fluctuaciones por
la presencia de los ligandos como se puede apreciar en los perfiles de RMSF (Figura 6.4.7). Los
mayores cambios en las fluctuaciones no superaron los 0.5 A y se dieron en los primeros residuos

del heterodimero A y B, que no se corresponden con los residuos de interés.

Respecto a caspasa-7 se observé un comportamiento similar, debido a que la enzima en presencia
y ausencia de ligando present6 pocas fluctuaciones. También se observé que los perfiles de RMSF
de los heterodimeros A y B son similares (Figura 6.4.7 C y D). A su vez la mayor diferencia en la
fluctuacién por la presencia del ligando fue de 1 A y se ubicé alrededor del residuo nimero 150
del heterodimero A. No obstante, en dicha regiéon no se encuentra ninguno de los residuos de

interés.

También se estudié como varfa la posiciéon de los residuos cataliticos y alostéricos de ambas

enzimas en presencia y ausencia del ligando en las estructuras representativas.

A 18 17 B
59
3877y . ™ Argl6s |
A e ” Pro201
’ %%f ’ sq N\
& © Cysl64 \ N
His121 v Tye197
ot \ Tyr197 &
Cysi64 |
% SR} Pro201 5
y 4 Argl6d
His121 38
59
17

Figura 6.4.8 A) Posicionamiento de los derivados 17 (rojo), 18 (azul), 38 (magenta), 59 (verde) en capasa-
3 (negro) luego de 100 ns de DM; también se destaca la posicién de los residuos cataliticos Cys163 e His121,
en ambos heterodimeros, A izquierda de la imagen, B derecha de la imagen. B) Posicionamiento de los
residuos alostéricos Pro201, Arg164 y Tyr197 en caspasa-3 en presencia de los derivados 17 (rojo), 18 (azul),
38 (magenta), 59 (verde) y en ausencia de ligando (negro) luego de la DM.
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Respecto a los sitios de interaccion en caspasa-3, se aprecia que en relacién a cuanto se manejaba
a partir del estudio inicial por docking, los compuestos posicionados en el heterodimero A se
desplazar a otra posicion sin dejar el sitio (Figura 6.4.8A). En el heterodimero B por el contrario,

s6lo el compuesto 59 permanece en el sitio y los demas lo abandonan dentro de los 100 ns de DM.

En cuanto a los residuos cataliticos (Figura 6.4.8A), los mismos no cambian el posicionamiento de
su cadena lateral en presencia de ligando excepto para el caso del residuo His121 del heterodimero

B de caspasa-3, que cambia de posicién respecto a la observada en su presencia.

Respecto a los residuos alostéricos (Figura 6.4.8B), se observd que la presencia de los derivados
no gener6é cambios en su posicionamiento. Una pérdida de las interacciones de stacking en este
cluster alostérico esta relacionada con la inhibicién de la enzima, cuestiéon que pudimos corroborar

en nuestro estudio exploratorio sobre complejos con derivados de 2-(1,4-benzodioxan)tiazol .

Finalmente, respecto a los /ogps cataliticos de ambas enzimas, se concluye que no sufren cambios
significativos en sus posiciones a raiz de la presencia de los ligandos (Figura 6.4.9). En particular,
no se detectan cambios en las interacciones entre estos /ops relevantes para la actividad, que no se

verfa afectada para caspasa-3.

Respecto a la enzima caspasa-7 mostrada en la (Figura 6.4.9), se realizaron analisis estructurales

analogos a los presentados para caspasa-3.

L2’

L2

L4

Figura 6.4.9 Posicionamiento de los loops cataliticos en ausencia de ligandos en caspasa-3 (negro) y
presencia de los derivados 17 (rojo), 18 (azul), 38 (magenta), 59 (verde) luego de 100 ns de DM.
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Figura 6.4.10 A) Posicionamiento de los derivados 17 (rojo), 18 (azul), 38 (magenta), 59 (verde) en capasa-
7 (negro) luego de 100 ns de DM; también se destaca la posicién de los residuos cataliticos Cys163 e His121,
en ambos heterodimeros, A izquierda de la imagen, B derecha de la imagen. B) Posicionamiento de los
residuos alostéricos Pro201, Arg164 y Tyr197 en caspasa-3 en presencia 17, 18, 38, 59 y ausencia de ligando
(negro) luego de la DM.

Una vez mas el posicionamiento de los derivados luego de 100 ns de DM en caspasa-7 vario
respecto a su posicion en el docking molecular (Figura 6.4.10A). En el heterodimero A sélo los
derivados 59 y 18 permanecen en el sitio catalitico. El derivado 17 se movi6 hacia el ogp4 quedando
mas expuesto al solvente, mientras que el derivado 38 migré hacia la interfaz de la proteina. En el

heterodimero B, los derivados 59, 17 y 38 permanecieron en el sitio catalitico, mientras que el

compuesto 18 migré hacia el solvente.

Los residuos cataliticos en ambos heterodimeros no presentaron grandes diferencias en su posicion
en ausencia y presencia de ligandos, unicamente la presencia del compuesto 38 generé un cambio
en la posicion de la cadena lateral de la His121 (Figura 6.4.10A). A nivel de la estructura secundaria
y terciaria no se observaron diferencias respecto a la enzima en ausencia de ligando como se mostro

en la Figura 6.4.6.

Los residuos alostéricos en ambos heterodimeros tampoco presentaron grandes cambios en sus

posiciones respecto a la enzima en ausencia de ligando (Figura 6.4.10B). La presencia del
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compuesto 18 generd un corrimiento de los residuos en el heterodimero A, pero no se perdio la
interaccion de stacking entre éstos. Al igual que lo observado en caspasa-3, la presencia de los
ligandos no gener6 grandes cambios en el posicionamiento de los de los loops cataliticos que

generaran cambios importantes en las interacciones entre éstos.

Figura 6.4.11 Posicionamiento de los loops cataliticos en ausencia de ligandos en caspasa-7 (negro) y
presencia de los derivados 17 (rojo), 18 (azul), 38 (magenta), 59 (verde) luego de 100 ns de DM.

Al igual que lo observado en caspasa-3, la presencia de los ligandos no generd grandes cambios en
el posicionamiento de los de los /ops cataliticos que generaran cambios importantes en las

interacciones entre éstos (Figura 6.4.11).
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7. INTERACCION INHIBIDOR-CASPASA POR RMN

7.1 GENERALIDADES

El conocimiento acerca de la interacciéon entre una biomolécula y un ligando pequefio es clave en
la Quimica Medicinal, para comprender el modo de interacciéon de estos ligandos con su blanco
terapéutico. Para evaluar experimentalmente estas interacciones existen diversas metodologias,
entre éstas la espectroscopia de RMN se ha transformado en una técnica muy utilizada para el
disefio de farmacos, debido a su capacidad de detectar la unién de pequefios ligandos a sus blancos
terapéuticos incluso en el caso de compuestos que presentan baja afinidad. Una ventaja muy
significativa de esta técnica es que permite estudiar las interacciones receptor-ligando en

condiciones muy similares a las fisiologicas'**'*.

Existen dos grandes metodologias de RMN para estudiar esta interaccion, aquellos abordajes que
se basan en seguir los desplazamientos quimicos del receptor y aquellos que se basan en seguir las
sefiales del ligando. Estas ultimas se basan en seguir las diferencias de velocidad de rotacién y
traslacion del compuesto en solucion cuando esta libres o unido al receptor. Los experimentos
basados en las senales del ligando tienen como ventaja que se requiere una minima cantidad de

receptor (1-10 uM) y no se requiere que la proteina se encuentre marcada isotopicamente'".

Entre los experimentos que se pueden realizar se encuentra la diferencia en la transferencia de
saturacion (DTS). Esta técnica esta fundada en el experimento diferencial del efecto truncado
nuclear Overhauser (NOE). Se basa en la diferencia entre el espectro del ligando obtenido a
frecuencias donde no se saturan las sefiales de la proteina y el espectro obtenido para el ligando
cuando se satura la sefal de la proteina. Si existe interaccién entre la proteina y el ligando cuando
se realiza la diferencia entre ambos espectros se van a observar las sefiales del ligando. Para lograr
lo anterior se realiza un espectro de la solucién conteniendo la proteina y el ligando, fuera de la
resonancia de la proteina (off-resonance), para esto el centro de las frecuencias de excitacion de
los pulsos son aplicadas a frecuencias desprovistas de resonancia, aproximadamente 5 ppm. A su
vez se realiza un espectro de dicha solucién en resonancia (on-resonance) donde la frecuencia
central se encuentra en 1 ppm, siendo capaz de saturar los protones metilicos de la proteina. Esta
saturacion se propaga virtualmente a todos los protones resonantes en la proteina por medio de la
difusion de spin, asf como a protones del ligando que se encuentren a no mas de 5 A. El espectro

on-resonance es luego sustraido del espectro off-resonance y la aparicién de sefiales positivas

107



refleja la transferencia de magnetizacion de los protones de la proteina al ligando, demostrando la
interaccion entre éstos. Por tanto, a partir de estos experimentos es posible determinar qué
regiones del ligando interaccionan con la proteina segin las sefiales obtenidas en el espectro

diferencia>"'>,

Los experimentos de DTS pueden ser utilizados como métodos de busqueda para la identificacién
de lideres en el disefio de farmacos, asi como también para identificar qué grupos funcionales de

los ligandos son importantes para la interaccion™?,
7.2 MATERIALES Y METODOS

El ensayo de DTS se realiz66 a 25 °C a 500 Hz en un equipo de resonancia magnética nuclear

Varian Innova 500.

El ensayo de DTS realiz6 en una solucién amortiguadora PBS pH 7.4, con un 10 % de D,O, 2 %
de DMSO deuterado, 10 % de Tween 20 y a una concentracion igual a 1 mM de los derivados. Las
soluciones stock de los compuestos se realizaron a 10 mM en DMSO deuterado. Caspasa-3 y -7

se evaluaron a una concentracion igual a 0.1 mM.

Los espectros de DTS fueron realizados utilizando 2048 adquisiciones y una saturacion selectiva
de las senales de la proteina a 1 ppm (20 ppm para el espectro de referencia). La adquisicion de los
espectros se realizo usando una serie de 60 pulsos Gaussianos espaciados 50 ms, lo que da un
tiempo de saturacion total de 3.0 s, con un tiempo entre pulsos de 0.1 ms. La diferencia entre los
espectros en y fuera de resonancia fue realizada por ciclaje de fase (phase cycling). La supresion de
la sefial de agua se realiz6 realizando una presaturacion con presat para obtener la frecuencia de
saturacion usada con el método de supresion de la sefial dpfgse. El tiempo total de cada experimento
fue de 40 minutos. Todos los espectros fueron realizados con una ventana espectral de 7022 Hz

(122 -2.0 ppm)">.

7.3 RESULTADOS Y DISCUSION

Para realizar estos experimentos se realiz6 una pasantia en el Laboratorio Multiusuirio de
Ressonidncia Magnética Nuclear y de Andlises e Desenvolvimento de Inhibidores
Enzimiticos de la Universidad Federal de Rio de Janeiro, la cual fue financiada por el llamado a
pasantias en el exterior del PEDECIBA-QUIMICA. En esta pasantia se plante6 realizar los
ensayos DTS para los derivados 17, 18, 38 y 59 debido a que en estudios preliminares habfan sido
capaces de inhibir la actividad enzimatica de caspasa-3. Se evalu6 la presencia de interaccion entre

estos derivados y caspasa-3 y 7. Para realizarlos es necesario que la relacion entre la proteina y el
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ligando sea 1:10, y que preferentemente el ligando se encuentre a una concentraciéon de 1 mM

mientras que el receptor se encuentre a 0.1 mM.

