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Resumen

La enfermedad del Alzheimer (EA) es un desorden neurodegenerativo de gran incidencia a nivel
mundial. Si bien las causas de esta enfermedad son objeto de controversia, se ha propuesto que
el aumento en la actividad caspasa-3 en las etapas iniciales de la enfermedad esta vinculado al
desarrollo de alteraciones en la transmision sinaptica. Estudios recientes en modelos murinos
de EA describen una interesante correlacidn entre la activacion local de la enzima caspasa-3 a
nivel de espinas dendriticas y la aparicion de los primeros signos de pérdida de memoria.
Asimismo, se ha observado que la inhibicidn de caspasa-3 es capaz de restaurar la trasmisiéon
sindptica en ratones con sintomas iniciales de EA. La participacién de caspasa-3 en las etapas
iniciales de EA asi como los resultados positivos obtenidos tras su inhibicién convierten a esta
enzima en un interesante blanco terapéutico para el tratamiento o prevencidon de esta
enfermedad.

Por otro lado, se sabe que el estrés oxidativo a nivel del sistema nervioso central juega un papel
importante en patologias neurodegenerativas. Se ha descrito con anterioridad que las nitronas
tienen una elevada capacidad antioxidante frente a radicales hidroxilo, superdxido y éxido
nitrico, atraviesan la barrera hematoencefdlica y presentan propiedades neuroprotectoras, asi
como también la capacidad de inhibir la cascada apoptética dependiente de la mitocondria.
Todo esto las vuelve un interesante grupo funcional para incluir en potenciales farmacos frente
a EA.

Es por estos motivos que en el presente trabajo se ha determinado la capacidad de un grupo de
nitronas no citotéxicas de inhibir la apoptosis inducida por Camptotecina mediante anexina V-
FITC y anticuerpo anti-caspasa-3-activa-FITC en la linea celular neuronal derivada de hipocampo
de raton HT22 mediante la deteccidn por citometria de flujo. Los resultados obtenidos muestran
que la los compuestos evaluados inhiben la apoptosis en las células de manera significativa y al
menos seis de éstos lo hacen mediante un mecanismo que implica la reduccidn de la enzima
caspasa-3 activa en las células. Por otro lado, estudios tedricos de docking y dindmica molecular
han permitido analizar a nivel atdmico detallado el modo de unién de dichas nitronas frente a
caspasa-3 activa, mostrando que las mismas se unen en una region préxima al sitio activo
interaccionando con residuos que son esenciales para la catalisis y en algunos casos no se
encuentran conservados en otras caspasas provocando cambios conformacionales a nivel del
sitio catalitico. Actualmente se estan probando estos compuestos mediante ensayos de
inhibicidn enzimatica de caspasa-3 in vitro, los resultados preliminares hasta el momento
estarian indicando que las nitronas son capaces de unirse a la caspasa-3 e inhibirla, lo que se
correlaciona con los resultados obtenidos hasta el momento.

Como perspectiva a futuro nos planteamos profundizar en el estudio del mecanismo mediante
el cual las nitronas son capaces de inhibir la capsasa-3 a través de un enfoque multidiciplinario
que involucra ensayos in vitro, in silico e in vivo.
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Abreviaturas

AB Péptido beta-amiloide
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1. Enfermedad de Alzheimer (EA)

1.1 Relevancia del tema

La enfermedad del Alzheimer (EA) es un desorden neurodegenerativo con una gran incidencia a
nivel mundial caracterizado por la pérdida progresiva de memoria y funciones cognitivas
llegando finalmente a la demencia [1]. Esto sucede debido a que inicialmente las neuronas en
ciertas regiones del cerebro encargadas de generar la memoria comienzan a ser disfuncionales,
dificultdndose la correcta propagacién de las sefiales cerebrales y concluyendo finalmente en la
muerte de las células nerviosas [2]. Al comienzo de la enfermedad es dificil recordar nueva
informacidn y cuando el dafio avanza en el cerebro, se empiezan a notar cambios de dnimo y
comportamiento asi como también desorientacion. En etapas avanzadas de la enfermedad se
observan dificultades incluso para hablar, tragar y caminar [3].

Hoy en dia a nivel mundial aproximadamente 46.8 millones de personas padecen de esta
enfermedad. Se estima que para el aiio 2030 el nimero de personas afectadas se incrementara
a 74.7 millones y a 131.5 millones para el afio 2050. Los paises con ingresos medios y bajos son
los que presentan mayor prevalencia, incidencia y costo de tratamiento de esta enfermedad. Se
estima que en la actualidad el 58% de las personas afectadas residen en estos paises y que para
el 2050 se extendera al 68% (Figura 1). Por afio en el mundo hay mas de 9.9 millones de casos
nuevos de demencia, lo que implica un caso nuevo cada 3.2 segundos. Los costos globales de
esta patologia que implican cuidado médico, social, de enfermeria y residencial aumenté de USS
604 billones en el 2010 a USS 818 billones en el 2015, lo que equivale a un incremento del 34.5%
[4].

Numero de personas con demencia (millones)

150

l
2015 2030 2050

Paises con altos ingresos
Paises con medianos y bajos ingresos

Figura 1. Aumento estimado de personas afectadas por EA en los
proximos anos, discriminando entre paises con altos y bajos recursos (en
rosado y celeste respectivamente). Tomado de ref. [4].
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Segun datos del sitio web World Life Expectancy, Uruguay se encuentra en el duodécimo lugar
en el ranking de mortalidad causada por EA a nivel mundial, indicando que de cada 100.000
personas 17.5 mueren anualmente a causa de esta enfermedad en nuestro pais [5] (Figura 2).

|Alzhe|mers=Dement|a v |

Figura 2. Mapa que clasifica a todos los paises del mundo por su tasa de mortalidad debido a la
enfermedad de Alzheimer. Tomado de ref. [5].

1.2 Hipodtesis clasicas

Hasta el momento no se sabe exactamente cuales son las causas de esta enfermedad, sin
embargo se conocen estructuras patoldgicas caracteristicas como las placas seniles o amiloides,
que se relacionan con la acumulacién de agregados del péptido B amiloide (AB) y los ovillos
neurofibrilares (NFTs, del inglés neurofibrillary tangles) que surgen de la hiperfosforilacion de la
proteina Tau asociada a los microtubulos en las neuronas. Estos patrones caracteristicos se
observan en zonas especificas del cerebro como corteza, hipocampo y algunas regiones
subcorticales. Como consecuencia de esto, se observa una marcada pérdida de sinapsis asi como
también un aumento en la muerte de células nerviosas y por ende un menor nimero de
neuronas funcionales [6,7] (Figura 3).

A lo largo de los afios se han manejado diversas hipotesis que, si bien han brindado un marco de
referencia para las investigaciones sobre esta enfermedad, no han logrado dar cuenta del origen
de la misma. La hipétesis colinérgica se basa en el déficit neocortical de la enzima responsable
de producir acetilcolina (ACh) llamada colina acetil transferasa (ChAT). Esta hipdtesis sostiene
que la degeneracién de neuronas colinérgicas y la pérdida de la neurotransmision colinérgica
asociada contribuyen significativamente al deterioro cognitivo observado en la enfermedad de
Alzheimer [8-11]. Segln la hipétesis amiloide de la EA, la sobreproduccién de A, fragmento
aminoacidico de 37-43 aminodcidos, es la consecuencia de la interrupcién de los procesos
homeostaticos que regulan la escisidn proteolitica de la proteina precursora amiloide (APP) [12].
La proteina APP es una proteina transmembrana tipo | codificada por un gen que se encuentra
en el cromosoma 21, se conforma por un segmento extracelular amino terminal largo y un
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segmento intracelular carboxilo terminal corto pudiendo presentar varias isoformas. Se expresa
en varias células del organismo incluidas las neuronas, células musculares lisas de la pared
vascular y plaquetas. De manera constitutiva el clivaje sucesivo de APP por a-secretasas no
genera el péptido AB. Este mecanismo se conoce como via no amiloidogénica. Sin embargo, en
condiciones patoldgicas la proteina precursora es degradada consecutivamente por las enzimas
B-secretasa y y-secretasas lo cual resulta en la produccion y acumulacion de los péptidos AB40
o0 AB42 los cuales forman agregados insolubles altamente neurotdxicos. A este proceso se lo
conoce como via amiloidogénica [12-15].

=0
Pérdida de conexion
entre neuronas ‘.

Placa amiloide

zf?z’:’. ggeis

“,9\9995

Ovillos

neurofibrilares
Microtubulo

desintegrandose

Figura 3. Imagen que muestra de forma esquematica las estructuras patoldgicas caracteristicas de EA.
Adaptado de ref. [16].

Existe también la hipdtesis glutamaérgica que sostiene que la reduccién de terminales nerviosas
conteniendo glutamato puede incrementar la actividad del calcio en la célula causando
neurotoxicidad [15 - 19]. El calcio modula varios procesos neuronales entre los que se destacan
la plasticidad neuronal y la muerte celular programada (apoptosis). La apoptosis involucra
cambios en el citoplasma, el reticulo endoplasmatico (RE), la mitocondria y el nucleo.
Tipicamente aumenta la permeabilidad de la membrana de la mitocondria y del RE liberdndose
al citoplasma citocromo c de la mitoncondria y calcio del RE. El aumento en la muerte celular
observado en EA involucra AR, activacion de los receptores de glutamato, aumento del estrés
oxidativo, dafo en el ADN y aumento en los niveles de calcio intracelular. Se sabe que por medio
del estrés oxidativo AP perturba la regulacién del calcio en las células mediante el deterioro de
las bombas de calcio de membrana y aumento de la entrada de calcio a través de canales voltaje-
dependientes y receptores ionotrépicos de glutamato conduciendo a la excitotoxicidad [20-22].
Otros hallazgos sugieren que AB puede promover la afluencia de Ca** mediante la formacién de
canales en membranas o por la activacion de receptores de superficie celular acoplados a la
entrada de calcio (Figura 4) [23,24]. Por otra parte, el glutamato puede actuar en los receptores
NMDA de las neuronas y resultar en la desregulacién de procesos dependientes de calcio
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incluyendo el aprendizaje y la pérdida de memoria [15,17]. Se ha observado que la activacion de
NMDA estimula el procesamiento de APP para generar AP [18]. De este modo, un exceso de
glutamato conduce a la sobre-estimulacidn de estos receptores que puede culminar en una
produccién excesiva de péptido AP [19].

Por otro lado, en pacientes con EA familiar se han observado mutaciones en las presenilinas,
proteinas de membrana encargadas de modular el balance de calcio en las células. Si a esto le
sumamos el procesamiento amiloidogénico del APP descrito anteriormente obtenemos la
desestabilizacidon de la homeostasis del Ca?* en el reticulo endoplasmatico de astrocitos,
oligodendrocitos y microglia que pueden desencadenar procesos inflamatorios locales [25,26].
Esto se correlaciona con la microglia activada y los astrocitos reactivos que se localizan en las
placas fibrilares de cerebros de pacientes con EA [27].

