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Prediction)
HOB; hidroxibenzotriazol

HPLC; cromatografia liquida de alta

performance
ICs0; concentracion inhibitoria 50

IChEs:; inhibidores de las

colinesterasas

IC95%:; intervalo de confianza del
95%

IEs; inhibidores enzimaticos
Kd; contante de disociacién
Ki; constante de inhibicion

MALDI; desorcion por laser asistida

por matriz

MAO-B; monoamino oxidasa B
MD; dinamica molecular
MM; mecéanica molecular

MM/GBSA; mecéanica Molecular con
area de solvatacion de superficie
generalizada de Born (del inglés,

Molecular mechanics with

generalised Born and surface area

solvation)
MS; espectrometria de masas

MS-MS; espectrometria de masas

en tandem
NFTs; ovillos neurofibrilares

OMS; Organizacién Mundial de la
Salud

PAMSs; péptidos antimicrobianos
PAS; Sitio Aromatico Periférico
PBs; péptidos bioactivos

PDB; Protein Data Bank

PTs; péptidos terapéuticos

QM/MM; mecanica

cuantica/mecanica molecular

RMN; resonancia Magnética Nuclear

Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas | Lic. Ivan Sanchis



RMSD; desviacién cuadratica media Vmax; velocidad maxima
(del inglés,  Root-mean-square
deviation)

ROS; especies reactivas de oxigeno
RP; fase reversa

S; sustrato

SA; subsitio anidnico

SEM; Microscopia electrénica de
barrido (del inglés Scanning Electron

Microscopy)

SPPS; sintesis de péptidos en fase
sélida

TBTU; O-(benzotriazol-1-il)-

tetrametiluronio

TcAChE; acetilcolinesterasa de

Tetronarce califérnica
TFA; scido trifuoracético

TIP3P; Potencial Intermolecular
Transferible 3 Puntos (del inglés,
Transferable Intermolecular
Potential 3 Points)

TIS; Triisopropilsilano

Tof; tiempo de vuelo (en inglés, time
of flight)

tr; tiempo de retencion

Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas | Lic. Ivan Sanchis



RESUMEN

Diseno, sintesis y
evaluacién de péptidos
con capacidad inhibitoria
de enzimas involucradas
en la fisiopatologia de
enfermedades
neurodegenerativas



Resumen

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno cerebral progresivo de
alta prevalencia e incidencia a nivel mundial, con 10 millones de nuevos casos
cada ano. Esta enfermedad provoca un deterioro irreparable de varias funciones
neuroldgicas, llevando a los pacientes, sus familias y los sistemas de salud a
enfrentar grandes adversidades tanto personales como sociales y econémicas.
La Organizaciéon Mundial de la Salud considera el abordaje de esta patologia
como una prioridad para la salud publica global.

El tratamiento farmacolégico principal de la EA se basa en el uso de
compuestos capaces de reducir de forma reversible la actividad de las enzimas
acetilcolinesterasa (AChE) y butirilcolinesterasa (BChE). Estas hidrolasas de
serina son responsables de la descomposicién del neurotransmisor acetilcolina
(ACh) en acetato y colina en el espacio sinaptico y, en las personas afectadas
por la EA, muestran una actividad exacerbada que conduce a una disminucion
de los niveles fisiologicos de ACh. El tratamiento con inhibidores de las
colinesterasas (IChEs) mejora la accion estimulante de la ACh y los sintomas de
la EA. Los IChEs actualmente aprobados (donepezilo, rivastigmina vy
galantamina) se dirigen principalmente a la AChE, la colinesterasa mas
abundante en el sistema nervioso central, donde la BChE representa el 20% de
la hidrdlisis total de ACh.

Recientemente, se aprobd un nuevo farmaco que actua por otra via frente
a la EA, dirigiéndose hacia los depdsitos de péptido B-amiloide (AB) que son el
principal componente de las placas seniles en el cerebro, caracteristicas de esta
enfermedad y que actian como nucleos de toxicidad y dafo neuronal. Ademas,
se encuentran en fases avanzadas de desarrollo farmacos con actividad

neuroprotectora como antioxidantes o quelantes de iones metalicos.

En los ultimos afnos, muchos compuestos que poseen mas de una de las
propiedades deseadas se propusieron como candidatos para el tratamiento de

la EA, por su naturaleza multifactorial. En este sentido, un interés especial se ha
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Resumen

generado entorno a los inhibidores de la AChE que actdan en un sitio enziméatico
no catalitico llamado Sitio Aromatico Periférico (PAS). Se ha demostrado que, a
través de este sitio, la AChE participa en la agregaciéon de AB favoreciendo el
proceso. Los IChEs que ejercen su actividad mediante interaccion con este sitio
pueden, potencialmente, tener un efecto inhibitorio también sobre la deposicién
de AB. EI PAS es muy rico en residuos aromaticos y sus inhibidores normalmente
contienen anillos aromaticos o heteroaromaticos que forman interacciones

aromatica-aromatica con la enzima.

Muchos IChEs son compuestos naturales o derivados. Ademas de las
moléculas pequenas, se han aislado de diferentes fuentes algunos péptidos con
actividad inhibitoria de las colinesterasas. Los péptidos terapéuticos estan
ganando cada vez mas atencion dentro del mercado de farmacos, con una cuota

actual de mercado del 5%.

En este trabajo se aplicaron técnicas de diseno racional y sintesis para
obtener nuevos péptidos con elevada actividad como IChEs. A tal fin, se partié
de una secuencia con moderada actividad inhibitoria de las colinesterasas, el
péptido natural Hp-1935 de 19 residuos, aislado e identificado previamente por
el grupo de trabajo a partir de la rana del litoral argentino Boana pulchella.
Inicialmente, se aplicd una estrategia de disefio de desplazamiento de secuencia
para encontrar la regién responsable de la actividad inhibitoria, con el fin de
obtener una secuencia mas corta para utilizar de base en el disefio de analogos
de sustitucion. Los péptidos se sintetizaron mediante Fmoc-SPPS. De esta
manera, se encontro el péptido LL de sb6lo 10 residuos que retuvo gran parte de
la actividad inhibitoria.

A partir de LL, se implementé un disefio guiado computacionalmente,
mediante el estudio de la interaccion AChE-péptido con técnicas de docking y
dinamica molecular, para seleccionar los residuos blanco para las sustituciones.
Las modificaciones apuntaron a la sustitucion de residuos alifaticos por
aromaticos, para incluir en la secuencia grupos quimicos muy presentes en los
IChEs y generar contactos de tipo aromatico-aromatico, tipicamente mas fuertes
que los alifatico-aromatico. Los analogos de sustitucion se sintetizaron vy
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Resumen

evaluaron como inhibidores in vitro tanto frente a AChE y BChE, mediante
reaccion de Ellman.

Los resultados destacaron que una de las secuencias generadas, el
péptido W3 con una sustitucién de Trp, mostré una actividad casi 100 veces mas
alta que la de la secuencia de base frente a la AChE humana, con un valor de
ICs0 0,99 uM (£ 0,02), siendo el péptido méas potente que se haya reportado frente
a las colinesterasas. Esta secuencia inhibié también la BChE (ICso: 15,44 uM *
0,91). El modelado computacional de su interaccién con la enzima, junto con
estudios de cinética enzimética, permitieron determinar que su regién de
interaccién, al igual que los demas péptidos de esta serie, es el PAS. Otro
derivado (W3W?7) con dos sustituciones de Trp, mostré importantes valores de
actividad frente a AChE y BChE (ICs0-AChE: 1,70 uM % 0,05; ICs0-BChE: 9,40
UM + 0,48). Estos hallazgos indican que la estrategia de disefo fue efectiva para
aumentar la actividad de la secuencia base.

Los compuestos desarrollados fueron evaluados también por su actividad
biolégica frente a otros blancos de la EA. Algunos de los analogos, en particular
los que contienen Trp, mostraron buen potencial antioxidante y quelante de
hierro (ll). El derivado W3W?7 fue el de mayor actividad antioxidante frente a
radicales DPPH con un valor de ECso de 27,58 uM + 8,74, lo que lo posiciona
entre los péptidos mas antioxidantes que se hayan reportado. W3 también
resultd antioxidante (ECso: 78,31 uM £ 18,18). Ademas, para este ultimo, se
evalué su efecto inhibitorio de la agregaciéon de AR inducida por AChE, con el
método de la tioflavina T. Se encontré que este péptido es altamente activo in
vitro contra este proceso de fibrilacion, logrando inhibir el 94,2% + 1,2 de la
agregacion de AB luego de 8 horas. Estos hallazgos enfatizan el interés sobre
esta secuencia al demostrar su potencial como agente activo simultaneamente
sobre diversas de las vias fisiopatolégicas que desencadenan los sintomas de la
EA.

Finalmente, se evalu6 el potencial toxico de las secuencias con ensayos
de hemdlisis, de toxicidad in vivo frente a Artemia salina y de prediccion de

toxicidad in silico. Notablemente, no se encontr6 una toxicidad elevada en
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general en estas secuencias y el péptido W3, en particular, mostré actividad
hemolitica a concentraciones mucho mayores a su concentracién activa.

La EA es una patologia que se encuentra en acelerado crecimiento y
posee una compleja etiologia que requiere de modernos métodos de tratamiento.
Los resultados obtenidos en esta tesis doctoral evidencian el potencial de los
péptidos como compuestos activos en este tipo de enfermedades y expone un
esquema de diseno racional de péptidos que resultdé ampliamente exitoso para
el incremento de la actividad inhibitoria. Estos avances podrian allanar el camino
hacia el desarrollo de nuevos enfoques terapéuticos para el abordaje de la EA,
dado que se considera a la secuencia W3 y a otros de los derivados obtenidos

como excelentes secuencias de base para el desarrollo de nuevos farmacos.
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ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is a progressive brain disorder of high

prevalence and incidence worldwide, with 10 million new cases each year. This
disease causes irreparable deterioration of various neurological functions, taking
the patients, their families, and the public health systems to deal with great
personal, social and economic adversities. The World Health Organization
considers the approach to this pathology as a priority for global public health.

The main pharmacological treatment of AD is based on the use of
compounds capable of reversibly reducing the activity of the enzymes
acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BChE). These serine
hydrolases are responsible for the hydrolysis of the neurotransmitter
acetylcholine (ACh) in acetate and choline in the synaptic cleft and, in people
affected by AD, they show an exacerbated activity that leads to a decrease in
physiological ACh levels. Treatment with cholinesterase inhibitors (ChEls)
improves the stimulating action of ACh and the symptoms of AD. The currently
approved ChEls (donepezil, rivastigmine, and galantamine) primarily target
AChE, the most abundant cholinesterase in the central nervous system, where
BChE accounts for 20% of total ACh hydrolysis.

Recently, a new drug was developed that acts uses another strategy to
attack AD, targeting the B-amyloid (AB) peptide deposits that are the main
component of senile plaques in the brain, a hallmark of this disease and that act
as nuclei of toxicity and neuronal damage. In addition, there are drugs with
neuroprotective activity such as antioxidants or metal ion chelators in advanced

stages of pharmaceutical development.

In recent years, many compounds that possess more than one of the
desired properties have been proposed as candidates for the treatment of AD,
due to its multifactorial nature. In this sense, a special interest has been
generated around AChE inhibitors that act on a non-catalytic enzymatic site
called the Peripheral Aromatic Site (PAS). It has been proved that, through this
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site, AChE participates in AR aggregation as a chaperone, favoring the process.
ChEls that exert their activity through interaction with this site can potentially have
an inhibitory effect on AB deposition as well. PAS is very rich in aromatic residues
and its inhibitors usually contain aromatic or heteroaromatic rings that form

aromatic-aromatic interactions with the enzyme.

Numerous ChEls are naturally occurring compounds or derivatives. In
addition to small molecules, bigger molecules as peptides showing
cholinesterase inhibitory activity have been obtained from different sources.
Therapeutic peptides are gaining more and more attention within the drug market,
with a current market share of 5%.

In this work, rational design and synthesis techniques were applied to
obtain new peptides with high activity as ChEls. To this end, we started from a
sequence with moderate cholinesterase inhibitory activity, the 19-mer natural
peptide Hp-1935, previously isolated and identified by the working group from the
frog Boana pulchella from the Argentine coast. Initially, a sequence-shift design
strategy was applied to find the region responsible for the inhibitory activity, in
order to obtain a shorter sequence to use as a base sequence in the design of
substitution analogs. Peptides were synthesized by Fmoc-SPPS. By applying this
strategy, the LL peptide of only 10 residues was found to retain much of the
inhibitory activity of Hp-1935.

Starting from LL, a computer-guided design was implemented, by studying
the AChE-peptide interaction with docking and molecular dynamics techniques,
to select the target residues for substitutions. The modifications aimed at
replacing aliphatic residues with aromatic ones, to include in the sequence
chemical groups that are normally present in ChEls and generate aromatic-
aromatic contacts, typically stronger than aliphatic-aromatic ones. The
substitution analogues were synthesized and evaluated as inhibitors in vitro
against both AChE and BChE, by Ellman's reaction.

The results highlighted that one of the generated sequences, the W3
peptide with a Trp substitution, showed an activity almost 100 times higher than
that of the base sequence against human AChE, with an ICso value of 0.99 uM (+
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0.02), being the most potent peptide that has been reported against
cholinesterases. This sequence also inhibited BChE (ICs0: 15.44 uM £ 0.91). The
computational modeling of its interaction with the enzyme, together with reaction
kinetics studies, allowed us to determine that its region of interaction, like the
other peptides in this series, is the PAS. Another derivative (W3W?7) with two Trp
substitutions showed significant activity values against AChE and BChE (ICso-
AChE: 1.70 uM £ 0.05; ICs0-BChE: 9.40 uM £ 0.48). These findings indicate that

the design strategy was effective in increasing base sequence activity.

The developed compounds were also evaluated for their biological activity
against other AD targets. Some of the analogues, particularly those containing
Trp, showed good antioxidant and iron(ll) chelating potential. The W3W7
derivative had the highest antioxidant activity against DPPH radicals with an ECso
value of 27.58 uM = 8.74, which places it among the most antioxidant peptides
that have been reported. W3 was also antioxidant (ECso: 78.31 uM + 18.18).
Furthermore, for the latter, its inhibitory effect on AB aggregation induced by
AChE was evaluated with the thioflavin T method. It was found that this peptide
is highly active in vitro against the fibrillation process, as it was capable of
inhibiting 94.2% + 1.2 of AR aggregation after 8 hours. These findings emphasize
the interest in this sequence by demonstrating its potential as a simultaneously

active agent on various pathophysiological pathways that trigger AD symptoms.

Finally, the toxic potential of the sequences was evaluated with hemolysis
tests, in vivo toxicity against Artemia salina and in silico toxicity prediction.
Notably, no overall elevated toxicity was found in these sequences and the W3
peptide, specifically, showed hemolytic activity at concentrations much higher

than its active concentration.

AD is a pathology that is rapidly growing and has a complex etiology that
requires modern treatment methods. The results obtained in this doctoral thesis
expose a rational peptide design scheme, which was widely successful in
increasing inhibitory activity. These advances could pave the way for the
development of new therapeutic approaches to address AD. The W3 sequence
and other derivatives obtained are considered excellent base sequences for the

development of new drugs.
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Introduccién

1. INTRODUCCION

1.1. La Enfermedad de Alzheimer

1.1.1. Un reto para la salud publica

La demencia es un sindrome caracterizado por el deterioro de la funcion
cognitiva, cronico y progresivo, que trasciende lo que se considera un
envejecimiento normal (Irwin et al., 2018). La forma mas comun de demencia es
la Enfermedad de Alzheimer (EA), que representa entre un 60 y un 80% de los
casos a nivel mundial. Se estima que los casos de EA y otras demencias
alcanzaron los 55 millones de personas a nivel global, de las cuales el 60% vive
en paises de bajos recursos. Cada ano se registran 10 millones de nuevos casos
y entre un 5% y un 8% de las personas mayores de 60 afos sufren esta
enfermedad en algun momento (WHO, 2023).

Las proyecciones sobre la prevalencia global de EA y otras demencias
realizadas en el marco del proyecto de la Carga Mundial de Morbimortalidad (del
inglés, Global Burden of Disease o GBD), estiman que habra 152,8 millones de
casos (IC95%: 130,8 - 175,9) en 2050, con una mayor prevalencia para el sexo
femenino y en poblaciones de bajos recursos. Para la Argentina,
especificamente, este estudio estima que en 2019 hubo 412 268 casos (IC95%:
354 720 - 473 783) que aumentaran a 892 180 (1C95%: 726 352 - 1 078 782)
para el ano 2050, es decir un 116 % (IC95%: 89 - 147) (GBD, 2022). En la Figura
1 se muestra la evolucion de los casos de EA en las ultimas décadas y la
proyeccién realizada por el estudio GBD.
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Figura 1: Tendencia estimada de la prevalencia global de demencia por afio segun sexo, con
intervalos de confianza del 95 %, periodo 2019—2050. Fuente: adaptado de GBD, 2022.

El aumento en el nimero de casos tendra importantes implicancias
sociales y econémicas, incluyendo costos médicos y sociales directos y costos
indirectos relacionados con la atencién fuera de las instituciones. En 2019,
solamente el costo social total a nivel mundial se estimé en US$ 1,3 billones, lo
que equivale al 1,1 % del PBI global, pudiendo ascender a US$ 2,8 billones para
2030 (Shin, 2022).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) considera a la demencia
como una prioridad de salud publica. En su informe publicado en 2012, titulado
Dementia: a public health priority, la OMS busca proporcionar informacion y
aumentar la conciencia sobre este problema. Ademas, en mayo de 2017, la
Asamblea Mundial de la Salud respald6 el Plan de accion mundial sobre la
respuesta de salud publica a la demencia 2017-2025 (Cahill, 2020).

Los sintomas principales de la enfermedad de Alzheimer incluyen la
pérdida de memoria y de funciones cognitivas, como los cambios en el
comportamiento, deterioro de la integridad individual, alucinaciones y pérdida de
habilidades para hablar y escribir (Li et al., 2014).
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1.1.2. Fisiopatologia

Este trastorno neurodegenerativo se caracteriza por la formacion de
acumulaciones anormales conocidas como placas seniles, compuestas por
agregados de péptido B-amiloide (AB), y ovillos de proteina tau hiperfosforilada
(Serrano-Pozo et al., 2011). Si bien ambos se utilizan como indicadores
patolégicos de la EA, los mas caracteristicos son los depdésitos de péptido AR,
que se consideran el principal agente neurodegenerativo de la enfermedad, a
través de multiples mecanismos de toxicidad (Carrillo-Mora et al., 2014). Por
muchos anos se considerd a los depoésitos de tau y AB como especificos de la
EA, pero en los ultimos anos se ha reportado la presencia de estas especies
insolubles en el cerebro de pacientes con otros trastornos neurodegenerativos
como la Enfermedad de Parkinson (EP), que es la segunda causa de demencia
mas importante (Chin et al., 2020). Los depésitos de péptido AB, ademas, se
vincularon con un deterioro cognitivo en la EP (Lim et al., 2019; Zhang et al.,
2018).

La composicion principal de las placas seniles son depdsitos
extracelulares de AR, péptido de 39-43 aminoacidos que se deriva del
procesamiento proteolitico de una proteina integral de membrana llamada
proteina precursora amiloidea (APP, del inglés amyloid precursor protein).
Aunque la funcién de la APP aun no se comprende por completo, se ha elucidado
el proceso enzimatico responsable de su metabolismo amiloidogénico en los
ultimos anos (O’Brien y Wong, 2011). La APP es clivada secuencialmente por
dos endoproteasas, la 3-secretasa y la y-secretasa. La 3-secretasa primero cliva
la APP, liberando un fragmento largo y dejando un fragmento de 99 aminoacidos
en la membrana (llamado CTF), que luego es clivado rapidamente por la y-
secretasa, generando el péptido AR (Sun et al., 2015). Debido a su naturaleza
hidrofébica e insoluble, el AR se agrega y forma las placas seniles. Se muestra

un esquema del proceso enzimatico en la Figura 2.
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Figura 2: Esquema del proceso enzimatico de liberacion extracelular del péptido AR.

La y-secretasa a menudo realiza un corte impreciso, 0 que resulta en
heterogeneidad en el extremo C-terminal del AB. Por esta razén, existen varias
especies de peéptido AB, pero las mas abundantes son la que terminan en la
posicion 40 (ABao,
DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVV), que representa
aproximadamente el 80-90% del total, seguida por la que termina en la posicién
42 (AB42), que agrega los resisuos -IA en el C-terminal y representa
aproximadamente entre el 5% y el 10%. Esta Ultima especie es especialmente
hidrofobica y fibrogénica y es componente mayoritario de las fibrillas amiloides
cerebrales (Zhao et al., 2020).

La investigacion ha demostrado que las placas seniles son toxicas para
las neuronas y pueden interferir con una variedad de procesos celulares, como
la interrupcion de la comunicacion neuronal, generacion de una respuesta
inflamatoria en el cerebro, aumento del estrés oxidativo o la disfuncién
mitocondrial. En conjunto, estos efectos toxicos contribuyen al deterioro
progresivo de las funciones cognitivas y al dafio neuronal caracteristico de la EA
(Reiss et al., 2018).