Los ensayos se realizaron en medio acuoso, en amortiguador PBS (pH 7.4) en presencia de 2 0 5
% de DMSO y 10 % de D,O. Al evaluar la solubilidad de los compuestos se revelé que ninguno
de los compuestos era soluble en dichas condiciones a concentraciones de 1 mM. Es importante
destacar que se evalu6 utilizar 2 o 5 % de DMSO, no encontrandose diferencias a simple vista en
las soluciones. Debido a lo anterior se decidi6 evaluar la solubilidad de los compuestos a 1, 0.7, 0.5
y 0.2 mM, obteniéndose que los compuestos 17 y 18 sélo eran solubles a una concentracién igual

a 0.2 mM mientras que 38 y 59 eran solubles a 0.5 mM.

Luego de establecer las condiciones, se realizé el ensayo de D'TS. En primera instancia se realizaron
espectros de los ligandos en ausencia de receptor. Como los ensayos se realizaron en presencia de
agua con so6lo un 10 % de agua deuterada, fue necesario realizar una supresion de la sefial de agua.
Para esto se obtuvo el espectro de protén del compuesto realizando una presaturacion (presat) a
partir de la cual se obtuvo una supresion modesta de la sefial del agua y a qué frecuencia es
necesario irradiar la muestra para suprimir la sefial del agua. Posteriormente se irradi6 la muestra a
la radiofrecuencia obtenida, utilizando el método de supresion dpfgse, obteniendo supresion de la

sefial del agua mejorada.

Al realizar los espectros de supresion del agua (presat y dpfgse) solo se pudo observar las sefiales del
derivado 59 a una concentracién igual a 0.5 mM, con sefiales muy bajas, y fue necesario acumular
2048 adquisiciones. Para el compuesto 38 no fue posible observar sefial a una concentraciéon de
0.5 mM, aunque no se observaron precipitados en la solucién, por lo cual se supuso que el
compuesto formaba agregados en suspension en PBS. Debido a lo anterior se realizé un espectro
de 38 a 0.2 mM con 2048 adquisiciones, en este ensayo fue posible observar las senales del
compuesto pero con muy poca intensidad. Respecto a los compuestos 17 y 18, no fue posible
observar sefiales a 0.2 mM debido a que los compuestos comenzaron a precipitar al cabo de una

hora, formando precipitados insolubles en PBS™*.

Debido a los resultados obtenidos a través de los espectros de RMN, donde fue posible corroborar
la falta de solubilidad de los compuestos en la solucién a amortiguadora utilizada, se decidié
adicionar el detergente Tween 20 para promover la solubilidad de los compuestos en PBS. Para lo
anterior se evalué mediante una inspeccién visual si se formaban o no precipitados en solucion
con distintas concentraciones de Tween 20, se prob6 0.2 % y 1 %. Se dejaron duante toda la noche
y al otro dia fue posible observar la presencia de precipitados. Como en el articulo de referencia'™*

utilizaban una concentraciéon de 10 % de Tween se decidié agregar dicha concentracion,
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obteniéndose una disoluciéon total de los compuestos a 1 mM. Tampoco se observaron
precipitados del compuesto con el tiempo. Se eligié6 Tween como co-solvente porque no presenta
sefiales en la regioén de los aromaticos (de 6 a 8 ppm), sitio donde se encuentra la mayoria de las

sefiales de los compuestos de interés.
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Figura 7.3.1 Espectro 'H de los derivados a 1 mM A) 17; B) 18; C) 38; D) 59 en PBS (2 % DMSO), en
ausencia (verde) y presencia de 10 % Tween20 (rojo).
En las nuevas condiciones del ensayo, fue posible determinar el espectro 'H de los cuatro

compuestos (Figura 7.3.1). Por tanto, es la insolubilidad la responsable de no poder observar las

sefiales de 'H en los espectros de RMN en PBS con 2 % de DMSO.

Se realiz6 el ensayo de DTS para el compuesto 59 2 0.5 mM con caspasa-3 en PBS (2 % de DMSO)
debido a que se logré observar el espectro en esta soluciéon amortiguadora. Lamentablemente no
se observaron senales luego del ensayo, se realizaron 20480 adquisiciones (unas 18 h de ensayo).
Por la baja concentraciéon del compuesto y la baja intensidad de las sefiales observadas, es posible
intuir que en el tiempo del ensayo los compuestos formaban agregados solubles. Por tanto, con

este resultado no fue posible discernir si la ausencia de sefiales se debid a que el ligando no se unia
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a la proteina o a que la diferencia entre las senales era tan pequefia que no era observable con la

resolucion del ensayo

Con la incorporacion de 10 % de Tween 20 a la solucién amortiguadora PBS (2 % DMSO) se
realizé el ensayo de DTS entre los compuestos y caspasa-3 y -7. En estos ensayos se siguio6 el
mismo protocolo. En primer lugar se realizé una pre-saturacion de la sefial del agua (presa?) y luego
una supresion de la sefial del agua mejorada (dpfgse). Posteriormente se realizo el ensayo de DTS,

el mismo se realizé con 2048 adquisiciones de la sefial.

Para la interaccion entre los compuestos y caspasa-3 no fue posible identificar sefiales que indicaran
interaccion entre la enzima y los compuestos. Como se muestra en la Figura 7.3.2, no fue posible
encontrar diferencias entre el espectro de la saturacion de la sefial del agua (Figura 7.3.2, espectro
color azul) y el espectro correspondiente a la DTS (Figura 7.3.2, color verde), lo que indica que no
existirfa interaccion entre los compuestos y caspasa-3 en esas condiciones ya que no habria una

transferencia entre la enzima y el derivado.
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Figura 7.3.2 Espectro 'H del ensayo DTS de los derivados (1 mM) en presencia de caspasa-3 (0.1 mM)
A) 17; B) 18; C) 38; D) 59 en PBS (2 % DMSO) y Tween20 al 10 %. En azul se muestra el espectro luego
de la saturacion de la sefial del agua, en verde el espectro de la DTS y en rojo el espectro de los compuestos.

Para la enzima caspasa-7 y los compuestos en estudio tampoco se pudo observar sefiales que

indicaran interaccion entre los mismas (Figura 7.3.3).
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Figura 7.3.3 Espectro 'H del ensayo DTS de los derivados (1 mM) en presencia de caspasa-7 (0.1 mM)
A) 17; B) 18; C) 38; D) 59 en PBS (2 % DMSO) y Tween20 al 10 %. En azul se muestra el espectro luego
de la saturacion de la sefial del agua, en verde el espectro de la DTS y en rojo el espectro de los compuestos.
En suma, no fue posible identificar mediante los analisis realizados interacciéon entre los
compuestos y las enzimas caspasa-3 y -7. Cabe destacar que no se conoce qué efecto tiene el 10 %

de Tween 20 en la enzima, el cual fue incorporado en el ensayo para mejorar la solubilidad de los

compuestos.
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8. REEVALUACION DE LA INHIBICION EN CASPASA-3

8.1 GENERALIDADES

Sobre el final de la Tesis, se decidi6 realizar nuevos experimentos respecto a la capacidad de los
compuestos de inhibir caspasa-3 y -7 con el fin, en principio, de caracterizar el tipo de inhibicion.
En particular, se pretendia estudiar la cinética de inhibicion con el fin de comprender en qué escala
de tiempo se alcanzaba el equilibrio entre la enzima y el inhibidor. Se pretendia estudiar también
el mecanismo de inhibicién, si los inhibidores eran irreversibles o reversibles y, en este ultimo caso,

si se estaba ante inhibidores competitivos o de otro tipo.

Para obtener dicha informacion, se realizé la revaluacién de los compuestos que en los ensayos
preliminares a 100 uM de compuesto habian presentado inhibicién de la actividad de caspasas-3,
en este caso se consideraron porcentajes de inhibicién aceptables aquellos mayores a 60 %,
seleccionando entonces a los compuestos 17, 18, 38 y 59. En primer lugar, se evaluaron los
derivados a la misma concentracién del ensayo preliminar para repetir los resultados obtenidos

previamente.

A su vez, se evalu6 la capacidad inhibitoria de la actividad de caspasa-7 de los compuestos

seleccionados a partir de los ensayos de actividad preliminares en caspasa-3.

8.2 REEVALUACION DE LA INHIBICION DE LA ACTIVIDAD DE CASPASA-3

8.2.1 MATERIALES Y METODOS

Para realizar los ensayos de inhibicién de la actividad en caspasa-3 y -7 se llevé a cabo el mismo

procedimiento explicado en el punto 4.3.1 de la presente Tesis.

8.2.2 RESULTADOS Y DISCUSION

Al realizar la revaluacion de los derivados en caspasa-3 no fue posible reproducir los porcentajes
de inhibicién de la actividad de caspasa-3 obtenidos en los ensayos preliminares. Para los derivados
17 y 18, en la reevaluacién se obtuvieron valores maximos de 40 y 39 %, respectivamente; en los
ensayos preliminares habfan presentado porcentajes de inhibicion de 82 y 84 %, respectivamente.
Ademas, los valores presentaban alta dispersion y no era posible reproducir los resultados entre

un experimento y otro.
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Para los compuestos seleccionados 38 y 59 sucedié algo similar, no fue posible repetir los
porcentajes de inhibiciéon obtenidos en la evaluacion preliminar y los nuevos valores obtenidos no
eran reproducibles. Para el compuesto 38 no se logré obtener inhibicién, debido a que el valor
maximo obtenido rondé el 14 % de inhibicién. Para el compuesto 59 la inhibicién maxima

obtenida en la evaluacion rondo el 20 %.

En esta oportunidad se evalué también la capacidad inhibitoria de la actividad de caspasa-7,

obteniéndose para los cuatro compuestos seleccionados valores cercanos al 10 % de inhibicién.

Para tratar de comprender la falta de actividad inhibitoria de caspasa-3 y la variabilidad en los
resultados se siguieron distintas estrategias. Se evalud si los compuestos eran capaces de interferir
en la emision de fluorescencia del AMC, y que dicha interferencia fuera la responsable de los falsos
positivos de inhibicién observados en los ensayos preliminares. A su vez, se estudi6 si los
compuestos sufrian algin tipo de cambio al estar en la solucién amortiguadora de actividad y como
se comportaban en la solucién, lo que pudiera contribuir a la variabilidad de los resultados

obtenidos.

8.3 CONTROIL DE INTERFERENCIA DE LOS COMPUESTOS EN LA MEDIDA DE
FLUORESCENCIA

En esta instancia, debido a la estructura de los compuestos seleccionados, principalmente la
presencia del agrupamiento nitro, se analizo6 la posibilidad de que los compuestos pudieran generar
alguna interferencia en la fluorescencia del producto de la reaccion enzimatica, AMC. Para esto se

realizé un control de la interferencia de los compuestos en la medida de fluorescencia.

8.3.1 MATERIALES Y METODOS

Se evalu6 la posible interferencia de los compuestos en la medida de fluorescencia a una
concentraciéon de AMC de 0.6 uM. Esta concentracion de AMC correspondia a un 10 % de
produccion de AMC en el ensayo enzimatico realizado con 6.6 uM de sustrato segin los ensayos

preliminares de inhibicion.

En cada pocillo se adicioné el compuesto a una concentracion igual a 100 pM, que era la utilizada
en los ensayos preliminares, 0.6 uM de AMC, y solucién amortiguadora de actividad. La cantidad
de DMSO en el pocillo fue de 1 %. Los pocillos que contenfan derivados se realizaron por

duplicado y los pocillos que sélo presentaban AMC se realizaron por cuadriplicado.
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La interferencia por parte de los compuestos se evalu6 realizando espectros de emision (400 a 500
nm) con una Aexcitacion = 380 nm. Para estimar en cuanto disminuia la fluorescencia por la

presencia de cada derivado, se midio el valor de la fluorescencia a 440 nm (Aemision del AMC).

8.3.2 RESULTADOS Y DISCUSION

Para evaluar si los compuestos seleccionados eran capaces de interferir en la emision de
fluorescencia del AMC, se registré el espectro de emision de AMC (400-500 nm) en presencia de
100 uM de los compuestos 17, 18, 38 y 59 (Figura 8.3.1).
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Figura 8.3.1 Espectros de emision (Rexcitaciéon = 380 nm) de fluorescencia de la AMC (0.6 uM) en
presencia y ausencia de los derivados 17, 18, 38 y 59 (100 uM), en la solucién amortiguadora de actividad
con 1 % de DMSO.