AB
NMDAr MAC
Ca?t
AMHIrs Na*/K* GLUTL, 4
ATPases
HNE
Cat+ { ' \ ROS —= ~—RNS |
Na?* Glucose \_ Oz* NO iNOS Ca?* }
Cat* s o Ap Ca?+ Na2+
OH- { NOO: | Ca*
Tau phosphorylation Lipid peroxidation products:
and aggregation HNE, isoprostanes
Aging and \
oxidation /
\ \. 4 l
S
\ % AB
OH + Complex | 7\ /
/ \\\ d
~~ / | \E
/ = Complex IlI \ \ .
/ U\ 7 mtDNA
/ Complex IV \ Pimage
' \
MPP a-Ketoglutarate and
Wm pyruvate dehydrogenases
1
1 Cytochrome ¢
. INK Apoptosis- ;
NO & " p38 T initiating factor Proteolysis and
cell death
o~
Caspase 3 3
ps3

Figura 4. Estrés oxidativo y disfuncidn mitocondrial en enfermedades neurodegenerativas. Tomado de
ref. [14].

Al mismo tiempo, en enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer hay un aumento en
el estrés oxidativo y un metabolismo energético alterado. La disfuncidon mitocondrial conduce a
un numero deletéreo de consecuencias para las neuronas, incluyendo alteraciones en la
concentracién de calcio, generacidn de especies reactivas de oxigeno (ROS), la activacion de la
sintasa de dxido nitrico y la activacién de la transicidon de permeabilidad mitocondrial fenémeno
en el cual se produce un cambio abrupto en la permeabilidad de la membrana mitocondrial
interna en respuesta a calcio, estrés oxidativo y deplecién de ATP, entre otros factores [28].

Los cerebros de personas con EA presentan proteinas, lipidos y ADN con elevado dafio oxidativo.
Esto se debe a que las especies reactivas de oxigeno inducen glicoxidaciones y peroxidaciones
lipidicas generando una variedad de compuestos electrofilicos capaces de reaccionar con
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proteinas, lipidos y acidos nucleicos que pueden formar el "crosslinking" de proteinas y dafio al
ADN.

Ademas, los productos de estas reacciones, son capaces de interaccionar con receptores a
multiples ligandos que activan sefiales de transduccién induciendo la formacién de citoquinas
pro-inflamatorias y que son en parte, responsables del comienzo y la progresidn de neuropatias
y diabetes [29].

Este ambiente oxidativo se encuentra sobre todo en zonas ricas en placas amiloides y ovillos
neurofibrilares sugiriendo que el mismo juega un rol importante en el daifio neuronal mediado
por el péptido amiloide y los ovillos neurofibrilares [30].

Se sabe que en el proceso de agregacién, AB interacciona con cationes metalicos especificos
como Cu?, Zn?** y Fe?*, Esto induce la produccidon de H,0; en el medio extracelular promoviendo
la peroxidacion lipidica en membranas con la generacion de 4-hidroxinonenal, un aldehido muy
reactivo y neurotéxico que modifica covalentemente proteinas tales como ATPasas,
transportadores de glucosa y glutamato y proteinas G en las células, alterando su funcion [31-
35].

1.3 FArmacos utilizados en la actualidad

Los farmacos desarrollados hasta la fecha en base a las hipdtesis que se manejan hoy en dia sélo
aminoran los sintomas de EA de manera transitoria y presentan diversos efectos secundarios.
Entre estos, se destacan inhibidores de colinesterasa como son Tacrina, Donezepil, Galantamina
y Rivastigmina (Figura 5) cuyo uso genera una mejora congnitiva pero tienen la desventaja de
tener varios efectos adversos. Entre ellos se destacan vémitos, nauseas, diarrea, dispepsia,
calambres musculares, fatiga e irritacion en la piel [11]. Tacrina fue retirada del mercado en 2012
debido a su hepatoxicidad [36]. También se han descrito antagonistas del receptor NMDA, el
mas conocido es Memantina (Figura 5), el cual inhibe la activacién patoldgica del receptor NMDA
mediada por oligémeros AB solubles [37].

| ° o) OH
! A
0]

I /
0 -0 \
| N—

N
O
1, Donepezil 2, Rivastigmina 3, Galantamina
HoN

4, Memantina

Figura 5. Estructura quimica de los farmacos utilizados para el tratamiento de los sintomas
asociados a EA.
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Una opcidn alternativa para una terapia frente a EA fue propuesta recientemente en base a
anticuerpos anti-AB. Sin embargo, los mismos no fueron capaces de superar los ensayos clinicos
de fase lll ya que se observé que son poco eficientes en cuanto a la mejora cognitiva en pacientes
con Alzheimer en etapas intermedias [38].

Dado que ninguno de estos tratamientos ha sido capaz de detener o revertir la enfermedad
resulta necesario continuar con la investigaciéon y desarrollo de nuevos farmacos dirigidos a
blancos terapéuticos alternativos para el tratamiento o prevencidn de esta enfermedad.

2. Nuevo blanco terapéutico para el tratamiento de EA

2.1 Rol de la caspasa-3 en el inicio y progresion de EA

En estos Ultimos afios se ha incrementado la busqueda de nuevos blancos enzimaticos cuya
inhibicidon podria resultar efectiva para una terapia frente a EA, como ser B- y y-secretasas,
caspasas y glucogeno sintasa quinasa-3 (GSK-3) [39]. En particular caspasa-3 se ha identificado
como un blanco molecular comin a varios desordenes neurodegenerativos como EA,
enfermedad del Parkinson (EP), enfermedad de Huntington (EH), y esclerosis lateral amiotrofica
(ELA) [40,41].

Recientemente se ha encontrado que caspasa-3 entre otras caspasas promueve la
neuroinflamacién mediante la activacién de la microglia, la cual produce factores pro-
inflamatorios que pueden ser neurotdxicos. Por esta razén, se ha observado que tratamientos
con agentes anti-inflamatorios pueden reducir la neurodegeneracion [42].

Por otro lado, en estos ultimos afios se ha venido observando que APP, ademds de ser clivada
proteoliticamente por medio de a-, B- y y-secretasas, es también sustrato de caspasa-3
conteniendo tres sitios de clivaje en la secuencia proteica: dos en el dominio extracelular y uno
en el extremo intracelular C-terminal [43]. Muchos estudios han demostrado que el clivaje de
APP mediado por caspasa-3 altera su procesamiento proteolitico normal favoreciendo la via
amiloidogénica [44,45]. Estudios posteriores sostienen que el aumento del péptido AP
observado después de la activacidon de caspasa-3 es independiente del clivado del APP por esta
enzima [46]. Sin embargo, se demostrd que el péptido AB induce a la caspasa-3 a clivar el APP
en la posicion Asp664 de la regién C-terminal del mismo liberando el fragmento C-terminal (C31)
potencialmente citotoxico. Recientemente se encontrd una dependencia entre C31 y la
induccion de apoptosis mediante AB lo que sugiere que existe una conexidén entre la
citotoxicidad del AB y el fragmento C31 [47]. Un trabajo actual que compara distintas
caracteristicas fenotipicas del Alzheimer en un modelo de ratones transgénicos con EA frente al
mismo modelo careciendo del sitio de clivado Asp664 en APP para la caspasa-3, demuestra que
a pesar de no ver diferencias en la produccién de AB y la formacidn de las placas seniles, la
mutacion Asp-Ala664 impidié la perdida sinaptica, el aumento anormal en el niumero de
astrocitos debido a la destruccion de las neuronas préximas, la neurogénesis y el
comportamiento anormal propio de la enfermedad [48]. Por otro lado, un articulo de este afo
en el cual se describen experimentos genéticos, farmacolégicos y de mutagénesis usando
ratones transgénicos y muestras de tejido de cerebro de pacientes humanos post-mortem,
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mostré que el aumento del péptido AB esta dado por la activacidn via caspasa-3 de la proteina
activadora de y-secretasa conocida como GSAP responsable de generar los péptidos AB41 y
AB42 encontrados en las placas amiloides. Asimismo, también se observd que la inhibicion de
caspasa-3 disminuye significativamente la fosforilacion de la proteina Tau en modelos murinos
transgénicos [49]. Esto se correlaciona con el hecho que caspasa-3 se encuentra implicada
también en la truncacion de Tau ya que la primera cliva a la proteina Aktl supresora de la
quinasa GSK-3 que fosforila a Tau, [50,51] lo que favorece la formacion de ovillos neurofibrilares
gue contribuyena la degeneracion sinaptica [49,52,53].

Interesantemente, un articulo reciente que utiliza modelos de ratones transgénicos con EA
proporciona evidencias de que hay un aumento en la actividad caspasa-3 en las etapas iniciales
de esta enfermedad, y que esto esta vinculado al desarrollo de alteraciones en la transmisidn
sindptica proporciondndole funciones no apoptéticas dentro de la célula. El modelo propuesto
para la pérdida sindptica mediada por el péptido AB sostiene que la acumulacion de AB en las
dendritas conlleva al estrés en la mitocondria, la cual libera citocromo-c promoviendo la
formacién del apoptosoma y finalmente la activacion de caspasa-3. Esta activa la calcineurina,
gue desfosforila a los receptores AMPA con la consecuente remocién de los mismos de la
superficie de la dendrita causando degeneracién de las espinas dendriticas [49,54]. Como
consecuencia de todos estos procesos se producen alteraciones en la transmisidn sinaptica y
plasticidad del sistema nervioso [54]. (Figura 6)
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Figura 6. Esquema representativo de las funciones que cumple la caspasa-3 en el desarrollo y progreso de
EA.

Lo anterior destaca una correlacion entre la activacion local de la enzima caspasa-3 a nivel de
espinas dendriticas y la aparicion de los primeros signos de pérdida de memoria. Asimismo, se
observé que la inhibicidn de caspasa-3 es capaz de restaurar la trasmisidn sindptica en ratones
con sintomas iniciales de EA [54].

15



Tesina de grado — Saira Cancela | 2015

En conjunto, estos hallazgos experimentales sugieren por primera vez que el rol de esta proteasa
no es solamente ser un mediador de la muerte celular programada sino que estaria participando
de forma activa en la degeneracion de la sinapsis neuronal y disfunciones cognitivas durante la
progresion de la enfermedad de Alzheimer [54,55]. La sobreexpresidon y activa participacién de
caspasa-3 en las etapas iniciales de EA asi como los resultados positivos obtenidos tras su
inhibicidn estarian sugiriendo que esta enzima podria ser uno de los blancos moleculares
responsable del inicio de la enfermedad lo que nos lleva a pensar en la posibilidad de que sea el
disparador de EA. Todo esto la convierte en un interesante blanco terapéutico para la
prevencion o el tratamiento de esta enfermedad.