Por otra parte, la hiperfosforilacion de la proteina tau, una proteina

asociada a los microtubulos esencial para la estabilidad del esqueleto neuronal,
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provoca su agregacion en filamentos neuronales, que forman los ovillos
neurofibrilares o NFTs (del inglés, neurofibrillary tangles). Estos depésitos se van
acumulando en la materia blanca del cerebro, lo que afecta la red sinaptica y
ocasiona un mayor dafo neuronal (Gendreau y Hall, 2013). Aunque el factor
desencadenante de este proceso aun no se conoce, una de las teorias mas
respaldadas sugiere una disfuncion lisosomal como posible causa (Funk y Kuret,
2012).

1.1.3. Etiologia y tratamiento

La idea de que los dafos neuronales y los problemas relacionados con la
EA puedan ser causados por una mayor liberacion o menor degradacion del
péptido AR y la consiguiente formacién de placas seniles se planteé en 1992 y
se conoce como "Hipétesis de la cascada amiloidea" (Hampel et al., 2021). Esta
hipbtesis surgioé después de descubrir mutaciones raras en los genes de la APP
en familiares con la enfermedad (Kametani y Hasegawa, 2018). Sin embargo,
esta idea ha sido objeto de reformulacién y criticas, ya que no se ha encontrado
una relacion clara entre la formacién de placas seniles y los ovillos
neurofibrilares, y se ha observado la presencia de placas seniles en personas
sin sintomas de Alzheimer o problemas de memoria (Jagust, 2016). De hecho,
aun no se utilizan para terapia farmacos que actuen directamente inhibiendo la
deposicion del péptido AB o eliminando sus agregados para su tratamiento,
aunque dichos farmacos, que podrian actuar como terapias modificadoras de la
enfermedad, estan siendo activamente investigados y desarrollados (Song et al.,
2022).

En 2021, la Administracién de Alimentos y Medicamentos de Estados
Unidos FDA (del inglés, U.S. Food and Drug Administration) aprobd, bajo la via
de aprobacién acelerada, el uso del anticuerpo monoclonal (Aducanumab) que
se une especificamente a los agregados de AR pero su uso sigue siendo
controvertido ya que la FDA sugirié realizar mas ensayos clinicos para evaluar
sus beneficios (Liu et al., 2022) debido al rechazo de la Agencia Europea de
Medicamentos que llevé al retiro de la solicitud de autorizaciébn de
comercializacién en Europa. De todas formas, la aprobacion de esta terapia por

parte de la FDA agudizé el interés por los compuestos anti- AB. En 2022, se
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obtuvieron también resultados positivos de estudios clinicos de fase Il del
anticuerpo monoclonal dirigido contra AB donanemab (Gueorguieva 2023) vy,
recientemente, en julio de 2023, la FDA aprobd, esta vez bajo la via tradicional,
el anticuerpo monoclonal IgG1 humanizado lecanemab luego de los resultados
de un ensayo clinico controlado y aleatorizado de fase Il (FDA, 2023; Reardon,
2023). Este compuesto se une con gran afinidad a las protofibrillas solubles AR
para retrasar el avance de la enfermedad en pacientes tempranos (van Dyck et
al., 2023). Sin embargo, la magnitud del efecto clinico provocado tanto por
donanemab como por lecanemab es limitada, por lo que se propone el uso de
estas drogas en combinacion con otras, empleando una terapia multiobjetivo
(Melchiorri et al., 2023).

La otra hipétesis principal sobre la causa original de la EA es la "Hipétesis
colinérgica", que ha sido la base para el desarrollo de los medicamentos
actualmente usados para tratamiento. Esta teoria sugiere que la pérdida de
actividad colinérgica, es decir, bajos niveles del neurotransmisor acetilcolina
(ACh) en el espacio sinaptico encontrados en las personas con EA, son el factor
primario de las anormalidades asociadas (Chen et al., 2022).

La ACh es un neurotransmisor excitador ampliamente presente en el
sistema nervioso central y periférico. Se trata de un éster de acetil coenzima A
(acetil-CoA) y colina con formula quimica CHsCOOCH2CH2N*(CHa)s. Se sintetiza
mediante la accién de una enzima llamada colina acetiltransferasa (CAT). La
accion de la ACh a través de los receptores neuronales nicotinicos y
muscarinicos es fundamental en procesos como la activacion, el ciclo suefio-
vigilia, la atencion, el aprendizaje y la memoria (Ferreira-Vieira et al., 2016). Por
lo tanto, la regulacion de los niveles de ACh en el espacio sinaptico es crucial

para el buen funcionamiento del sistema nervioso.

Los niveles de ACh, a su vez, dependen en gran medida de la accién de
las enzimas colinesterasas (acetilcolinesterasa: AChE, EC 3.1.1.7 y
butirilcolinesterasa o pseudocolinesterasa: BChE, EC 3.1.1.8), capaces de
catalizar la reaccion de hidrélisis de la ACh en colina y acido acético, y asi

inactivarla luego de su liberacién evitando un exceso de estimulacién colinérgica
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(Anand y Singh, 2013). Un esquema del ciclo de la ACh en el espacio sinaptico
se muestra en Figura 3.

Presinapsis

ACh<— CAT ® ACh

§ Colinesterasa

Postsinapsis

Figura 3: Esquema de una sinapsis colinérgica. Adaptado de Sanchez-Chavez y Salceda
(2008)

En las personas afectadas por EA, se observa una actividad anormal de
estas enzimas, lo que causa un descenso de los niveles fisiologicos de ACh
(Rinne et al., 2003). Por este motivo, el desarrollo farmacoldgico de drogas para
el tratamiento de esta enfermedad se ha enfocado, desde el surgimiento de la
“Hipotesis colinérgica”, en obtener farmacos capaces de aumentar los niveles de
ACh de los pacientes. En este sentido, son muy importantes los compuestos
capaces de disminuir la accion de hidrélisis de ACh de las colinesterasas, es
decir, los inhibidores de estas enzimas (Hampel et al., 2021; Marucci et al., 2021;

Pérez-Gémez Moreta et al., 2021).

Hasta la reciente mencionada aprobacién de anticuerpos monoclonales
para trata la EA, habia sélo cuatro farmacos en uso para tratar la EA, de los
cuales tres son inhibidores de las colinesterasas (IChEs). Estos son el
donepezilo, la galantamina y la rivastigmina. Otro es la memantina, que actua
por un mecanismo de bloqueo de los receptores de glutamato, neurotransmisor

involucrado en procesos de aprendizaje y memoria. Estos farmacos logran una
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mejora paliativa del problema, por lo que no curan la enfermedad, que por el
momento sigue siendo incurable (Tan et al., 2014).

Si bien aun no se utilizan medicamentos para la EA que actien por otras
de las vias mencionadas, se estan llevando a cabo otros enfoques para el
descubrimiento de una posible cura. De manera similar a la accion frente a la
agregacion del péptido AR, se estan desarrollando drogas que inhiben la
formacién de los ovillos de proteina tau (Soeda & Takashima, 2020). Ademas,
se ha propuesto el uso de inhibidores enzimaticos (IEs) que actien frente a
enzimas distintas de las colinesterasas, como las fosfodiesterasas, la
monoamina oxidasa o la B secretasa (Sandersa & Rajagopalb, 2020; Behl et al.,
2021; Yan & Vassar, 2014).

Otra estrategia se basa en el uso de compuestos con actividad
antioxidante (Sinyor et al., 2020). Esta se define como la capacidad de neutralizar
las especies reactivas del oxigeno, cuya sobreproduccién en el organismo puede
causar danos oxidativos irreversibles a las biomoléculas involucradas en
procesos de sefnalizacion. La disrupcién de esos procesos y la acumulacién de
las moléculas oxidadas han sido vinculados tanto con la EA como con otros
trastornos neurodegerativos (Morén et al., 2022). Diversos estudios muestran
como las placas seniles resultan ser focos de produccion y liberacién de
radicales libres en el espacio cerebral (Cheignon et al., 2018). Bajo el mismo
enfoque se estudia el empleo de compuestos con actividad quelante de iones
metalicos, es decir compuestos que pueden unirse a estos iones y facilitar su
eliminacién. En el cerebro de pacientes con EA se genera un desequilibrio en la
homeostasis de metales de transicion, principalmente cobre (Cu), zinc (Zn) y
hierro (Fe), que pueden interactuar con las fibrillas de péptido AB y con la APP,
acelerando la formacion de las placas seniles (Lakey-Beitia et al., 2021). Los
compuestos quelantes pueden prevenir la acumulacién de estos metales en el
cerebro. En la actualidad hay compuestos con actividad antioxidante y quelante
en las fases Il y lll de desarrollo de drogas (Cummings et al., 2022).

Los enfoques de tratamiento mencionados hasta ahora son los
principales, aunque hay varios otros en estudio. Por ejemplo, también se

encuentran en fases avanzadas de desarrollo de farmacos compuestos que se
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dirigen hacia procesos inflamatorios, de neurogénesis o vascularizacion, entre
otros (Cummins et al., 2022). La estrategia actualmente recomendada consiste
en un tratamiento combinado mediante el uso de multiples medicamentos al
mismo tiempo. Sin embargo, dado que el uso de multiples drogas al mismo
tiempo puede ser contraproducente, principalmente debido a problemas de
resistencia y efectos cruzados, se ha destacado el estudio de compuestos Unicos
que tengan una actividad multiobjetivo (del inglés, multitarget), especialmente
utiles para enfermedades multifactoriales como la EA (Benek et al., 2020; Oset-

Gasque y Marco-Contelles, 2018).

Si bien el concepto de drogas polifarmacolégicas se ha expandido en las
Ultimas décadas, no se trata de algo nuevo (Kabir y Muth, 2022). Se ha
descubierto que el efecto de muchas drogas utilizadas tradicionalmente en el
tratamiento de enfermedades, especialmente en el caso de los farmacos de
origen natural, es en realidad multiobjetivo luego de estudiarlas a largo plazo.
Por ejemplo, se ha demostrado que la aspirina tiene diversos mecanismos de
accién ademas de la inhibicién de la ciclooxigenasa (Koerberle y Werz, 2014).
Algunas categorias terapéuticas, como los medicamentos para trastornos del
estado de animo, son especialmente ricas en ejemplos clasicos de farmacos que

actuan sobre multiples objetivos (Talevi, 2004).

Finalmente, un grupo distinto de estrategias para el tratamiento de
pacientes con EA, con particular crecimiento en los ultimos anos, es el grupo de
intervenciones no farmacoldgicas que son comunmente combinadas con las
estrategias basadas en medicamentos. Se ha demostrado que cambios en el
estilo de vida como la dieta y el ejercicio, también pueden desempefar un papel
importante en el tratamiento de las enfermedades multifactoriales y en especial
en la EA, aunque aun se carece de evidencia de alta calidad para poder
demostrarlo (Wang et al.,, 2020). Estos enfoques suelen depender de
profesionales de distintas areas de estudio, cada uno buscando impactar de
forma positiva en la cognicién, el estado de animo y otros sintomas conductuales

y psicoldgicos de la demencia.
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1.1.4. Ensayos para determinar actividades de interés en la
EA

El descubrimiento de nuevos compuestos que posean una o varias de las
actividades de interés mencionadas, especialmente en las fases iniciales de
estudio, se ve facilitado por la disponibilidad de técnicas rapidas y robustas para
detectar dicha caracteristica. En este sentido, se emplean ampliamente técnicas
in vitro con las cuales, en general, se evalua el efecto de la exposicion del blanco
molecular, o algun subrogado del mismo, al compuesto de interés (Hughes et al.,
2011).

Reaccion de Ellman

Para caracterizar la actividad inhibitoria de IChEs, la técnica in vitro mas
utilizada es la reacciéon de Ellman. Esta técnica fue desarrollada en 1958 y
propuesta como método para la deteccién de mercaptanos y, en general, de
compuestos contenientes grupos sulfhidrilo o tiol con alta sensibilidad (Ellman,
1958). Se basa en la reacciéon del reactivo de Ellman (4cido 5,5'-ditiobis-2-
nitrobenzoico, DTNB) con grupo tiol para formar un compuesto de color amarillo,
el ién 5-tio-2-nitrobenzoato o TNB?, mediante un mecanismo de sustitucion
nucleofilica bimolecular (SN2), esquematizado en Figura 4. El ion TNB? tiene un
maximo de absorcién a 412 nm con un coeficiente de extincion molar muy
elevado (en el orden de 12500 - 14300 M-'cm™ a 412 nm, dependiendo del
solvente), que determina la alta sensibilidad de esta técnica (Riddles et al., 1983).
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Figura 4: Mecanismo de la reaccion de Ellman entre el DTNB y un grupo tiolato. Adaptado de
Scussat (2011).

Luego de su descubrimiento, se propuso el uso del reactivo de Ellman
para medir la actividad de las colinesterasas, utilizando como sustrato un
sustituto de la ACh, la acetiltiocolina (AtCh) (Ellman et al., 1961). Este tioéster es
hidrolizado rapidamente por las colinesterasas, libreando acetato y tiocolina que,
en presencia de DTNB, reacciona para formar el TNB2. La medicién de la
formacién de color en un medio de reaccion conteniente AChE o BChE, AtCh y
DTNB es indicativo de la actividad catalitica de la enzima, y puede ser utilizado
para estudiar la actividad inhibitoria de compuestos que se incluyan en el medio
de reaccion. Un esquema de la reaccion de Ellman aplicada al estudio de la
actividad de las colinesterasas se muestra en Figura 5.
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Figura 5: Esquema de la reaccion de Ellman aplicada a la medicion de la actividad catalitica de
la AChE. Fuente: adaptado de Maté&jovsky et al., 2018.

Otras reacciones

Para evaluar los compuestos frente a otras actividades de interés en el
tratamiento de la EA, como ser el estudio de la inhibicion del péptido AR, actividad
antioxidante o quelante, también se desarrollaron y optimizaron técnicas de facil

realizacion in vitro.

Para el estudio de la agregacién del péptido AB en presencia y ausencia
de un compuesto se puede utilizar el ensayo de la ThT (tioflavina T) (Xue et al.,
2017). La ThT es un colorante fluorescente que exhibe fluorescencia aumentada
en torno a 475 nm al unirse a estructuras ricas en laminas 3, como las
observadas en agregados amiloides como las fibrillas de péptido AB (Biancalana
& Koide, 2010). La técnica consiste en generar un proceso de agregacion a partir
de monoémeros de AB en solucién acuosa, que puede favorecerse empleando
condiciones de concentracion de sales y pH especificas, y comparando
soluciones en ausencia y presencia del compuesto a evaluar (Mikalauskaite et
al., 2020). Luego de un tiempo fijado, se agrega una solucién de ThT y se mide
la fluorescencia, teniendo en cuenta que una mayor fluorescencia indica un

mayor grado de agregacion del amiloide. Normalmente, se realizan reacciones
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a distintos tiempos dado que el proceso de agregacion puede demandar varias
horas. En la Figura 6 se muestra un ejemplo de dos reacciones en las que el
agregado de ThT al medio y la medicion de la fluorescencia se realizaron al
momento de disolver el monomero (0 h de reaccion) y luego de 24 h de reaccion.
Se observa la aumentada fluorescencia que produce la interaccién de la ThT con
los agregados de péptido AB que se forman durante el tiempo de incubacion.

V' 4
1.0- v X

i/ N
- j
© / %x*“\%\ Tiempo de agregacion
@ )éf N,
& N 0Oh
? N
£ 05- N == 24h
=
T

0.0~

450 475 560 555

Longitud de onda (nm)

Figura 6: Deteccién de la formacién de fibrillas de AR mediante fluorescencia de ThT después
de 0 y 24 horas de incubacion. Las lineas soélidas representan la media y las bandas grises
representan el desvio estandar del 95% (n = 3). Adaptado de Sanchis et al., 2023.

Esta reaccion puede realizarse también en presencia de AChE, cuyas
funciones no cataliticas favorecen la agregacion del péptido AB, permitiendo,
para algunas variantes de la enzima, reducir los tiempos para la medicion
fluorimétrica. Esta variante del ensayo se utiliza actualmente para, en presencia
de inhibidores, medir la inhibicién de la agregacién del péptido AR inducida por
AChE, con tiempos de reaccion de 3-8 h (Chen et al. 2014).

Para otras propiedades de interés como la actividad antioxidante o
quelante existen una variedad de métodos que pueden ser utilizados. Para
estimar el potencial antioxidante de un compuesto, se puede estudiar su

capacidad de neutralizar un radical libre, es decir una especie molecular capaz
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de existir de forma independiente y que contiene un electron desapareado en un
orbital atomico (Lobo et al., 2010). Dado que se trata de especies altamente
inestables, lo que determina su alta reactividad y toxicidad, son pocos los
radicales libres que pueden aislarse y comercializarse bajo esa forma. Un caso
es el del 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH), molécula modelo mas empleada en
el descubrimiento de nuevos antioxidantes (Akar et al., 2017). Este radical libre
es de color violeta intenso con un maximo de absorcién a 520 nm, mientras su
forma no radicalaria es de color amarillo palido. Al exponer una solucion de
DPPH a un compuesto capaz de ceder un atomo de hidrégeno para neutralizarlo,
se puede medir su actividad antioxidante frente a DPPH mediante la medicién
espectrofotométrica del cambio de color de la solucién. En la Figura 7 se muestra
la estructura del DPPH en su forma radicalaria, en su forma neutralizada y sus

respectivos espectros de absorcion (Lobo et al., 2010).

Absorbancia

1 1 L | 1 | L
340 380 420 160 's00 540 580 20 's60
Longitud de onda (nm)

Figura 7: Espectros de absorcion del DPPH en su forma radicalaria y en su forma neutralizada
(DPPH-H). Adaptado de Kleinrichert & Alappat, 2019.

Para estudios especificos en la busqueda de compuestos con actividad
antioxidante, se suelen realizar varias pruebas distintas para caracterizar la
actividad. Ademas de la prueba frente a DPPH, son muy empleadas las técnicas
de ABTS* (acido 2,2'-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico)) y del perdxido de
hidrégeno (H202). La primera, utiliza el radical catibnico ABTS* que, de forma
similar al DPPH, tiene un color azul intenso en la forma radicalaria y se decolora
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al ser neutralizado. En la prueba del H202, en cambio, se evalta una reduccién
en la concentracion de H202 en una solucién que contiene el compuesto a
evaluar. La medicidn se realiza a 230 nm, longitud de onda del H202 (Alam et al.,
2013).

La actividad quelante de un compuesto de interés también puede ser
determinada mediante una variedad de técnicas. Un ejemplo de técnica
ampliamente empleada es la que utiliza la ferrocina, un compuesto
organometalico que forma un complejo con iones de hierro ferroso, de color rojo.
En una solucién con iones Fe(ll), la presencia de un agente quelante puede
competir con la ferrocina en la formacion del complejo rojo. La medicién de la
absorbancia en torno a los 562 nm con soluciones en presencia y ausencia del
guelante evaluado permite estimar su actividad (Sarkar et al., 2012).

1.2. Las colinesterasas

1.2.1. Caracteristicas

En la seccion anterior se explico la importancia de las enzimas
colinesterasas y de sus inhibidores para el tratamiento de la EA, ya que
representan la estrategia mas utilizada. El disefio y desarrollo de nuevos
compuestos implica conocer a fondo las caracteristicas de estas enzimas clave

para el funcionamiento sindptico.

Las colinesterasas pertenecen al grupo de enzimas hidrolasas,
especificamente a la subclase de las esterasas. Estas enzimas estan
especializadas en la hidrdlisis de los ésteres de colina, siendo la AChE y la BChE

los subtipos mas abundantes y estudiados (Pope y Brimijoin, col., 2018).

La AChE es la colinesterasa principal del cerebro, ya que se encuentra en
el sistema nervioso y en las uniones neuromusculares, donde regula los niveles
de ACh, mientras que la BChE se sintetiza en el higado y se encuentra en varios
tejidos en todo el cuerpo, incluyendo el higado, el plasma y el cerebro (Pohanka,
2011). La BChE también descompone la ACh, pero tiene menor especificidad de
respecto a la AChE, lo que significa que puede descomponer una gama mas
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amplia de ésteres de colina ademas de la ACh. La BChE se ha implicado en una
serie de procesos fisioldgicos, incluyendo el metabolismo de drogas y toxinas, la
regulacidn de la presion arterial y la inflamacion. Se considera que actia como
como un biodepurador enddgeno en la primera linea de defensa contra
compuestos téxicos exégenos como la procaina, la succinilcolina, la cocaina,
heronia, acido acetilsalicilico y proteger al organismo del impacto de venenos
(Jasiecki & Wasag, 2019).

La AChE y la BChE humanas tienen una identidad en su composicién
aminoacidica del 54% (Shenouda et al., 2009). Ambas se encuentran
predominantemente como tetrameros, pero son comunes sus formas diméricas
y monomeéricas. El monémero de la AChE tiene un peso molecular de 69 kDa,
es soluble y se expresa predominantemente en ciertas sinapsis durante
condiciones asociadas a estrés y algunas neuropatologias (Pohanka, 2011;
Meshorer y Soreq, 2006).