Los derivados 17, 18 y 59, que presentan el agrupamiento nitro en su estructura, interfirieron en la
emision de la fluorescencia de AMC. Esta interferencia puede deberse a un efecto de filtro interno
debido a la absorbancia y/o dispersiéon de la luz por parte de los compuestos. También puede
deberse a un efecto de apagamiento (guenching) dinamico o estatico, de la fluorescencia. El

compuesto 38 present6 el menor efecto en la emision (Figura 8.3.1).

116



Teniendo en cuenta la interferencia de los derivados seleccionados, se volvié a evaluar su capacidad
inhibitoria de la actividad de caspasa-3. Simultaneamente se realizaron curvas de calibracién de
AMC en presencia de los derivados, esto posibilita obtener los valores de inhibicién corregidos
por dicha interferencia. Considerando entonces los aportes de la interferencia por parte de los
compuestos a la inhibicién de la actividad de caspasa-3, se volvieron a calcular los porcentajes de
inhibicién. Para los derivados 17 y 18, los porcentajes de inhibicion se redujeron a la mitad respecto
a los valores de inhibicién de la actividad de caspasa-3 en los ensayos prelimines obtenidos
previamente a esta etapa de revaluacion. Para el derivado 59, no se observé inhibicion. Por lo
tanto, para el derivado 59, el resultado preliminar obtenido acerca de que inhibifa la actividad

caspasa se puede explicar por una interferencia en la medida de fluorescencia.

8.4 ESTUDIOS DE SOLUBILIDAD Y ESTABILIDAD EN LA SOLUCION
AMORTIGUADORA DE ACTIVIDAD

Para profundizar en por qué no fue posible reproducir los resultados preliminares de inhibicién
de la actividad de caspasa-3, particularmente para los derivados 17, 18 y 38, se traté de comprender
si estos derivados en la solucién amortiguadora presentaban problemas de solubilidad o sufrian

cambios en su estructura que impidieran la repeticion de los resultados preliminares.

En primer lugar, se realiz6 una inspeccion visual de las soluciones de los derivados 17, 18 y 38 a
100 uM en la solucién amortiguadora de actividad. Se observé que las soluciones estaban turbias,

por lo cual los derivados no estaban solubilizados completamente.

Adicionalmente, se realizaron espectros de absorbancia UV-Vis de los derivados a la concentracion
del ensayo de inhibiciéon (100 uM) a distintos tiempos, para observar si la permanencia de los
derivados en esta soluciéon acuosa generaba cambios en sus espectros. Se evalio lo que sucedia a
tiempo 0 y luego de 60 minutos. Esto representa el tiempo de incubacién de los derivados en
presencia de la enzima en el ensayo de inhibicién. A su vez estos espectros se realizaron en
presencia y ausencia de la enzima caspasa-3, para evaluar que, en caso que se observaran cambios,
éstos fueran promovidos por la enzima (Figura 8.4.1). En todos los espectros se resto la
contribucién a la absorbancia de la solucién amortiguadora de actividad que absorbia a longitudes

de onda menores a 270 nm.
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Figura 8.4.1 Espectros de los derivados 17, 18 y 38 en ausencia (A, C, E) y presencia de caspasa-3 (B, D,

F) al inicio de formar la soluciéon a 100 uM en el amortiguador de actividad (pipes pH 7.2) y luego de 60

minutos a 37 °C. En todos los espectros se restd la contribucion a la absorbancia de la solucion

amortiguadora de actividad que absorbia a longitudes de onda menores a 270 nm.
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Como se muestra en la Figura 8.4.1, los derivados 17, 18 y 38 presentaron absorbancia a todas las
longitudes de onda, esto indicaria dispersion de la luz y que los derivados no fueron capaces de
solubilizarse en la solucién amortiguadora. Los derivados mostraron también picos u hombros en
la zona de 300-350 nm. En el caso de los compuestos 17 y 18, que presentan grupos nitro, también
se observaron picos en la zona de 450 nm. Al cabo de una hora, se observé una disminucién en
la absorbancia a todas las longitudes de onda, esto podria indicar que a medida que pasa el tiempo

los derivados precipitan, lo que genera una disminucién en la absorbancia.

La presencia de caspasa-3 en las mezclas solo parece afectar al derivado 18 donde no se observo
una disminucién en la absorbancia luego de los 60 minutos de incubacién a 37 °C, como si se

evidenci6 para los demas derivados (Figura 8.4.1 B, D, I).

Adicionalmente, se evalué cémo variaban los espectros de estos compuestos en los 60 minutos de
incubacion, para esto se realizaron espectros cada 15 minutos de los derivados en ausencia de

caspasa-3 (Figura 8.4.2).

Al realizar los espectros cada 15 minutos (Figura 10.4.2) se observé que, en general, la absorbancia
iba disminuyendo a medida que pasaba el tiempo. Luego de 60 minutos de incubacién se
obtuvieron valores de absorbancia menores a los observados en el ensayo anterior (Figura 10.4.1),
a su vez no siempre a un tiempo mayor disminufa la absorbancia (Figura 10.4.2 B y C). Esto
muestra la variabilidad que produce la falta de solubilidad de los derivados en la solucién
amortiguadora, debido a que en cada mediada no se conoce exactamente cuanta concentracion se
esta midiendo. Esto podria explicar en cierta medida la imposibilidad de reproducir los ensayos

preliminares de inhibicién de la actividad de caspasa-3.
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Figura 8.4.2 Espectros de los derivados 17, 18 y 38 (A, B, C) inmediatamente de mezclado a 100 pM en
la solucién amortiguadora de actividad y cada 15 minutos hasta 60 minutos a 37 °C totales. En todos los

espectros se resto la contribucién a la absorbancia de la solucién amortiguadora de actividad que absorbia

a longitudes de onda menores a 270 nm.

Para avanzar en la comprension de por qué no fue posible reproducir la inhibiciéon de la actividad
de caspasa-3 del derivado 38, que presentaba muy poco efecto de interferencia con el AMC, se
realizaron incubaciones del derivado (100 uM) en solucién amortiguadora de actividad a 37 °C
durante 1 h y 1 h y 30 minutos, y se realizaron extracciones del derivado con acetato de etilo. Se
realizé6 CCF para identificar si habfa cambios en su estructura. También se realizo la extraccion de

un blanco que estaba formado tnicamente por solucién amortiguadora de actividad y el mismo

porcentaje de DMSO al usado en el ensayo.
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Figura 8.4.3 Cromatografia en capa fina (fase estacionaria: silica, fase moévil: hexano:acetato de etilo 8:2). 1
representa al blanco, 2 a lo extraido luego de 1 hora de incubacién a 37 °C, 3 al patrén del derivado y 4 a lo
extraido luego de incubacién por 1 hora y 30 minutos a 37 °C. No se sembr6 la misma cantidad de cada
muestra, por lo tanto este resultado es inicamente cualitativo.

No se observaron cambios en la CCF para el derivado 38, lo que indicaria que luego de estar 1 h

y 1 h 30 minutos en solucién amortiguadora, este derivado no presentarfa modificaciones en su

estructura.

Adicionalmente se realizaron ciclos de sonicado del compuesto 38 en soluciéon amortiguadora de
actividad a la misma concentracion del ensayo de actividad (100 pM), para observar si mejoraba la
solubilidad del compuesto en solucién. Para identificar cambios se realizé una inspeccion visual

de la solucién y posteriores espectros de absorbancia.

Se sonicé la muestra por 8§ minutos. Para evitar el calentamiento, el sonicado se realizé en ciclos
de 2 min. En la inspeccion visual de la muestra no se detectaron mejorfas en la turbiedad de la
soluciéon entre los ciclos de sonicado. En el espectro UV-Vis se observa absorbancia a todas
longitudes de onda, lo cual sugiere que los ciclos de sonicado realizados no aumentaron la

solubilidad del compuesto 38 (Figura 8.4.4).
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Figura 8.4.4 Espectros de la solucién amortiguadora (negro), compuestos 38 luego de sonicar (rojo) y sin

sonicar (azul) a una concentracién igual a 100 M en la solucién amortiguadora de actividad con 1 % de

DMSO.

El compuesto 38 se dejoé a temperatura ambiente en la solucién amortiguadora de actividad por 2

h y se volvieron a realizar espectros.
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Figura 8.4.5 Espectros del compuesto 38 a 100 pM en la solucién amortiguadora de actividad a tiempo

cero y luego de 2 h a temperatura ambiente, de la mezcla sin sonicar (A) y sonicada (B).

Luego de dejar la mezcla a temperatura ambiente por 2 h sin sonicar y sonicada (Figura 8.4.5 Ay

B) no se observan diferencias en los espectros del compuesto 38. Si se observan diferencias entre

los espectros a tiempo cero y luego de 2 h en ambos ensayo.

En su conjunto, estos resultados demuestran la variabilidad en el comportamiento del compuesto

38 en la solucién amortiguadora de actividad.
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9. DISCUSION GENERAL

En la presente Tesis se plante6 realizar un abordaje multidisciplinario para encontrar nuevas
moléculas como posibles inhibidores de caspasa-3. Con este abordaje se pretendfa acortar camino
en el disefio de farmacos, debido a que con las metodologias propuestas se pretendia realizar una
buena caracterizaciéon de los compuestos propuestos para acercarnos a la selecciéon de compuestos

con el perfil adecuado para ser incluido en ensayos 7 vivo.

La hipotesis de este trabajo se centré en que derivados de 4-fenil-1,3-tiazol serfan capaces de inhibir
de forma reversible y selectiva a la actividad de la enzima caspasa-3. Para esto, nos basamos en
inhibidores de caspasa-3 reportados, los cuales eran derivados de 2-(1,4-benzodioxanos)-1,3-
tiazol”". Nos basamos también en un estudio teético-computacional donde se estudiaron en detalle
los sitios de interaccion y la dinamica de interaccion de los compuestos con las enzimas, realizado

por nuestro grupo de investigacién previamente al comienzo de esta tesis’®.

La sintesis de los derivados de 4-fenil-1,3-tiazol no tuvo buenos porcentajes de rendimiento. No
obstante, fue posible obtener un buen nimero de compuestos que presentaron variaciones
estructurales. Dentro de las series sintetizadas, para la Serie A, derivados de 4-fenil-1,3-tiazol-2-
carbamato, unicamente los derivados alifaticos pudieron obtenerse, con rendimientos moderados.
Respecto a la Serie B, derivados de 2-amino-4-fenil-1,3-tiazol, donde se pretendia explorar diversos
sustituyentes en la posicion 2 del anillo tiazolico, la mayoria de los derivados se obtuvieron con
rendimientos moderados, pero como se discutié anteriormente, la naturaleza de las aminas
utilizados no siempre permitia el desarrollo de la reaccion de sintesis. La Serie C, derivados de 2-
amino-4-naftil-1,3-tiazol, se obtuvieron con rendimientos bajos, mientras que la Serie D, derivados

de 4-fenil-1,3-tiazol-2-éter, se obtuvieron en su totalidad con rendimientos de moderados a bajos.