2.2 Caspasas: Funcion, estructura y actividad

Caspasa-3 forma parte de una familia de cistein proteasas especificas de aspartato (13 miembros
descritos en humanos). Estas proteasas son multifuncionales, poliespecificas, estan altamente
reguladas y catalizan diversas reacciones. Una Unica caspasa puede reconocer y clivar cientos
sustratos diferentes manteniendo su especificidad y evitando la expansiéon de la actividad
proteolitica. El nimero de proteinas que se conoce que son clivadas por caspasas es cercano a
1000, lo que equivale aproximadamente al 5% del proteoma [56]. Al igual que la mayoria de las
proteasas, las caspasas se sintetizan como zimdgenos y se vuelven activas cuando son clivadas
de manera especifica [57]. Las mismas son esenciales para la iniciacién y ejecucién de la muerte
celular programada y para el procesamiento y maduracion de citoquinas inflamatorias. Estas se
clasifican en iniciadoras (caspasas 2, 8, 9y 10) y efectoras (caspasas 3, 6 y 7) de la apoptosis. Las
iniciadoras son las primeras en activarse, estas son transductoras de sefiales que conducen a la
muerte de la célula y presentan una alta especificidad de sustrato que les permite reconocer a
las caspasas efectoras y activarlas. Las células apotéticas presentan cambios en la morfologia
como fragmentacién de ADN, pérdida del potencial de membrana de la mitocondria y
vacuolizacion del citoplasma, cambios que estan mediados por el clivaje de sustratos de
caspasas. En mamiferos existen dos principales vias de activacion de la cascada apoptdtica: la
via extrinseca en la cual se activa la caspasa-8 via receptores transmembrana de TNF (factor de
necrosis tumoral) de tipo | y la via intrinseca que puede ser desencadenada por dafio en el ADN
o estrés celular [58]. Esto promueve la permeabilizacién de la membrana externa de la
mitocondria con la consecuente liberacion de la proteina citocromo-c al citosol que promueve
la formacién del apoptosoma mediante la activacion de Apafl y el reclutamiento de caspasa-9,
complejo proteico que finalmente recluta y cliva a la procaspasa-3 activandola a caspasa-3 [49].
Por otro lado, se cree que la caspasa-3 cumple determinados roles no apoptdticos en procesos
neurodegenerativos. La misma se encuentra implicada en el clivaje de proteinas especificas
vinculadas a PD, HD, EA, generando fragmentos toxicos que contribuyen de alguna manera al
desarrollo patogénico de estas enfermedades [59-64].

El zimdgeno de caspasa consiste en una subunidad larga y otra corta ademas de un prodominio
N-terminal. Las caspasas iniciadoras tienen un prodominio mas largo que las efectoras el cual
contiene el dominio de reclutamiento de caspasa (CARDs, del inglés caspase recruiting domain).
Cuando las caspasas efectoras son clivadas se separa la subunidad grande de la chica y el pro-
dominio es removido. A diferencia de las efectoras, las caspasas iniciadoras no requieren del
procesamiento proteolitico para consolidar su forma activa.
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Todas las caspasas en su forma activa son heterotetrameros formadas por dimeros conteniendo
dos subunidades pequefias (p12) y dos subunidades grandes (p17) (Figura 7a). Presentan dos
sitios activos ubicados en la interfaz entre subunidades, los cuales consisten de una diada
catalitica de Cys-His y un bolsillo extenso conformado por cuatro loops (L1-L4) en donde se
encuentran los aminodcidos pertenecientes a los sitios S1-S4 capaces de acomodar los residuos
en posiciéon P1-P4 del sustrato en una posicién extendida [31] (Figura 7b). Si bien
tradicionalmente los sitios se han tratado como idénticos en nuestro grupo de investigacién
hemos encontrado que los mismos tienen un comportamiento bien diferente cuando estan
interaccionando con ligandos, tal es asi que un mismo ligando que se une en ambos sitios activos
altera la posicion de los aminodcidos de alrededor y la conformacion de los loops en donde se
encuentran esos residuos de manera bien distinta [65]. La caspasa-3 y -7 tienen una identidad
de secuencia alta (53% fijate que puse el numero de memoria), conservando residuos

importantes incluyendo a la diada catalitica y aminodcidos pertenecientes a los sitios S1-54
[66,67].

Enlace clivado

}

f

Sustrato — *H;N—pPg4 —p3—p2—p|— C—N =P —p2'— p3'— pg— COO-

sitio AANV ANV ANV VAW AV A

active —* 54 S§3 S22 §1 51" S» 53 S

Figura 7. (a) Heterotetramero de caspasa-3. Las subunidades grandes se muestran en verde vy las
pequeiias en lila. El inhibidor irreversible derivado del acido nicotinico unido al sitio activo se muestra en
bolas y varillas (cddigo PDB: 1RHM). La interface del dimero se indica con una linea punteada. (b)
Representacion esquematica de la notacién utilizada en general para los sitios activos de proteasas.
Adaptado de ref. [31]

En caspasa-3 los cuatro loops implicados en la catdlisis de uno de los heterodimeros estdn
conformados por: L1 (52-66), L2 (163-175), L3 (198-213) y L4 (247-263). L2 y L4 interaccionan
conelloop L2’ (176’-192’) del otro heterodimero lo que estabiliza la conformacién activa [68,69].

Se ha descrito que los loops juegan un rol importante en la activacion de las caspasas. En la pro-
caspasa L2 y L2’ estan covalentemente unidos en el mismo heterodimero, en el proceso de
maduracién se separan los dos loops mediante el clivado entre residuos de Asp y Ser. Este
proceso separa los loops L2-L2’ de la pro-enzima, lo que conlleva a un re-arreglo conformacional
importante de los cuatro loops [70].
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2.3 Mecanismo de reconocimiento y union al sustrato

Las caspasas se dividen en tres grupos dependiendo de su similitud en la secuencia y el
aminodacido de preferencia en P4 [71]. Las caspasas-1, -4 y -5 implicadas en el proceso de
inflamacidn prefieren Trp o Leu en la posicidn P4, las caspasas efectoras -3, -6 y -7 prefieren un
residuo polar en dicha posicién mas especificamente Asp, mientras que las caspasas iniciadoras
-8, -9, -10 y prefieren Leu o Val en P4, es decir un residuo con caracteristicas hidrofdbicas. El
requerimiento de un residuo de Asp en posicion P1 es absoluto e igual para todas dado que el
sitio 1 es altamente especifico. En P1’ se ubica un aminodcido pequefio tal como Ala, Gly o Ser
[72,73] en ocasiones la Ser se puede encontrar fosforilada [74-77]. La especificidad en posiciones
P2 y P3 es variada, en general en P2 se prefieren aminoacidos hidrofébicos y en P3 aminoacidos
hidrofilicos [78].

Un hallazgo de hace unos anos demostréd que el reconocimiento molecular del sustrato es
diferente entre las distintas caspasas. Esto es debido a la presencia de un sitio 5 (S5) descrito en
caspasas -2, -3 y -7 que confiere a estas enzimas distinta afinidad por un mismo sustrato.
Caspasa-2 no tiene preferencia de residuo en P5. EI S5 en caspasa-3 es hidrofébico a diferencia
de caspasa-7, y por lo tanto residuos hidrofébicos en esa posicion favorecen la catalisis en
caspasa-3 y no en caspasa-7. El S5 en caspasa-3 estd compuesto por dos residuos aromaticos
mientras que en caspasa-7 lo conforman dos residuos polares: Gln y Asp. Esto es interesante a
tener en cuenta a la hora de disefiar inhibidores selectivos de caspasa-3 o -7 [56,78].

Con respecto a la secuencia de clivaje de los sustratos de caspasa -3 y -7 se ha visto en células
Jurkat apoptdticas que el motivo de sitio de escisidon candnica DEVD se encuentra en menos de
1% de los sitios de escision de caspasa observados y el motivo mas general DXXD sélo se
encuentra en 22% de los sitios de escisidn identificados. Lo anterior indica que la estructura
primaria no es suficiente para el reconocimiento del sustrato, y que se estaria necesitando de
un reconocimiento tridimensional por parte de las caspasas [73]. La mayoria de los cortes
proteoliticos se dan en la zona de los loops [73,74] esto podria indicar que las caspasas requieren
de un re-arreglo en su estructura para poder clivar al sustrato. Esto se correlaciona con ensayos
experimentales que confirman que la barrera de energia para el despliegue local de los loops a
estructuras extendidas es menor que para las demas regiones de la proteina [79,80]. Se piensa
en la posibilidad de que las caspasas presenten un exositio el cual se define como un sitio de
unién al sustrato lejano al sitio activo en la proteina [81]. Este puede contribuir
significativamente en la energia de unidn al sustrato. Lo que se relaciona con que las caspasas
clivan mas eficientemente proteinas de secuencia larga [82-84].

En el articulo donde establecen la importancia de S5 en el reconocimiento del sustrato en
caspasa-3 generan un sustrato de secuencia Ac-VDVAD-pNA y lo comparan con Ac-DVAD-pNA
observando que la eficiencia en la catalisis por parte de la caspasa-3 es mayor para el sustrato
Ac-VDVAD-pNA que contiene una Val en P5, confirmando asi la importancia del residuo
hidrofdbico en P5 para la actividad catalitica [78]. El modo en el que interacciona Ac-VDVAD-
pNA con la caspasa-3 se detalla a continuacién: la cadena lateral del residuo de aspartato en P1
interaccciona con Arg64 y Arg207 y forma enlace de hidrégeno con GIn161 del sitio 1.
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Ademas, el nitrégeno amidico del esqueleto peptidico de aspartato interacciona con el oxigeno
carbonilico del esqueleto peptidico de Ser205. En la posicidn P2, la cadena lateral hidrofébica
del residuo de Val interacciona con la Tyr204, Tyr206 y Phe256. En P3 el residuo de glutamato
establece interacciones electrostaticas con Arg207 y a su vez este glutamato establece un enlace
de hidrégeno mediado por agua con Thr62. El aspartato en posicién P4 forma enlace de
hidrogeno con Asn208 y Phe250. En P5 el nitrégeno amidico del esqueleto peptidico de valina
interacciona con el hidroxilo de la Ser209, y el oxigeno carbonilico interacciona con el grupo
hidroxilo de la cadena lateral y la amida de la cadena principal de la Ser209. Estos tres enlaces
de hidrégeno estabilizan y posicionan a la cadena lateral en un bolsillo hidrofébico formado por
Phe250- Phe252 que conforman el S5 ubicado en el loop 4 [78] (Figura 8). Este forma un surco
de uniodn al sustrato conjunto con los loops 1, 2 y 3, el cual es capaz de acomodar una variedad
de sustratos mediante un cambio conformacional en esta regidn de la enzima inducido por el
propio loop 4.
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Figura 8. Interacciones de la caspasa-3 con el inhibidor andlogo de sustrato VDVAD. El inhibidor esta
unido covalentemente a la Cys163 catalitica. Las lineas punteadas indican enlaces de hidrégeno y puentes
salinos. Las curvas indican interacciones de van der Waals. Tomado de ref. [78].

Se sabe que tanto el loop 1 como el 4 son flexibles en condiciones fisioldgicas y que esta
flexibilidad contribuye a la unidén con el sustrato [85-87]. El sitio 2 participa de forma importante
en el reconocimiento del sustrato y la regulacion de la actividad de la enzima [78] (Figura 9).
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SITIO 1
SITIO 2
SITIO 3

SITIO 5

Figura 9. (A) Estructura de la caspasa-3. Se destaca la diada catalitica (en amarillo y rojo) y los distintos

loops que conforman el bolsillo de unidn al sustrato (L1-L4) y L2’ del otro heterodimero en colores. (B)
Aminoacidos de los sitios implicados en la catalisis pertenecientes a los distintos loops (cada color
corresponde a un sitio en particular).