Los medicamentos actualmente aprobados que inhiben las colinesterasas
(donepezilo, rivastigmina y galantamina) se dirigen principalmente a la AChE, ya
que es la enzima mas prevalente en el sistema nervioso central, donde la BChE
representa soélo cerca del 20% de la degradacién total de ACh. Sin embargo, ha
surgido un gran interés en la investigacion de farmacos para la EA que actuen
de manera dual, es decir, inhibiendo simultaneamente tanto la AChE como la
BChE. Esto se debe a que se ha observado que la actividad de la BChE aumenta
hasta un 165% a medida que progresa la enfermedad, y existe una fuerte
correlacidon entre la actividad de BChE y la acumulacién anormal de AB (Zhou y
Huang, 2022; Zhou et al., 2019).

1.2.2. Actividad hidrolitica de ACh

Las colinesterasas son enzimas extremadamente eficientes y estan entre
las mas rapidas que se conocen. La velocidad de hidrolisis de ACh por parte de
la AChE se acerca al limite maximo permitido por la difusion de las moléculas,
pudiendo hidrolizar 25 000 moléculas por segundo, con una eficiencia catalitica
keat/Km = 2 x 108 M 571 (Fuxreiter y Warshel, 2009). Esta eficiencia se relaciona

con la especial configuracion de su sitio activo, que esta localizado dentro de una
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cavidad estrecha y profunda llamada garganta (del inglés, gorge), rodeada por
residuos aromaticos que guian el substrato hacia el centro activo, formado por
una triada catalitica de serina, histidina y glutamato. La isoforma humana de la
AChE (hAChE) consiste en 12 laminas  centrales rodeadas por 14 a-hélices. El
gorge dista 20 A de la superficie y se compone de un subsitio “estearico” (sitio
anionico catalitico o CAS, del inglés catalytic anionic site) que incluye la triada
catalitica (Ser203, His447 y Glu334) y un subsitio anidnico formado por Glu202,
Trp86 y Tyr337, capaz de orientar correctamente la ACh para su hidrdlisis por
interaccion con el grupo trimetilamonio (Kua et al., 2003).

El mecanismo de reaccion fue determinado gracias a simulaciones ab
initio de QM/MM (Zhou et al., 2010). Se trata de un proceso en dos etapas:
acilacion y desacilacion. Durante la acilacién, el &tomo de oxigeno de Ser203 de
la AChE realiza un ataque nucleofilico al carbono carbonilico de la ACh,
generandose asi un intermediario tetraédrico estabilizado mediante puentes
hidrogeno e interacciones electrostaticas con el Glu334. Simultaneamente, se
transfiere un protén de la Ser203 a la His447. Luego se transfiere un segundo
proton hacia el grupo saliente de la ACh, resultando en la ruptura del enlace y la
liberacién de colina. La desacilacion también ocurre en dos etapas. La primera
implica la interaccion entre una molécula de agua y el carbono carbonilico del
grupo acetilo en la ACh. Se forma un segundo intermediario tetraédrico
estabilizado por la participacidén de los residuos Gly121, Gly122 y Ala204 (sitio
denominado "agujero de oxianion"). Luego, se transfiere un protdn de His447 al
atomo de oxigeno del grupo acetil-Ser, lo que resulta en la formacion de los
productos acido acético y AChE. Dado que la barrera de energia libre inicial de
la desacilacién (17,5 kcal/mol) es mayor que la de la acilacion, este es el paso
limitante para la velocidad de reaccién. Esto marca una diferencia con la reaccién
catalizada por la BChE frente a ACh, ya que para esa reaccion se calculé una
barrera energética mayor para la etapa de acilacién (13,8 kcal/mol) frente a la de
desacilacion (11,9 kcal/mol) (Boer et al., 2010). Un esquema del mecanismo de

reaccion se muestra en Figura 8.
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Figura 8: Mecanismo de reaccion de la hidrélisis de ACh catalizada por hAChE. Adaptado de
Zhou et al., 2010.

1.2.3. Funciones no colinérgicas

Si bien la participacién del sitio CAS y del subsitio anidnico en el proceso
de hidrélisis han sido determinadas en detalle, para comprender la elevada
eficiencia de catélisis de las colinesterasas se debe tener en cuenta el rol de toda
el area formada por el gorge. En éste, para la AChE, se destaca la presencia de
14 residuos aromaticos altamente conservados en las distintas isoformas, que
sirve de entorno anidénico para la captacion de la ACh mediante interacciones 1r-
cation y su llegada hasta el sitio activo, como se ha explicado gracias a
simulaciones de dindmica molecular (DM) (Branduardi et al., 2005). En la BChE,
a pesar de su analogia estructural con la AChE, esta region es mas alifatica (s6lo
6 de los 14 residuos son aromaticos) y mas extensa, lo que le permite incorporar

al gorge compuestos mas grandes y ser mas promiscua (De Boer et al., 2010).

Ademas, en esta regidén, hay un sitio particular conformado por cinco
aminoacidos (aa) principalmente aromaticos (Tyr72, Asp74, Tyr124, Trp286 y
Tyr341) en la AChE, que constituyen el Sitio Aromatico Periférico (PAS, del
inglés Peripheral Aromatic Site), cuyo estudio se ha ampliado en los ultimos
anos. El PAS desempefia un papel crucial en la catélisis, ya que se une a la ACh
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en el primer paso de la reaccién, modula el proceso de manera alostérica y es
susceptible de interacciéon con inhibidores especificos (Radi¢ et al.,1991). Una
representacion de la distribucion del PAS, el CAS vy el subsitio anionico en la
estructura de la hAChE se muestra en Figura 9.

Figura 9: Esquema de la estructura de la hAChE y detalle de los residuos de la triada catalitica
(CAS, rojo), del subsitio aniénico (SA, azul) y PAS (magenta). Elaborado con el programa DS
Visualizer (BIOVIA) a partir de la cadena A de la estructura de hAChE con cédigo de acceso
PDB: 4EY7 (Cheung et al., 2012).

Sin embargo, mas alla de su participacion en la catélisis, el PAS resulta
especialmente interesante debido a su participacion en los procesos no
colinérgicos de la AChE. Por ejemplo, se ha observado que desempena un papel
en la adhesion celular y el crecimiento de neuritas en células neuronales en
desarrollo (Mufioz et al., 1999), aunque el proceso no colinérgico principal de la
AChE es su participacion como chaperona estimulante de la agregacion del
péptido AB y formacion de placas seniles en el cerebro (Carvajal e Inestrosa,
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2011). En los ultimos anos se ha acumulado evidencia que demuestra que el
PAS funciona como region de unién de AB con la AChE en este proceso (Hou et
al., 2014; Subramanian et al., 2023; Johnson & Moore, 2006). Por lo tanto, se
propuso que los inhibidores no competitivos o de tipo mixto que se unen al sitio
PAS pueden ser especialmente beneficiosos para el tratamiento de la EA, al
regular simultaneamente la actividad de la AChE y la deposicion de AR,
mostrando de esta manera una actividad multitarget (Pohanka, 2011). Estos
descubrimientos han contribuido a renovar el interés por los inhibidores de las
colinesterasas (Vecchio et al., 2021). Diversos inhibidores de la AChE de
relevancia farmacolégica como la tacrina, la huperzina A (inhibiciébn no
competitiva) y el mismo donepezilo (inhibicidn mixta), actuan en el sitio PAS
(Harel, 1993; Raves et al., 1997).

Con respecto a la BChE, su sitio PAS esta formado sélo por dos residuos
(Asp70 y Tyr332 en la isoforma humana) y no se ha descripto su funcién
biolégica como en el caso de la AChE. A pesar de esto, se han reportado
inhibidores duales (que actiuan tanto sobre AChE como sobre BChE) con
interaccién mediada a través del PAS (Pourshojaeim et al., 2019).

1.2.4. Isoformas principales para el desarrollo de
inhibidores

La primera estructura tridimensional de una colinesterasa que se resolvio
con buen detalle atomistico (2,8 A) fue la estructura de AChE purificada a partir
de los dérganos eléctricos de la raya eléctrica Tetronarce californica (TCAChE),
en 1991 (Sussman et al., 1998; Sussman et al., 1991). Esta variante ha sido de
gran utilidad para avanzar en el disefio de nuevos IChEs, principalmente para
evaluar las interacciones y el comportamiento dindmico de inhibidores en
estudios de docking y DM (Xu et al., 2017). A su vez, por su alta estabilidad y
bajo costo, para evaluar la actividad inhibitoria in vitro se ha utilizado
ampliamente la isoforma purificada de otro organismo eléctrico, la anguila
Electrophorus electricus (EeAChE), principalmente en las fases iniciales del
diseno farmacolégico y procesos de screening (Ganeshpurkar et al., 2022). La
AChE de organismos acuaticos eléctricos conserva una gran homologia
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estructural con la de los vertebrados y una identidad de secuencia acentuada en
las regiones activas (PAS y CAS), mientras que las diferencias aminoacidicas se
encuentran en las porciones desordenadas y loops (Wiesner et al., 2007).

De todas maneras, para el desarrollo farmacol6gico de nuevos IChEs se
debe evaluar su actividad frente a las variantes humanas, ya que son el blanco
terapéutico principal. Se han estudiado extensamente métodos de purificacidén
de fuentes naturales y de expresion homdloga y heteréloga tanto para la hAChE
como la hBChE, aunque los costos involucrados son mayores respecto a las
variantes de organismos eléctricos (Brazzolotto et al., 2017).

La purificacién directa de las variantes humanas en forma funcional y
estable no da buenos rendimientos debido a la baja disponibilidad de las enzimas
en estas fuentes. Por este motivo, |la estrategia principal es la expresion de forma
recombinante en organismos con sistemas de expresion avanzados, siendo el
mas utilizado la expresion en lineas celulares provenientes de mamiferos. A
través de la expresion en células de ovario de hamster chino (CHO) se
obtuvieron hasta 5 mg de enzima por litro de cultivo (Nachon et al., 2002).
Buenos rendimientos se lograron también con la expresion en células
embrionarias de riidn humano 293 (HEK 293) y células de mono (COS)
(Kronman et al., 1992; Duval et al., 1992). Ademas, se ha reportado la expresion
de colinesterasas humanas en organismos menores como como la levadura
Pichia pastoris, con la que se logro secretar hAChE en el sobrenadante de cultivo
a una concentracion de 40 U/mL (Ma et al., 2006), o el gusano Bombyx mori
mediante infeccion con el vector baculovirus, que expresé hBChE a una tasa de
6,4 U/larva (Li et al., 2010).

1.2.5. Caracteristicas estructurales de los IChEs

Por un lado, existe un grupo de IChEs que se utilizan como insecticidas,
herbicidas u otro tipo de venenos, incluyendo armas de guerra. Quimicamente,
son compuestos organofosforados o derivados de carbamatos, que actuan
directamente en el sitio activo de la enzima (Cadez et al., 2021; Bosak et al.,
2012).
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El mecanismo de accién de los organofosforados consiste en la
esterificacion del hidroxilo de la serina de la triada catalitica de las
colinesterasas. Se trata de un enlace covalente que, si bien puede ser revertido
por la accidn de ciertas oximas, lleva normalmente a la inactivacién de la enzima,
lo que los convierte en compuestos de muy elevada toxicidad. Los agentes
neurotéxicos utilizados como armas quimicas como el taban y el sarin son
compuestos de esta clase. Quimicamente son ésteres de acidos fosféricos con
al menos un enlace carbono-fésforo. La toxicidad depende en gran medida de
los sustituyentes unidos al fosforo. Los pesticidas organofosforados son tioles,
amidas o ésteres con dos cadenas adicionales del grupo fenoxi, cianuro o
tiocianato. Los fosfonotioatos (S-sustituidos) y fosfonofluoridatos, son los que se
utilizan como agentes agentes quimicos de guerra (Mukherjee y Gupta, 2020).
Algunos de estos compuestos, como el triclorfén, fueron utilizados para el
tratamiento de la EA, pero su uso se descarté debido a su toxicidad. La estructura

de este compuesto se muestra en Figura 10 (Gupta, 2006).
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Figura 10: Estructuras quimicas de inhibidores de las colinesterasas propuestos para el
tratamiento de la EA. Adaptado de Gupta, 2006.
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Los carbamatos son compuestos derivados del acido carbamico
(NH2COOH), en los que diferentes sustituyentes alquilicos, arilicos o alquil-
arilicos reemplazan los extremos amino y carboxilo. Estos compuestos también
se unen de manera covalente a la serina, pero, en este caso, la unién es
espontaneamente hidrolizada (Barak et al., 2009). De hecho, algunos
carbamatos, en particular los carbamatos aroméaticos, desempefan un papel
crucial en numerosos farmacos y profarmacos que han recibido la aprobacion de
la FDA y se utilizan para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas,
como la ya mencionada rivastigmina o la fisostigmina (metabolito secundario de
la planta africana Physostigma venenosum) que se utiliza en el tratamiento de la
Miastenia Gravis (Kratky et al., 2016; MatoSevi¢ & Bosak, 2020).

Otro grupo de inhibidores son los que no se unen al sitio catalitico, si no
que ejercen un efecto inhibitorio al establecer uniones no covalentes con la
regién del gorge, en especial con el sub-sitio aniénico o el PAS. Se caracterizan
en general por poseer grupos arilo que les permiten interactuar con los residuos
aromaticos de estas regiones enzimaticas y generar una inhibicion de tipo
reversible. Las interacciones principales que establecen estos compuestos son
hidrofébicas de tipo aromatica-aromatica, especialmente las interacciones de
apilamiento (en inglés, m-stacking) cara-cara, a forma de T o desplazadas en
paralelo, cuyas geometrias para el modelo benceno-benceno se muestran en
Figura 11. La fuerza de atraccion en una interaccion aromatica-aromatica suele
ser mas fuerte que la contraparte aromatica-alifatica y son las principales
interacciones de inhibidores tipicos del sitio PAS o el subsitio aniénico como la
tacrina, la huperzina A o el propidio (Chen et al., 2018; Harel 1993; Raves et al.,
1997; Bolognesi et al., 2015).
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Cara-Cara AformadeT Desplazada en paralelo

Figura 11: Tres conformaciones representativas de la interacciéon benceno-benceno. Adaptado
de Chen et al., 2018.

La tacrina, que es un derivado de acridina (1,2,3,4-tetrahidro-9-
aminoacridina) (Figura 10), fue el primer inhibidor de las colinesterasas aprobado
para tratar la EA en 1993 y, si bien luego se discontinu6 su uso, sigue siendo
una importante estructura de base para el desarrollo de nuevos inhibidores (Wu.
et al., 2017; Tumiatti et al., 2010; Riazimontazer et al., 2019). Su interaccién con
la enzima ocurre entre el subsitio aniénico y el PAS, como se muestra en la
estructura cristalina representada en Figura 12 A (Harel et al., 1993). La
estructura planar de la tacrina le permite intercalarse entre residuos claves de la
enzima como el Trp86, estableciendo contactos de 1r-stacking. Muchos estudios
se han centrado en la modulacion de la interaccidén de stacking entre tacrina y
AChE, demostrando la gran versatilidad de estas interacciones en el disefo de
farmacos. La variacion de la polaridad de los anillos aromaticos del compuesto
mediante la introduccion de sustituyentes es una estrategia comun. En este
sentido, varios grupos atraedores de electrones han llevado a un incremento
significativo de la actividad inhibitoria. Por ejemplo, la 6-clorotacrina tiene un
valor de ICso frente a la hAChE 7,4 veces menor que el de la tacrina (Gregor et
al., 1992).
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Figura 12: A Interacciones de m-stacking de la tacrina en el subsitio aniénico de la TcAChE.
Imagen elaborada a partir de la estructura cristalografica del complejo TcAChE - tacrina con
cédigo de acceso PDB: 1ACJ (Harel et al., 1993) B Representacion de las interacciones de 17-
stacking del donepezilo en el PAS y subsitio aniénico de la TcAChE. Imagen elaborada a partir
de la estructura cristalografica del complejo TcAChE - donepezilo con cédigo de acceso PDB:
1EVE (Kryger et al., 1999). llustraciones realizadas con el programa DS Visualizer (BIOVIA).

Contactos no covalentes de esta clase también los establece el
donepezilo, ultimo inhibidor de las colinesterasas en ser aprobado para la EA.
Este compuesto es un derivado de N-bencilpiperidina con una estructura de
dimetoxiindanona (Figura 10) (Kryger et al., 1999). El grupo bencilo forma una

configuracion de m-stacking con Trp84, actuando en el subsitio anionico,
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mientras que el ndcleo de dimetoxiindanona actua sobre la cadena lateral del
residuo critico del sitio PAS Trp279 (numeracion de T. californica) (Figura 12 B).

Otro grupo de inhibidores que actian de manera no competitiva mediante
interacciones no covalentes en la regién del PAS, son algunos péptidos con
propiedades anticolinesterasicas que se han aislado en venenos de animales de
especies poco relacionadas, como Apis mellifera (abeja europea) y Dendroaspis
angusticeps (mamba verde). Del veneno de la primera se aisl6 la melitina,
inicialmente conocida por su actividad hemolitica (Nabil et al., 1998), mientras
qgue en el veneno de la mamba verde se encontraron dos polipéptidos con
potente actividad anticolinesterasica, las fasciculinas | y Il (FAS), inhibidores
duales del sitio PAS clasificados como toxinas (Rodriguez-Ithurralde et al.,
1983).

El grupo de trabajo del Laboratorio de Péptidos Bioactivos del
Departamento de Quimica Organica (FBCB - UNL), aislé diversos péptidos de
pieles de anfibios del Litoral argentino con capacidad inhibitoria de las
colinesterasas. Entre éstos, se destacan el Hp-1971, de 21 aminoécidos, y el Hp-
1935, de 19 aminoacidos, aislados a partir de la piel de Boana pulchella (rana de
zarzal) que mostraron una actividad moderada frente a BChE (Siano et al., 2014;
Siano et al., 2017). Mediante estudios computacionales de docking y DM, se
determind la configuracién de la estructura del complejo conformado por el
péptido Hp-1971 y la BChE, que depende de interacciones no covalentes en la
region anionica de la enzima. Un mismo comportamiento se observd con

derivados del Hp-1971 mas cortos (Siano et al., 2017).
1.3. Los péptidos bioactivos

1.3.1. Péptidos bioactivos en la naturaleza

No hay duda de que los péptidos se encuentran entre las biomoléculas
mas importantes de la naturaleza (Flores-Holguin et al.,, 2022). Estos
compuestos se definen de forma general como moléculas que contienen entre 2
y 50 aminodacidos unidos mediante el enlace amida o peptidico. Por su peso
molecular, se los puede ubicar entre las pequenas (MM < 0,5 kDa) y las macro
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moléculas (MM > 5 kDa), lo que les confiere propiedades de ambas clases de
compuestos (Musaimi et al., 2022). En particular, presentan bajo riesgo de
inmunogenicidad y la posibilidad de ser obtenidos mediante sintesis quimica
como las pequefas moléculas y la capacidad de lograr interacciones de alta
especificidad como las macromoléculas, debido a su gran area de interaccion.
Estas propiedades, que pueden ser logradas gracias a la variedad de
aminoacidos disponibles y su estructura predecible los han convertido en
compuestos de gran importancia para la quimica bioorganica, medicinal y supra
molecular (Apostolopoulos et al., 2021; Peighambardoust et al., 2021; Wang et
al., 2022).

En la naturaleza, muchos péptidos participan activamente en procesos
fisiol6gicos relevantes, por lo que se los denomina péptidos bioactivos (PBs).
Algunos ejemplos son procesos de senalizacion molecular, hormonales y

fisiopatolégicos (Akbarian et al., 2022).

Senalizacion molecular: Las bacterias, plantas y otros organismos
tienen la capacidad de comunicarse entre si a través de sefales moleculares.
En muchos casos, las moléculas involucradas son péptidos secretados por las
células (Lindsey et al., 2002). Uno de los casos tipicos es el fendmeno de
autoinduccion (en inglés, quorum sensing) que regula la densidad de poblacién
celular. Las bacterias Gram positivas producen oligopéptidos que son
hidrolizados en el espacio extracelular para luego interactuar con las células
vecinas mediante el reconocimiento de receptores que activan cascadas de
sefnalizacion, regulando la proliferacidn celular (Janssens et al., 2021). Algunos
ejemplos relevantes son la regulacion de la expresibn de una proteasa
extracelular de Enterococcus faecalis y la formacion de biofilm regulado por AlIP2
en Staphylococcus epidermidis. La actividad de estos PBs es especifica de cada
especie bacteriana gracias a que pueden adoptar conformaciones ciclicas o
lineales y sufrir modificaciones postraduccionales, entre otras propiedades. El
analisis de la composicién aminoacidica de estas secuencias demostré que son

ricas en residuos aromaticos (Rajput et al., 2015).

Hormonales: En organismos vivos diversos como insectos, plantas o

vertebrados, algunos PBs actian como hormonas, tanto mediante la via
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paracrina como autocrina. En humanos, importantes hormonas como la hormona
estimulante de melanocitos (MSH) que regula pigmentacion de la piel, la insulina
y el glucagon que tienen funciones en la regulacién del metabolismo o las
hormonas pituitarias oxitocina y ADH (hormona antidiurética), son péptidos de
diversa longitud y propiedades quimicas (Singh & Mukhopadhyay, 2014;
Pontiroli, 1998). Mientras la insulina y el glucagén son péptidos largos (51 y 29
aminoacidos, respectivamente), la oxitocina y ADH son nanopéptidos amidados
en su extremo y con puentes disulfuro, y pertenecen al amplio grupo de los
neuropéptidos (Cid-Jofré et al., 2021).