Se evalud en primer lugar si los compuestos obtenidos eran capaces de inhibir la actividad de
caspasa-3 a una concentracion igual a 100 uM. Estos resultados se denominaron resultados
preliminares y se consideraron como un primer acercamiento a la capacidad inhibitoria de los
compuestos. En base a estos resultados preliminares, se seleccionaron aquellos con una inhibicion
superior al 40 % de la actividad de caspasa-3 para continuar con el resto de la caracterizacién de
los compuestos. Una vez realizado un conjunto de estudios preclinicos y computacionales, ya sobre
el final del trabajo, se realiz6 una reevaluacién de los compuestos con mejores perfiles de inhibicion
a 100 uM (17, 18, 38 y 59). En esta instancia no fue posible repetir los resultados obtenidos en los
ensayos preliminares. Debido a este inesperado resultado se realizaron analisis para intentar

comprender el origen de la discrepancia. En primer lugar, se intenté comprender si estos
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compuestos interferfan con la medida de fluorescencia utilizada en el ensayo de actividad,
encontrandose que los compuestos 17, 18 y 59, que poseian agrupamientos nitro, si podian
interferir con ésta. La interferencia en la fluorescencia resultd irrelevante tnicamente en el caso del
compuesto 38. Es importante destacar la importancia de tener en cuenta posibles interferencias en
los ensayos de actividad, particularmente cuando se trabaja con técnicas basadas en fluorescencia,
y la posibilidad de tener que recurrir a otro tipo de ensayos. A su vez, se pusieron de manifiesto
problemas de baja solubilidad de los compuestos en la solucién amortiguadora utilizada en los
ensayos de actividad enzimatica. En particular, el compuesto 38, si bien no parecia descomponerse,
no se solubilizaba ni siquiera mediante tratamientos de sonicacién. La baja solubilidad de los
compuestos en el medio acuouso es seguramente la causa de la variabilidad en los ensayos
realizados. Retrospectivamente, es importante cuestionar la eleccién de una concentracion 100 uM
para realizar los ensayos preliminares, pues se trata de una concentracion relativamente alta, dificil
de alcanzar iz vivo. De haberse obtenido compuestos con una buena capacidad inhibitoria, ésta
deberfa manifestarse en ensayos de inhibiciobn a concentraciones micromolar bajo o
submicromolares de compuesto. Parece entonces recomendable, con el fin de ahorrar tiempo y
esfuerzo, la utilizaciéon de concentraciones significativamente menores de compuesto en ensayos
de inhibicién. Ademas, las concentraciones menores mitigarian los problemas vinculados a la

solubilidad.

Este estudio pone en evidencia la importancia de tener en cuenta ciertas caracteristicas
fisicoquimicas de los compuestos en el disefio de nuevos farmacos, y que no sélo es necesario
enfatizar el disefio en los determinantes estructurales que maximizarfan las interacciones con el
blanco terapéutico seleccionado. En nuestro caso, ademas de ser importante el blanco en si,
también era importante su ubicacién, debido a que la caspasa-3 se encuentra en todo el organismo,
pero su vinculacion a la EA se daba en el cerebro. Esto llevé a que para el disefio fuera importante
que los compuestos tuvieran cierto caracter hidrofébico con el fin de fomentar el pasaje por la
barrera hematoencefalica. Otra caracteristica deseable es su solubilidad en el medio acuoso debido
a que la falta de solubilidad lleva a que el compuesto tenga dificultades para su uso como farmco
requieriendo de estrategias para promover su distribucién en el organismo, estrategias que son
utilizadas cuando los fiarmacos presentan muy buenos perfiles de actividad en el blanco

terapeﬁtico155

. Esta solubilidad es crucial para poder realizar los ensayos. Por lo tanto, para futuros
disefios es necesario llegar a un balance entre caracteristicas estructurales que brinden, para el caso
de estudio, capacidad de solubilidad en el medio acuoso, caracteristicas de hidrofobicidad que
permitan atravesar la barrera hematoencefalica y que a su vez le permitan inhibir la actividad de la

enzima blanco.
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En el contexto del abordaje planteado en esta Tesis, se llevaron a cabo estudios que permitieran
determinar si los compuestos tenfan buenos perfiles como posibles farmacos, considerando
futuros ensayos in vivo de los mismos. Se realiz6 una caracterizacion preclinica de los compuestos,
en la que se pretendid establecer si los compuestos eran citotoxicos en la linea celular HT22, si
generaban nuevos metabolitos 7 vitro cuando se exponian a la fraccion subcelular S9 de higado de
rata, si eran capaces de cruzar la barrera hematoencefalica mediante el ensayo 7 vitro PAMPA y
por ultimo si eran mutagénicos utilizando el ensayo 7z vitro Ames. En el ensayo de citotoxicidad se
obtuvo que los compuestos 17 y 18 presentaron un ICsomenor a 100 uM. Para los compuestos 38
y 59 no fue posible determinar los valores del ICs, pero si se determiné que los compuestos no
eran citotoxicos a concentraciones de 100 uM. En los ensayos de metabolizacién se obtuvo que
los compuestos seleccionados en los ensayos preliminares 18, 38 y 59 eran metabolizados i vitro
debido a que se obtenfan nuevos derivados en la CCF, mientras que el compuesto 17 parecerfa no
ser metabolizado. Respecto al ensayo PAMPA, por problemas en la solubilidad de los compuestos
en la solucién amortiguadora fue necesario modificarlo mediante el agregado de un 0.2 % del
detergenete Tween-80. Al realizar la modificacion se observaron problemas con el control negativo
debido a que present6 un valor alto de Papp que se corresponde con la posibilidad de pasaje a
través de la barrera hematoencefalica. Esto se atribuye a que la preparacion de lipidos no era fresca
como se recomienda en la bibliografia. No se pudo realizar el ensayo con la incorporaciéon de
Tween-80 y lipidos frescos debido a la dificultad de conseguir un cerebro de cerdo para realizar
una nueva extraccioén de lipidos. No obstante, se puede afirmar que en las condiciones del ensayo
los compuestos presentaron valores de Papp similares al control positivo, lo cual sugiere que los
compuestos podrian trasapasar la barrera hematoencefalica. En los ensayos de mutagénesis se
obtuvo que unicamente el compuesto 38 no resulté mutagénico en las cepas evaluadas TA9S,

TA100, TA1535 y TA97a.

Con los calculos 7 silico se determinaron los posibles sitios de interaccién de los compuestos en
caspasa-3 y -7, as{ como también que la presencia de éstos no generaba cambios significativos en
la estructura de ambas enzimas. Sin embargo, al no obtener resultados confiables en los ensayos
de inhibicién enzimatica debido a la interferencia de la fluorescencia del producto por parte de los
compuestos y a problemas en la solubilidad de los compuestos en el medio de trabajo, no fue

posible relacionar los resultados experimentales con aquellos obtenidos en los calculos 7 s/ico.

Por dltimo, en el ensayo de interaccién inhibidor-caspasa por RMN tampoco fue posible obtener
resultados acerca de la interaccién entre la enzima y los compuestos por problemas en la

solubilidad de éstos. Se logré solubilizarlos con el agregado de Tween-20, pero no se observaron
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seflales sugerentes de interaccién entre la proteina y los compuestos. A su vez, la presencia de

Tween20 no asegura la integridad de la proteina.

En suma, en la presente Tesis no fue posible obtener nuevos compuestos como posibles
inhibidores de la enzima caspasa-3. A pesar de estos resultados negativos, se rescata el abordaje
realizado como una buena estrategia en el disefio de farmacos. Con este abordaje es posible, una
vez que se tienen los compuestos deseados, evaluar su capacidad inhibitoria del blanco terapéutico
y caracterizar el tipo de inhibicién. A su vez, es posible evaluar cémo interaccionan con la enzima
experimentalmente, mediante los ensayos de RMN, asi como mediante una aproximacion # s/ico.
Por otra parte, este abordaje permite evaluar posibles efectos que los compuestos podrian tener
en el organismo, evaluando z vitro su citotoxicidad, metabolizacién y mutagénesis, y también
evaluar su potencial para alcanzar el lugar requerido en el organismo, para seleccionar aquellos
compuestos que podrian ser incluidos en fases posteriores del desarrollo de farmacos. Para
completar este abordaje serfa necesario afiadirle un etapa de evaluacion de la solubilidad de los
compuestos sintéticos en los medios donde se espera evaluatlos, debido a que ésta fue una de las

mayores dificultades encontradas en el trabajo.
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10. CONCLUSIONES

10.1 SINTESIS ORGANICA

Se disenaron cuatro series de compuestos organicos como posibles inhibidores selectivos y
reversibles de caspasa-3. Se obtuvieron 41 de estos derivados mediante metodologias de sintesis

organica convencional con rendimientos de bajos a moderados.

Los derivados de 4-fenil-1,3-tiazol-2-arilcarbamato fueron los mas complicados de obtener por la
baja estabilidad de los reactivos de partida, mientras que los derivados de 4-fenil-1,3-tiazol-2-
alquilcarbamato fueron obtenidos con rendimientos bajos a moderados; en este caso la baja

eficiencia de la reaccion se atribuye a la baja nucleofilia de la amina de partida.

Respecto a los derivados de 2-amino-4-fenil-1,3-tiazol, se pudieron obtener con mayor eficiencia
que los derivados de 4-fenil-1,3-tiazol-2-arilcarbamato, pero en este caso la eficiencia y rendimiento
de la reacciéon dependié de las aminas de partida. Las reacciones con aminas aromaticas
presentaron muy bajos rendimientos debido a su baja nucleofilia. Con aminas primarias con
sustituyentes aromaticos se obtuvieron rendimientos moderados de reaccién, mientras que con
aminas secundarias con heteroatomos se obtuvieron rendimientos moderados. Con aminas
secundarias puramente alifaticas fue posible obtener un derivado con muy bajo rendimiento. Este

bajo rendimiento se debié probablemente a reacciones secundarias.

Adicionalmente, se obtuvieron derivados de 4-fenil-1,3-tiazol-2-éter, los cuales presentaron
moderados porcentajes de rendimiento. Es importante destacar que la sintesis de estos derivados

en las condiciones llevadas a cabo en esta Tesis no ha sido reportadas.
10.2 ACTIVIDAD DE CASPASA-3Y -7 Y ENSAYO PRELIMINAR DE INHIBICION

Fue posible determinar la concentracién optima de la enzima para realizar los ensayos preliminares
de inhibicién de la actividad de caspasa-3, asi como también calcular los valores de Km y Acat para
caspasa-3 y -7. Los valores obtenidos para cada enzima estuvieron dentro de lo esperado respecto

a la bibliograffa.

Los ensayos preliminares de inhibicién a 100 pM de compuesto en primera instancia mostraron

que los derivados 17, 18, 38 y 59 presentaron los mejores porcentajes de inhibicién. Sin embargo,
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al realizarse la revaluacion de la actividad inhibitoria se determiné que los compuestos no fueron

capaces de inhibir la caspasa-3.

Para los compuestos 17, 18 y 59, que presentaban un agrupamiento nitro en su estructura, la
inhibicién obtenida en los ensayos preliminares podria haber sido sobreestimada debido a la
interferencia en la emisiéon de fluorescencia del producto AMC de la reaccién catalizada por

caspasa-3.

Respecto al compuesto 38, que no tenia grupo nitro y presento6 la menor interferencia en la emision
de fluorescencia del AMC, la falta de reproducibilidad de la inhibicién observada en los ensayos
preliminares puede ser atribuida a problemas en la solubilidad del compuesto en la solucién

amortiguadora de actividad.

10.3 EVALUACION PRECLINICA

10.3.1 EVALUACION DE LA CITOTOXICIDAD EN LA LINEA CELULAR HT22

A partir de la evaluacion de la citotoxicidad de los compuestos seleccionados segun los resultados
obtenidos en los ensayos preliminares, se obtuvo que los compuestos 17 y 18 se encontraban en
concentraciones toxicas para la linea celular HT22, a las concentraciones del ensayo de inhibicion
de la actividad enzimatica. El resto de los compuestos seleccionados se encontraron en
concentraciones subtoxicas para la linea celular HT22 en el ensayo de inhibicién de la actividad de

caspasa-3.

10.3.2 METABOLIZACION

En el ensayo de metabolizacion se obtuvo que los compuestos 18, 38 y 59 generaron nuevas
entidades con distintos valores de rf que los compuestos de partida. Respecto al compuesto 17 no
es posible concluir que no haya producciéon de nuevas entidades debido a que en la CCF realizada

se observ6 una mancha muy extensa que no permitié descartar la ausencia de metabolitos.