2.4 Sustrato, analogo de sustrato e inhibidores de caspasas

El uso de inhibidores de caspasa ha mostrado ser efectivo en modelos animales para el
tratamiento de distintas enfermedades donde un aumento descontrolado en la actividad de una
determinada caspasa conduce a condiciones patoldgicas. Algunos ejemplos incluyen:
enfermedades renales y hepaticas asociadas a una apoptosis exacerbada [88,89], isquemia [90],
enfermedades neurodegenerativas como Parkinson [91] y Enfermedad de Huntington [92],
artritis reumatoide [93], osteoartritis [94] y asma [95]. Cabe destacar que la mayoria de estos
estudios fueron realizados utilizando inhibidores peptidicos irreversibles de caspasas. Si bien los
inhibidores irreversibles resultan, en general, mas potentes que los inhibidores reversibles, los
mismos presentan baja selectividad pudiendo en algunos casos inhibir otras proteasas celulares
[96]. Debido al rol fundamental que juegan estas proteasas en el desarrollo normal de la célula
el uso de inhibidores no selectivos podria ocasionar distintos efectos adversos in vivo. Un
ejemplo de este tipo de inhibidores es el inhibidor peptidico Z-VAD-FMK (benciloxicarbonil-Val-
Ala-Asp-fluorometilcetona) el cual demostroé ser efectivo en un modelo de ratones transgénicos
para la apoptosis pero resultd no ser selectivo para caspasa-3 y tener problemas de
biodisponibilidad [97]. Posteriormente, se desarrollo el inhibidor Q-VD-OPh (quinolina-Val-Asp-
(OMe)-[2,6-difluorofenoxi] metilcetona que presenta un valor de ICso del orden uM demostré
ser mas potente y estable siendo mas permeable a las células y menos toxico en comparacion
con Z-VED-FMK, sin embargo este seguia siendo no selectivo [98,99]. Por otra parte, los
inhibidores peptidicos tienen el problema adicional de ser inestables en plasma aunque distintas
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estrategias para mejorar este aspecto han sido descritas [100]. Es por estos motivos que en los
ultimos afios se ha hecho un gran esfuerzo en el desarrollo de inhibidores no peptidicos y
reversibles de distintas caspasas [101], incluyendo caspasa-3 [40,102-110].

Para el desarrollo de nuevas moléculas con potencial farmacolégico se han venido realizando
estudios in silico utilizado bibliotecas de compuestos con el fin de estudiar el mecanismo de
accién de estos frente a caspasa-3 [40,104,110]. Un ejemplo de esto fue un trabajo en donde
mediante un screening utilizando técnicas de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y estudios
computacionales identificaron estructuras lideres de compuestos inhibidores reversibles de
caspasas con valores de ICso del orden uM [104]. También hay un articulo reciente en donde
analizan una biblioteca de compuestos derivados de 1,2-benzisotiazol-3-ona N-acil-sustituidos
como inhibidores de caspasa-3 y -7 mediante ensayos de inhibicidn en células Jurkat y métodos
computacionales en donde vieron que las moléculas se unian al sitio catalitico de las caspasas
interaccionando con aminodcidos de los sitios que participan en la unidn del sustrato [110].
Ademas, este afio salid publicado un trabajo en donde mediante estudios in silico hallaron
moléculas no peptidicas inhibidoras de caspasa-3 que mimetizan la accién inhibitoria de los
inhibidores peptidicos [40].

Si bien muchos de estos inhibidores muestran buena actividad in vitro frente a caspasa-3, en la
mayoria de los casos no existen datos comparativos que den cuenta de su selectividad, o no hay
informacidn disponible sobre la citotoxicidad de los compuestos, o su actividad in vivo. Esto
vuelve necesario encontrar inhibidores reversibles, selectivos y capaces de modular la actividad
caspasa-3 en las células.

3. Nitronas como potenciales farmacos para el tratamiento de EA

3.1 Estructura quimica y propiedades farmacoldgicas

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) y nitrégeno (RNS) son producidas de forma natural por
el metabolismo del cuerpo humano [111,112]. Estas especies actian como mediadores en varios
procesos fisiolégicos y en enfermedades neurodegenerativas [113-115]. Los mecanismos de
oxidacién en el cuerpo humano generan radicales del tipo hidroxilo (‘OH), anién superdxido
(077), 6xido nitrico (‘ON), peroxinitrito (ONOO") [116]. Las mismas son capaces de causar dafo
oxidativo en las células modificando lipidos, proteinas y acidos nucleicos siendo el sistema
nervioso central muy sensible a este tipo de dafio debido a su elevado contenido de acidos
grasos facilmente peroxidables, su elevado consumo de oxigeno y su bajo contenido de defensas
antioxidantes [95,117]. Es por estos motivos que en los Ultimos afios se ha trabajado
intensamente en la busqueda de moléculas capaces de contrarrestar el dafio oxidativo
observado en enfermedades neurodegenerativas [115-122]. Dentro de este grupo se destacan
las nitronas con un excelente perfil farmacoldgico. Las mismas presentan propiedades
neuroprotectoras sobre todo en procesos inflamatorios que parecen relacionarse con la
supresion de la expresidon de la enzima dxido nitrico sintasa inducida (iNOS), la acumulacién de
citoquinas y el proceso de apoptosis. Ademas, tienen la capacidad de cruzar la barrera
hematoencefalica, lo cual es de suma importancia a la hora de asegurarnos de que el fdrmaco
alcance su blanco terapéutico [115-117].
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En la bibliografia las nitronas mas utilizadas como agentes atrapadores de radicales libres son
nitronas comerciales como ser el a-fenil-N-tert-butilnitrona (PBN) y el N-6xido de 5,5-dimetil-
pirrolina (DMPO) (Figura 10).
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Figura 10. Estructura quimica de nitronas atrapadoras de radicales. A la izquierda nitrona lineal, a-fenil-
N-tert-butilnitrona (PBN). A la derecha nitrona ciclica, N-éxido de 5,5-dimetil-pirrolina (DMPO).

Interesantemente se ha visto que las nitronas PBN y DMPO son capaces de inhibir la apoptosis
y la actividad caspasa-3 inducida por H,0; en células endoteliales de origen bovino (BAEC) [123].
El estrés oxidativo conduce al mal funcionamiento de la mitocondria y consiguiente liberacién
de citocromo-c, que es responsable de la activacién de la enzima principal ejecutora en la
apoptosis, la casapasa-3. Sin embargo, se encontrd que muestras pre-tratadas con una
concentracién 50 uM de PBN y posterior tratamiento con H;0, reducia la cantidad de células
apoptadticas en aproximadamente un 90%. Con respecto a la actividad caspasa-3 la actividad se
redujo en un 60% bajo las mismas condiciones. Los autores de este trabajo sugieren que las
nitronas brindan proteccién a las células endoteliales frente al estrés oxidativo a través de la
modulacién de enzimas antioxidantes de fase Il y posteriormente inhibiendo la cascada
apoptética dependiente de la mitocondria [123]. Cabe destacar que el mecanismo de accién por
el cual estas moléculas son capaces de reducir la actividad de la enzima caspasa-3 permanece
aun desconocido.

Otras moléculas presentando una estructura quimica con motivos comunes que se detallan en
el Esquema 1 han sido sintetizadas y estudiadas como atrapadores de radicales libres [115-117].
Las mismas contienen la funcionalidad nitrona y distintos sustituyentes (Esquema 2)
presentando una capacidad neuroprotectora mejorada respecto a PBN.
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\
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Esquema 1. Estructura comun de heteroaril-nitronas. Adaptado de ref. [117].
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En este tipo de moléculas el grupo N-6xido es el que les confiere la capacidad de atrapar
radicales libres mientras que el sustituyente en R1, que en la mayoria de los compuestos es tert-
butilo (siendo en algin caso ciclohexano o fenetilo) cumple el rol de estabilizar el radical
generado. El sustituyente en R2 es un sistema heterociclico que puede ser furano, furoxano,
benzofuroxano o tiadiazol. Moléculas que contienen este tipo de heterociclos presentan
actividad anti-microbiana, anti-parasita, inmunosupresora, anti-cancerigena, anti-inflamatoria
vasodilatadora y evitan la agregacién plaquetaria entre otras mediante la inhibicién de
biomoléculas implicadas en procesos fisioldgicos [124,125]. Por ultimo el sustituyente en R3 es
una estructura lipofilica con propiedades antioxidantes en algunos casos como en los derivados
fendlicos, que no presentan un sustituyente en R2 y en R3 tienen un benceno sustituido en
distintas posiciones del anillo con grupos tert-butilo y/o hidroxilo. El PBN presenta la misma
estructura que los derivados fendlicos con la diferencia de que este tiene en R3 un benceno no
sustituido (ver Figura 10).

En un trabajo publicado en el 2012 el grupo de hidroxifenil nitronas (1a-1c) mostradas en el
Esquema 2 fue evaluado en un modelo de células de neuroblastoma con el fin de determinar su
capacidad antioxidante y neuroprotectora y en cultivos primarios de células neuronales como
agentes anti-inflamatorios. Los resultados indicaron que el compuesto 1a es el que tiene mayor
capacidad antioxidante y el PBN presentd la menor capacidad antioxidante. Adicionalmente se
observé que los compuestos 1a-1c fueron capaces de evitar la nitracién proteica y el agregado
de la proteina alfa-sinucleina ademas de presentar una actividad anti-inflamatoria significativa
y buena capacidad neuroprotectora [116].

Un estudio previo reveld que la nitrona 4c (ver Esquema 2) tiene una excelente capacidad de
atrapar radicales libres y buenos efectos neuroprotectores sin presentar citotoxicidad [115,117].
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Esquema 2. Estructura quimica de las a-aril y heteroaril N-alquil o N-bencil-nitronas en estudio.

Algo interesante a resaltar es que la sintesis de estos compuestos es relativamente sencilla y los
reactivos que se utilizan son de uso comun. Lo cual no es un detalle menor a la hora de diseiar
un farmaco.

Todo esto, las hace especialmente utiles como candidatos a fadrmacos para el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas y aquellas relacionadas con el sistema nervioso central.

4. Antecedentes del grupo de investigacion

4.1 Ensayos experimentales y modelado computacional

En nuestro equipo de investigacion hemos estado trabajando en la investigacién de los
determinantes estructurales mas relevantes para la inhibicidn selectiva de la enzima caspasa-3.
Para esto se han realizado calculos de docking y dindmica molecular de inhibidores existentes
[126]. Estos resultados han derivado en el disefio racional de nuevas entidades quimicas a ser
sintetizada y ensayadas en el marco del trabajo de Tesis de Maestria de la Lic. Lucia Minini. Por
otra parte, en colaboracién con el Dr. Williams Porcal del Departamento de Quimica Organica-
Facultad de Quimica se han ensayado hidroxifenil nitronas (compuestos 1a y 1b, Esquema 2)
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capaces de inhibir la induccién de apoptosis mediada por caspasa-3 en células neuronales HT22
(Figura 11).

+ CPT 5 pM

10019

80

60 A

404

20 A

% FITC Caspasa-3 activa

Figura 11. Capacidad de hidroxifenil nitronas de reducir la caspasa-3
activa inducida por camptotecina en la linea celular HT22.

La linea celular HT22 (Figura 12) es una sub-linea derivada de células HT4 que fueron
originalmente inmortalizadas de un cultivo primario de neuronas derivadas de hipocampo de
ratdn [127]. Las células HT22 no poseen receptores ionotrépicos de glutamato activos y no estan
sujetas a excitotoxicidad. Estas células proveen un modelo in vitro para estudiar condiciones que
conllevan a la producciéon endégena de ROS como ser citotoxicidad a niveles elevados de
glutamato y mas recientemente se ha visto que las mismas presentan propiedades colinérgicas
funcionales [128]. Es por estos motivos que son Uutiles para el estudio de enfermedades
neurodegenerativas como la EA y la EP.