Fisiopatoldgicos: Se ha sugerido que algunas de las cascadas de
senalizacién que dependen de interacciones con PBs, como la via canédnica
Whnt/B-catenina, pueden conducir a la activacion de procesos de crecimiento
tumoral (Zhan et al., 2016). Este es el caso de algunos péptidos de la microbiota
intestinal, que promueven la invasién celular y angiogénesis en cancer
colorrectal (Wynendaele et al., 2022). Mientras que estos péptidos actuan por un
mecanismo de sefalizacibn molecular exdgeno, también se han reportado
péptidos promotores de oncogénesis expresados directamente por las células
tumorales ante situaciones de estrés, que actian modulando la actividad de la
ATP sintetasa mitocondrial (Ge et al., 2021). Otras secuencias involucradas en
procesos patolégicos actuan, en cambio, mediante la agregacion molecular
debido a su hidrofobicidad, que depende tanto de su composicién aminoacidica
como de su estructura tridimensional (Poulson et al., 2019). Este fenémeno se
observa en procesos como el ya descripto de agregacion de péptido AB para

formar las placas seniles en la EA.

1.3.2. Péptidos bioactivos terapéuticos

A medida que crece el conocimiento sobre las caracteristicas quimicas y
la importancia biologica de los PBs como las mencionadas hasta ahora, crece
también el interés por su estudio para el desarrollo de compuestos que aporten
un beneficio para la salud. De hecho, durante la ultima década, las publicaciones
concernientes a los PBs se triplicaron. En la Figura 13 se muestra un crecimiento
de estos reportes en el periodo 2010-2021 (Du & Li, 2022).
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Figura 13: Evolucién temporal del nimero de publicaciones sobre péptidos bioactivos. Niumero
de publicaciones por afio con el término “péptido bioactivo” como palabra clave. Elaborado a
partir de datos de Du & Li, 2022.

Se ha informado que muchos PBs pueden ser utilizados como
antioxidantes, antihipertensivos, antidiabéticos, antitumorales, antimicrobianos,
antiobesidad, antiinflamatorios y promotores del crecimiento éseo, lo que sugiere
su amplio potencial en la prevencién y mitigacion de enfermedades agudas o
cronicas (Duffuler et al., 2022; Sanchez y Vazquez, 2017).

Desde la aprobacion de la insulina para el tratamiento de la diabetes en
1921, mas de 80 péptidos recibieron aprobacién por parte de organismos de
salud para uso terapéutico y mas de 170 se encuentran en alguna fase clinica
de desarrollo farmacéutico (Wang et al., 2022). La cuota de mercado cubierta
actualmente por los péptidos terapéuticos es del 5% (Muttenthaler et al., 2021).
La mayor parte de estas drogas se obtienen mediante sintesis quimica, mientras
que otras, en especial las de mayor longitud, se producen por expresion
recombinante en células (Rodriguez et al., 2014; Wang et al., 2022). Ademas de
estas dos vias de obtencion, también pueden aislarse péptidos directamente de
fuentes naturales, estrategia que representa el método principal para el
descubrimiento de nuevas secuencias bioactivas.
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Los PBs terapéuticos pueden estar formados sé6lo por residuos naturales
o bien incluir en su secuencia aa no naturales o grupos quimicos de otro tipo.
Estas modificaciones suelen aportar beneficios especiales a las secuencias,
siendo la mas comun la estabilidad frente al ataque de enzimas proteoliticas,
entre otras actividades particulares (Lu et al., 2020). Este tipo de secuencias
también pueden ser de origen natural e incluir las modificaciones en su proceso
de biosintesis, o de origen sintético, mediante estrategias quimicas que permiten
otorgar o mejorar propiedades especiales en secuencias de interés (Wenski et
al., 2022; Vagner et al.,, 2008). Los avances en las técnicas de sintesis y
modificacién de péptidos, asi como en los métodos computacionales para
predecir la estructura y actividad de los péptidos han ampliado
considerablemente las aplicaciones potenciales de los péptidos en el

descubrimiento y desarrollo de farmacos (Henninot et al., 2018).

En general, se busca que los péptidos terapéuticos sean altamente
especificos, para dirigirse de manera precisa a receptores o enzimas especificas
en el cuerpo. Ademas, estos péptidos deben exhibir una notable eficacia, siendo
capaces de generar efectos bioldgicos significativos incluso a dosis bajas
(Barman et al., 2023). Tienen también que ser seguros, presentando baja
toxicidad en estudios in vitro e in vivo. Esta propiedad destaca a aquellos de
origen natural, que suelen ser compuestos biocompatibles que minimizan la

probabilidad de reacciones adversas (Zaky et al., 2021).

La caracterizacidn toxicoldgica es de gran importancia en compuestos con
fines terapéuticos. Para los péptidos, resulta de gran utilidad, particularmente en
las etapas iniciales de desarrollo, la evaluacién de su efecto tdxico frente a
células y pequefios organismos modelo. En este sentido, el ensayo de hemdlisis
de glébulos rojos humanos (GRh) representa la evaluacion de toxicidad inicial
mas comunmente empleada (Greco et al., 2020). En este ensayo, se mide la
cantidad de hemoglobina liberada por eritrocitos expuestos al compuesto en
estudio. Si la sustancia causa hemodlisis significativa, puede indicar toxicidad y
dano potencial a los tejidos y érganos del cuerpo (Seebg et al., 2023). Es un
ensayo particularmente util para péptidos con fines terapéuticos, ya que la
estructura y composicion de los péptidos puede determinar la disrupcion y
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destruccion de las membranas de los glébulos rojos, para las cuales se ha
determinado una gran similitud con las membranas de otras células humanas
(Mohandas & Gallagher, 2008). De hecho, la mayor parte de los modelos de
prediccidn de toxicidad desarrollados para péptidos en los Ultimos afios apuntan
a la estimacién de su potencial hemolitico (Robles-Loaiza et al., 2022).

Uno de los grupos mas estudiados de PBs con fines terapéuticos es el de
los péptidos con actividad antimicrobiana (PAMs). Una de las principales bases
de datos de PAMs disponibles contiene actualmente 3569 secuencias
provenientes de distintas fuentes, aunque la mayor proporcion provienen de
organismos del reino animal ya que actuan como compuestos de defensa natural
contra patdgenos. Las secuencias depositadas en esta base de datos tienen un
promedio de longitud de 33 aa y una carga promedio de +3,40, dado que la gran
mayoria de PAMs son catiénicos (Wang et al., 2023). Otra propiedad comun a
los PAMs es la de poseer una estructura secundaria de a-hélice, aunque no son
raras las secuencias antimicrobianas con otras configuraciones como lamina 3
con dos 0 mas enlaces disulfuro, péptidos de horquilla o B-loop con un enlace
disulfuro y/o ciclacién de la cadena peptidica o, finalmente, péptidos con
estructuras extendidas (Moretta et al., 2021). Diversos PAMs ya han sido
aprobados por la FDA para uso en humanos, como la gramicidina, péptido lineal
que actua mediante la formacion de poros; la daptomicina y la coliestina,
lipopéptidos ciclicos y liticos de la membrana celular y diversos glucopéptidos
que inhiben la sintesis de la pared celular como vancomicina, oritavancina y
dalbavancina (Chen & Lu, 2020; Usmani et al., 2017). Existen ademas péptidos
aprobados para tratar infecciones virales como la enfuvirtida, un péptido sintético
de 36 residuos derivado de la proteina gp41, que se utiliza en el tratamiento de
la infeccién por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), y actia mediante
la unién a una proteina esencial para el proceso de fusion del virus con la célula
huésped (Matthews et al., 2004).

Otros péptidos terapéuticos actuan como hormonas,
inmunomoduladores, antioxidantes, transportadores de drogas o inhibidores
enzimaticos (Perlikowska et al., 2022; Gokhale & Satyanarayanajois, 2014;

Berillo et al., 2021). Estos ultimos representan un importante grupo de PBs ya
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que aproximadamente la mitad de las drogas que se comercializan, incluyendo
los compuestos pequefos, actian inhibiendo enzimas que son blancos
moleculares en el tratamiento de enfermedades (Holdgate et al., 2017). Diversos
péptidos que se componen de residuos naturales y actuan mediante inhibicion
enzimatica ya han sido aprobados como farmacos, como el inhibidor de
proteasas de serina aprotinina o la linaclotida (ciclico), inhibidor de la guanilato
ciclasa-C (Zhirnov et al., 2011; Layer & Stanghellini, 2014).

1.3.3. Fuentes de péptidos bioactivos y terapéuticos

Como se menciond anteriormente, los PBs pueden obtenerse a partir de
una variedad de fuentes, que incluyen las proteinas alimentarias, venenos y

secreciones, microorganismos o plantas, entre otras (Du & Li, 2022).

Matrices alimentarias: por ejemplo, la caseina y las proteinas del suero
de la leche. La hidrdlisis enzimatica es la técnica mas comun para la generacion
de péptidos a partir de estas matrices, utilizando enzimas como la tripsina, la
quimotripsina y la pepsina. Actualmente, se extraen proteinas y péptidos de la
leche de todo tipo de animales (Park & Nam, 2015). De la fermentacién de las
proteinas de la leche por parte de L. helveticus se obtuvieron los péptidos IPP,
VPP, TP y KVLPVPQ, que han demostrado tener efectos inhibidores de la ECA
en modelos animales hipertensos (Jakala & Vapaatalo 2010). La leche de burra,
a su vez, ha demostrado ser una fuente de varios péptidos antioxidantes, como
GQGAKDMWR y EWFTFLKEAGQGAKDMWR (Zenezini Chiozzi et al., 2016).
Las propiedades de los péptidos derivados de la leche varian segun factores
como la proteina de origen, el método de hidrélisis e incluso el tipo de animal
huésped (Akbarian et al., 2022).

Venenos y/o secreciones: Algunos péptidos encontrados en venenos de
serpientes, arafas o escorpiones han evolucionado como intervenciones
terapéuticas complejas que modulan potente y selectivamente una variedad de
objetivos terapéuticos como canales idnicos, receptores y vias de senalizacién
de procesos fisioldgicos, lo que los convierte en posibles péptidos terapéuticos
(Lewis & Garcia, 2003). De la misma manera, secreciones de anfibios y

organismos marinos como peces, mariscos y algas, son ricos en PBs para la
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defensa contra patégenos o depredadores. Se estima que en estas matrices
existen unos 50 millones de productos naturales diferentes, de los cuales se ha
identificado y caracterizado sélo el 0.01%, debido a las dificultades de los
procesos de purificacion y caracterizacion (Ageitos et al., 2022; El-Aziz et al.,
2019).

A partir de algunas de estas secuencias se han desarrollado farmacos
aprobados para tratar enfermedades. Algunos ejemplos son los péptidos
aislados del veneno de serpientes del género Bothrops como el captopril,
inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina (ACE) aprobado como
Capoten® (Bristol-Myers Squibb, BMS, New York, NY, USA) para tratar
enfermedades cardiovasculares y el enalapril, aprobado como Vasotec® para
tratar la hipertensién y la insuficiencia cardiaca (Bordon et al., 2020). Los
péptidos ICK aislados de tarantulas han mostrado capacidad para bloquear los
canales Nav y ser utilizados para tratamiento de dolor (Monge-Fuentes et al.,
2018). Del veneno de la tarantula Psalmopoeus cambridge se obtuvo el péptido
ICK PcTx-1, que se encuentra en ensayos preclinicos y, recientemente, se
desarrollé JNJ63955918, un péptido derivado del protocin-Il (ProTX-Il, de la
tarantula Thrixopelma pruriens) optimizado mediante evolucién dirigida con
mayor selectividad hacia los canales Nav1.7 (Ageitos et al., 2022). Esta actividad
es de interés de companias farmacéuticas como Amgen que esta estudiando el
péptido GpTx-1 (Chen et al., 2018). Estas empresas trabajan activamente en el
mejoramiento de secuencias para mejorar su actividad. Por ejemplo, el péptido
HYL del veneno de la abeja Hylaeus signatus, de baja actividad antimicrobiana,
fue optimizado generando analogos guiados por estudios computacionales y
luego utilizado gracias a su efecto sinérgico en combinacion con otros
antibiéticos, lo que representa otro método de empleo de los péptidos
terapéuticos (Nesuta et al., 2016).

Bacterias y otras fuentes: los péptidos antimicrobianos bacterianos,
conocidos como bacteriocinas, son secretados por una variedad de bacterias
tanto Gram negativas como Gram positivas (Simons et al., 2020). Generalmente
tienen como blanco la membrana celular, mientras que algunos inhiben la

biosintesis de biopolimeros o la actividad de enzimas. Las bacteriocinas son
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generalmente sensibles a las proteasas intestinales humanas, lo que las
convierte en un recurso valioso para la conservacion de alimentos sin efectos
perjudiciales para la salud humana (Huang et al., 2021). Ademas, se pueden
extraer péptidos antimicrobianos de la hemolinfa de insectos o del exterior de
sus cuerpos (Diniz et al., 2018). También se presta atencién a los PBs derivados
de microorganismos marinos. Algunos compuestos bioactivos marinos son
producidos por microbios que coexisten con especies marinas. Por ejemplo, los
actinomicetos marinos son una fuente de compuestos bioactivos secundarios
con actividad anticancerigena y antimicrobiana (Wang et al., 2020). Se han
aislado diferentes péptidos marinos, como las cyclomarinas A, By C, que han
demostrado actividad antiinflamatoria y anticelular en estudios de laboratorio
(Schultz et al., 2008). Otros ejemplos son las salinamidas A-E, péptidos con
actividad antiinflamatoria y antimicrobiana que se utilizan en el tratamiento de la

inflamacion de tejidos y algunas infecciones (Hassan et al., 2020).

Entre las fuentes mencionadas, las secreciones de pieles de anfibios se
han destacado como fuente de PBs con efectos terapéuticos sobre el sistema
nervioso, lo que ha permitido encontrar secuencias de interés para el tratamiento
de enfermedades que involucran un deterioro cognitivo (Chen et al., 2022). Los
anfibios secretan PBs de sus glandulas granulares presentes en sus pieles como
una forma de defensa contra predadores y para comunicacion intraespecifica.
Estas secuencias pueden tener efectos diversos, incluyendo analgesia, paralisis
muscular, estimulacion o inhibicién del sistema nervioso, entre otros (Gomes et
al., 2007; Conlon et al., 2014). De esta manera, su espectro de bioactividad ha
demostrado ser muy amplio, desde antimicrobianos, antitumorales, antivirales,
antioxidantes hasta inhibidores enzimaticos. En la Tabla 1 se listan una serie de
péptidos obtenidos a partir de pieles de anfibios con diversas propiedades
bioactivas. Algunas secuencias fueron aisladas y estudiadas originalmente por
su actividad antimicrobiana y luego se encontré que poseian un potencial como
agentes frente a otras patologias como el céncer o enfermedades
neurodegenerativas, principalmente por su capacidad inhibitoria de enzimas
especificas. Este es el caso de las dermaseptinas, aisladas de la piel de la rana
arboricola sudamericana Phyllomedusa sauvagei (Bartels et al., 2019), las

magaininas, que derivan de la rana africana Xenopus laevis (Lehmann et al.,
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2006), o los péptidos Hp-1971 y Hp-1935, obtenidos a partir de la piel de la rana

del zarzal (B. pulchella), del litoral argentino (Siano et al., 2017).

Tabla 1. Péptidos bioactivos obtenidos a partir de pieles de anfibios

Anuro Péptido(s) Actividad biologica Ref.
B. maxima Maximina 3 Antiviral Lai et al., 2002
B. ephippium  BPP-Brachy-NH2 Inhibidor de ACE Arcanjo et al., 2015
B. andrewsi BAS-AH Antiviral Zhao et al., 2005
B.
) Buforinas (I, II) Antimicrobiana Park et al., 2000
gargarizans
o ) Sanchez Riera et al.,

R. arenarum  LBP-1, LBP-2 Antimicrobiana

2003
X. laevis Magaininas Antimicrobiana Zasloff., 1987

) Nigroaina (B-MS1, C- o

N. pleskei Antioxidante Wang et al., 2017

MS1)

B. pulchella

Hp-1971, Hp-1935, Hp-
1891

Antimicrobiana

Siano et al., 2014

Hp-1971, Hp-1891 Inhibidor AChE/BChE  Siano et al., 2017
L. lesueuri Caeruleina Analgésica Doyle et al., 2002
Inhibidor BChE/MAO-
B. cordobae BC1 B Spinelli et al., 2023
P. bicolor Dermaseptinas (B2, B3) Antitumoral van Zoggel et al., 2012
Dermorfina Analgésica Gomes et al., 2007
P. sauvagii
Dermaseptinas (I, B) Antimicrobiana Patocka et al., 2019
Ocelatinas (1, 2, 3) Antimicrobiana Nascimento et al., 2004
L. latrans
LI-1577, LI-1298, LI-2085  Antimicrobiana Siano et al., 2018
P. nattereri Antioxidina-1 Antioxidante Barbosa et al., 2018

Un paso crucial para el estudio de péptidos naturales es la definicién de

la secuencia de aminoacidos que lo constituyen. Para esto, si bien se puede

recurrir a la secuenciacion mediante degradacion de Edman, que es el método

mas tradicional, actualmente se emplea la técnica de espectrometria de masas

en tdndem (MS/MS), especialmente para muestras complejas con mezclas
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contenientes péptidos. Esta técnica normalmente se combina con técnicas
cromatograficas (HPLC-MS/MS) y resuelve la secuencia utilizando métodos
informaticos como el secuenciamiento asistido por base de datos que ha
permitido, junto con la ionizacién por electroespray (ESI) de la muestra, mejorar
la fiabilidad del secuenciamiento por MS/MS (Nong & Hsu, 2022).

Una vez que se conoce la secuencia de un péptido natural, o si se busca
obtener un péptido disefiado especificamente, se requiere producirlo con alta
pureza y en cantidad. Para este fin, se recurre principalmente a la sintesis
quimica de la secuencia o se aplican técnicas de ADN recombinante. La técnica
de sintesis mas utilizada para los péptidos es la sintesis en fase sélida, y sera
tratada en detalle en el siguiente apartado. Las técnicas de ADN recombinante,
a su vez, implican el uso de ingenieria genética y se usan para producir una
variedad de péptidos terapéuticos, incluidos los analogos de la hormona
liberadora de la hormona del crecimiento (GHRH) en el tratamiento de las
deficiencias de la hormona del crecimiento (GR). En estos sistemas, un gen que
codifica la secuencia del péptido deseado se enlaza al gen de una proteina
transportadora para facilitar su purificacion (Sinha et al., 2021). Este método
permite la produccion masiva de péptidos como la ecalantida, inhibidor reversible
de la calicreina plasmatica humana, y desirudina, anticoagulante inhibidor

selectivo de la trombina libre (Akbarian et al., 2022).

1.3.4. Sintesis de péptidos en fase sodlida

Las técnicas de sintesis aplicadas a péptidos pueden diferenciarse dos
grupos: sintesis en solucién y sintesis en fase sélida (SPPS). En la primera
técnica, los aminoacidos se acoplan sobre cadenas crecientes libres en solucion.
Es un enfoque mas tradicional que se utiliza principalmente para la sintesis de
péptidos de menor tamano o cuando se requiere la introduccion de
modificaciones quimicas especificas. La sintesis en solucién puede requerir
pasos adicionales de purificacion y es menos eficiente para la produccién a gran
escala en comparacion con la SPPS, que representa actualmente el método mas
utilizado para la obtencion de PBs (Stawikowski & Fields, 2012).
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La SPPS implica la construccién secuencial del péptido sobre una resina
sélida. Se destaca frente a la sintesis en solucién debido a su alta eficiencia y
rendimiento, ademas de su versatilidad para obtener péptidos de diferentes
longitudes y estructuras, la posibilidad de automatizacion y escalabilidad, junto a
una purificacion mas simple y una amplia gama de aplicaciones. Estas
caracteristicas han llevado esta técnica de sintesis a su adopcion generalizada
en la industria farmacéutica. En la actualidad, una amplia variedad de
medicamentos basados en péptidos comercializados se fabrica utilizando este
enfoque (Martin et al., 2020).

Esta técnica fue desarrollada por Robert Bruce Merrifield en 1963.
Merrifield fue un quimico y premio Nobel que desarroll6 la SPPS como un método
mas eficiente y simplificado para sintetizar péptidos en comparacion con la
sintesis en solucién, revolucionando esta area de estudio. Desde entonces, la
SPPS se ha convertido en la técnica mas utilizada e importante en la sintesis de
péptidos, ya que permite la produccién de una amplia gama de PBs con
aplicaciones en el descubrimiento de farmacos, la biotecnologia y la
investigacion basica (Merrifield, 1969; Stawikowski & Fields, 2012).