10.3.2 APROXIMACION A LA PERMEABILIDAD A TRAVES DE LA MEMBRANA
HEMATOENCEFALICA (PAMPA)

Fue posible realizar el ensayo PAMPA para aproximarnos a la permeabilidad a través de la barrera
hematoencefalica 7z vitro utilizando controles positivos (verapamilo) y negativos (teofilina) asi

como lipidos extraidos en el laboratorio para simular la barrera hematoencefalica.
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No es posible concluir acerca del comportamiento de los compuestos debido a problemas con el
control negativo cuando se modificé el ensayo mediante la adicion del detergente Tween-80 para
promover la solubilidad de los compuestos. Esto se debié probablemente a que los lipidos

extraidos no provenian de un cerebro de cerdo fresco.
10.4.3 EVALUACION DE MUTAGENESIS

Los compuestos seleccionados 17, 18 y 59 resultaron mutagénicos en la cepa TA98 de Salmonella

typhimurinm, mientras que el derivado 38 no resulté mutagénico en las cepas evaluadas (TA98,

TA100, TA1535 y TA97a).

10.4 EVALUACION IN SILICO

A partir de la evaluacion 7 silico mediante docking y dinamica molecular fue posible corroborar que
la presencia de los compuestos no genera cambios importantes en la posicién de residuos claves

para la actividad de ambas enzimas.

A su vez se determiné que el sitio de interaccion obtenido a través del docking molecular no se
mantiene una vez que se realiza la DM en ambas enzimas. Por lo tanto, el docking nos brinda una
aproximacion del posible sitio de interaccion en la enzima, que en nuestro caso no se mantuvo una

vez que se realizé la DM.

Por los cambios en el posicionamiento luego de 100 ns de DM se puede determinar que en caspasa-
3 estos compuestos no interaccionarian en los bolsillos cataliticos de ambos heterodimeros, debido
a que unicamente el ligando 59 permanecié en ambos bolsillos luego de la simulaciéon. Respecto a

caspasa-7, unicamente el ligando 17 se mantiene en ambos bolsillos cataliticos.

10.5 INTERACCION COMPUESTO-CASPASA POR RMN

En este ensayo no fue posible determinar si existia una interaccién entre los compuestos y las
enzimas. Ademas, fue necesaria la adiciéon de Tween20 (10 %) para promover la disolucién de los

compuestos en la solucién amortiguadora y evidenciar las sefiales por RMN.
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11. PERSPECTIVAS

Teniendo en cuenta la ausencia de inhibicién de la actividad de caspasa-3 por parte de los
compuestos obtenidos y las estructuras de los compuestos en las que nos basamos para realizar el
disefio, es posible suponer que la presencia de un nexo de uno o mas atomos entre la posicion 2
del anillo tiazdlico y el sustituyente no favorecen a la inhibicién de la actividad de caspasa-3. Por
lo tanto, el aumento en la cantidad de 4tomos en el nexo no setfa un factor a incluir en el redisefio
de nuevos posibles inhibidores. En este sentido, se propone como posible re-disefio de
compuestos a derivados tiazélicos que presenten como sustituyentes de la posicion 2 del anillo

tiazolico agrupamientos de tipo fenil, naftil, benzofuranil e indolil (Figura 11.1).

R4

Ri=H, Br,CF3, NO,
Ro= fenil, benzofuranil, indolil.

Figura 11.1 Arriba, estructura del compuesto 2 utilizado para el disefio de los compuestos obtenidos; entre

las llaves estructura de las series obtenidas en este trabajo, abajo, estructura de los compuestos del redisefio

propuesto.
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Debido a los problemas de solubilidad observados en este trabajo se propone que en un eventual
redisefio de compuestos como posibles inhibidores de caspasa-3, en primer lugar se evalde la
solubilidad de los compuestos en las soluciones amortiguadoras donde se pretende realizar los
ensayos de actividad. Para esto podria utilizarse uno de los criterios de la regla de Lipinski'™, la
cual propone condiciones que debe tener un nuevo candidato a farmaco. El criterio a utilizar se
basa en la solubilidad de los compuestos. Se mide experimentalmente o se calcula el logaritmo del
coeficiente de particion en octanol/agua (LogP), el cual debe ser menor a 5 para ser considerado
como un buen candidato, y por lo tanto presenta solubilidad en el medio acuoso. También se
realizarfan calculos tedrico-computacionales de docking y dinamica molecular, como los realizados
en este trabajo, que brinden informacién sobre le posible sitio de interacciéon con mayor inhibicion
en relacién con los de menor inhibicién conduzca a mejoras en el disefio de compuestos y asi
acercarse a obtener futuros derivados con un mejor perfil de actividad biolégica. Ademas, en
eventuales ensayos preliminares para evaluar la actividad inhibitoria, se considerarfa utilizar
concentraciones menores a 100 uM, no solo para disminuir problemas de solubilidad sino también

para favorecer la selecciéon de compuestos con una buena capacidad inhibitoria.

Otro problema que se tuvo que afrontar en este trabajo fue la interferencia en la fluorescencia del
producto de la reaccién del ensayo de actividad de caspasa-3. Para evitar esta interferencia podria
utilizarse otra metodologia para medir la actividad de caspasa-3, como por ejemplo medir

absorbancia para seguir la cinética de la reacciéon y no fluorescencia.
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12. ANEXO ELUCIDACION ESTRUCTURAL

Derivados 4-fenil-2-arilcarbonilamino-1,3-tiazol

He 2-(4-metoxifenoxicarbonilamnio)-(4-(4-nitrofenil)-

cﬁ 1,3-tiazol, 4. Sélido amarillo, (R = 4%) 'H-RMN

on C/“s “\5C /\o (Acetona d6, 400 Hz) 6x (ppm): 3.81 (3H, s, Hy). 6.93
6= N —H2 H4\C{“‘°\{2 (H,d, ] 9.2Hz Hs), 7.21 2H,d, ] 9.2 Hz, Hy), 7.92
Ha/cs\\créé\ ) 0 \c9=c10°“““5 (1H, s, Hy), 822 2H, d, ] 9.2 Hz, Hs), 8.35 2H, d, J
I{Z ff’ N F{CPO \H,, 9.2 Hz, H,). ®C-NMR &¢ (ppm): 55.1 Cis, 111.6 C;,

w o~y 1147 Cuy, 122.3 Cio 1247 Cy, 127.3 Cs, 140.2 Cs, 144.7

Co, 147.5 C5, 157.8 Ci2,160.4 (m,Cs, Cs, Cs)

\013 2-Fenilcarbonilamino-4-(4-metoxifenil)-1,3-tiazol,
o/ /H : H5\ /He 5. Sélido blanco, (R = 7.5 %) '"H-RMN (Acetona, 400
/c6§C5\C _H, H4\c/C11\i{2 Hz) éu (ppm): 3.92 (3H, s, Hy), 7.41 (1H, s, Hi), 7.03

4 10 c
Ha/cs\\c /(/:I3 o\\ \c9§c10 "=Hs  (2H, d, ] 8.8 Hz, Hs), 7.32 2H, m, Hy), 7.34 2H, m,
/4 \72’"\\ /Ca\o \ Hs), 7.56 (2H, t, ] 6.8 Hz H¢) 7.91 (2H, d, ] 8.8 Hz,

H /| H
? 1 /c1\s/°’\"“ ) H,), BC-NMR &¢ (ppm): 105.2 C;, 112.4 Cs, 127.1 C,,
130.3 Ciz2, 149.2 G5, 159.7 C5, 160.1 (m, Cs, C7, Cs, Co,

Cm, Cll)

Derivados 4-fenil-2- alquilcarbonilamino-1,3-tiazol

Hs 2-Etilcarbonilamino-4-(4-bromofenil)-1,3-

Br\CG ’cls\ ;. tiazol, 11. Sélido blanco, (R= 22 %) 'H-RMN
C/ /f4 H4\ (Acetona, 400 Hz) 6u (ppm): 1.41 3H, t, |
M ) QA Comec,, 7.2 Hz, Hy), 443 QH, d, ] 6.8 Hz Hy), 7.54
le ,CIZ’ \\(:7\N H/c*‘\° l (1H, s, H)), 7.66 (2H, d, ] 8.8 Hz, Hy), 7.95

e S~s” " (H, d, ] 8.4 Hz, Hy). "C-NMR b¢ (ppm):

12.1 Cyo, 62.4 Co, 109.7 Cy, 121.2 Cs, 129.7 Cs, 132.6 C4, 135.7 C3, 149.2 Cy, 153.7 Cs,.161.2 Cs.
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He 2-Etilcarbonilamino-4-(4-metoxifenil)-1,3-

\/C" " tiazol, 12. Solido blanco, (R= 30 %) 'H-
O\C 4/5 RMN (Acetona, 400 Hz) 6y (ppm): 1.32
[ 7;:4’“2 Hy GH, t, ] 7.2 Hz, Hs), 3.86 3H, s, Hy), 4.34

H /CS\\crca\ °\\ \cg,\c10 (2H, d, ] 7.2 Hz Hy), 7.03 2H, d, ] 9.2 Hz,
H{ fi’N\\c - Pt !' Hs), 7.33 (1H, s, H,), 7.83 (2H, d, ] 8.8 Hz,

W Ciws” e ® H,). BC-NMR 8¢ (ppm): 14.1 Cy, 55.4 Cuy,

62.7 Co, 105.2 Cy, 114.5 Cs, 127.1 C4, 128.7 Cs, 150.2 C, 153.7 Co, 155.1 Cs. 160.4 C.

" 2-Etilcarbonilamino-4-(4-nitrofenil)-1,3-
ON C/ tiazol, 13. Solido amarillo, R= 8 %) 'H-
-5
/CG’ 704/“2 i, RMN (Acetona, 400 Hz) &x (ppm): 1.33
C
4 —Cs 04/0/3\ o\\ \c9\c10 GH, t, ] 7.2 Hz, Hy), 442 (2H, d, ] 7.2 Hz
/ 02"‘1\\ Jo~o | . 732 (1H, s, Hy), 7.97 @H, d, ] 9.2 Hz,
H, ll c
Oy 7~NH Hs H), 832 (2H, d, ] 8.8 Hz, Hy), "*C-NMR &¢

(ppm): 15.4 Cy, 64.6 Co, 109.1 Cy, 124.4 C,,
126.2 Cs, 139.7 Cs, 149.3 Cs, 150.7 Cs, 152.4 Cs, 153.2 Co.

le 2-Isopropilcarbonilamino-4-(4-bromofenil)-
Br
CG;Cs\ o 1,3-tiazol, 14. Sélido blanco, (R= 29%) 'H-
C Hi m——
) /c{, N N . N RMN (Acetona, 400 Hz) 8x (ppm): 1.03 (6H,
3 C C g
CT N N N\ /T 4 6.8 Hy, H), 2,05 (1H, m, Hy), 412 2H, d, |
/ C, \\ /cs_o W, \|_|
H I Ve~ ® 6.4 HzHy, 7.52 (1H, s, Hy), 7.63 (2H, d, | 8.8
e s

Hz, ), 7.81 (2H, d, ] 8.8 Hz, H,). ®*C-NMR
8c (ppm): 21.4 Cyo, 72.5 Co, 106.1 Cy, 120.6 Cq, 130.7 Cy, 132.2 Cs, 135.4 Cs, 149.1 Ca, 150.3 Cs,
160.1 C.