Figura 12. Linea celular derivada de hipocampo de ratén HT22.
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ll. Objetivo
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Objetivo general

En base a los antecedentes mencionados en el presente proyecto se pretende ampliar el estudio
en células neuronales HT22 a nuevas nitronas amablemente cedidas por el Dr. Williams Porcal
(Esquema 2), asi como también estudiar mediante métodos de docking y dindmica molecular el
modo de unién a nivel atémico detallado de dichas nitronas frente a caspasa-3 activa.

Este trabajo tiene como objetivo principal ayudar a la busqueda y el desarrollo de futuros
farmacos para detener, prevenir y/o revertir la Enfermedad de Alzheimer mediante la
modulacién de la actividad de caspasa-3 en las células nerviosas. Para esto se llevaran a cabo
ensayos in vitro e in silico que involucran distintas dreas del conocimiento siendo este un
proyecto multidisciplinario en donde se evaluara el potencial farmacolégico de unas serie de
(2)-a-aril y heteroaril N-alquil-nitronas con la finalidad de encontrar las mas efectivas para el
objetivo propuesto.

Objetivos especificos

1. Ensayos de citotoxicidad por MTT en la linea celular HT22.

2. Estudios de inhibicion de apoptosis mediante anexina-V / IP en la linea celular HT22.
3. Estudio de inhibicién de apoptosis mediante caspasa-3 activa en la linea celular HT22.

4. Modelado computacional de las nitronas a evaluar y obtencién de los complejos ligando-
proteina mediante docking molecular ligando-proteina.

5. Simulaciones de Dinamica molecular de caspasa-3 y de los complejos caspasa-3-nitronas
obtenidos por docking.
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lll. Materiales y métodos
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Se numeran las actividades de acuerdo a los objetivos especificos detallados anteriormente.

1. Ensayos de citotoxicidad por MTT en la linea celular HT22

Se realizaron ensayos de citotoxicidad por MTT-formazdan [129] en la linea celular HT22 derivada
de hipocampo de ratén de los compuestos con el fin de definir la maxima concentracién no
toéxica para realizar los ensayos posteriores.

Se partié de un cultivo de células HT22 en fase exponencial crecidas en medio de cultivo DMEM
(Cat. No: 10569-010, Gibco), 10% SFB (Cat. No: A15-102, PAA), 1% de penicilina-estreptomicina
(Cat. No: 15140-122, Gibco). Las células se levantaron con una solucion de Tripsina-EDTA (Cat.
No: 25300-054, Gibco) y luego del recuento celular, se realizé el sembrando de 100 uL de una
suspension celular (5x10* células/mL) en una placa de 96 pocillos. y se incubd durante 24 h a 37
2Cy 5% de CO,. Posteriormente, se adicionaron las nitronas disueltas en DMSO (< 1%) a distintas
concentraciones (6,25, 12,5, 25, 50, 100, 200 uM) por tripicado. Como controles se incluyeron:
células con medio de cultivo completo y medio de cultivo completo con 1% de DMSO. A
continuacién, la placa se incubd durante 24 h a 37 2Cy 5% de CO,. Posteriormente se adicioné
10 uL de una solucién de MTT (5 mg/mL) (Cat. No: M2128, Sigma Aldrich) en PBS estéril y se
incubd durante 4 h a 37 2C y 5% de CO,. La solucién de medio de cultivo-MTT se removié y se
adiciond a una mezcla DMSO:isopropanol 1:1 para disolver los cristales de formazan. Por ultimo
se analizd el % de viabilidad mediante la medida de la absorbancia a 570 nm en
espectrofotdmetro (Varioskan™ Flash Multimode Reader, Thermo Scientific) utilizando la
siguiente ecuacién:

% viabilidad = (absorbancia muestra / absorbancia control) * 100

Cada compuesto se evaludé en tres ensayos independientes y los resultados se analizaron
utilizando el programa GraphPad Prism version 6.00.

2. Estudios de inhibicion apoptdtica y determinacion de caspasa-3 activa
inducida por Camptotecina en la linea celular HT22

Se sembraron las células HT22 (1.2x10° células/mL) en una placa de 12 pocillos en medio de
cultivo DMEM, 10% SFB, 1% de penicilina-estreptomicina y se incubé durante 24 horas 372C, 5%
de CO.. Las células se pre-incubaron con las nitronas a una concentracién 25 pM (determinada
a través del estudio de citotoxicidad) durante 2 horas. Como control positivo se utilizé Baicaleina
(Cat. No: 465119, Sigma-Aldrich) [130] y como control negativo medio de cultivo con DMSO 1%.
Posteriormente se realizé la induccién pro-apoptdtica con Camptotecina (5 uM) (Cat. No: C9911,
Sigma) [131] y se incubd durante 15 horas a 372C, 5% de CO..

2.1 Determinacidn de apoptosis mediante tincién con anexina V-FITC/ IP

Para llevar a cabo este ensayo las células HT22 (1-4x10°) se levantaron de la placa con una
solucidn de Tripsina-EDTA, se lavaron con PBS y se resuspendieron en buffer anexina (HEPES 10
mM, NaCl 140 mM, CaCl, 2.5 mM, pH 7.4). Luego se adicionaron 2 uL de AV-FITC [132] (Cat. No:
556419, BD Pharmingen). Se incubd durante 15 min a temperatura ambiente protegido de la
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luz. Las células se lavaron y resuspendieron con buffer anexina y previo a realizar la adquisicion
y el andlisis se les agregd 2 plL de IP a cada una de las muestras.

2.2 Cuantificaciéon de caspasa-3 activa mediante deteccion con anticuerpo
anti-caspasa-3-FITC

Para este ensayo se utilizé el kit de apoptosis FITC Active Caspase-3 (Cat. No: 550480, BD
Pharmingen) que contiene un anticuerpo anti-caspasa-3 activa conjugado a FITC, una solucion
de fijacién y permeabilizacién y otra solucidn de lavado. Las muestras fueron procesadas de
acuerdo al protocolo del producto. De manera que se recolectaron las células y el medio de
cultivo en tubos eppendorf y se realizaron varios lavados con PBS manteniendo los tubos en frio.
Posteriormente, se adiciond la solucion de fijacion y permeabilizacion e incubd 20 minutos en
frio. Las células se lavaron con la solucién de lavado y se resuspendieron en la misma solucion.
Se adiciond6 10 plL del anticuerpo (FITC Rabbit Anti-Active Capsase-3) e incubd 30 minutos a
tempertatura ambiente y protegido de la luz (excepto a un control sin tincién). Las muestras se
resuspendieron en la solucion de lavado y se realizo la adquisicion y el analisis.

En ambos ensayos la adquisicién y el analisis de las muestras fue realizado en citémetro de flujo
FACS Calibur con un laser de excitacién de 488 nm colectando 10.000 eventos por muestra. Los
pardmetros de tamafio y granularidad celular se detectaron mediante el Forwad Scatter y el Side
Scatter (FS vs SS). Se analizaron los porcentajes de células apoptdticas. Para la comparacion de
los resultados, el porcentaje de células FITC positivas es normalizado contra el porcentaje de
células FITC obtenidas con el control Camptotecina. El porcentaje de reduccidon apoptdtica de
las muestras en comparacién con la Camptotecina se calculé de la siguiente manera:

% reduccién apoptosis = ((PROMEDIO CPT - MUESTRA) / (PROMEDIO CPT - PROMEDIO DMSO)) * 100

Los resultados obtenidos se analizaron estadisticamente mediante el test one-way Anova,
seguido del test de multicomparaciones de Dunnet utilizando el programa GraphPad Prism
version 6.00.

3. Estudios computacionales

3.1 Optimizacion de las estructuras de las nitronas

A partir de los resultados experimentales se seleccionaron aquellas nitronas con mayor
capacidad inhibitoria para estudiar el mecanismo de accidn a nivel atémico detallado. En primer
lugar las estructuras de las nitronas fueron optimizadas en solucidn utilizando el modelo
continuo IEF-PCM [133] y métodos cuanticos a nivel DFT (Density Functional Theory), empleando
el funcional hibrido wB97XD [134] y el conjunto de base 6-31+G** [135]. Con el fin de comprobar
la naturaleza de los puntos estacionarios hallados en el punto anterior se realizaron calculos
single-point de frecuencia al mismo nivel de cdlculo, para determinar los modos normales de
vibracién y corroborar que todos los valores propios del Hessiano exacto fueran positivos. Los
calculos se llevaron a cabo con el paquete Gaussian 09 [136].

30



Tesina de grado — Saira Cancela | 2015

3.2 Docking molecular ligando-proteina

La prediccidon del modo de interaccion de las nitronas con caspasa-3 se realizé mediante docking
molecular. Para ello se empled la estructura cristalografica de caspasa-3 humana (cédigo PDB:
1RHM) y la estructura tridimensional de las nitronas modeladas dejando flexible a las mismas y
manteniendo rigida la proteina. Se utilizé una grilla centrada en la proteina de 126x126x126 A
con un espaciado de 0.5 A a fin de cubrir toda la superficie proteica. Las conformaciones con
una diferencia menor a 2.0 A se agruparon en el mismo cluster. Para obtener los complejos
ligando-proteina en cada caso se seleccioné la conformacién con menor energia de unién
correspondiente al cluster mas poblado. Los calculos se llevaron a cabo con el programa
Autodock 4.2 realizandose 50 corridas utilizando el algoritmo Genético Lamarckiano [137]. Con
esto se obtuvieron los posibles lugares de unién de las nitronas a la enzima asi como la energia
libre de unidn.

3.3 Simulaciones de dinamica molecular

Tomando como punto de partida los complejos obtenidos por docking y la caspasa-3 no ligada
se realizaron minimizaciones y simulaciones de dinamica molecular clasica de 50 ns usando el
programa Amber 12 [138]. Se utilizaron los campos de fuerza ff03.r1 [139] y gaff para la proteina
y el ligando, respectivamente. Para simular condiciones similares a las fisioldgicas se agregaron
contra iones para neutralizar la carga de la proteina y los complejos fueron solvatados en una
caja octaédrica truncada de aguas TIP3P [140] extendiéndose 12 A desde los bordes de la
proteina en todas las direcciones. La minimizacidn se realizd en dos pasos, primero se relajaron
los contra-iones y las moléculas de agua utilizando 500 pasos de steepest descent y 1500 de
gradiente conjugado. En segundo lugar se minimizé todo el sistema mediante 500 pasos de
steepest descent y 1000 de gradiente conjugado. Para la dindmica molecular se realizé el
calentamiento de 0 a 300 K durante 100 ps utilizando un ensemble NPT. Posteriormente, se
corrieron simulaciones de dindmica productiva sin restricciones a presidn y temperatura
constantes durante 50 ns en un ensemble NVT utilizando el termostato de Langevin [141] y el
baréstato de Berendsen [142] a presion y volumen constantes por 100 ps. Para restringir las
distancias de enlace que involucran hidrégenos se empleé el algoritmo SHAKE [143]. Para el
tratamiento de las interacciones electrostaticas no enlazantes se empled un cuttoff de 10 A. Se
utilizé un tamafio de paso de 2.0 fs. El andlisis de los resultados se realizd mediante el médulo
cpptraj incluido en el paquete AmberTools 14. Para la visualizacidn de las trayectorias y la
generacion de imagenes se utilizé el programa VMD [144].
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IV. Resultados y discusion
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1. Evaluacion de citotoxicidad mediante ensayos con MTT

Inicialmente se comenzé el trabajo experimental evaluando la citotoxicidad de las nitronas
mediante ensayos de citotoxicidad por MTT. Este ensayo requiere células viables
metabdlicamente activas que sean capaces de convertir el bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2il)-
2,5-difeniltetrazol (MTT) en el producto coloreado formazan a través de la reaccion con NADH
u otras moléculas reductoras. La cantidad de formazan generada, es directamente proporcional
al nimero de células viables y puede ser medida en un espectrofotdmetro mediante la lectura
de la absorbancia a 570 nm. Cuando las células mueren, estas pierden la capacidad de convertir
el MTT en formazan y por lo tanto la formacién de color sirve como un marcador de las células
viables.