Dado que los aminoacidos contienen grupos funcionales que pueden
reaccionar entre si, con el solvente o con los reactivos utilizados en la sintesis,
lo que lleva a productos no deseados, en SPPS los grupos funcionales estan
protegidos por grupos quimicos especificos llamados protectores. Para la
proteccidn del grupo amino terminal, los grupos principales utilizados en SPPS
son el t-butiloxicarbonilo (Boc), fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) y aliloxicarbonilo
(Alloc). Estos grupos presentan diversa reactividad frente a agentes quimicos, lo
que permite combinarlos y eliminarlos selectivamente para estrategias de
sintesis mas complejas. La sintesis mediante la quimica Fmoc (Fmoc-SPPS) es
la mas utilizada, en donde el protector del a-amino terminal es justamente el
Fmoc. La estructura de este grupo, como protector del extremo amino de una L-
Ala (Fmoc-L-Ala-OH) se muestra en Figura 14.
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Figura 14: Estructura del grupo Fmoc unido al grupo a-amino terminal de una L-Ala (Fmoc-L-
Ala-OH).

Para la proteccién de los grupos funcionales de las cadenas laterales de
los aa en la Fmoc-SPPS existen una variedad de protectores, dependiendo del
grupo protegido y de la estrategia de sintesis. El grupo protector labil en medio
acido terc-Bu (t1Bu) se utiliza para proteger los grupos funcionales de las cadenas
laterales de Ser, Thr, Tyr, Glu y Asp. El grupo tritilo (Trt) se emplea para Cys,
Asn, GIn e His. Para Arg, el 2,2,4,6,7-pentametil-dihidrobenzofuran-5-sulfonilo
(Pbf) es el mas utilizado (Carpino et al., 1993). Finalmente, el grupo Boc es
preferido para Lys y Trp (Hansen & Oddo, 2015). Los refinamientos de la técnica
se orientan principalmente al desarrollo de nuevos grupos protectores de las

cadenas laterales funcionalizadas.

El Fmoc es un protector que posee gran estabilidad, compatibilidad con
varios solventes y facilidad de eliminacién. En esta técnica, la sintesis se realiza
extendiendo el péptido desde el extremo C hacia el N-terminal. EI Fmoc esta
unido al grupo amino del aminoacido y su eliminacion (desproteccion) se logra
mediante el tratamiento con una base débil, preferiblemente una amina
secundaria, como la piperidina. Al aminoacido desprotegido en su grupo amino
se le acopla el aminoacido siguiente en la cadena (protegido) en una reaccién
de acoplamiento catalizada por activadores del grupo carbonilo. Luego se repite
el proceso con el aa siguiente, de manera ciclica. Una vez que todos los aa se
acoplaron a la cadena, se debe separar (clivar) el péptido de la resina mediante
la accién de un acido (Amblard et al., 2006). A continuacion, se detallan los pasos

de la sintesis con quimica Fmoc que se esquematiza en la Figura 15:
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Eleccion de la resina: Si bien existen distintas clases de resinas, en
Fmoc-SPPS se emplean comunmente las de tipo Rink-amida para
péptidos con un grupo C-terminal amida (Hou et al., 2017). Se trata de
resinas de poliestireno modificadas con linkers con grupo amida,
protegidas con Fmoc. Estan especificamente disefiadas para este tipo de
sintesis y ofrecen una alta capacidad de carga, estabilidad vy
compatibilidad con los reactivos que se utilizan. Otras resinas muy
empleadas son las de poliestireno funcionalizado grupos clorometilo (por
ejemplo, la resina de Merrifield), aunque se emplean principalmente SPPS
basada en Boc por su inestabilidad frente a las condiciones basicas de la
desproteccion del grupo Fmoc (Yang et al., 2013). Algunas resinas estan
protegidas con Fmoc y deben ser desprotegidas con piperidina.
Acoplamiento. El primer aa se acopla utilizando reactivos que activan el
grupo carbonilo, como N,N-Diisopropiletilamina (DIPEA),
diciclohexilcarbodiimida  (DIC),  1-hidroxibenzotriazol (HOBt) o
tetrafluoroborato de (O-(1H-benzotriazol-1-il)-N,N,N',N'-tetrametiluronio
(TBTU), para formar un enlace peptidico. Este proceso se repite para cada
aa subsiguiente en la secuencia. Si bien el HOBt es el reactivo mas
empleado para obtener el éster activado, se puede evitar su uso
empleando el activador Oxyma, que es mas seguro (Subir6s-Funosas et
al., 2009). El mecanismo de reaccion de acoplamiento de un aa activado
con HOBt se muestra en Figura 16. Inicialmente ocurre una sustitucion
nucleofilica en la que el grupo -NHz de la resina (o de un aa desprotegido)
se acopla al carbonilo del aa Fmoc activado, y luego ocurre la eliminacion
del HOBt tras una transferencia de protones desde el grupo amino de la
resina. Un mecanismo anélogo ocurre para la unién de aa a otro ya unido
a la resina (Pires et al., 2014; Montalbetti & Falque, 2005).
Desproteccion: Después de cada paso de acoplamiento, el grupo
protector en el amino del aa agregado debe ser removido para continuar
la sintesis. EI mecanismo de eliminacion del Fmoc transcurre en dos
pasos: primero, la base débil remueve el proton acido en la posicién 9 del
anillo de fluoreno, y luego una B-eliminacién produce residuo de de

dibenzofulveno (DBF) altamente reactivo que es atrapado
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inmediatamente por la amina secundaria formando aductos estables.
Estas reacciones funcionan mejor en un medio donador de electrones y
relativamente polares como N,N-dimetilformamida (DMF) o N-Metil-2-
pirrolidona (NMP) respecto a medios relativamente no polares como
diclorometano (DCM) (Luna et al., 2016).

Clivaje y desproteccion. Una vez que se completa la secuencia
peptidica, el péptido se escinde del soporte solido y se eliminan los grupos
protectores de los grupos funcionales de los aa. Para ambos fines se
utiliza un acido fuerte, como el acido trifluoroacético (TFA). Esta reaccién
de clivaje se realiza generalmente en presencia de scavengers
(captadores de grupos quimicos) para atrapar los grupos protectores
liberados y prevenir reacciones secundarias no deseadas, como el
triisopropilsilano (TIS) para capturar especies cationicas (Kings et al.,
1990; Ste Marie & Hondal, 2018).

Purificacion. El péptido crudo se purifica utilizando técnicas como la
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) para obtener el producto

final.

Fmoc )

Resina

Fmoc

[ Desproteccion (' Fmoc
(piperidina)

Aminoacido

Resina

Ciclo de

sintesis

Activacion
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Figura 15: Esquema de los pasos de una SPPS con quimica Fmoc.
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Figura 16: Mecanismo de reaccién del acoplamiento a la resina de un aminoacido protegido con

Fmoc y activado con HOBt. R1 es la cadena lateral de un aminoacido. Fuente: Pires et al., 2014.
1.3.3.1. Tratamiento post-sintesis

Al finalizar un proceso de sintesis, es de gran utilidad la obtencion del
producto solido para poder conservarlo y estudiarlo. Esto se puede lograr
mediante su liofilizacion, que consiste en congelarlo para luego introducirlo en
una camara de vacio donde se realiza la separacion del agua por sublimacion.
Es decir, el agua pasa desde el estado sélido al gaseoso sin pasar por el estado
liquido. Esto permite la conservacion de las muestras, bajo ciertas condiciones,
por largos periodos de tiempo (Matejtschuk, 2007).

Ademas, el producto debe ser purificado y analizado para determinar su
pureza y controlar si su composicidon aminoacidica es la correcta. Una de las
técnicas que se emplea para estudiar la homogeneidad del producto es la
cromatografia liquida de alta performance en fase reversa (RP-HPLC por su
nombre en inglés: Reversed Phase - High Performance Liquid Chromatography)
(Mant et al., 2007). Se trata de una técnica cromatografica en la cual la fase
estacionaria esta formada por particulas de silica modificadas con hidrocarburos
de diferentes tipos, lo que la convierte en una matriz apolar. Se basa en el
principio de las interacciones hidrofobicas, que resultan de las fuerzas de

repulsion entre un disolvente relativamente polar, un compuesto relativamente
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apolar, y una fase estacionaria apolar. Los compuestos no polares tienden a
interaccionar con las cadenas alquilicas a través de fuerzas de Van der Waals,
por lo que estardn menos tiempo en la fase mévil y su elucidén se vera retrasada.
Por lo tanto, el tiempo de retencidén (ir) es mayor para las moléculas de
naturaleza apolar o hidrofébicas, mientras que las moléculas de caracter polar o
hidrofilicas eluyen mas rapidamente.

Las caracteristicas del compuesto a separar juegan un papel muy
importante en la retencion. Un compuesto de cadena alquilica larga posee mayor
hidrofobicidad y presenta un mayor tr, el cual aumenta con el area de la superficie
hidrofébica. Los compuestos ramificados suelen eluir mas rapidamente que sus
isdmeros lineales puesto que la superficie total se ve reducida (Petrova & Sauer
2017).

La hidrofobicidad y la hidrofilicidad de un péptido van a depender de sus
residuos, el largo de la secuencia y la estructura. Las cadenas laterales de los
aminodcidos pueden ser no polares o hidréfobas o polares o hidréfilas. Ademas,
pueden ser polares sin carga, cargadas positivamente (basicas) o negativamente
(acidas). Incluso dentro de cada grupo, existen diferencias notables en el
tamano, la forma y las caracteristicas de las cadenas. En consecuencia, la
naturaleza hidréfila o hidréfoba del péptido y la presencia de grupos cargados
juegan un papel importante en la separacién de péptidos. La estructura
secundaria, a su vez, va a depender del entorno hidréfobo de la RP-HPLC. Estas
condiciones sueles promover y estabilizar la formacién de estructuras a-
helicoidales en cadenas polipeptidicas. En consecuencia, cuando una molécula
sufre la formacion de una estructura helicoidal con una cara de una hélice a
anfipatica no polar que puede interactuar con la fase estacionaria, su interaccion
hidrofébica sera mas fuerte en comparacion con la unién como una regién de
random coil o una a-hélice no anfipatica. Este fendmeno da como resultado una
desviacion notable del comportamiento de retencidbn esperado basado
Unicamente en la composicion de aminoacidos (Tripet et al., 2007).

La elucién se realiza empleando mezclas de solventes polares como

agua, acetonitrilo, acetato de etilo y alcoholes alifaticos. En la separacién de
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aminodcidos y péptidos, se utilizan usualmente columnas con cadenas lineales
de 18 carbonos (Cis: |SiOz2|-(CH2)17-CH3s) (Mant et al., 2010).

Ademas de controlar la homogeneidad del producto, para comprobar la
correcta sintesis de los péptidos es necesario determinar su peso molecular por
alguna técnica de Espectrometria de Masas (MS). A estas determinaciones
pueden sumarse el andlisis de aa y el secuenciamiento quimico mediante
Degradacion de Edman. No obstante, y dado que se conoce de antemano la
secuencia de aminoacidos, el analisis por MS suele ser suficiente para
caracterizar el péptido, particularmente cuando se excluye la posibilidad de
reacciones secundarias importantes (Burdick & Stults, 1997).

Una técnica de MS ampliamente utilizada para medir la masa de péptidos
y otras biomoléculas es la espectroscopia MALDI-TOF (del inglés, Matrix-
Assisted Laser Desorption/lonization-Time-of-Flight). En este andlisis se
prepara, en primer lugar, una mezcla de la muestra del péptido con una matriz
absorbente, que puede ser una sustancia organica como el acido sinapico o el
acido a-ciano-4-hidroxicinamico. La matriz tiene la funciéon de ayudar a desorber
e ionizar el péptido cuando se somete a un laser pulsado. A continuacién, la
muestra se coloca en un objetivo y se irradia con un laser. La energia del laser
hace que la matriz absorba la radiacidbn y se produzcan la desorcion y la
ionizacién de los analitos, incluyendo el péptido de interés. Los iones generados
se cargan positiva o negativamente dependiendo de las condiciones

experimentales.

Después de la ionizacién, los iones son acelerados en un campo eléctrico
y enfocados hacia el analizador TOF. Este analizador es un dispositivo que
permite separar los iones segun su relacion masa/carga (m/z). La separacion se
basa en el tiempo que tarda cada ion en recorrer un tubo de vuelo hasta alcanzar
el detector al final del mismo. lones mas livianos o con mayor carga viajan mas
rapido que iones mas pesados o con menor carga. Una vez que los iones
alcanzan el detector, se registra la sefial generada. Esta sefal se convierte en
un espectro de masas que muestra la distribucién de iones en funciéon de su

masa. Cada pico en el espectro representa un i6n con una determinada masa.
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Analizando el espectro, es posible determinar la masa del péptido de interés
(Burdick & Stults, 1997).

1.4. Inhibidores enzimaticos en farmacologia

Tal como se menciond anteriormente, las enzimas son, en la actualidad,
objetivos moleculares clave para el disefio y desarrollo de nuevos
medicamentos, ya que, modulando su actividad, se pueden lograr efectos
fisiologicos inmediatos y bien definidos.

Una amplia gama de problemas de salud, desde infecciones bacterianas
y virales hasta enfermedades cronicas como la diabetes, la hipertensién, el
cancer e incluso trastornos de la personalidad como la depresion y la demencia,
se tratan farmacolégicamente mediante el uso de inhibidores enzimaticos que
actuan sobre diferentes enzimas involucradas en la fisiopatologia de estas
enfermedades. En la Tabla 2 se enumeran algunos ejemplos de farmacos que
actian mediante inhibicion enzimatica, junto sus enzimas blanco y las

enfermedades asociadas.
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Tabla 2. Ejemplos de farmacos cuyos principios activos son IE *

Farmaco Enzima blanco Enfermedad

Amprenavir  Proteasa de VIH SIDA

Alopurinol Xantina oxidasa Gota

Amoxicilina  Proteinas de unién a penicilina Infeccidn bacteriana
Combivir Transcriptasa reversa SIDA

Flurouracil Timidilato sintasa Céncer

Digoxina ATPasa Na+/K+ Fibrilacién auricular
Dutasterida  5-a-reductasa Hiperplasia prostatica benigna
Levitra Fosfodiesterasa V Disfuncion eréctil
Lisinopril Enzima convertidora de angiotensina Hipertension

Leflunomida Dihidroorotato deshidrogenasa Inflamacion

Nitecapona  Catecol-O-metiltransferasa Enfermedad de Parkinson
Omeprazol = Bomba electrogénica H+ / K+ Ulcera péptica

Trazodona  Adenosina deaminasa Depresién

* Fuente: Kenakin, 2017.

1.4.1. Tipos de inhibidores

Los inhibidores enzimaticos se pueden clasificar principalmente como
reversibles o irreversibles. En el caso de los inhibidores reversibles, la union
entre la enzima y el inhibidor ocurre a través de interacciones no covalentes,
como interacciones electrostaticas, puentes de hidrégeno, fuerzas hidrofébicas
o fuerzas de Van der Waals (Robinson, 2015). Esta unién puede revertirse
mediante diluciéon o didlisis. Los inhibidores reversibles son los mas utilizados
como medicamentos (Ring et al., 2014). Por otro lado, los inhibidores
irreversibles forman enlaces covalentes con la enzima, lo que no puede ser
revertido por dilucion. Esto generalmente resulta en la pérdida de funcionalidad
tanto del inhibidor como de la enzima. Si bien existen inhibidores irreversibles de
uso clinico, como el &cido acetilsalicilico o la penicilina, su numero es mucho
menor en comparacion con los inhibidores no covalentes (Gonzalez-Bello, 2015).

Muchos inhibidores irreversibles son venenos y se utilizan como herbicidas,
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desinfectantes o armas quimicas, entre otros usos (Ganesan et al., 2010;
Polsinelli et al., 2010).

El estudio de las reacciones de inhibicién reversible se basa en la
interaccién entre un sustrato (S) y una enzima (E) para formar un complejo
enzima-sustrato (ES), que se cuantifica mediante la constante Ks. EI complejo
ES genera uno o mas productos a través de reacciones quimicas definidas por
la constante de velocidad kcat. Con respecto al inhibidor, la interaccion mas
comun es la unién directa a la enzima libre, y el equilibrio entre el complejo
binario enzima-inhibidor se define por la constante de disociaciéon Ki (también

conocida como constante de inhibicion).

El complejo formado entre la enzima y el inhibidor (EI) puede unirse al
sustrato para formar un complejo ternario ESI, y la afinidad del complejo El por
el sustrato puede diferir de la afinidad de la enzima libre. Por lo tanto, la constante
de disociacién Ks se ve modificada, y el valor de otra constante, a, define el grado
en que la unién del inhibidor afecta la afinidad de la enzima por el sustrato
(Copeland, 2005). La Figura 17 muestra un esquema de estas interacciones.

oL KM kcat

E+ S8 ES *E+P

- -

I [

Ki oK
OLKM

Wpr——

EIl —&» BESI

Figura 17: Esquema del equilibrio entre enzima, sustrato e inhibidor reversible. Fuente:
Copeland, 2005.

Si no hay cambio en la afinidad, entonces a = 1. Si la formacion del
complejo El impide la unién del sustrato, entonces a = «, y si la formacion de El
aumenta la afinidad de E por S, entonces a < 1. Por lo tanto, la constante Ki
representa la disociacién del complejo El, y aKi representa la disociacion del

complejo ESI. Estas constantes permiten definir tres tipos potenciales de
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interacciones entre la enzima y el inhibidor reversible: inhibidores competitivos,
que se unen exclusivamente a la enzima libre; inhibidores no competitivos, que
se unen tanto a la enzima libre como al complejo ES con cierta afinidad; e
inhibidores acompetitivos, que se unen exclusivamente al complejo ES o

especies subsecuentes (Copeland, 2005).

Dado que los inhibidores disminuyen la actividad enzimatica, los
parametros cinéticos Km y Vmax se modifican segun el tipo de inhibicién que esté
presente. Las siguientes ecuaciones representan la ecuacion de velocidad de
reaccion de Michaelis-Menten (MM) y las diferentes formas que adopta en
presencia de un inhibidor competitivo y uno no competitivo con a = 1,

respectivamente (Ecuaciones 1, 2y 3):

__ Vmax[S] ..
= —[S]+KM (Ecuacion 1)
V= L[S]m (Ecuacion 2)
[S]+KM(1+E)
p = —Vmax(s] - (Ecuacién 3)
([S]+KM)(1+Z.

Los inhibidores competitivos aumentan el valor de Ku de la enzima sin
afectar el valor de Vmax. Si trazamos un grafico de la velocidad inicial de reaccidn
(Vo) en funcién de la concentracién de sustrato a diferentes concentraciones de
un inhibidor competitivo, obtendremos un grafico como se muestra en la Figura
18A. Estos inhibidores se unen exclusivamente a la enzima libre y bloquean la
union del sustrato. Son compuestos que compiten directamente con el sustrato
por el sitio activo de la enzima (Bisswanger, 2017).
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Figura 18: A Representacién de las curvas de velocidad inicial de una reacciéon enzimatica en
funciéon de la concentracién de sustrato en presencia de diferentes concentraciones de un
inhibidor competitivo y no competitivo con a= 1. B En ambas imagenes la curva superior
representa la enzima sin inhibidor y las curvas inferiores son las que se obtienen al aumentar la

concentracion de inhibidor. Fuente: adaptado de Copeland, 2005.

Los inhibidores no competitivos mas comunes tienen un valor a=1, lo que
significa que se unen a la enzima con o sin sustrato con igual afinidad. Estos
inhibidores modifican (disminuyen) el valor de Vmax de la enzima pero no afectan
el valor de Km (Delaune & Alsayouri, 2022). La Figura 18 B muestra el tipo de
gréafico de velocidad inicial en funcién de la concentracién de sustrato que se
obtiene en presencia de estos inhibidores, que se unen a sitios diferentes del

sitio activo de la enzima.

En cambio, los inhibidores no competitivos con un valor a # 1,
generalmente conocidos como inhibidores de tipo mixto, disminuyen Vmax y
aumentan Kv cuando a > 1, y disminuyen ambos cuando a < 1. Por ultimo,
existen inhibidores llamados acompetitivos que modifican tanto Vmax como Km en

la misma proporcion.

1.4.2. Cuantificacion de la capacidad inhibitoria

Los ensayos cinéticos enzimaticos implican estudiar la Vo enzimatica en
relacion con la concentracién de sustrato y de inhibidor. Estos ensayos son

esenciales para caracterizar un inhibidor, ya que permiten construir curvas de
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inhibicién, determinar el tipo de inhibicién y calcular el valor de la constante de
inhibicién Ki.

La Ki es un indicador cuantitativo clave de la potencia inhibitoria del
compuesto. Otro valor importante es su valor de ICso (concentracion inhibitoria
50), que representa la concentracién en la cual el inhibidor genera una inhibicién
del 50% de una determinada actividad enzimatica, usualmente a reaccién
completa (punto final). Una mayor actividad inhibitoria se refleja en valores mas
bajos de Ki e ICso. Sin embargo, el indicador cuantitativo principal es la Ki, ya que
es una medida de la afinidad de un determinado compuesto por la enzima y no
depende de la concentracién de sustrato como el ICso. Mientras la Ki es un
parametro constante para un compuesto especifico con una enzima, el valor ICso
es relativo y depende de la concentracion de sustrato utilizada en el ensayo. Si
se realizan cinco ensayos diferentes con concentraciones de sustrato variables,
un compuesto exhibira cinco valores ICso diferentes para la misma enzima
(Burlingham & Widlanski, 2003). De todas maneras, la determinacion del ICso es
mas simple y facilita la comparacién de la actividad de un determinado inhibidor
con otros reportados en la bibliografia, teniendo en cuenta las condiciones
empleadas para su calculo. El valor de ICso es la métrica mas utilizada en las
etapas iniciales de desarrollo de farmacos.