Hy 2-Isopropilcarbonilamino- 4-(4-
/C” Ho metoxifenil)-1,3-tiazol, 15. Sélido blanco, (R
o\c ;cls = 16%) 'H-RMN (Acetona, 400 Hz) &y

6 N\ H
! llcf 2 H6~c{,, (ppm) 1.02 (6H, d, ] 7.2 Hz, Hy), 2.03 (1H, m,
-5 o
3 \Icfckc —N \\C /C{‘C{o Hs) 7.21 (1H, s, Hy), 7.56 (2H, d, ] 8.8 Hz), 7.92
2 8=~=0
el \\c,_NH Mo He (M, d, ] 9.2 Hz, Hy), "*C-NMR 8¢ (ppm): 19.2
H” 1\3/

Cio. 29.3 Co, 42 C7, 71 Co, 106.3 Cy, 128.2 C;,
112.5 Cs, 126.3 Cy4, 150.4 Cy, 155.2 Cg, 160.1 Ce.
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I
O,N
’ \C —Cs
6=~ N\ _ _-H,
/ //C Hs—c,,
C
4 N\ - N /\
I C, C8~O \
T "k
H2 c C7§NH
H/ N /
1

2-Isopropilcarbonilamino-4-(4-
nitrofenil)-1,3-tiazol, 16. Solido amarillo,
(R= 8%) 'H-RMN (Acetona, 400 Hz)
ou (ppm): 1.19 (6H, d, ] 7.2 Hz, Hs), 4.77
(1H, m, Hy) 7.61 (1H, s, Hi), 8.16 (2H, d, J
8.0 Hz H), 8.28 (2H, d, ] 8.8 Hz) “C-
NMR éc (ppm): 21.2 Cyo, 72.1 Co, 106.4

C1, 124.6 Cs, 126.7 Cs, 129.1 Cs, 149.2 C4,150.2 Ca, 154.7 Cs, 164.1 C-.
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Derivados de 4-aril-2-aril-1,3-tiazolamina

Hy N-fenil(4-(4-nitrofenill,3-tiazol-2-il)amina,
O,N
2 Ne 40/5 “5\ He 17. Solido naranja (R= 55%). PF = 208 — 210
6 \ H
/ (P Cro~c?, °C. EM (m/z), (%o): 297.05 (M, 100.0), 298.05
H.=—C5a /l H4\C// W\ 1
3 —Cs 5 c (19.9), 299.05 (6.5), 251.05 (10.4). 'H-RMN
C4 N _N \ / 10\|-|5
i lclz N (Acetona, 400 Hz) 8x (ppm): 7.01 (3H, t, ] 8.8
2 C7~~NH
Ay’ 4, Hz Hy), 7.42 2H, t, | 9.2 Hz, Hs), 7.53 (1H, s,

Hy), 7.82 (2H, d, ] 8.8 Hz, Hy), 821 (2H, d, J
9.2 Hz, Hs), 8.35 (2H, d, ] 8.8 Hz, H;) BC-NMR 8¢ (ppm): 107.2 C;, 117.1 Cy, 118.7 Cs, 122.1
Cui, 129.2 Cyo, 124.1 Cy, 127.2 Cs, 141.6 Cs, 149.8 Cs, 148.2 Cs, 164.8 C-.

Hy
OZN\ /Cls Hs cl N-4-cloro-fenil(4-(4-nitrofenil-1,3-tiazol-2-
/c TN M \C1o~c11 il)amina, 18. Solido naranja (R = 44 %). PF = 233
Hs/c"’\c4,é/3\ N”‘*\C\/ \\C1o~H5 — 234 °C. EM (m/z), (%): 331.05 (M, 100.0),
l{z flz’ \\C#N ﬁcs=cg\ 332.05 (27.8), 333.05 (38.2), 285.05 (11.3). 'H
H1/C1\S/ H, (Acetona, 400 Hz) 8,1 (ppm): 7.31 (1H, s, Hi), 7.45

@H, d, J 9.2 Hz, Hs), 7.61 (2H, d, ] 9.2 Hz, Hy),
7.85 2H, d, ] 9.2 Hz, Hy), 7.92 (2H, d, ] 8.8 Hz, H,). BC-NMR &¢ (ppm): 103.5 Cy, 121.1 Cs,
125.2 Cyy, 128.7 Cy, 132.7 Cs, 134.2 Cs, 138.1 C1, 140.8 Cs, 140.2 Cy, 150.7 C, 165.1 Cs.

N-fenil(4-(4-bromofenil-1,3tiazol-2-

Br /H ’ Hs il)amina, 21. Sélido marrén (R = 23 %). EM
/Cchs\c“,Hz \C - /H‘5 (m/z), (%): 332.0 (M, 100.0), 333.0 (19.2),

10
H— o /éls "'4\c/ \{;10\H 331.0 (52.6), 334,0 (5.8). 'H (Acetona, 400 Hz)
/C4 \cz’"\\ \cstcg/ 5 8u(ppm): 7.01 (1H, t, ] 8.8 Hz, Hy), 7.34 (1H,
H, cll /c,\Nﬁ s, Hy)), 7.41 2H, t, ] 8.8 Hz, Hs), 7.62 (2H, d, |
e s He 8.8 Hz, Hy), 7.81 (2H, d, ] 7.6 Hz, Hy), 7.94

(2H, d, J 8.4 Hz, I1,). BC-NMR &c (ppm): 103.1 Cy, 117.6 Cs, 121.7 Cq, 122.8 C1y, 127.1 C4, 129.8
Ci0.132.1 Cs, 134.2 Cs, 140.7 Cs, 150.2 Cs, 164.1 C-.
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N-4-cloro-fenil(4-(4-bromofenil-1,3-tiazol-2-

H3
Br / H il)amina, 22. S6lido marron. (R = 47 %). PF =
\c —Cs \5 cl
= N\, —H / 145-146 °C. EM (m/z), (%): 366.0 (M, 100.0),
/ c4 C1o Cc
1
w—Css H—cZ W\ 367.0 (24.6), 368.0 (28.9), 3650 (38.9) 'H
TN D Seumn,
; \cr"\\ = (Acetona, 400 Hz) 8x (ppm): 7.3 (1H, s, H,), 7.4
Hz /’! Pl \H (2H,d, ] 9.2 Hz, Hs), 7.6 2H, d, ] 9.2 Hz, Hy),
S 4
Hi 7.8 @H,d, ] 9.2 Hz, H), 7.9 2H, d, | 8.8 Hz,

FL). BC-NMR &¢ (ppm): 103.1 Cy, 121.4 Cq, 125.4 Cyy, 128.6 Cs, 132 Cs. 134 Cs, 138 Cyp, 140 Cs,
140 Co, 150 Cs, 165 C-.

He /H3 H, N-fenil(4-fenil-1,3-tiazol-2il)amina, 23. S6lido
Ne, =05 _H, \ H blanco (R = 34 %). EM (m/z), (%): 252.1
Hs/cls\\ /{:/3 ¢ H4\c9//° “"‘i{; _ (100.0), 253.1 (19.6), 251.1 (43.1) PF = 135-137
/°4 \CZ,N\ \ = ""Hs oC 'H (Acetona, 400 Hz) 6 (ppm): 7.0 (1H, t,

H, (!! >c7~Nﬁ \ J 8.0 Hz, Hy), 7.2 (1H, s, Hy), 7.4 (5H, m, Hs,
s e Hs, Ho), 7.83 (2H, d, ] 8,0 Hz, Hy), 8.01 (2H, d,

] 8,0 Hz, ). BC-NMR 8¢ (ppm): 103.1 Cy, 117.4 Co, 123.1 Cyy, 124.7 Cs, 128-129 C5-C-Cro,
134.3 Cs, 141.1 Cs, 152.7 Cs, 162.1 Cs,

" /“3 " N-4-cloro-fenil (4-fenil-1,3-tiazol-2il)amina,
\lcsgcs\ p \C /C' 24. Sélido blanco (R = 38 %). EM (m/z), (%):
s /{:/3 H4\c//1° ‘i{; 286.1 (100.0), 287.1 (32.5), 285.1 (43.9) 'H
lc4 Ne,—N - 10~H; (Acetona, 400 Hz) 6u (ppm): 7.24 (1H, s, H,),

H, Il \\07_Nﬁ { 7.40 (5H, m, Hs, Hs, Hy), 7.89 2H, d, [, 8.0 Hz,

n ‘<’ Hy H,), 7.99 (2H, d, ] 4.0 Hz, ;). ®*C-NMR 8¢

(ppm): 102.2 Cy, 119.1 Cy, 127-129 C4-Cs-Cs-C1o-Ciy, 134.6 Cs, 141.5 Cs, 152.2 Ca, 162.1 C5,
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Ho 4-fenil-2-(4-fenilpiperazin-1-il)-1,3-
Hy (,;12 tiazol, 25. Sélido blanco, (R= 14 %).

H, \C% \C/H1o
) T4 (l:/H-, l I EM (m/z), (%): 321.1 (M, 22.1, 322.1
4 9 10 Ci2
H1\ /Hz \flls/ \T/ Se” S, (5.3), 189 (100) PF = 130 - 132 °C. 'H
Ci—cj e ,

A \\c _ N§C7/ \Cs/csa\H6 Hy (Acetona, 400 Hz) 6H (ppm): 3.39
\ _ /" CS\\ | | s (4H, m, Hs, Hs), 3.71 (4H, m, H4, Hs),
C1§c3 cG/s Hs

H \ / 6.87 (1H, t, J1 8.0 Hz, Hio), 7.06 (2H, d, 1

8.0 Hz. H,). 7.16 (1H, s, Hs), 7.29 (3H, m,
H), 7.40 (2H, t, J: 8.0, J» 8.0 Hz, Hy), 7.95 (2H, d, J; 4.0, Hz Hs). *C-NMR 8C (ppm): 48 Co, 48
Cs, 117.2 Cy, 120.5 Ca, 120.9 Ci3, 126.3 Ca1,129.5 Cs, 129.8 Ciz, 135.7 Cs, 150.4 Cs, 151.2 Cro, 171.3
C-.

Hy 4-(4-bromofenil-2-(4-fenilpiperazin-1-

| . . .
" Hs\c %cﬁ\c/H"J il)-1,3-tiazol)26. Sélido color crudo (R =
) TA l/m <|: I 49 %) EM (m/z), (%): 401.0 (M, 12.6),

4 9 10 Ci2
H1\ H, \T/ \T/ 7311/ Sy 399.0 (12.1), 269.0 (43.7) PF = 131 - 132
C1\C3 /Hs o
Br—c \\c NG 7/N\c 8/09\H6 Hg C 'H (Acetona, 400 Hz) &y (ppm):
\c1=c/ N sI i “H 3.37 (4H, m, H- Hy), 3.71 (4H, m, Hy Hs),
3 CG/ 5

H, \ / 6.87 (1H, t, J; 8.0 Hz, Hig), 7.06 (2H, d, ]

8.0 Hz, Hy), 7.16 (1H, s, Hy), 7.28 (2H, t,
], 8.0, J,8.0 Hz Hy), 7.58 (2H, d, ], 8.0 Hz, H5), 7.90 (2H, d, J; 8.0 Hz, H,). “*C-NMR 8¢ (ppm):
48.2 Cs, 48.6 Co, 103.2, Cq, 116.1 C12,120.5 Ci3, 121.8 Cy, 129.2 Cyy, 129.7 Cs, 131.2 Cy, 134.7 Cy,
150.1 Cs, 151.4 Cyo, 171.6 Cs.

4-(4-nitrofenil-2-(4-fenilpiperazin-1-
| il)-1,3-tiazol) 27. Sélido anaranjado (R

Hg [
\ = 12 Hio
o | m T/ \IT/ = 22 %) EM (m/z), (%): 366.1 (M,
4 / 7
H M LA e _Su26.2)) 367.1 (6.4), 247.0 (10.1), 234.0
/Hz Cs T Ch \Hg
Ci— | Mo | 55.4), 145.2 (100.0) PF = 155 — 157 °C
OzN\Cz/ \ N%CKN\C:,/CQ He e 1( ) ( )
\ /c,.~c5\\ | | S, H (Acetona, 400 Hz) 6u (ppm): 3.39
C1=Cg —S Hg
<\ @4H, m, H, Hy), 3.75 (4H, m, Hs H),

6.87 (1H, t, J; 8.0 Hz, Hy), 7.07 (2H, d,
7, 8.0 Hz, H,), 7.16 (1H, s, H), 8.29 (2H, d, J; 8.0 Hz, H,), 7.29 (2H, t, ], 8.0, ], 8.0 Hz Hy), 7.53
(H, s, Hs), 8.20 (2H, d, J; 8.0 Hz, Hy). ®C-NMR 8¢ (ppm): 47.2 Cs, 47.8 Co, 106.1 Cq, 116.3 Cy,
120.1 Cy5,124.4 Cy, 126.6 Cs, 129.2 Cyy, 141.1 Cy. 146.2 Cy, 149.4 Cs, 151.1 Cyo,, 171.5 C-.