En este ensayo se evaluaron varios grupos de nitronas provenientes de distintos derivados con
una variedad de sustituyentes. Entre ellos se encuentran el PBN y sus derivados fendlicos,
derivados de furoxano, furano, benzofuroxano, tiadiazol y quinoxalina, siendo en total un
numero de 15 nitronas a evaluar.

Este ensayo se realizd a concentraciones crecientes de los distintos derivados nitrona con el fin
de determinar la concentracién de trabajo para los siguientes experimentos a realizar.

Los resultados obtenidos se muestran resumidos a continuacion:

Tabla 1. Porcentaje de células viables de
muestras incubadas con concentraciones
de 25 uM y 200 uM de las nitronas.

0,
% VIABILIDAD Curva dosis respuesta - PBN

COMPUESTO 25 um 200 pM 0.6
PBN 91.5 77.3 °
£
1a 100.0 84.1 ;
1b 100.0 93.8 u:; 0.5
1c 100.0 55.7 g o
[
2a 100.0 66.2 g 044 °
2b 100.0 82.8 %
o ¢ °
2c 100.0 54.2 <
0.3 T T T T T T
3a 100.0 100.0 & & o & o o
3b 100.0 57.9 b_& &@ @ S \90 %00
4a 100.0 98.4
4b 100.0 93.4 Grafico 1. Curva de dosis — respuesta del
4c 100.0 100.0 compuesto PBN en la linea celular HT22.
Resultados expresados como el promedio %
4ad 100.0 100.0 D
5 100.0 59.7
6 100.0 100.0

Los valores de la Tabla 1 nos indican que ninguno de los compuestos es citototdxico a una
concentracién 25 uM. Sin embargo, a una concentracidon 200 uM varios de ellos aparentan tener
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una citotoxicidad de leve a moderada ya que en algunos casos disminuyen el porcentaje de
células viables a la mitad. A modo de ejemplo se muestra la curva dosis-respuesta para el PBN
(Gréfico 1). Observando el grafico podemos apreciar la curva dosis-respuesta del PBN en el que
la absorbancia de la muestra y por ende el porcentaje de células viables va disminuyendo a
medida que aumenta la concentracién de PBN en la muestra.

A partir de estos resultados se decidid trabajar en los siguientes ensayos experimentales a una
concentracién 25 uM de nitronas.

2. Puesta a punto para la deteccion de apoptosis por
anexina V-FITC / IP

Con el fin de optimizar las condiciones para el ensayo de deteccidn de células apoptéticas se
procedid a utilizar diferentes inductores de apoptosis, concentraciones de Camptotecina (CPT)
y tiempos de incubacién. Como inductores de apoptosis se probd Estaurosporina (STP), un
potente inhibidor de quinasas y activador de caspasas [145] y CPT, inhibidor de Topoisomerasa
| que se sabe que induce dafio en el ADN y apoptosis via p53 y ciclinas dependientes de quinasas
[146]. También se ensayaron condiciones de hambreado de las células, es decir, se las privo de
alimento por diferentes periodos de tiempo utilizando medio de cultivo DMEM sin suero o PBS
solo. Como control positivo para los ensayos con STP y CPT se utilizé la Baicaleina (BCL) un
flavonoide citoprotector, anti-inflamatorio, atrapador de radicales y anti-oxidante [130].

Tanto la STP como la BCL se utilizaron disueltas en DMSO. Es por esto que el control negativo
para los ensayos con STP y CPT fue medio completo DMEM mds DMSO < 1% a distintos tiempos
de incubacion. En cambio, para los ensayos de hambreado el control negativo fue medio DMEM
completo Unicamente.

El marcado de las células se realizé mediante el uso de anexina V-FITC y ioduro de propidio (IP).
El IP es ampliamente utilizado en conjunto con la anexina V para determinar si las células son
viables, se encuentran en apoptosis temprana, tardia o si estdn en proceso de necrosis a través
de diferencias en la integridad y permeabilidad de la membrana plasmatica.

El analisis de apoptosis mediante tincidon con anexina V-FITC (AV) consiste en que las células que
ingresan en apoptosis exponen tempranamente en la cara externa de la membrana plasmatica
el fosfolipido fosfatidilserina (PS) que, en condiciones normales, se encuentra en la cara interna
de la misma. La AV es una proteina que se une a fosfolipidos en presencia del ién Ca*
presentando una elevada afinidad por la PS. Al usarse habitualmente acoplada a FITC, sirve como
una prueba sensible para el analisis mediante citometria de flujo de aquellas poblaciones
celulares que han iniciado el proceso de apoptosis. Por otro lado, la capacidad de IP para entrar
en una célula depende de la permeabilidad de la membrana; IP no entra en células viables o
apoptoticas tempranas debido a la presencia de una membrana plasmatica intacta. En las células
apoptoéticas tardias y necroticas, la integridad de la membrana plasmatica y nuclear disminuye lo
que permite pasar al IP a través de las membranas, intercalarse en los acidos nucleicos, y luego
en el analisis por citometria lo detectamos en la pantalla de color rojo fluorescente.
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Los resultados de esta puesta a punto del método se muestran a continuacién:

Tabla 2. Deteccion de apoptosis inducida por STP y CPT variando las condiciones de trabajo en la linea
celular HT22 marcada con anexina V-FITC y ioduro de propidio (IP).

el | ol | erods | Mt | Tamprana | eptods | Promed
IP+//AV+ | IP-//AV +

DNSS‘:% 93,7 3,9 1,6 0,8 2,4

STPI(S'::‘M) 73,6 7,3 18,1 1 19,1

CPT (5uM) 74,2 8,3 11,9 5,6 17,5 17,6
15 hs 74,9 7,5 11,7 59 17,6

CPT (5uM) 85,5 7,7 3,6 3,2 6,8 9,1
4 hs 87,2 1,5 2,6 8,7 11,3

CPT (10uM) 79,5 3,5 13,3 3,8 17,1 16,5
12 hs 79,2 5 11,3 4,6 15,9

CPT (10uM) 85,9 2,8 7 4,4 11,4 14,9
6 hs 66,7 14.8 13,2 5,2 18,4

CPT (15uM) 79 3,2 14,1 3,6 17,7 19,2
6 hs 75,7 3,8 15,4 5,2 20,6

CPT (30uM) 74,4 20,9 2,4 2,3 4,7 53
6 hs 80,8 13,4 2,8 3 5,8

90,2 1,5 2,1 6,2 8,3 7

CPT (30um) 68,6 27,4 2,9 1,1 4

4 hs

Si bien se observa que tanto el uso de CPT y STP como la privacion de alimento son efectivos
para la induccidn de apoptosis en las células.

Comparando los valores de apoptosis promedio para el caso de DMEM sin suero ya sea 24 0 12
hs de incubacién, STP y CPT 5 uM, 15 horas vemos que los valores son prdcticamente iguales
(Tabla 2). Observando los distintos ensayos con CPT se puede concluir que el aumento de la
concentracién de CPT no afecta de forma significativa los valores de apoptosis, de hecho hay un
mayor porcentaje de células apoptdticas a concentraciones bajas y tiempos largos de incubacion
que visceversa.
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Tabla 3. Deteccién de apoptosis por hambreado variando las condiciones de trabajo en la linea celular

HT22 marcada con anexina V-FITC y ioduro de propidio (IP).

Fenotipo // Viables Necrosis Apoptfvsns Apoptosis Apoptosis Promedio
Condicién IP-//AV- | IP+//AV- tardia Temprana total apoptosis
IP+//AV+ | IP-//AV+
DMEM 81 11 4,1 3,9 8 7,5
completo
24 hs 90,6 2,4 1,8 5,2 7
DMEM 72,3 8,7 14,8 4,2 19 18,6
s/suero
24 hs 75,9 5,9 12,4 5,8 18,2
DMEM 82,6 2,3 10,5 4,6 15,1 17
s/suero
12 hs 77,6 3,6 14,1 4,7 18,8
PBS 2 hs 93 2,4 2,2 2,4 4,6 7,8
(s/1avado) 84,2 4,7 7,2 3,8 11
PBS 4 hs 87,6 2,3 4,7 5,4 10,1 9,7
(s/1avado) 85 5,7 51 4,2 9,3
87,7 1,4 3,1 7,8 10,9 8,8
PBS 4 hs 86,3 5,2 7,5 1 8,5
85,2 8 5,8 1,1 6,9
81,4 8,3 7,4 2,9 10,3 9,4
PBS 5 hs 84,9 8,4 4,5 2,2 6,7
82,7 6,2 7,1 4 11,1

A priori podriamos afirmar que la condicidon PBS 6 hs (Tabla 3) resulté ser la mas efectiva. Sin
embargo, cuando se intentd reproducir estos valores no se lo logré. En cierta forma esto se ve
reflejado en los dos ensayos independientes de induccién con PBS por incubacién de 6 hs en
donde uno de los ensayos did el doble de apoptosis que el otro lo cual no es deseable que suceda.
Por este motivo fue que se descarté la posibilidad de usar PBS para la induccidn.

Es por estos motivos y debido a resultados previos de nuestro grupo donde se realizaron ensayos
de deteccion de caspasa-3 utilizando CPT como inductor de apoptosis (resultados no publicados),
se decidié trabajar con la condicion CPT, 5 uM, 15 horas, para nuestros ensayos con
anexina V-FITC con el fin de determinar los valores de apoptosis en las muestras como una
primera aproximacion para posteriormente realizar los ensayos de deteccidn de caspasa-3 activa
bajo las mismas condiciones.
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3. Ensayos de deteccion de apoptosis en células HT22 por
anexina V-FITC / IP

En primer lugar, se realizd un screening general de las nitronas para determinar la capacidad de
las mismas de inhibir la apoptosis inducida por CPT en la linea celular neuronal HT22 utilizando
BCL como control positivo. Las muestras fueron marcadas con anexina-V-FITC / IP y analizadas
mediante citometria de flujo.

A modo de ejemplo se muestran los graficos obtenidos para el ensayo de apoptosis en el que se
evalud el compuesto 4c.
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Grafico 2. Fluorescencia de células marcadas con anexina V-FITC / IP. En 10% de FL2 vemos la marca con
IP y en 10% de FL1 la de anexina V. Densidad de poblaciones de células viables, apoptéticas y necréticas
para el control negativo (a), el inductor CPT (b), el control positivo con BCL (c) y el inductor mas el
compuesto 4c (d).