La distincion entre 1Cso y Ki se hace evidente cuando se consideran los
métodos utilizados para determinar estos valores. Para calcular el valor de Ki de
un inhibidor, es necesario medir las velocidades iniciales (Vo) de las reacciones
catalizadas por la enzima mientras se varia de forma independiente la
concentracion de sustrato [S] y la concentracion de inhibidor [I]. EI experimento
consiste en medir la Vo para un rango de concentraciones de sustrato frente a
una concentracion fija de inhibidor. Este proceso se repite varias veces,
normalmente cinco o seis, con diferentes concentraciones de inhibidor. Estos
puntos, que normalmente requieren de 75 a 100 mediciones de velocidad
individuales a realizarse por triplicado, se utilizan luego para determinar el valor
de Ki mediante un ajuste matematico con el modelo de MM adaptado
(Ecuaciones 2 y 3) (Burlingham & Widlanski, 2003).
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Por otro lado, los valores de ICso se obtienen con un esfuerzo
considerablemente menor. El valor ICso se determina a una sola concentracion
de sustrato mientras se varian las concentraciones de inhibidor. Dado que este
enfoque requiere solo alrededor del 15 - 20 % de los puntos de datos, es més
eficiente a la hora de probar una gran variedad de compuestos (Burlingham &
Widlanski, 2003).

Una vez que se obtiene los valores de inhibicién en funcién de la
concentracion de inhibidor, el valor de ICso se obtiene mediante la construccién
de una curva de ajuste denominada curva de dosis - respuesta. Para este fin, el
modelo matematico mas utilizado es el logistico de cuatro parametros, aunque
también se emplea el logaritmico simple. EI modelo logistico de cuatro
parametros permite describir de manera precisa un patron de respuesta
sigmoidal para los valores de inhibicidén, especialmente en casos donde hay una
fase de saturacién o una region de transicion gradual entre la ausencia y la
maxima inhibicién (Sebaugh, 2011). La curva esta descripta por la Ecuacion 4.
Este modelo, respecto al logaritimo simple, proporciona parametros adicionales
que pueden ayudar a caracterizar la inhibicibn enzimatica de manera mas

completa.

a—-b

= Loy +d (Ecuacioén 4)

En la Ecuacidn 4, Y es la respuesta o actividad (normalmente, porcentaje
de inhibicion respecto a una actividad sin inhibidor o basal) y X es la
concentracion. El valor a indica la asintota inferior o valor minimo y la asintota
superior es d, la parte superior de la curva o meseta superior. La inclinaciéon de
la porcidn lineal de la curva esta descrita por el factor de pendiente, b. El
parametro c es la concentracion correspondiente a la respuesta a medio camino
entre ay d (Sebaugh, 2011).
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1.4.3. Herramientas computacionales para el estudio de los
IEs

Los métodos computacionales de estudio de biomoléculas son
herramientas extremadamente Utiles que, actualmente, alcanzan casi todos los
aspectos del proceso descubrimiento de nuevos farmacos (Luque, 2018).
Empleando técnicas bioinformaticas, los investigadores pueden, por ejemplo,
examinar grandes bases de datos para encontrar moléculas de interés de
manera mas rapida y econdmica que basandose sbélo en los métodos
experimentales. Esto puede acelerar el desarrollo de farmacos mediante la
identificacion de posibles candidatos a farmacos y la optimizacion de sus
propiedades antes de sintetizarlos y probarlos en el laboratorio. La quimica
computacional también puede ofrecer modelos predictivos aplicados a la afinidad
de union y selectividad de compuestos de interés a objetivos especificos, asi
como sus perfiles farmacocinéticos y de toxicidad (Sliwoski et al., 2014).

Para el disefio y estudio de inhibidores enziméticos con potencial
terapéutico, se destacan dos técnicas computacionales: las simulaciones de
dinamica (DM) y de docking molecular (De Vivo et al., 2016). Estas herramientas
permiten simular y modelar el comportamiento de moléculas en su interaccién
con la enzima a través de ecuaciones, lo que facilita la representacion,
comprensidn y prediccion de diversas propiedades moleculares dinamicas, como
geometrias de interaccion, energias y otras. Si bien son técnicas aplicables a un
gran numero de sistemas y moléculas, son especialmente utiles en las proteinas

y péptidos.

1.4.3.1. Dinamica molecular

El objetivo tipico de un estudio de DM es simular el comportamiento de un
sistema bioquimico, entendido como las posibles configuraciones que el sistema
puede adquirir durante un determinado tiempo, normalmente en el orden de los
nano hasta microsegundos para un sistema compuesto por una proteina
rodeada de un solvente, como moléculas de agua. Entre muchos tipos diferentes
de técnicas de simulacion, la DM es la mas utilizada para investigar las
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propiedades estructurales, cinéticas y termodinamicas de las proteinas (Rizzuti,
2022).

La primera simulacién de DM de una proteina globular (inhibidor de la
tripsina pancreatica bovina) se reportdé en 1977 y dur6 9,2 ps (McCammon et al.,
1997). Esta proteina se simul6 sin solvente, es decir, en el vacio. Posteriormente,
en 1988, se simuld la misma proteina durante un tiempo mucho mayor (210 ps)
y en medio acuoso (Levitt & Sharon, 1988). Desde entonces, ha habido un
avance notable en el poder de computo, lo que permite ejecutar rutinariamente
simulaciones en proteinas significativamente mas grandes (Karplus & Kuriyan,
2005). Estas simulaciones se han utilizado para estudiar la funcién de las
proteinas, su estabilidad, las interacciones proteina-proteina, las reacciones
enzimaticas e interacciones farmaco-proteina, asi como las proteinas de
membrana (Sinha et al., 2022). En la siguiente figura (Figura 19) se muestra una
representacidén de un sistema compuesto por una proteina globular solvatada en

medio acuoso sometido a una simulacién durante 100 ns.

Figura 19: Simulaciéon de una proteina en soluciéon: modelo de a-glucosidasa de S. cerevisiae

(dorado) rodeada por =15,000 moléculas de agua (rojo). El sistema de simulacién consta de =
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50 000 atomos, incluidos los iones de sodio (esferas). Imagen elaborada con el programa DS
Visualizer (BIOVIA).

Para describir y predecir el comportamiento de las moléculas se utiliza la
teoria de la mecéanica clasica. El objetivo es resolver las ecuaciones de
movimiento newtonianas para cada atomo en el sistema y obtener informacion
sobre las propiedades y el comportamiento del sistema en funcién del tiempo.
En esencia, es una técnica de muestreo de posiciones para un sistema
multiatdmico, que predice el movimiento de los atomos en funcion de las fuerzas
interatomicas y las interacciones moleculares en las que estan involucrados
(Rizzuti, 2022).

Las fuerzas involucradas en el sistema se calculan utilizando un conjunto
de expresiones matematicas y parametros que describen las interacciones entre
los atomos, llamadas campo de fuerzas (CF). Estos campos incluyen los
parametros quimicos y fisicoquimicos para los tipos de atomos del sistema, las
interacciones intra e inter-atomicas, electrostaticas y las fuerzas de Van der
Waals, entre otros pardmetros, que se utilizan para simular el sistema. La
Ecuacién 5 representa la forma funcional tipica de un CF. Se describe la
variacion de la longitud y angulo de enlace utilizando un potencial armonico,
ademas del cambio de energia a medida que rota un enlace (potencial torsional),
y un cuarto término representa las interacciones no-enlazantes. Para éstas
ultimas, se utiliza normalmente el potencial de Coulomb para las interacciones

electrostaticas y el de Lennard-Jones para las de Van der Waals.

r / k).i . k X 2 Vn
V (1"“‘) = Z ; {k— f,t.u)z & Z 3 (0; — 0i0)" + Z 9 (1 + cos(nw — 7))

enlaces angulos torsiones
N N
z 12 g .
CT-” (T,} (h(]}
+2 3 (4[(G) -G ]+ dreny
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i=1 j=i+l L] t) 0%

(Ecuacidn 5)

Se han desarrollado diversos campos de fuerzas, agrupados en tres
modelos moleculares principales: modelo todo-atomo (del inglés, all-atom), de
grano grueso (CG, del inglés coarse-grain) y modelos mixtos all-atom / grano

grueso.
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El modelo molecular all-atom es el mas detallado y preciso. En este
enfoque, se representa cada atomo de la molécula de manera individual,
teniendo en cuenta sus interacciones especificas. Esto permite una descripcidén
mas precisa de las propiedades estructurales y dinamicas de las biomoléculas.
Sin embargo, debido a su nivel de detalle, estos modelos requieren un poder
computacional mas alto y pueden limitar el tamafno y el tiempo de simulacién.
Por otro lado, el modelo de grano grueso reduce la complejidad del sistema al
agrupar varios atomos en unidades mas grandes, conocidas como "granos".
Estos granos representan regiones funcionales de la molécula, lo que permite
una simulaciéon a mayor escala (tanto en dimensiones de la molécula como en
tiempo) con menor costo computacional. Aunque el modelo de grano grueso
pierde parte de la resolucion atomica, es util para estudiar fenomenos
moleculares en sistemas de que involucran un gran numero de moléculas, como
complejos de proteinas de membrana. Finalmente, los modelos mixtos combinan
lo mejor de ambos enfoques. En estas simulaciones, se utilizan modelos all-atom
para regiones criticas o detalladas de la molécula, mientras que se emplea un
enfoque de grano grueso para las regiones menos relevantes o para reducir la
carga computacional. Esto permite un equilibrio entre precision y eficiencia
computacional, siendo especialmente Gtil para estudiar sistemas mas grandes y

complejos (Sinha et al., 2022).

Para las simulaciones all-atom existen varios tipos de campos de fuerza
disponibles, como AMBER, CHARMM, GROMOQOS, OPLS, entre otros. Cada uno
tiene su propio conjunto de parametros y aproximaciones, y su eleccién depende
del sistema y las moléculas especificas que se estén estudiando. Para la
simulacion de proteinas y polipéptidos, el campo de fuerza més utilizado es el
ff19SB de AMBER (junto con las versiones anteriores ff14SB y ff99SB) que fue
parametrizado especificamente para estas biomoléculas y ha demostrado que
reproduce con precision datos experimentales como cambios quimicos de RMN
y estructuras cristalograficas (Tian et al., 2020; Maier et al., 2015). Para CG, uno
de los modelos mas populares es el campo de fuerza MARTINI para proteinas
de membrana, en el cual varios &tomos en la proteina y los lipidos se aproximan

como una sola particula, y cuatro moléculas de agua se tratan como una sola
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particula (conocido como mapeo de una particula por cada cuatro, 0 4:1), aunque
las particulas pueden diferir en su polaridad o hidrofilicidad (Marrink et al., 2017).

La definicion del CF que se aplicara a los componentes del sistema se
realiza al momento de iniciar una simulacion. Se definen también las velocidades
y direcciones iniciales de los atomos, normalmente de manera aleatoria. Estas
condiciones iniciales pueden basarse en estructuras experimentales o modelos
tedricos. A partir de estas posiciones y velocidades iniciales, se integran las
ecuaciones de Newton para calcular las trayectorias y las velocidades de los
atomos al pasar de un momento determinado al siguiente, luego de transcurrido
un salto de tiempo seleccionado para la simulacién. Durante la simulacion, se
calculan las fuerzas entre los atomos en cada paso de tiempo utilizando los
potenciales de fuerza previamente definidos (Hollingsworth & Dror, 2018).
Ademas de las fuerzas interatomicas, se pueden tener en cuenta otros factores,
como la temperatura y la presion, mediante la aplicacién de técnicas de
termostato y barostato que mantienen el sistema en condiciones controladas.
Para el termostato, una técnica comun es el termostato de Langevin, que aplica
una fuerza estocéstica a las particulas del sistema para simular la interaccién
con un bafno térmico. Esto permite que el sistema alcance una temperatura
deseada y se mantenga estable durante la simulacién. Otra técnica popular es
el termostato de Nose-Hoover, que utiliza una serie de grados de libertad
adicionales para regular la temperatura. Este termostato ajusta las velocidades
de las particulas en funcidon de las desviaciones de la temperatura deseada, lo
que permite un control mas preciso (Ke et al., 2022).

En cuanto al barostato, se utilizan diferentes técnicas para controlar la
presion en el sistema. Una de ellas es el barostato de Parrinello-Rahman, que
aplica una tension a la caja de simulacién para mantener la presién deseada.
Esta técnica ajusta las dimensiones de la caja y las velocidades de las particulas
para lograr un equilibrio entre la presion interna y externa. Es muy comun el uso
de un barostato isotérmico-isobarico (NPT), que combina el control de
temperatura y presion en una sola simulacion mediante la aplicacion de un

termostato y un barostato simultdneamente (Ke et al., 2022).
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Una simulacion determinada puede realizarse utilizando diversas
plataformas y conjuntos de algoritmos especificos para tal fin, como GROMACS,
AMBER, vCHARMM, DL_POLY, NAMD o LAMMPS. A continuacién, se resumen
los pasos principales de un protocolo para realizar una simulacién de DM de un
sistema enzima-ligando (Braun et al., 2019):

1. Preparacion del sistema y parametrizacién: El primer paso es la
preparaciéon del sistema de interés. Normalmente se parte de un modelo
tridimensional obtenido mediante técnicas experimentales de resolucién de
estructura como la cristalografia de rayos X, o proveniente de otro estudio
computacional como modelado o docking molecular. A esta estructura se le
aplica el campo de fuerza seleccionado. De esta manera, se genera un archivo
qgue contiene la informacion sobre atomos, tipos de enlaces y parametros que
empleara el algoritmo para realizar los calculos de energia durante la simulacion,

llamado topologia del sistema (Ramos et al., 2021).

En este paso se suele realizar también el proceso de solvatacion del
sistema, para los casos en los que se quiera el estudiar el comportamiento de
moléculas 0 macromoléculas en agua o algun otro solvente. Se debe definir un
contenedor virtual para el sistema llamado caja de simulacion, que pueden
presentar distintos tamanos y geometrias (cubica, octaedro truncado,
dodecaedro rombico o prisma hexagonal). Dentro de este contenedor se
encuentra el sistema a estudiar y, a través de un algoritmo, se adicionan las
moléculas de solvente rellenando la caja. El solvente puede haber sido creado
especificamente para la simulacion que se quiere realizar o, mas comunmente,
se utiliza un modelo predeterminado de moléculas de agua, como el modelo
TIP3P (del inglés, Transferable Intermolecular Potential 3 Points). Se trata de un
modelo de tres puntos rigido ampliamente empleado para biomoléculas y el mas
empleado en el caso de simulaciones AMBER por su compatibilidad con estos
campos de fuerza (Harrach et al., 2014; Florova et al., 2010). También se pueden
adicionar iones y contraiones para crear condiciones especificas para la

simulacion.

La definicién de la caja de simulacion implica la imposicion de un limite

(borde) para el movimiento de las moléculas, y la interaccion con los bordes
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puede ser determinante para los resultados de la simulacién. Para evitar
perturbaciones debidas al efecto del borde se aplican, durante la simulacion,
condiciones periddicas de contorno (CPC). Esta técnica permite simular
sistemas infinitos o0 extensos mediante la repeticién periddica de una caja de
simulacion finita. De esta manera, se simula el sistema como un sistema ficticio
que se extiende indefinidamente en todas las direcciones. Cuando un atomo
atraviesa un limite de la caja de simulacién, aparece en el lado opuesto como si
fuera una imagen reflejada. Esto se logra aplicando transformaciones a las
coordenadas de las particulas para asegurar que se mantengan dentro de la caja
principal. La geometria de la caja que se seleccione no tiene grandes
implicancias en el comportamiento del sistema (Wassenaar & Mark, 2005).

2 Minimizaciéon: Una vez definida la topologia del sistema, se le
aplica una minimizacién energética (también llamada relajacién) para eliminar
choques estéricos u otras irregularidades estructurales. El objetivo es encontrar
configuraciones del sistema que representen puntos minimos de energia
potencial, es decir, estados estables. La energia potencial es una funcion multi-
dimensional de las coordenadas, conocida como superficie de energia potencial.
La funcién de energia potencial presenta, en general, varios minimos locales y

uno global (Braun et al., 2014).

Para encontrar un minimo, el algoritmo mas comunmente utilizado, tanto
en dindmica molecular como en protocolos de machine learning, es el algoritmo
de descenso de gradiente (del inglés, steepest descent). Este algoritmo se basa
en calcular y seguir la direccidn del gradiente negativo de la energia potencial
del sistema para encontrar minimos locales. El proceso implica iteraciones en
las que se actualizan las posiciones de las particulas en funcién del gradiente
negativo de la energia. En cada iteracién, se calcula el gradiente de la energia
respecto a las coordenadas de las particulas y se realiza un paso (modificacidén
de las posiciones) en la direccidon opuesta al gradiente multiplicado por un factor.
Este factor se ajusta luego para controlar la velocidad de convergencia y evitar
oscilaciones indeseadas. Este algoritmo es ampliamente utilizado debido a su
eficacia y facil implementacion. Sin embargo, en sistemas mas complejos y con

superficies de energia potencial rugosas, puede ser necesario recurrir a
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algoritmos mas avanzados, como ser el método del gradiente conjugado, que es
mas eficaz en la zonas de minimo (Mackay et al., 1989). En algunos casos, se
pueden aplicar enfoques mas sofisticados que combinen la minimizacién de
energia con otros métodos de optimizacion, como el recocido simulado (del
inglés, simulated annealing) o el muestreo Monte Carlo, para explorar el espacio
conformacional de manera mas eficiente y evitar minimos locales (Nayeem et
al., 1991).

En la Figura 20 A se muestra un ejemplo de minimizacion energética para
todos los atomos de un sistema aplicando un protocolo de minimizacion
combinado de descenso de gradiente y gradiente conjugado con 1000

iteraciones.
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Figura 20: Procesamiento del sistema previo a la corrida de produccién de una simulacién de
dindmica molecular. A. Disminucion de la energia total del sistema luego de una minimizacion
de 100 ps B. Ajuste progresivo de la temperatura hasta 300 K mediante una termalizacién de 20
ps. C. Correccién de la densidad del sistema en una fase de equilibrado de 200 ps.
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3 Termalizacion: Luego de definir la topologia del sistema y asignar
velocidades iniciales, se suele aumentar gradualmente la temperatura inicial
para establecer una distribucion adecuada de energia cinética entre las
particulas. Para esto se selecciona y aplica un termostato y se somete el sistema
a una simulaciéon breve, donde la temperatura se incrementa de manera
controlada y gradualmente desde un valor inicial hasta la temperatura de
equilibrio deseada, de manera de ayudar al sistema acomodarse al salto térmico
total (Gallo et al., 2009). Esto facilita que las propiedades y comportamientos
observados luego en la simulacién sean representativos de las condiciones
termodinamicas deseadas evitando ciertas desviaciones debidas a una
inicializacion inadecuada del sistema. Los programas utilizados como AMBER o
LAMMPS incluyen médulos especificos para realizar el paso de termalizacion.
En la Figura 20 B se muestra un ejemplo de la variacion de la temperatura luego
de una termalizacién de 20 ps para alcanzar una temperatura de 300 K.

3. Equilibrado: Una vez que se llevd el sistema a la temperatura de
interés, se realiza una simulacién breve (aprox. 1 ns) bajo condiciones similares
a las que se utilizardan en la simulacion de mayor duracién (corrida de
produccién). Este paso se conoce como equilibrado del sistema. Aqui, la
temperatura y la presién son constantes, y el objetivo principal es lograr que el
sistema ajuste su densidad, que normalmente aumenta progresivamente luego
de cada salto de tiempo hasta llegar a un valor de equilibrio (Braun et al., 2014).
En la Figura 20 C se muestra un ejemplo de ajuste de la densidad del sistema
en una fase de equilibrado de 200 ps.

4. Corrida de produccion: Una vez que el sistema se encuentra a la
temperatura y densidad indicadas, se puede ejecutar la corrida de produccion.
Esta fase es la de mayor duracién y costo de calculo, siendo una corrida tipica a
partir de los 100 ns. A partir de los resultados de esta fase se derivan las

conclusiones y analisis principales del experimento computacional.