137



Ha , H, 4-(4-fenil)-2-morfolino-1,3-tiazol. Sélido
~
H1\ H, AN (,38/(:9\0 color amarillo palido. R = 28 %) EM
et J. (|: My (m/z), (%): 2461 (M, 100.0), 247.1 (16.16),
9
— N\ Xer” Ner” N, 189.1 (60.4) PE = 99-100 °C 'H (Acetona,
4~—Cj ~n
ci=e! \\ce/l JIS S 400 Hz) 6 (ppm): 3.51 (4H, t, [, 4.0 [, 4.0
y \ Hz H, He), 3.81 (4H, t, ], 4.0 J» 40 Hz Hy,
! H
2 Hs

Hz Hy), 7.39 (2H, t, ], 8.0 . 8.0 Hz, Hy), 7.93

Hy), 7.15 (1H, s, H3), 7.29 (1H, t, J; 8.0 ], 8.0
(2H, d, J; 8.0 Hz, Hy),. \C-NMR 8¢ (ppm): 48.3

Cs, 65.4 C5.102.6 Cs, 126.4 Cs, 127.8 Ca, 129.1 Cy, 135.8 Cs, 153.5 Cs, 172.7 Ca,.

H;
N
H, 4\ ~ 9\
\ /Hz Cs o
//'31~c3 \ 'L (I:Q/Hs
BI‘\C2 \\ §C7/ \C/ \H
\ /c“\c5 | IS\H :
5
C1=C3 \\ca/s H5
H, \H2 H{

4-(4-bromofenil)-2-morfolino-1,3-tiazol.  32.
Solido color blanco, R = 17 %) EM (m/z),
(%): 326.0 (M", 100.0), 325.0 (28.0), 324 .0 (97.7)
269.0 (63.5) PF = 130 - 131 °C 'H (Acetona,
400 Hz) éu (ppm): 3.51 (4H,t, J; 4.0 J>4.0 Hz
H, Hs), 3.81 (4H, t, J1 4.0 J:4.0 Hz He H7), 7.23
(1H, s, Hs), 7.57 (2H, t, J; 8.0 J. 8.0 Hz, H,), 7.88

(2H, d, ] 8.0 Hz, ). BC-NMR &c (ppm): 48.4 Cs, 65.8 Co, 103.0 Cg, 120.5 C, 127.4 Cs, 131.7

C1, 134.3 C4, 150.7 Cs, 170.6 C-.

H7
H, , H,
pd
H, ) H4\(,: P
\ 2 8 (o]
C1§ / I I HG
// Cs N N co
oN—c7 N N o Ny
\ _ /T | Sw
C,=¢ N\ s he
VA S :
Hy i, H{

4-(4-nitrofenil-2-morfolino-1,3-tiazol. 33.
Solido anaranjado oscuro, (R = 29 %) EM
(m/z), (%): 291.1 (M, 100.0), 292.1 (17.0), 234
.0 (74.7) PF = 175 - 177 °C 'H (Acetona, 400
Hz) éu (ppm): 3.55 (4H,t, /1 4.0 4.0 Hz H,,
Hs), 3.82 (4H, t, J; 4.0 J» 4.0 Hz Hg Hy), 7.53
(1H, s, Hs), 8.19 (2H, d, J; 8.0 Hz, Hy), 8.28 (2H,

d, /1 8.0 J.8.0 Hz, H;), ®*C-NMR 8¢ (ppm): 48.6 Cs, 66.3 Co, 105.8 Cq, 122.1 C;, 127.7 Cs, 140.1

Cs, 145.6 C4, 150.5 Cs, 171.6 C-.
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ON c/s N, N-dietil-4(4-nitrofenil-1,3tiazol-2il)amina.
/CG/ Ne e 36. Sélido amarillo, (R = 3 %) EM (m/z), (%):
N ///3 “4\ /”4 /Hs 2771 (M, 44), 2781 (2.1), 150 (100.0) 'H
/C ! \cz/”\\ /°8\09\ (Acetona, 400 Hz) 8y (ppm): 1.32 (6H, m, Hs),

H [l Paan \H5 " 362 (4H, q, J; 8.0 Hz, Hy), 821 (2H, d, J, 8.0 Hz,

FL), 7.45 (1H, s, Hy), 8.30 (2H, d, ], 8.0 Hz, Hy),

H4//C8\ .y
/. co— M PC-NMR 6c (ppm): 12.2 G, 45.9 Cy, 1053 Cy,
4
H/ Ny, 1244 Cs, 1262 Ci, 140.8 Cs, 148.1 Cq, 150.4 Cs,
5
157.8 C;
o 4-fenil- N-(furfuril-1,3tiazol-2-il)amina.  37.
Hy G 12 .
S o ] C\\CWH S6lido marrén claro, (R = 23 %) EM (m/z), (%):
— \\CA_C/\C,/”\L/%%., 256.1 (M, 91.7), 257.1 (15.8), 258.1 (5.5), 227.1
/\°1=c3/ N A (27.7) PF = 109 - 111 °C 'H (Acetona, 400 Hz)
\ 6
o 8 (ppm): 4.65 (2H, d, ] 8.0 Hz, H,), 6.38 (2H, m,

s, He), 6.99 (1H, s, Hs), 7.16 (1H, m, ), 7.28 (1H, t, ], 4.0, J. 8.0 Hz, Hy), 7.38 (2H, t, ], 8.0, >
8.0 Hz, Hy), 7.50 (H, m, Hy), 7.92 (2H, d, ] 8.0 Hz, H,), ®C-NMR 8¢ (ppm): 41.6 Cs, 101.3 Cs,
107.3 Cuo, 110.4 Cy1, 126.5 Cy, 127.1 Ca, 128.5 Cs, 135.2 Cs, , 142.5 Cia, 152.8 Cs, 152.9 Cs, 168.0
C-.

Hy 4-(4-bromofenil)- N-(furfuril-1,3-tiazol-2-il)-
”&c Hy o T/C{\z amina. 38. Solido marrén claro, (R = 26 %). EM
Br\CZ//“CQ\ Mo ,/"8\1 s/cg\f“‘“s (m/z), (%): 334.0 (M, 27.1), 336.0 (28.0), 337.0
C1=c3/°4~c5\\c | J.,, \H (4.8), 307.0 (6.0) PF = 128 - 129 °C 'H (Acetona,

W N 400 Hz) 8 (ppm): 4.64 (2H, d, ] 4.0 Hz, Hy), 6.39

(2H, m, Hs, Fy), 7.08 (1H, s, H3), 7.24 (1H, m, Hy), 7.50 (H, m, Hy), 7.56 (2H, d, ] 8.0 Hz, ),
7.87 (2H, d, ] 8.0 Hz, H,), *C-NMR 6c (ppm): 41.2 Cs, 102.1 Cs, 108.4 Cy, 110.1 Cy, 120.9 Co,
128.3 Cy, 132.1 Cs, 135.7 Cs, 142.6 C15,149.9 Cs, 152.4 Co, 168.0 C-.
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b 4-(4-nitrofenil)- N-(furfuril-1,3-tiazol-2-il)-

N o—"C¢ amina. 39. Solido amarillo, R = 26 %). EM
c1~c/ My Moo | \\c1_H
oo\, PN e (m/z), (%): 301.1 (M, 34.2), 302.1 (6.0), 303.1
4—Cj
Y=/ N_I L 2.2) PF = 135 - 136 °C 'H (Acetona, 400 Hz
/ \ /C6
S 8w (ppm): 4.51 2H, s, Ha), 6.42 (2H, m, Hs, H),
PP

7.53 (1H, s, Hs), 7.63 (1H, s, Hy), 8.11 (2H, d, ] 8.0 Hz, H,), 8.23 (2H, d, ] 8.0 Hz, H;), ®*C-NMR
8c (ppm): 43.3 Cs, 106.5 Cq, 109.8 Cy1, 111.2 Cio, 124.9 Cy, 126.7 Cs, 139.0 Cy, 141.3 Cy, 142.3 Cos,
149.1 Cs, 150.9 Cs, 170.2 C-.

N-(4-clorobencil)-4-(fenil-1,3-tiazol-2-

Hy H;
I o/ il)amina. 40. Solido amarillo, R = 10 %) EM
Hg C2 H, Cyo=C11
e e sV Ne,—o %): 300.1 83.6), 301.1 (20.6), 302.1
l ” \CB’C&) /012 (m/Z), ( 0). . (M, . ), . ( . ), .
C C,

we” 2\‘:3/ \c“/ "\\67,,44 \/crcﬂ\ (29.8), 232.1 (30.5) PF = 174 - 175 °C'H
. /ce\s/ " (Acetona, 400 Hz) 8u (ppm): 7.30 (1H, m, H),

7.91 (2H, d, J; 8.0 Hz, Hy), 6.97 (1H, s, Hs), 4.66

(2H, m, Hs), 7.38 (2H, m, Hy), 7.41 (2H, m, Hy), 7.35 (2H, m, H;). *C-NMR 8¢ (ppm): 47.7 Cs,
101.5 Cs, 127.2 Cy, 128.1 Cio, 128.7 Cs, 129.2 Cs, 129.1 Cyy, 132.0 Cis, 139.1 Cy, 140.8 Co, 149.4 Cs,

170.2 Cs.

N-(4-clorobencil)-4-(4-bromofenil-1,3-tiazol-2-

H, H,
o, " il)-amina. 41. Solido amarillo, (R = 23 %) EM
NeZ N TN SN
Fol N[ e (m/2), (A): 3799 (M, 354), 379.0 (10.0), 3779
2 Cs
e *Ts/ i N \/cr%\ (26.7), 241.9 (6.9) PF = 137 - 138 °C 'H (Acetona,
Hg
s e 400 Hz) 811 (ppm): 4.66 (2H, m, Hs), 7.03 (1H, s, Hy),
H3

7.31 (2H, d, ], 8.0 Hz, Hy), 7.57 (2H, d, ], 8.0 Hz, Hy),
7.66 (2H, d, J; 8.0 Hz, H,), 7.8 (2H, d, J; 8.0 Hz, H,),. *C-NMR 8¢ (ppm): 47.3 Cs, 103.7 Cs,
123.2 Cy, 126.7 Cs, 127.8 Ciy, 129.6 Cio 131.2 Cs, 132.4 Ciz, 135.0 Cy, 140.3 Co, 149.6 Cs, 168.2 C-.
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Hy N-(4-clorobencil)-4(4-nitrofenil-1,3-tiazol-2il=-
2 /
ON\CG;%\ Y amina. 42. Sélido anaranjado, R = 19 %) EM
c,” 2 He
3/6/5\ C/ Mty Yue o H (m/z), (%): 345.1 (M, 31.1), 346.1 (7.1), 347.1
e, \Cs/-c 1\1 12.1), 206.9 (4.1), 125.1 (100.0) PF = 199 - 200 °C
o NS Cr—ci
2 C7§ 12—
WO NHs \ém_c{{ 'H (Acetona, 400 Hz) 84 (ppm): 4.69 (2H, d, ], 8.0
He \H, Hz, Hs), 7.36 (1H, s, Hy), 7.39 (2H, d, J; 8.0 Hz, H»),

7.52 (2H, d, J; 8.0 Hz, Hy), 8.15 2H, d, ], 8.0 Hz, ), 8.26 (2H, d, ], 8.0 Hz, Hs). *C-NMR 8¢
(ppm): 48.5 Cs, 103.2 C; , 124.6 Cs, 126.5 Cy, 126.3 Cs, 128.2 Cyy, 129.6 Cyo, 132.3 Cia, 138.1 Co,
148.4 Cs, 150.6 Cs, 169.3 C-.