Observando estos graficos se pueden distinguir 3 poblaciones de células, las viables que
representan a la mayoria, las necrdticas marcadas con IP en la zona arriba a la izquierda y las
apoptédticas marcadas con IP y anexina V marcada con una flecha arriba a la derecha en los
graficos.

37



Tesina de grado — Saira Cancela | 2015

Como se puede apreciar en el Gréfico 2, el pre-tratamiento con el compuesto 4c reduce
notoriamente el nivel de células en estado apoptético (d) en comparacidén con las tratadas
solamente con el inductor CPT (b).

Los resultados obtenidos para todas las muestras se especifican en el siguiente gréfico,
observandose un perfil variado en cuanto a la actividad anti-apoptdtica de estos compuestos.
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Grafico 3. Efecto de nitronas en la inhibiciéon de apoptosis inducida por Camptotecina (CPT) en la linea
celular HT22 marcada con anexina V-FITC. Resultados normalizados contra CPT y expresados como el
promedio = SEM de un ensayo por triplicado, *p < 0.1 **p <0.01 ***p <0.001 ****p < 0.0001 one-way
Anova seguido por el test de multicomparaciones de Dunnet respecto a CPT.

Observando el Grafico 2 se puede apreciar que los compuestos inhiben la apoptosis de manera
estadisticamente significativa, por lo que podemos afirmar que en general las nitronas son
capaces de inhibir la apoptosis celular en menor o mayor medida.

Mediante el andlisis de las distintos nitronas evaluadas se evidencia que los derivados fendlicos,
de furano y benzofuroxano presentan un buen potencial de reduccidn apoptdtica. Por otro lado,
los derivados de furoxano inhiben la apoptosis de forma mas débil. Sin lugar a dudas los
derivados de tiadiazol resultaron ser los mas efectivos presentando porcentajes de reduccidn
de apoptotsis similares a los del control (BCL).

En cuanto a la estructura quimica de las nitronas (ver Esquemas 1y 2), los resultados sugieren
que el heterociclo en R2 ayuda a incrementar la capacidad antiapoptética de las nitronas pero
no es determinante para la actividad. El sustituyente en R3 aparentemente tampoco lo es, ya
qgue compuestos que no presentan R3 como las nitronas 5 y 6 son tanto o mas efectivos que
nitronas sustituidas en posicidén R3. Sin embargo, las nitronas derivadas de tiadiazol que son las
gue presentan la mejor actividad antiapoptética, son dentro de las nitronas evaluadas los mas
voluminosos ya que presentan en R3 un fragmento lipofilico antioxidante (anillo de benceno con
sustituyentes) que podria estar contribuyendo a la disminucion de la apoptosis en la células.
Una caracteristica a destacar que es comun a los compuestos con mejor actividad es que tienen
un grupo tert-butilo unido al N-6xido de la funcionalidad nitrona.
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4. Ensayos de deteccion de caspasa-3 activa en células HT22

A continuacion del ensayo de deteccidn de apoptosis por anexina, algunos de los compuestos
gue presentaron una mayor actividad anti-apoptoética fueron seleccionados para evaluar si su
actividad podria estar relacionada con la capacidad de los mismos de disminuir la actividad
caspasa-3 en la célula.

A modo de ejemplo se muestran los graficos obtenidos para el ensayo de deteccién de
caspasa-3 en el que se evalué el compuesto 4c.
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Grafico 4. Fluorescencia de células marcadas con anticuerpo anti-caspasa-3 activa-FITC. En 10% de FL1
marca del anticuerpo conjugado a FITC. Densidad de poblaciones de células viables y apoptéticas con
caspasa-3 activa. Se muestra el control negativo (a), el inductor CPT (b), el control positivo con BCL (c) y
el inductor mas el compuesto 4c (d).
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Observando estos graficos se pueden distinguir dos poblaciones de células, las viables que
representan a la mayoria y las apoptdticas que presentan caspasa-3 activa marcada por el
anticuerpo.

La poblaciéon de células que resultaron positivas para caspasa-3 activa es maxima en las células
tratadas con CPT (b), disminuye ampliamente con el pre tratamiento con BCL (c) como con el
compuesto 4c (d).

Los resultados obtenidos para todas las muestras se detallan en el siguiente grafico,
observandose un perfil variado en cuanto a la capacidad de estos compuestos de reducir la
caspasa-3 activa en las células.
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Grafico 5. Efecto de nitronas en los niveles de caspasa-3 activa inducida por Camptotecina y marcada
con anticuerpo anti-caspasa-3-FITC en la linea celular HT22. Resultados normalizados contra CPT y
expresados como el promedio + SEM de un ensayo por triplicado, *p <0.1 **p <0.01 ***p <0.001 ****p
<0.0001 test one-way Anova seguido por el test de multicomparaciones de Dunnet respecto a CPT.

Los resultados obtenidos a partir de este grafico demuestran que las nitronas seleccionadas
efectivamente son capaces de reducir el porcentaje de caspasa-3 activa en las células, lo que
estaria sugiriendo que las mismas son capaces de inhibir a la caspasa-3 o a la activacion de la
pro-caspasa-3 por algin mecanismo dentro de la célula.

En el siguiente grafico se aprecia la correlacién entre el porcentaje de reduccién de apoptosis
en los ensayos con anexina-V y el porcentaje de reduccién de caspasa-3 activa en las células.
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Grafico 6. Efecto de las nitronas en la inhibicion de apoptosis y en los niveles de caspasa-3 activa
inducidos por Camptotecina en la linea celular HT22. Los resultados fueron normalizados contra CPT y
estan expresados como el promedio + SEM de un ensayo por triplicado.

Observando el grafico podemos concluir que los compuestos que fueron evaluados en ambos
ensayos muestran una excelente correlacién entre la inhibicién de apoptosis y el porcentaje de
reduccion de caspasa-3 activa. Estos resultados confirman que estas nitronas estarian
inhibiendo la apoptosis mediante un mecanismo que involucra la disminuciéon de caspasa-3
activa en las células. Para que esto ocurra podrian pasar dos cosas, la primer posible hipdtesis
gue manejamos se basa en pensar que las nitronas podrian estar inhibiendo a la pro-caspasa-3
ya sea uniéndose a ella o mediante alglin otro mecanismo en la célula y de esta manera impidan
su activacion. La segunda hipdtesis se basa en que las nitronas sean capaces de interaccionar
con caspasa-3 activa alterando su conformacién y asi poder impedir que la misma sea
reconocida por el anticuerpo.

También podria pensarse que se debe a la capacidad de atrapar radicales libres de estos
compuestos, lo que estaria impidiendo la activacién de la cascada apoptédtica en la mitocondria
y la subsecuente activacidn de la caspasa-3. Es posible que en la célula se lleven a cabo mds de
uno de estos mecanismos propuestos.

5. Dinadmica molecular

En base a los resultados obtenidos se decidié realizar estudios computacionales de tres
compuestos (1a, 1b y 4c) con buen perfil anti-apoptético y un buen efecto en la reduccion de
caspasa-3 activa a fin de poder evaluar la segunda hipdtesis, dado que disponemos de la
estructura cristalografica de caspasa-3 mientras que la estructura del zimdégeno no esta
disponible en forma completa en el Protein Data Bank. Para esto se optimizaron las estructuras
de las nitronas, se realizaron estudios de docking con el propédsito de evaluar los posibles sitios
de interaccion de las nitronas con la caspasa-3 y a los complejos obtenidos por docking se les
realizd dindmica molecular (MD) para analizar mas en detalle el modo de unién de las nitronas
a la caspasa-3.
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Estos estudios permitieron refinar los complejos ligando-proteina utilizando condiciones que se
asemejan mas a las fisioldgicas. Ademads, se obtuvo informacion sobre la manera en que el
ligando afecta la dindmica general de la proteina pudiendo predecir el mecanismo de inhibicion
y requerimientos estructurales necesarios a fin de mejorar la actividad de los compuestos.

Una vez realizado el estudio de docking se analizaron los distintos clusters obtenidos
observandose que la mayoria de ellos ubican a las nitronas en la regién de uno de los dos sitios
activos de manera indistinta por lo que se decidié seleccionar dos clusters representativos por
complejo, es decir los que tuvieran mayor nimero de conformaciones del ligando en un mismo
sitio de la proteina y la menor energia de unién del ligando a la proteina (Tabla 4).

Tabla 4. Resultados de variacion en la energia libre de union y conformaciones de los clusters
seleccionados.

Compuesto Cluster N° conf. AG union % inh. % red.
(Kcal/mol) apoptosis  caspasa-3

2 5 -5.10

la 37 40
5 7 -5.13
1 6 -5.60

1b 39 i
9 5 -4.40
2 7 -7.14

4c 62 46
6 6 -6.03

Estos resultados nos muestran que no hay una diferencia notoria entre el nimero de
conformaciones y la energia libre de unién para uno y otro de los sitios de cada una de las
nitronas. Sin embrago, se puede apreciar que el compuesto 4c es el que menor energia libre de
unién presenta lo que se condice con que sea el mas efectivo en la inhibicion de apoptosis y
reduccion de caspasa-3 activa. En base a estos resultados, como punto de partida para realizar
simulaciones de dindmica molecular (50 ns) se utilizaron complejos conteniendo dos moléculas
de nitrona unidas en la regidon de ambos sitios activos.

A fin de comparar los efectos causados en la enzima por la unién del ligando se realizaron
simulaciones en la mismas condiciones para la apo-enzima.

Una vez finalizadas las dindmicas de los complejos y de la apo-enzima se procedié a realizar un
analisis de cluster, en donde se agrupan

Con el propdsito de asegurarnos que la dindmica habia convergido a ese tiempo de simulacion
y evaluar la estabilidad de los complejos se realizd el RMSD (del Inglés root-mean-square
deviation) de cada uno de ellos (Grafico 7).
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Grafico 7. RMSD de los Ca de la caspasa-3 sola y de la caspasa-3 unida a la nitrona 1a, 1b y 4c a lo largo
de 50 ns de simulacion de dinamica molecular.

Como se puede apreciar observando el grafico el movimiento de los Ca del esqueleto
aminoacidico a lo largo de la simulacidon es minimo, por lo que podemos decir que a partir de los
5-10 ns de simulacién la dindmica esta convergida convergid y la caspasa-3 y los complejos se
encuentran estabilizados.

Una forma de estudiar la fluctuacién de cada residuo en la proteina y los complejos a lo largo de
la simulacién es haciendo un grafico de RMSF (del Inglés root-mean-square fluctuation) en
donde vemos como cambia la posicién de cada residuo de la proteina con respecto a una
estructura de referencia en nuestro caso una estructura representativa obtenida a partir de un
analisis de cluster de la trayectoria (Tabla 5), es decir la estructura que predomina a lo largo de

la dindmica (Grafico 8).
Tabla 5. Porcentajes de los

—c3 clusters mas representativos para
30 ——2c3_1b cada uno de los complejos y la
7 ——c3_1a apo-enzima.
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Grafico 8. RMSF de los Ca de la caspasa-3 (c3) sola y de la caspasa-3

unida a la nitrona 1a, 1b y 4c. Figura 13. Estructura caspasa-3.
Cadenas Ay C en violeta, cadenas B
y D en verde.
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Como podemos ver en el Grafico 8 el hecho de que la caspasa-3 esté unida a nitronas en la
region de los sitios activos hace que esta no se comporte de la misma forma en solucidn, ya que
vemos que la fluctuacion de los residuos cambia de manera apreciable cuando esta sola y
cuando estd ligada. De forma general podemos decir que las cadenas A y C son las que se ven
mas afectadas por las nitronas (ver Figura 13) esto es coherente ya que los aminoacidos que
interaccionan con las nitronas en la zona del sitio activo forman parte de estas cadenas. Sin
embargo, no todas las nitronas afectan de la misma forma la posicidn de los aminoacidos en la
proteina ya que se observa que cuando la caspasa-3 estd ligada a la nitrona 1b es mas movil que
la proteina sola y cuando se encuentra ligada a la nitrona 4c o 1a se vuelve mas rigida lo que le
quita flexibilidad algo que es fundamental en la zona de los loops para que pueda producirse la

catdlisis enzimatica.