En esta etapa, las condiciones de simulacién no difieren de las utilizadas
en la fase de equilibrado, por lo que se podria pensar que estas dos fases pueden
juntarse en una sola. En realidad, el ajuste de la densidad no puede ocurrir en la
mayoria de las corridas de produccién por el tipo de hardware que se utiliza para
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realizarlas. Por el alto costo de cédmputo que implican, para las simulaciones de
varios ns los programas actuales aplican médulos que les permiten derivar parte
de los célculos a la Graphics Processing Unit o GPU. Para tal fin, el paquete
AMBER lanz6 en 2011 su mdédulo pmemd.cuda, que desde entonces ha sido
perfeccionado para replicar eficazmente los resultados que se obtienen al
ejecutar todos los calculos en la CPU (del inglés, Central Processing Units) (Lee
et al., 2018). Ambas unidades tienen diferencias fundamentales en su estructura
de célculo, siendo la GPU mas rapida en términos de poder de calculo crudo
(Friedrichs et al., 2009). De todas maneras, algunas operaciones sélo las realiza
de manera correcta la versiéon del codigo que emplea la CPU. Una de éstas es
la correccién de la densidad del sistema, ya que el cédigo para simular en GPU
no reorganiza automaticamente las celdas de la cuadricula. Es por esto que la
fase de equilibrado debe ejecutarse utilizando el cédigo tradicional que realiza
calculos s6lo con la CPU para luego correr la fase méas larga de la simulacion
utilizando el cédigo adaptado a la GPU.

5 Analisis: Finalmente, se analizan los resultados de la corrida de
produccién. A lo largo de la simulacién, el programa registra sistematicamente la
disposicion espacial y velocidad de todos los atomos luego de un determinado
numero de pasos indicado por el usuario. Esto resulta en un numero de
estructuras llamadas trayectorias que tienen una relacion secuencial y permiten
estudiar la evolucion del sistema. Sobre las trayectorias se aplican una serie de
analisis para extraer resultados y elaborar conclusiones sobre las propiedades

dinamicas del sistema.

De todas maneras, se debe inicialmente evaluar la calidad del modelo
dinamico obtenido a partir de la simulacién. Para esto se evaluan una serie de
variables como la evolucién de la energia cinética y total, temperatura y presion
a lo largo de la simulacion, para las cuales se busca que mantengan valores
estables en el tiempo. Ademas de éstas (que se evaluan de manera estandar
también en las etapas de preparacion) el interés principal para una corrida de
produccién es lograr que los cambios conformacionales que ocurren por
interaccién entre los atomos conduzcan a una estructura o un conjunto de

estructuras estables para elaborar conclusiones a partir de ellas.
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La variable mas utilizada para evaluar los cambios estructurales de
macromoléculas luego de una simulaciéon es la desviacion cuadratica media
RMSD (del inglés, Root-mean-square deviation) de las coordenadas atomicas,
que es una medida de la distancia promedio entre todos los 4&tomos de dos
estructuras, que son, normalmente, la estructura inicial de referencia y la
obtenida luego de un determinado tiempo de simulacién y tiene unidades de
distancia (A tipicamente). Se puede calcular utilizando programas que aplican la
siguiente ecuacion sobre los atomos del sistema (Ecuacion 6), donde xi e yi son
las coordenadas del atomo i y el atomo en la estructura de referencia
correspondiente, con N siendo el nUmero total de atomos en el sistema (Kumar
et al., 2021):

RMSD = \/%Z{Vﬂ |xi — yi|? (Ecuacion 6)

Cuando se analiza la evolucién del RMSD a lo largo del tiempo de
simulacion, es deseable que éste alcance la convergencia entorno a un
determinado valor, lo que es indicio de que los cambios estructurales condujeron
el sistema hacia un punto de estabilidad estructural. En Figura 21 se muestra un
ejemplo de grafico de RMSD para diversas proteinas en agua, producto del
trabajo Zhang et al. (2019). Aqui se observa, por ejemplo, que la estructura de la
proteina salvaje (en inglés, wild-type o wt) (C1C2-WT) se estabiliza luego de
unos 200 ns de simulacién, pasando una fase de reacomodamiento estructural
entre los 75 y 175 ns aproximadamente. Al contrario, otras proteinas como la
ER-TC sufren cambios conformacionales (variaciones o saltos en los valores de
RMSD) adn luego de los 250 ns.
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Figura 21: Desviacion cuadratica media (RMSD) vs. tiempo de simulaciéon de una serie de

proteinas quiméricas estudiadas por Zhang et al., 2019 (figura adaptada).

Con respecto a los cambios conformacionales del sistema simulado, es
importante conocer el comportamiento de ciertos residuos especificos. Aun
cuando el grafico de RMSD indica una convergencia estructural, ciertas zonas
de la macromolécula o del complejo pueden presentar variaciones. Esto es
comun en las zonas de loops. Para encontrar estos sitios de mayor variacion
puntual se recurre al calculo de otra variable cuyo calculo es similar al del RMSD,
pero muestra la variacion de residuos especificos, llamada fluctuacion cuadratica
o RMSF. Este andlisis permite observar la movilidad promedio del backbone de
cada residuo a lo largo de la dinamica y se realiza con Ecuacion 7, donde tes el
numero de estructuras a evaluar, T el numero total de estructuras, t' es la
estructura de referencia y r es la posicion del atomo a evaluar. Los valores
calculados para cada residuo suelen graficarse junto con el numero de residuo

para evidenciar zonas de mayor o0 menor movilidad.

T —1r(tr
RMSF = \/Zfﬂ'r(’? T (Ecuacion 7)

La Figura 22 muestra el RMSF en funcién del numero de residuo obtenido
por Kumar et al. (2021) al simular la enzima anhidrasa carbdénica SazCA a
diferentes temperaturas. Este analisis les permitié identificar seis residuos
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altamente flexibles (98, 99, 100, 101, 145 y 207) que fueron destacados por la
mayor flexibilidad y degradacion estructural de SazCA a temperaturas elevadas.

Sllllllllllllllllllllllllllllllllll

RMSF [A]
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0
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Residuo

Figura 22: RMSF de la anhidrasa carbénica SazCA simulada a diferentes temperaturas.
Adaptado de Kumar et al. (2021).

Una vez que se evalué si el sistema alcanza cierta estabilidad estructural
con la simulacién, se procede a realizar analisis mas especificos que apunten a
elaborar las conclusiones para las cuales se llevo a cabo el experimento. Los
analisis que se pueden realizar son muy numerosos y dependen mucho del
fenémeno que se pretende estudiar. Un primer analisis es la observacién visual
de la evolucion del sistema. Este puede realizarse empleando un programa de
visualizacion de trayectorias como el Visual Molecular Dynamics (VMD)
desarrollado por la Universidad de lllinois (Humphrey et al., 1996). Normalmente
se busca evaluar el comportamiento de determinados atomos o moléculas a lo
largo de la simulacién, en particular de los que involucran interaccion enzima-
ligando cuando se trata de un inhibidor enzimatico. Para evaluar esta interaccion
se puede medir la evolucidn de la distancia entre dos particulares atomos o entre

un atomo y un residuo, por ejemplo, ademas de la evolucién de la formacion de
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puentes de hidrégeno utilizando médulo donde se suele indicar el angulo y
distancia para determinar la presencia o ausencia de un puente (Omar, 2020).

Un tipo de analisis muy util a los fines de comprender la interaccion
enzima-ligando es el calculo de la energia libre tedrica de interaccién (AG), ya
que es una medida de la fuerza de atraccién entre ambas moléculas y puede
estimarse de manera global o de manera especifica para cada residuo

involucrado en la interaccion.

Existen diversos métodos para realizar este calculo, siendo los mas
comunes el método MM/GBSA (del inglés, molecular mechanics generalized
Born surface area) y el MM/PBSA (del inglés, molecular mechanics Poisson—
Boltzmann surface area), que normalmente calculan una energia promedio
utilizando un conjunto de estructuras tomadas a partir de una trayectoria
estabilizada. Ambos pueden realizarse utilizando el paquete AMBER. Estos
métodos permiten estimar la afinidad de unién entre el enzima y el inhibidor.
Ambos involucran un enfoque de mecanica molecular para calcular la energia de
interaccién entre las moléculas del sistema y un solvente implicito. EI método
MM/GBSA se basa en una descomposicion de la energia libre de Gibbs en
términos de energias de enlace, energias de solvatacion y términos entrdpicos.
Por otro lado, el método MM/PBSA utiliza una aproximacion similar, pero
incorpora célculos basados en el modelo de solvente Poisson-Boltzmann, que
implica resolver la ecuacion correspondiente que demanda mayor tiempo de
coémputo. Esto no implica que el método MM/PBSA ofrezca mejores resultados,
ya que esto depende del sistema en particular y se ha demostrado que en
muchos casos el método MM/GBSA resulta mas preciso (Hou et al., 2011; Yang
et al., 2011; Genheden & Ryde, 2015).

1.4.3.2. Clustering

Para analizar la configuracién de un sistema luego de una simulacién, es
practico poder disponer de una estructura particular sobre la cual elaborar
conclusiones, pero las estructuras que se generan con dinamica molecular son
muchas y distintas entre si. Por este motivo, se recurre a algoritmos que permiten

identificar las configuraciones mas probables adoptadas por el sistema durante
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una corrida de produccién, ademas de subconjuntos estructurales relevantes,
normalmente asociandolas en grupos (en inglés, clusters) segun su similitud,
siempre partiendo de estructuras extraidas dentro de una regidn estabilizada de
la simulacién. Los algoritmos que se pueden emplear para un andlisis de
clustering son muchos, tienen distintas caracteristicas y no son proprios de la
quimica computacional, ya que se emplean ampliamente en otros campos de la

bioinformatica y el machine learning (Abramyan et al., 2016).

Uno de los métodos de clustering mas utilizados es el método k-means.
Este algoritmo agrupa un conjunto de datos (en este caso coordenadas
atdbmicas) en k grupos distintos. El objetivo es minimizar la distancia entre los
puntos dentro de cada grupo y maximizar la distancia entre los grupos. El
algoritmo comienza seleccionando k centros iniciales de manera aleatoria y
luego asigna cada punto al grupo cuyo centro esté mas cercano. A continuacion,
se actualizan los centros de cada grupo tomando como referencia los puntos
asignados. Este proceso se repite iterativamente hasta que se alcanza un criterio
de convergencia, generalmente cuando la asignacién de puntos ya no cambia
significativamente. Al final, se obtienen k grupos que representan conjuntos de

puntos similares (De Paris et al., 2015).

El método k-means es muy utilizado debido a su simplicidad y eficiencia
computacional. Sin embargo, su resultado puede depender mucho de la
inicializacion de los centros y converger a éptimos locales en lugar de la solucion
global éptima. Por este motivo y segun las caracteristicas cada simulacién en
particular, se pueden emplear métodos superiores como el clustering jerarquico,
que construye una jerarquia de clusters mediante la agrupacion sucesiva de
puntos o grupos similares (De Paris et al., 2015). Estos algoritmos son utilizados
ampliamente también en las técnicas de screening virtual y de docking molecular,

como se vera a continuacion.

1.4.3.3. Docking molecular

Otra herramienta computacional extensamente empleada en
farmacologia es el docking molecular, que comparte algunos algoritmos con la

dinamica molecular, aunque su uso tiene una aplicaciébn mas especifica. Esta
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técnica se utiliza para predecir y analizar la interacciébn entre una molécula
(ligando) y una macromolécula (generalmente una proteina). El objetivo principal
del docking molecular es determinar cdmo se unen y se encajan el ligando y la
proteina a nivel tridimensional, prediciendo la afinidad y la geometria de la
interaccion. Se utilizan algoritmos y métodos de muestreo que evaluan diferentes
conformaciones y orientaciones del ligando en el sitio de interés de la proteina
para encontrar la interacciéon mas probable (Meng et al., 2011). Mientras que la
DM simula el movimiento y la dindmica de las moléculas, los estudios de docking
se enfocan en el analisis de la interaccion especifica entre una molécula y una
macromolécula objetivo, utilizando modelos ampliamente parametrizados vy
aplicando rigidez a las moléculas para reducir la dificultad de cédmputo, en
comparacién con las simulaciones de DM. La implementacion principal que
tienen estos algoritmos es en estudios de screening virtual de bibliotecas de
compuestos o en la prediccion de configuraciones de unién de ligandos para los
casos en los que no se dispone de estructuras experimentales para el complejo.

El docking molecular es una combinacién de dos procesos: uno en el cual
se realiza la exploracién del espacio conformacional (que incluye todas las
configuraciones posibles del complejo ligando-receptor) mediante la
implementacion de algoritmos de muestreo (funcién de busqueda); y otro con el
cual se evallua la afinidad de union de cada complejo (pose 0 modo de unién) y
se asigna un puntaje (score) a cada pose, para poder seleccionar las mas
probables entre las predichas (mayor puntaje). A pesar de ser algoritmos
diferentes, pueden estar significativamente correlacionados debido a que las
funciones de puntaje a menudo guian el método de muestreo (Crampon et al.,
2022). Los métodos de muestreo pueden ser sistematicos o estocasticos. En los
sistematicos, el muestreo se realiza en intervalos predefinidos y de manera
deterministica. En los estocasticos, en cambio, la exploracién del espacio
conformacional es aleatoria, y el algoritmo realiza alteraciones en ciertas
variables del sistema hasta cumplir con una condicion establecida por el usuario.
También se pueden clasificar como métodos globales, que buscan
configuraciones con el minimo global de energia dentro del espacio de muestreo
definido; y métodos locales, que se centran en encontrar minimos energéticos

cercanos a la conformacion inicial (Huang & Zou, 2010).
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La funcién de puntaje, también conocida como funcién de energia o
funcion de afinidad, es una medida cuantitativa que evalla la calidad de la
interaccién entre el ligando y el receptor en una determinada conformacion. Esta
funcion calcula un puntaje que refleja la energia o el grado de
complementariedad entre las superficies de interaccién del ligando y el receptor.
El objetivo de la funcién de puntaje es discriminar entre las conformaciones del
ligando y seleccionar aquellas que tienen una mayor probabilidad de representar
la conformacién de union correcta. Las funciones de puntaje pueden basarse en
términos de energia, solvatacién, fuerzas estéricas, puentes de hidrégeno,
fuerzas electrostaticas, entre otros (Jain, 2006).

1.4.3.4. Método HADDOCK

Existen multiples programas y procedimientos para realizar un estudio de
docking, asi como servidores y servicios para ejecutarlos de forma on-line. Para
el docking de pequefnas moléculas con proteinas, uno de los programas mas
empleados es el AutoDock Vina desarrollado por el Center for Computational
Structural Biology (California, USA) (Eberhardt et al., 2021). Para interaccién
péptido-péptido, proteina-péptido o proteina-proteina, en cambio, es muy
utilizado un método de docking especializado para complejos macromoleculares
(Saponaro et al., 2020), llamado HADDOCK (del inglés, High Ambiguity Driven
protein-protein DOCKing) desarrollado por el Computational Structural Biology
(Utrech, Paises Bajos) (Dominguez et al., 2003), que esta disponible a través de

un portal web.

La aplicacién especial de HADDOCK para interacciones proteina-proteina
se relaciona con los fundamentos del método. El docking proteina-péptido o
proteina-proteina suele ser mas desafiante que el de pequenas moléculas
debido a la mayor flexibilidad y nimero de grados de libertad involucrados.
HADDOCK ha demostrado su alto rendimiento y confiabilidad para abordar estos
desafios (Vangone et al., 2016). Este algoritmo emplea informacién experimental
como restricciones a interacciones ambiguas al momento de realizar el
muestreo. El procedimiento incluye una etapa de orientacién inicial aleatoria de
los complejos de proteinas en el sitio de unidén (seleccionado por el usuario),

seguido de una minimizacién energética, donde las moléculas se tratan como
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cuerpos rigidos (etapa it0), lo que resulta en la generacion de 1000 estructuras
complejas, para luego proseguir con una simulacién semi-flexible de los 200
mejores modelos realizando un Recocido Simulado (Simulated Annealing) en el
espacio de torsién (etapa it1). Este ultimo algoritmo, que es ampliamente
utilizado en modelado molecular, consiste en elevar la temperatura
progresivamente para descontracturar las estructuras, para luego volver a enfriar
el sistema y dejarlo reacomodar. Finalmente, se realiza un refinamiento de los
modelos teniendo en cuenta la presencia de agua como solvente explicito (etapa
water). En esta etapa se permite a las cadenas laterales de los aminoacidos
moverse libremente. Las configuraciones finales se puntian segun una
combinacién lineal de términos energéticos y empiricos cuyos pesos dependen
de la etapa del protocolo de HADDOCK (Ecuacién 8 a,b,c). El calculo combina
interacciones electrostaticas (Eelec) y de Van der Waals (Evdw) del campo de
fuerzas OPLS, con una estimacion de la superficie accesible del solvente (BSA
por buried surface area), asi como términos empiricos relacionados con la

desolvatacion (Edsolv) y las restricciones impuestas (EAIRS).

a. it0: score = 0.01 EvdW + 0.1 Eelec + 1.0 Edesolv—-0.01 BSA + 0.01 EAIR (Ecuacion 8a)
b. it1: score = 1.0 EvdW + 1.0 Eelec + 1.0 Edesolv—0.01 BSA + 0.1 EAIR (Ecuacion 8b)
c. water: score = 1.0 EvdW + 1.0 Eelec + 1.0 Edesolv + 0.01 EAIR (Ecuacion 8c)

El HADDOCK es un ejemplo de algoritmo de docking molecular que se
puede clasificar como semi-rigido (0 semi-flexible). En este tipo de protocolos,
que se diferencian de los de docking rigido, se permite el movimiento o
flexibilidad de ciertas regiones, normalmente del receptor, como ocurre en
simulaciones de DM (Andrusier et al., 2009). Si bien esto afecta el costo
computacional del estudio, mejora la prediccidn, especialmente para
macromoléculas. Las pequefias moléculas suelen tener estructuras mas rigidas,
pero las macromoléculas como proteinas y péptidos tienen muchos grados de
libertad para el movimiento de, por ejemplo, las cadenas laterales de los aa. El
programa HADDOCK permite asignar flexibilidad a residuos especificos
indicados por el usuario al momento de configurar la predicciéon. Para el caso en
el que el ligando es un péptido, se puede establecer flexibilidad tanto en residuos
especificos del receptor como en los del ligando, lo que permite mejorar el
modelo.
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1.4.3.5. Combinacion de DM y docking

La DMy el docking son dos enfoques complementarios en la investigacion
y el disefio de farmacos. En este proceso, es muy comun el uso de la DM para
corroborar y perfeccionar predicciones realizadas mediante calculos de docking
(Sakano et al., 2016). El docking es especifico para predecir configuraciones de
unién de un ligando, pero se centra en las interacciones moleculares en un
momento especifico y en estructuras rigidas o semirigidas, mientras que la DM
simula el movimiento y la evolucién del sistema a lo largo del tiempo. Al combinar
ambas técnicas, se pueden examinar los cambios conformacionales de la
prediccion de unidn realizada mediante el docking, su estabilidad y la dinamica
de las interacciones, y obtener informacién adicional sobre la energia libre de
unién. Ademas, se pueden ajustar los modelos predichos. Cavalli et al. (2004),
por ejemplo, demostraron que una serie de simulaciones all-atom de sélo 2,5 ns
utiizando el campo de fuerza AMBER, fueron capaces de discriminar entre
complejos estables y no estables obtenidos por docking molecular, luego de
compararlos con las respectivas estructuras experimentales. Estos autores
estudiaron el caso de la union del inhibidor no competitivo de la enzima hAChE
en el PAS. Resultados similares fueron obtenidos por Park et al. (2004) al
estudiar los complejos formados por las enzimas CKD2 y CKD4 con inhibidores
enzimaticos. En este caso, la DM fue efectiva para determinar la mayor
estabilidad de los complejos formados por la CKD4 con los inhibidores en
comparacién con los formados por la CKD2, debida a una menor accesibilidad
del solvente en esta ultima. Este trabajo es ejemplo del gran potencial de las
simulaciones de DM para estudiar comportamientos dinamicos en comparacion
con estudios de docking, ya que la accesibilidad del solvente en las estas
variantes de las enzimas CKD depende de la diferente flexibilidad de una regién
de loop.

Finalmente, ademas de mejorar el estudio de la estabilidad de un
complejo, la DM aplicada a resultados de docking permite mejorar la estimacion
de la energia de unién para el complejo-receptor ligando. Las funciones de
puntacién de los programas de docking ofrecen muchas veces una estimacién
de esta energia, pero se trata calculos limitados debido, principalmente, a la
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escasa exploracion del espacio conformacional y a las aproximaciones relativas
al solvente. Liu et al. (2022) compararon las predicciones realizadas por métodos
basados en docking y DM con valores experimentales para una variedad de
complejos. Si bien encontraron buenas correlaciones para las predicciones
basadas en docking en complejos de inhibidores de las enzimas CDK8, c-Met,
Eg5 y TNKS2, con valores de R de Pearson entre 0.394 y 0.852, el muestreo
adicional proporcionado por la simulacion de dinamica molecular (MD) condujo

a una mejora significativa en la estimacion.
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Objetivos

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

El objetivo general de este trabajo es el desarrollo, mediante estrategias
quimicas, biotecnoldgicas y computacionales, de compuestos peptidicos y
derivados con potencial terapéutico para el tratamiento de la enfermedad de
Alzheimer y otras patologias que causan deterioro cognitivo.