Derivados de 4-naftil-2-tiazolamina

4-(naftalen-2-il)-2-(4-fenilpiperazin-1-
| il)-1,3-tiazol 55. Sélido color crudo, (R =3

H{; e x l:("’ o %) 'H (de-DMSO, 400 Hz) 6y (ppm):
oo, ”=°1\80 H, \T( \T/H:Z\\T{ “Su,  6.85 (1H, ], 8.0 Hz, Hyy), 7.03 (2H, d, J; 8.0
Nt Hc\i%_c /\cKN\c{(HG by Hu), 7.27 2H, t, J; 8.0 > 8.0 Hz, Hy), 7.51

i H/\%:C( }a,! 1w (3H, m, Hy His, Hy), 8.03 (1H, d, J; 4.0 Hz,

U H,), 8.43 (1H, s, Hs), ®*C-NMR 8¢ (ppm):

41.9 Cio, 101.3 Cs, 108.2 C15,111.2 Cis, 120.5 Cis, 124-125 C16-C17-Cro, C4-Css, 126-127 C5-Crs, 132-
133 Co-Cs, 134.3 Cy, 141.7 Cia, 150.2 Cs, 153.9 Ciy, 168.3 Co.

4-(naftil-2-il)-2-motrfolino-1,3-tiazol 56. S6lido color blanco, (R = 12 %) EM (m/z), (%): 296.1
Hg He

v W Lowe (M1000),2971209), 2981 (6.5), 2391 (584)
e o 184.1 (21.2) PF = 131 - 133 °C 'H (acetona, 400
\ //C“C\s\ e /r!\c /cl:“\:e Hz) 6u (ppm): 3.56 (4H, m, Hy), 3.84 (4H, m,
i N /TR _ SI A1°\Hs " Hy),7.31 (1H, s, Hy), 7.51 (2H, m, Hy, Hy), 7.93
JoN 5 (3H, m, H, Hy, Hyo), 8.06 (1H, m, H). *C-NMR
8c (ppm): 48.5 Cyo, 66.8 Cy1, 105.5 C5.126.8 Cys-

Ci4-Cy, 127 C5-Cy-Cs, 128 Ci2-Cys5, 132-133 C-Cs, 126-150 C7, 160.8 Co.

Ciaz=c},

Ho~—c’, \
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oo, H N-(furan-2-ilmetil)-4-(naftil-2-il-1,3-

HH\@;C”:c{; . Ha s T/c<c14-H tiazol)amina. 57. Solido color crudo, (R = 18
/\cm_c{/ \5\65% SN T %) EM (m/2), (%): 3061 (M, 56.4), 307.1

e h= N L, (12.6), 277.1 (17.4), 1840 (27.7) PF = 120 -

S S 121 °C 'H (Acetona, 400 Hz) 8y (ppm): 7.92

(3H, m, H; Hiz, Hy), 8.05 (1H, dd, J; 4.0, J; 6.0 Hz, Hy), 8.48 (H, s, Hs), 7.16 (1H, s, Hy), 7.5 (3H,
m, Hs, His Hyy), 7.16 (1H, s, Hy), 4.7 (2H, d, ], 4.0, H5), 6.43 (2H, m, H, Hy), 7.22 (1H, m, H,5).
BC-NMR 8¢ (ppm): 41.0 Cyo, 101.8 Cs, 108.9 Cy3 111.6 Cuy, 124.0 Cy, 124.5 Cs, Ci5-Cyr 125-126
C5.128-129 C14-Cis, 1324 Cq, 134.6 C1, 133.9 Cy, 141.5 Ciy, 153.6 C1y, 150.9 Cs, 168.6 Co.

N-(4-clorobencil)-4-(naftil-1,3-tiazol-

Hs
Ho
v e ) /L o 2-il)-amina 58. Sélido color marrén, (R
17= 16 s 6\ / \c13

H1o~c< V. " o 1 = 7 %) EM (m/z), (%): 350.1 (M, 1.7),

\ B N N 10 C1z\
/cm-c/ ¥ c/”%cg/ N\l{ ¢ \c\( o 155.1 (98.9), 127.0 (100.0), 'H (acetona,

\ M

o cs=c< \},s,sl Lok 400 Hz) 8y (ppm): 4.35 (2H, s, Hs), 7.10
i v (1H, s, HJ), 7.32 QH, d, J; 8,0 Hz, Hy),

7.40 (2H, d, J; 8,0 Hz, Hy), 7.59 (2H, m, Hs, Hy), 8.01 (3H, m, H; Hs Hyy), 8.52 (1H, m, ). C-
NMR 8¢ (ppm): 49.9 Cis,105.6 Cs 126 C15-C17-Cy, 127 C5-C4-Cs, 128 Cy4-Cyg, 128 Cia, 129.6 Cyy,
133 Co-Co-Ci3, 140.5 Cio,150.1 Cs, 165.5 Co,

Derivados de 4-fenil-2-alquiloxitiazol

2-metoxi-4-(4-nitrofenil)-1,3-tiazol. 59. Solido

H,
\C1~c/ Ha amarillo, R = 67 %). EM (m/z), (%): 236.0 (M,
on—c?  \ NP P
N=—c oo \;:7 71000, 2570 (13.1), 2380 (58), 204 (0, 175 (352
/°1=c§ N\ s H,  PF = 145_ 146 °C 'H (Acetona, 400 Hz) &
4 T (ppm): 420 (3H, s, Hy), 7.67 (1H, s, Hy), 8.19 (2H,

d, ], 8.0 J,8.0 Hz, Hy), 8.30 (2H, d, J; 8.0 Hz, Hs), ®C-NMR 8¢ (ppm): 59.3 Cs, 105.8 Cq, 124.6
Cs, 127.4 Cy, 140.8 Cs, 146.5 C4, 148.4 Cs, 175.0 Cs,
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H1\ H, H 2-etoxi-4-(4-nitrofenil)-1,3-tiazol. 60. Soélido
5
/C1~c3/ . o T“ (I:Q/H5 amarillo R = 34 %). EM (m/z), (%): 250.2 (M,
O N—— A\ / §C7/ Ne” N _
\ /c,‘§c5 | la s 4.2),251.2(1.8),236.2 (25.1),221.1 (6.2). PF = 146
/c1=C3\ \}:6/5 Hq —148°C 'H (Acetona, 400 Hz) &y (ppm): 1.42
H
1 H, H{ (BH, t, J: 8.0 J. 8.0 Hz, Hs), 4.62 (2H, q, J; 8.0 J:

8.0 Hz, Hy), 7.66 (1H, s, Hs), 8.19 (2H, d, ], 8.0 [, 8.0 Hz, Hy), 8.30 2H, d, J; 8.0 Hz, Hy). BC-
NMR &c (ppm): 15.7 Cy, 64.8 Cs, 108.3 Cq, 124.9 Cy, 126.4 Cs, 140.8 Cs, 148.9 Co, 153.7 Cs, 172.4

o

H

1\ Hz Y 'i's 2-isopropoxi-4-(4-nitrofenil)-1,3-tiazol. 61.

C e 4 H5
onec?  \ PN _ & Solido amarillo, (R= 22 %) EM (m/z), (%):
9N m—— A . C-, CB |-|5

——C
\C1=c{4 N Lo 2041 (M 115, 2651 (1:32), 2220 (1000), 149.

J N /CG’S H N, (20.1). PF = 101 — 102 °C . "H (Acetona, 400 Hz)
8u (ppm): 1.47 (6H, d, J; 4.0 Hz, Hs), 5.38 (2H, q,
] 4.0 ], 40 Hz, H), 7.64 (1H, s, Hy), 8.18 2H, d, ], 8.0 Hz, H,), 8.30 (2H, d, ], 8.0 Hz, Hy),
NMR 8¢ (ppm): 23.2 Co, 73.9 C5,109.0 Cq, 124.5 Cy, 126.4 Cs, 140.6 Cy, 148.4 Cs, 153.0 Cs, 172.3

Cr
H1\ /Hz |i|5 ) 2-butanoxi-4-(4-nitrofenil)-1,3-tiazol.
s C\s\ o \C/Cg\c/c( " 62. Solido amarillo, (R= 22 %) EM
\ /c4_c5\\ roy (m/z), (%): 278.1 (M, 14.7), 279.1 (2.5),
y ] /Ce’s e o W 222.0 (100.0), 146.1 (4.0). PF = 101 —
e W 102 °C. H (Acetona, 400 Hz) 8

(ppm): 1.00 (3H, t, ], 4.0 [> 8.0 Hz, Hy), 1.52 (2H, m, Hy), 1.86 (2H, m, Hs), 458 (2H, t, ], 8.0 >
4.0 Hz, Hy), 7.66 (1H, s, Hy), 8.18 (2H, d, ], 8.0 Hz, Hs), 8.30 (2H, d, J, 8.0 Hz, H;) NMR 8¢
(ppm): 12.9 Ci1, 19.4 C1,30.0 Co, 72.4 Cs, 109.3 Cq, 124.2 Cy, 126.8 Cs, 140.3 Cy, 150.5 Cs, 152.5
Cs, 175.4 C»
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2-metoxi-4-(4-bromofenil)-1,3-tiazol. 63. Soélido

H,
Ve e Blanco, R = 18 %). EM (m/z), (%): 270.1 (M, 69.3),
s/ \ NP L
K /c_cs/ \;37 72681 (91,2399 (32, 2719 (859 PF = 107 - 109
c1=c{ N s H,  °C 'H (Acetona, 400 Hz) & (ppm): 4.17 (3H, s,
H T H.), 7.38 (1H, s, Hy), 7.60 2H, d, ] 8.0 Hz, Hy), 7.88

(2H, d, J; 8.0 Hz, TL,), BC-NMR 8¢ (ppm): 59.5 Cs, 110.5 Cg, 123.7 Cs, 128.9 Cs, 131.4 Cy, 132.2
Cs, 152.6 Cs, 175.7 C,

2-etoxi-4-(4-bromofenil)-1,3-tiazol. 64. Soélido

_— " \T4 | " amarillo R = 11 %). EM (m/z), (%): 285.0 (M,
B’\C\ >\c4_c5/ %;:7 Ts/ SHs96.7), 282.29 (90.3), 256.9 (98.8), 254.9 (100.0). PF
Cr==c} \\crs Ha =98-99°C 'H (Acetona, 400 Hz) 6y (ppm):

i \ H{ 1.40 (3H, t, ], 8.0 [, 8.0 Hz, Hs), 4.56 (2H, q, J; 8.0

]28.0 Hz, Hy), 7.35 (1H, s, Hs), 7.59 (2H, d, ], 8.0 J, 8.0 Hz, Hy), 7.85 (2H, d, J; 8.0 Hz, Hy). C-
NMR 6c (ppm): 13.3 Cy, 67.5 Cs,106.9 Cq, 124.6 Ca, 127.2 Cs, 131.0 C, 133.8 Cy, 153.1 Cs, 174.7

Cr.
H1\c Hz " Ts " 2-isopropoxi-4-(4-bromofenil)-1,3-tiazol. 65.
Brscz// 1 C\s\c N§c 7/0\ (l: B/C<H5 Sélido blanco, (R= 7 %). 'H (Acetona, 400
\c1~c3 “‘Cs\ _ S[ l s Hz) 84 (ppm): 1.32 (GH, d, ], 4.0 Hz, Hs), 4.70
¥ \, H/CG H (2H, m, Hy), 7.23 (1H, s, H3), 7.56 (2H, d, ]/ 8.0

: Hz, Hy), 7.81 (2H, d, J; 8.0 Hz, H)).

H, " ) 2-butanoxi-4-(4-bromofenil)-1,3-tiazol. 66.
Vo | _w Solido amarillo, (R= 3 %) EM (m/z), (%):
e/ (A NN 2781 (ML 147), 2791 (2.5), 222.0 (1000),
) °1=°§/ }:/SI '! +|| 146.1 (4.0). PF = 97 — 98 °C. 'H (Acetona,
’ e 400 Hz) 6u (ppm): 0.87 3H, t, J; 8.0 ], 8.0

Hz, Hy), 1.37 (2H, m, Hy), 1.70 (2H, m, Hs), 4.36 2H, t, ], 8.0 ], 4.0 Hz, H,), 7.20 (1H, s, Hy), 7.4
(2H, d, J; 8.0 Hz, Hy), 7.72 (2H, d, ], 8.0 Hz, H;) NMR 8¢ (ppm): 13.2 C11, 19.0 Cy,30.3 Co, 72.9
Cs, 105.5 Cg, 123.5 Co, 127.8 Cy, 131.4 Cs, 132.2 Cy, 152.1 Cs, 174.8 C5
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