A continuaciéon se muestran imagenes de los complejos caspasa-3-1a y caspasa-3-4c y un
diagrama 3D de las interacciones de los ligandos con la proteina.
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Figura 14. Estructura representativa de los complejos caspasa-3-1a (A) y caspasa-3-4c (B) a lo largo de la
simulacién . A la derecha estructura completa de la proteina unida a dos ligandos, a la izquierda diagrama
3D de las interacciones del ligando con la proteina en uno de los sitios de unién. En linea punteada
interacciones del ligando con la proteina, en violeta Pi-Alquil, en lila Pi-sigma, en magenta Pi-Pi, en naranja
alquil-alquil, en verde y blanco enlaces de hidrégeno.
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En la Figura 14 se observa que la caspasa-3 une dos moléculas de nitrona en regiones cercanas
al sitio catalitico, y que los loops implicados en la catdlisis estarian formando una cavidad
adecuada para que la nitrona se una mediante interacciones débiles de tipo hidrofébicas y
enlaces de hidrégeno que permiten que la misma se mantenga unida a lo largo de toda la
simulacién.

En el diagrama 3D (Figura 12Ay B, izquierda) se aprecian las interacciones débiles que estabilizan
la unién de la nitrona a caspasa-3. En estas se ve implicada la diada catalitica (Cys163 e His121)
y aminodcidos de los sitios involucrados en la catalisis. Cabe destacar que la nitrona 4c (Figura
12A) forma mayor nimero de interacciones con casapsa-3. Si observamos los enlaces de
hidrégeno (EDH) vemos que la nitrona 1a forma dos EDH mientras que la nitrona 4c forma tres.
Esto es importante para la fuerza y estabilidad de la interaccidn.

Debido a que en el diagrama 3D se muestran los aminoacidos que se encuentran mas cercanos
a la nitrona en la proteina con el fin de que la imagen no quedara sobrecargada, se procedid a
realizar un diagrama 2D de las interacciones en donde se aprecia la participacion de un mayor
numero de residuos aminoacidicos (Figura 15).
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Figura 15. Diagrama 2D de las interacciones de la nitrona 1a y 4c con la caspasa-3. En esta estan implicados

los aminoacidos de la region del sitio catalitico entre otros. La linea punteada en verde son enlaces de
hidrégeno, y el nimero la distancia en A a la que estan los 4tomos que forman el enlace.

Debido a que ambas nitronas se unen en sitios muy similares dentro de la proteina varios de los
aminodcidos que se ve que interaccionan son comunes a ambos sitios. Sin embargo, la nitrona
4c que mediante ensayos experimentales resultd ser una de las mas efectivas en la inhibicién de
la apoptosis y la reduccion de casapsa-3 activa, interacciona con un numero mayor de
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aminodcidos pertenecientes a los sitios implicados en la catalisis si la comparamos con la nitrona
1a que presentd una actividad un poco menor (Tabla 6).

Tabla 6. Aminodcidos de los sitios que participan en la interaccidn con la nitrona 1ay 4c.

1a 4c
Sitio 1 Arg 64
His 121
Gln 161

Cys 163

Ser 205

Sitio 2 Tyr 204
Trp 206
Phe 256
Sitio 5 Phe 250

Como se ve en la Tabla 6 la nitrona 4c genera interacciones con tres aminodcidos pertenecientes
al sitio 2 y con una de las fenilalaninas que se encuentran en el loop 4 formando el sitio 5, a
diferencia de la nitrona 1a que solo interacciona con aminoacidos del sitio 1. Estos resultados se
correlacionan con los experimentales ya que esta diferencia seguramente este afectando la
afinidad de unién de la nitrona 4c a la caspasa-3 volviendo mas fuerte la interaccién y por ende

mas efectiva la inhibicion.

Para poder determinar si la proteina cambia su conformacion cuando se encuentra unida a
nitronas se llevd a cabo el solapamiento de estructuras representativas de la caspasa-3 sola con
la caspasa-3 unida a la nitrona 1ay 4c (Figura 16).

Figura 16. Solapamiento de estructuras representativas de la caspasa-3 sola con la caspasa-3 unida a la
nitrona 1a (izquierda) y 4c (derecha). En la escala de colores el blanco y el rojo indican que tan diferente
es la estructura del complejo caspasa-3-nitrona con respecto a la caspasa-3 sin ligando en azul. Cuanto
mas cercano al rojo mdas mayor es la diferencia conformacional entre ambas estructuras.
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En la Figura 14 se aprecia como los loops cambian su conformacién cuando la nitrona esta unida.
Esto es muy relevante ya que los mismos son esenciales para el reconocimiento y correcto
posicionamiento del sustrato, lo que sugiere que probablemente una vez que la nitrona se une
a la caspasa el sustrato ya no pueda ser reconocido y clivado correctamente. Algo interesante a
destacar es que las nitronas afectan de manera diferencial a los dos sitios cataliticos, y como se
observa en esta imagen el compuesto 4c tiene un impacto mayor en ambos sitios, de hecho
tanto el loop 2 como el loop 2’ que son criticos para mantener la conformacién activa [86] se
ven claramente distorsionados.

Con el propdsito de ver el efecto de las nitronas en el potencial electrostatico y en la superficie
de caspasa-3 se realizo el potencial electrostatico mapeado sobre la superficie de la caspasa-3y
de los complejos (Figura 17).

8.00

0.00

8.00

Figura 17. Potencial electrostatico mapeado sobre la superficie de caspasa-3 sin ligando (izquierda,
arriba), pro-caspasa-3 (derecha, arriba), caspasa-3-1a (izquierda, abajo) y caspasa-3-4c (derecha, abajo).
La escala desde el azul al rojo muestra el rango de potencial electrostatico de 8.00 a -8.00 kT/e.

En la Figura 17 se puede apreciar claramente la diferencia conformacional en los loops cuando
la enzima esta sola y cuando estd ligada. Se observa cémo se abre el surco formado por los loops
en la zona del sitio catalitico cuando las nitronas estdn unidas a la casapsa-3 volviéndose la
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conformacién mas parecida a la de la procaspasa-3. Esta apertura del bolsillo estaria impidiendo
el correcto posicionamiento del sustrato en su sitio de unién, y por este motivo la misma se
volveria inactiva. Ademas, se observan cambios importantes en el potencial electroestatico de
la enzima, la interface de la caspasa-3 es mayoritariamente positiva y cuando las nitronas estan
unidas esta se vuelve bastante mas positiva. Ademas, varias zonas de la proteina se vuelven
neutras cuando las nitronas estdn ligadas. Esto seguramente interfiera en el correcto
reconocimiento molecular del sustrato. En cuanto a lo que se observa en la forma de la proteina
y conformacion de los loops cuando esta no ligada y cuando estd ligada se podia decir que se
vuelve mas parecida a la procaspasa-3, sobretodo en el caso del complejo caspasa-3-4c.

Estos resultados podrian estar explicando los resultados experimentales donde se observa una
disminucién de caspasa-3 activa ya que el anticuerpo seria incapaz de reconocer esta nueva
conformacién de la enzima. Si bien los tiempos cortos de simulacién realizados no permitirian
en principio ver cambios conformacionales muy grandes, los resultados tedricos preliminares
apuntan a que la caspasa-3 unida a nitrona cambia su conformacién en la zona de los loops
asemejandose mas a la del zimdgeno. Por esta razén como perspectivas a futuro se pretende
extender las simulaciones para ver si efectivamente la caspasa-3 unida a las nitronas adquiere
una conformacién similar a la de pro-caspasa-3.
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V. Conclusiones y perspectivas
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A partir de los resultados experimentales se logré determinar que las nitronas carecen de
toxicidad y efectivamente inhiben la apoptosis mediante la reduccidn de los niveles de células
anexina-V positivas y de caspasa-3 activa en la linea celular HT22.

A su vez, por medio de simulaciones de dinamica molecular se pudieron caracterizar los
complejos, observandose cambios conformacionales en caspasa-3 inducidos por las nitronas,
gue podrian estar explicando el efecto anti-apoptdtico mediado por las nitronas, ya que estas
provocan cambios conformacionales a nivel del sitio catalitico como consecuencia de su
interaccion con residuos de los sitios implicados en la catdlisis.

Actualmente se estan llevando a cabo ensayos de inhibicidn enzimatica in vitro con el fin de
elucidar si la disminucion de caspasa-3 activa en las células se da mediante un mecanismo que
implica la interaccién directa de las nitronas con la misma. Hasta ahora se han obtenido
resultados prometedores en donde vemos que tanto el compuesto 4c como el 1a inhiben
considerablemente la actividad de la caspasa-3.

Estos resultados se correlacionan con los tedricos que sugieren que los cambios
conformacionales inducidos por las nitronas en caspasa-3 podrian explicar tanto la reduccion de
caspasa-3 activa observada, asi como también el reconocimiento molecular para su inhibicién.

El hecho de que las nitronas no presenten citotoxicidad, sean atrapadores de radicales libres,
tengan la capacidad de atravesar la barrera hematoencefdlica, presenten actividad anti-
apoptdtica y sean potentes inhibidores de caspasa-3. Las vuelve dptimas para convertirse en
potenciales farmacos de una terapia alternativa para el tratamiento de EA.

Proximamente, pretende profundizar en el estudio del mecanismo de accidn de estas moléculas,
de manera que en principio se realizard un estudio de dosis-respuesta de las nitronas que
mostraron tener una mayor capacidad reductora de los niveles de caspasa-3 activa en células
HT22 con el fin de determinar la ICso (concentracidon necesaria de cada compuesto para inhibir
el 50% de la apoptosis).

En cuanto a los estudios tedricos, se tomaran como punto de partida los complejos caspasa-3-
nitrona obtenidos por simulaciones de dindmica molecular plana y se realizaran simulaciones
de dinamica molecular acelerada. Este protocolo aumenta el muestreo conformacional del
sistema lo cual permite realizar simulaciones mas largas en una escala de tiempo accesible
pudiendo asi observar en detalle los cambios conformacionales que experimenta caspasa-3
debido a la unién de las nitronas. Esto permitira predecir el mecanismo de inhibicidn a nivel
atémico detallado y determinar los requerimientos estructurales necesarios a fin de mejorar la
actividad de los compuestos.

Para complementar los ensayos de citotoxicidad, de las nitronas se llevara a cabo el Test de
Ames con el propédsito de determinar si las nitronas poseen mutagenicidad y finalmente se
pondra a punto un modelo de rata que simule EA.
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