2.2. Objetivos especificos

o Disenar y sintetizar mediante la quimica Fmoc, quimiotecas de
analogos peptidicos y peptidomiméticos partiendo de péptidos con comprobada
actividad inhibitoria de las enzimas AChE y BChE, principales blancos
moleculares en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.

o Evaluar la capacidad inhibitoria de los péptidos sintetizados y
determinar las caracteristicas cinéticas de su inhibicion frente a la enzima
modelo EeAChE: tipo de inhibicidén, constante cinética de inhibicién Kiy

reversibilidad de la inhibicion.

o Realizar estudios teéricos de docking flexible y simulaciones de
dinamica molecular con los péptidos de mayor interés, a fin de comprender
mejor sus caracteristicas inhibitorias y plantear las modificaciones quimicas

mas convenientes.

o Extender los estudios de inhibicién, tanto experimentales como
computacionales, a las humanas de AChE y BChE expresadas de manera

recombinante.

o Estimar la toxicidad de los analogos de mayor interés, para

mejorar el conocimiento sobre su potencial uso terapéutico.
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o Evaluar otras propiedades de interés para compuestos frente a la

enfermedad de Alzheimer y otras patologias neurodegenerativas.
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Materiales y métodos

3. MATERIALES Y

METODOS

3.1. Diseno y sintesis de las moléculas

3.1.1. Estrategia de disefo racional de analogos

Inicialmente, se tomé el péptido Hp-1935 de 19 aa, aislado y caracterizado
previamente por el grupo de trabajo (Siano et al., 2014) como secuencia de base
para la generacion de andlogos peptidicos. De esta manera, se disefaron y
evaluaron una serie de analogos mas cortos con el objetivo de determinar la
porcidn responsable de la actividad inhibitoria. De esta manera, se busco obtener
una secuencia mas corta para luego mejorar la actividad a partir de sustituciones

aminoacidicas.

Se considerd al péptido Hp-1935 como una buena secuencia para la
generacion de analogos debido a que en estudios previos habia mostrado una
moderada actividad inhibitoria de la AChE y baja toxicidad en ensayos de
hemdlisis y en células (Sanchis et al. 2020).

Para determinar la porcion responsable de la actividad inhibitoria de Hp-
1935, se disefiaron y evaluaron frente a la AChE cinco secuencias con una
estrategia de desplazamiento de secuencia (del inglés, sequence-shift), con un
desplazamiento de dos aa, para obtener un péptido correspondiente a cada
porcion de 10 aa de Hp-1935.

Luego, para disenar los andlogos de sustitucion a partir de la porcién
activa de Hp-1935 y mejorar su actividad, se modelé su interaccién con la enzima
de manera computacional, llevando a cabo estudios de docking flexible,
simulaciones de DM y analisis energéticos de tipo MM/GBSA. A partir de estos
estudios, se propusieron modificaciones a la secuencia aminoacidica para

mejorar la interaccion con la enzima.
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3.1.2. Sintesis en fase sélida (SPPS) por quimica Fmoc

Todos los péptidos estudiados se sintetizaron quimicamente como
amidas en el C-terminal mediante Fmoc-SPPS usando una resina Rink SS 1%
divinilbenceno (DVB) (Adanced Chemtech, USA), con una capacidad de 0,7
mmol/g. Su estructura se muestra en Figura 23. Las reacciones se realizaron
empleando como reactores jeringas de polipropileno, con disco filtrante de
poliamida (CSPS Pharmaceuticals Inc, USA).

NHFmoc
CHEO O OCH3

OCH3

Figura 23: Estructura quimica de la resina utilizada para la sintesis en fase sélida de los

péptidos.

Se realiz6 también la sintesis del péptido AB4o, para la cual se emple6 una
resina H-Rink amide ChemMatrix (Sigma-Aldrich, Merck, USA) con una
capacidad de 0,64 mmol/g, cuya estructura se muestra en Figura 24. Las resinas
ChemMatrix estan basadas en mondmeros de polietilenglicol (PEG) unidos
exclusivamente con enlaces éter primarios y con un elevado entrecruzamiento
mediante linkers, que se emplean para obtener una pureza bruta mejorada en la
sintesis de péptidos largos, complejos o hidrofébicos en comparaciéon con las

resinas de poliestireno (Marani et al., 2017).

e
Qs

NH,

O OCHgs

OCHg

Figura 24: Estructura quimica de la resina ChemMatrix utilizada para la SPPS del péptido ABao.

Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas | Lic. Ivan Sanchis



Materiales y métodos

Los Fmoc-a-aminoacidos fueron adquiridos de Calbiochem-
Novabiochem, Corp (California, USA) y Fluka (USA). Se emplearon los
siguientes derivados: Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-
Lys(Boc)-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-GIn(Trt)-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-
OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-Trp(Boc)-OH, Fmoc-Tyr(tBu)-OH
y Fmoc-4-fluoro-L-Phe. Todos los amino&cidos utilizados fueron del tipo L-

amino4cidos.

Como solvente se utilizd N,N-dimetilformamida (DMF), solvente aprético
con alta capacidad solvatante, previamente purificada por destilacién
fraccionada a presién reducida y conservada sobre tamices moleculares. Este
solvente no debe contener agua o aminas, ya que el agua produce la hidrolisis
de la DMF y la presencia de minimas cantidades de aminas libres en el solvente
puede afectar la sintesis. La ausencia de aminas se evalud mediante la reaccion

de Sanger ().

Al comienzo de cada jornada de sintesis se solvaté la resina con DMF.
Las desprotecciones del grupo Fmoc del a-amino se realizaron con piperidina al
20% en DMF, conservada sobre tamices moleculares. Los acoplamientos se
realizaron con TBTU en presencia de HOBt y DIEA, en DMF. Estos reactivos
permiten activar la funcion acido carboxilico de cada aminoacido a acoplar para
lograr la formacion del enlace peptidico. Las cantidades de aminoacido
empleado y de activadores se calcularon en funcién de los miligramos de resina
utilizada y considerando un exceso del 100% para favorecer el acoplamiento. La
solucién para el acoplamiento fue preparada previo a la reaccion de
acoplamiento. Durante esta etapa, la resina se mantuvo homogéneamente
suspendida en la mezcla de reaccidén mediante agitacion suave durante 40 - 60

min, repitiéndose el acoplamiento en caso de ser necesario. A fin de eliminar el

(*) Reaccién de Sanger: Para este ensayo, se agregaron 3,5 pl de 2,4-dinitrofluorbenceno
(DNFB) a 5 ml de etanol absoluto. Se mezclaron 1 ml de este reactivo con igual volumen
de DMF a testear y se incubd en oscuridad por 30 min a temperatura ambiente.
Paralelamente se incub6 un blanco del reactivo. La presencia de aminas se detecta por
el desarrollo de un color amarillo en la solucion debido a la formacién de la 2,4-
dinitrofenilamina.
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exceso de reactivos y subproductos de reaccién, luego de cada etapa, se
realizaron lavados con DMF.

El éxito de las reacciones de acoplamiento y desprotecciéon en cada ciclo
de sintesis fueron evaluadas cualitativamente mediante reaccion de ninhidirina
(test de Kaiser), que permite detectar con alta sensibilidad la presencia de grupos
aminos libres. Se repitieron los acoplamientos cuando con esta reaccidén se
obtuvo un resultado positivo (color azul) por formacién del azul de Ruhemann
(Pires et al., 2014; Friedman et al., 2004). Para esta prueba, luego de los lavados
en las etapas mencionadas, se toma una pequena porcién de la resina y se lava
con gotas de metanol. Luego, se agrega una gota de cada uno de los siguientes
reactivos: Reactivo A (ninhidrina al 5 % en etanol absoluto), Reactivo B (8:2 de
fenol en etanol absoluto), y Reactivo C (piridina). El tubo de reaccién se calienta
a 110 °C durante 5 min. Ademas, se realiza un blanco sin resina. La reaccion

positiva coincide con la aparicién de color azul indicativo de aminas libres.

Finalizada la sintesis, se quitd el Fmoc del a-amino del dltimo aminoacido
incorporado, se lavo la resina con DCM y se secd en desecador al vacio. La
separacién de la resina y la eliminacion de los protectores se realizd con acido
trifluoracético (TFA) en presencia de scavengers, que atrapan las especies
intermediarias cationicas que se forman durante la eliminacion de los grupos
protectores de las cadenas laterales. La mezcla utilizada se selecciond en
funcién de los aminoacidos. Para todos los casos, se tratdé de una mezcla 95:5:5
(v/v) de TFA/H20/TIS (Triisopropilsilano).

El tiempo 6ptimo de clivaje se determind siguiendo la reaccién mediante
RP- HPLC. Los péptidos clivados se separaron de la mezcla de reaccion por
precipitacion en frio con éter etilico y posterior centrifugacién. Luego de
sucesivos lavados con éter, el producto se resuspendié en agua Milli-Q,
congelado y liofilizado.
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3.1.3. Cromatografia Liquida de Alta Performance en fase
reversa (RP-HPLC)

Los péptidos se purificaron por RP-HPLC utilizando un equipo Waters
1525 (USA) y una columna semipreparativa ZORBAX 300SB C8 Agilent (USA),
de 5 um, 9,4 x 250 mm. Se empled un sistema de solventes constituido por,
Solventes A: agua Milli-Q con 0,1 % de TFA y Solvente B: ACN con 0,08 % de
TFA. La deteccion se realiz6 mediante un detector Waters 2489 (USA) a 220 nm.
Se utilizé un gradiente de elusién del 5 al 80 % de ACN en agua por 38 minutos.
El flujo utilizado fue de 3 ml/min. Los purificados se evaporaron para eliminar el
solvente, luego disolverlos en agua Milli-Q y liofilizados. Las masas de los
péptidos sintetizados se analizaron por MALDI-MS en un MALDI-TOF-TOF Abi

Sciex 4800 (Instituto Pasteur, Montevideo, Uruguay).
3.2. Actividad inhibitoria de las colinesterasas

3.2.1. Inhibicion de AChE/BChE a punto final

Para la determinacién de la capacidad inhibitoria de la AChE se utilizé un
micrométodo basado en el ensayo de Ellman (Ellman et al., 1961). La actividad
enzimatica se determind mediante el incremento de color producido por la
tiocolina, procedente de la hidrélisis de la ACh, cuando ésta reacciona con el
DTNB para formar el aniéon TNB?, de color amarillo.

Este ensayo se realizd6 con dos variantes de la AChE: la isoforma del
organismo Electrophorus electricus EeAChE y la hAChE recombinante (rhAChE)
y uno de la BChE: hBChE recombinante (rhBChE).

Para la determinacion de la porcion inhibitoria de Hp-1935 se utilizé la
EeAChE, que es la variante mas empleada en las etapas iniciales del desarrollo,
mientras que la secuencia corta utilizada como base para las sustituciones y sus
derivados se evaluaron frente a las tres enzimas. Si bien los blancos moleculares
especificas son las isoformas humanas, resulta de interés el conocimiento de la
actividad frente a EeAChE por ser esta variante usualmente mas resistente frente
a inhibidores, habiéndose reportado una actividad inhibitoria 10 veces mas altas
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frente a hAChE respecto a EeAChE para algunos inhibidores (Sepsova et al.,
2013).

La EeAChE utilizada se adquiri6 comercialmente (EeAChE tipo VI-S de
Sigma-Aldrich, Merck, USA) y se ensay6 a una concentraciéon de 0,25 U/mL. Las
variantes humanas se expresaron de manera recombinante en colaboracion con
el Dr. Xavier Brazzolotto y el Dr. José Dias del Research Institute Biomédicale
Des Armées (IRBA, Brétigny-sur-Orge, Francia).

La rhAChE se produjo y purificd segun lo descripto por Rosenberry et al.,
2017. Brevemente, la expresion se realiz6 utilizando células de ovario de
hamster chino (CHO). La enzima secretada se recuperé del medio de cultivo y
se purific6 mediante cromatografia liquida de afinidad (HisTrap, monoQ, Cytiva,
Francia) seguida de filtracion en gel (Superdex 200, Cytiva, Francia). A
continuacién, la enzima recombinante se concentrd, se congeld
instantdneamente en nitrégeno liquido y se almacené a -80°C. La rhBChE se
produjo y purific6 como descripto en Meden et al., 2019. Brevemente, la enzima
se secretd de las células CHO y se purificé del medio de cultivo siguiendo un
protocolo de dos pasos usando cromatografia de afinidad especifica de BChE
(Hupresin®, Chemforase, Francia) seguida de filtracion en gel (Superdex 200,
Cytiva, Francia). Las concentraciones utilizadas en los ensayos de punto final de
las enzimas humanas fueron 100 pm para la rhAChE y 1 nm para la rhBChE.

Como sustrato se empled yoduro de acetiltiocolina (ATCI, Sigma-Aldrich,
Merck, USA) y el reactivo de color fue 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoico) (DTNB,
Sigma-Aldrich, Merck, USA).

Todos los reactivos y las muestras estudiadas se disolvieron al momento
de ser utilizados en buffer fosfato 0.1 M (pH = 7.5). Las concentraciones finales
fueron 0,24 mM para la ATCI en la reaccién con la EeAChE y 0,4 mM en la
reaccion con las variantes humanas. La concentracion final del DTNB fue 0,33
mM. Las reacciones se llevaron a cabo en microplacas de 96 pocillos y cada
reaccion tuvo un volumen final de 100 pL.
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Para realizar las reacciones, inicialmente se incubaron 25 pL de
soluciones de concentraciones crecientes de los péptidos a ensayar con 25 L
de solucién de la enzima correspondiente, durante 15 min en oscuridad
(temperatura ambiente). Para las lecturas correspondientes a la actividad basal
de la enzima se adicioné 25 pL de buffer. Luego, se adicionaron 25 L de las
soluciones de ATCI y DTNB. Las reacciones se incubaron durante 5 min y se
midio luego la absorbancia del punto final de la reaccién a 405 nm en un lector
de microplacas ThermoFisher FC Multiskan.

Los ensayos se realizaron por triplicado y frente a un blanco de enzima y

de muestra. Como control positivo se utilizé rivastigmina.

El porcentaje de inhibicion se determiné mediante el siguiente céalculo
(Ecuacién 9):

(D-B)
(C-B)

%I =100 — x 100  (Ecuacién 9)
siendo: %l: porcentaje de inhibicion; D: lectura con el inhibidor; C: lectura basal

de la enzima; B lectura blanco.

Los valores del porcentaje de actividad residual de la enzima
(equivalentes a 100 - %l) se utilizaron para calcular los valores de 1Cso de cada
péptido mediante el ajuste de una curva descripta por un modelo logistico de
cuatro parametros, generada con un script de R (v. 4.0.4).

3.2.2. Determinacion de tipo de inhibiciéon y calculo de K -
Ensayo cinético

La molécula de mayor interés segun los valores de ICso estimados, se
evalué frente las enzimas EeAChE y hAChE mediante un ensayo cinético para
la construccién de las curvas de MM y la determinacion de su mecanismo

inhibitorio y la estimacién de su Ki.

Los ensayos cinéticos se realizaron con un procedimiento similar al

empleado para la evaluacion de punto final. En este caso, la medicién
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espectrofotométrica comenz6 al momento de adicionar el sustrato a distintas
concentraciones en el medio de reaccion y se leyd cada 2 s durante 3,3 min en
el ensayo de la EeAChE cada 3 s durante 5 min en el ensayo de la rhAChE,

respectivamente.

Para obtener los parametros cinéticos Vmax y Km y determinar el tipo de
inhibicién del péptido se estudiaron las velocidades iniciales de reaccién (Vo)
obtenidas para cada concentracién de sustrato a las distintas concentraciones
de péptido inhibidor. Estos valores se usaron para ajustar una curva de MM a
partir de la cual se determinaron los parametros cinéticos utilizando un script de
Rv.4.04.

Las variaciones de Vmax ¥ Km de la enzima en presencia y ausencia del
inhibidor, para estimar el tipo de inhibicién, se compararon con una prueba de
varianza (ANOVA) para un factor y se considerd estadisticamente significativa
un valor p < 0,05. Una vez determinado el tipo de inhibicion, se ajustaron las
variables a las ecuaciones correspondientes al modelo de MM, para obtener el
valor de la constante de inhibicion K.

3.2.3. Estudio de la reversibilidad de la reaccion

La reversibilidad de la inhibicion del péptido mas activo se evalué
realizando un ensayo de salto de dilucién (del inglés jump-dilution) basado en las
pautas de Strelow et al. (2012). Este protocolo evalta la recuperacién de la
actividad enzimatica luego de realizar una dilucién del complejo enzima-
inhibidor. Se emplearon los mismos reactivos y concentraciones finales para
AChE, DTNB, ATCI y soluciones tampon de los ensayos de punto final y

cinéticos.

Para este ensayo, se realizaron tres reacciones con diferentes
concentraciones de inhibidor. En todos los casos, el inhibidor se preincubd con
EeAChE durante 15 min a temperatura ambiente y se midi6 la absorbancia cada
2 s durante 5 min después de la adicién del sustrato. Dos reacciones de control
se realizaron con concentraciones finales de inhibidor de 10 x Ki y 0,3 x K
respectivamente. En la tercera reaccion, se preincub6 la AChE con el péptido a
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10 x Ki y la reaccion se diluyé 33 veces con solucion de ATCl y DTNB para
obtener el péptido a una concentracion final de 0,3 x Ki. La recuperacion de la
actividad enzimatica después de la dilucion se evalué comparando la formacion
de TNB? en funcién del tiempo de reaccion de los tres experimentos. Para la
concentracion de producto formada se utilizé un valor de coeficiente de extincién
molar de TNB2~ de 14 050 M-'cm™! (Eyer et al., 2003).

3.3. Bioactividad frente a otros blancos moleculares

3.3.1. Evaluacidén de la actividad antioxidante — Ensayo del
DPPH

La actividad antioxidante se estudié mediante el método de la captura del
radical libre DPPH, acorde a los ensayos descriptos por Memarpoor-Yazdi et al.
(2013) con modificaciones menores. Para ello, se prepar6 una solucién 0,15 mM
de DPPH (Sigma-Aldrich, Merck, USA) en metanol (Cicarelli) y se mezclaron 50
gl de concentraciones crecientes de los péptidos con esta solucidon, en
microplacas de 96 pocillos. Luego, se llevaron las mezclas a un volumen de 150

Ml con metanol y se incubé en oscuridad por 30 min.

El basal de actividad se determiné utilizando 100 ul de metanol junto a 50
Ml del radical DPPH. Como control positivo de actividad antioxidante se utilizé
acido ascorbico, el cual es un agente antioxidante ampliamente reportado (Njus
et al., 2020).

Transcurrido el tiempo de incubacion, se midié la absorbancia de las
reacciones a 517 nm mediante un lector de microplacas Thermo Multiskan FC
(Thermo Scientific).

Se determinaron el porcentaje de captura del radical libre DPPH (%RSA)
con la Ecuacion 10 y la ECso (concentracion efectiva del compuesto que reduce
la concentracién inicial del DPPH al 50 %) por ajuste de una curva logistica de 4

parametros de los valores de 100-%RSA.

Am

%RSA =100 — (=) x 100 (Ecuacién 10)
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siendo y Amy Ac los valores de absorbancia de la muestra y del control basal,
respectivamente.

3.3.2. Actividad quelante de hierro (ll)

La actividad quelante del ion Fe?* se determiné mediante el método
descripto por He et al. (2012) con pequefas modificaciones.

Para ello, 50 pl de soluciones acuosas a concentracion creciente de los
péptidos se incubaron con 5 pl de una solucién acuosa de sulfato ferroso 2 mM,
seguido del agregado de 185 pl de agua Milli-Q. Posteriormente se agreg6 10 pl
de una solucion comercial de ferrozina 5 mM, y se incubd a temperatura

ambiente durante 10 min.

La absorbancia se midié a 562 nm y el porcentaje de la actividad quelante
del hierro (Il) se calculé en base a la Ecuacion 11:

Am

% Actividad quelante = 100 — (I) x 100 (Ecuacion 11)

siendo Amy Ac, las absorbancias de la muestra y del control respectivamente.
El acido etilendiaminotetraacético (EDTA) se utilizd6 como control positivo.

3.3.3. Inhibicién de la agregacion in vitro del péptido A

La actividad inhibidora de la agregacion de AR inducida por AChE del
derivado mas activo se probé in vitro segun lo descrito por Chen et al. (2014). El
ensayo se realiz6 utilizando la isoforma de AR mas abundante en el cerebro

(AB40), que se sintetizd segun lo descripto anteriormente.

Para la preparacion del péptido se prepard una solucién de 20 mg/ml en
hexafluoroisopropanol (HFIP). El disolvente se evapord con una corriente de
nitrégeno y se secé a alto vacio durante 2 horas. Luego, se prepard una solucion
madre de péptido AR 2 mM que se almacené a -20°C, disolviendo el residuo en
dimetilsulfoxido (DMSO).
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Para realizar la reaccién de agregacion, se preparé una solucion 100 uM
de péptido AR y 5 pL de esta solucion se incubaron con una solucién de EeAChE
1 U/mL (40 uL) en un recipiente final de 100 ul en presencia y ausencia de una
solucién del derivado de interés (concentraciéon final 10 uM), durante 3, 5y 8
horas a 25 °C. La solucion tampdén empleada fue NaH2PO4 25 mM con NaCl 100
mM (pH = 8,0). Las sales agregadas al medio se utilizaron para favorecer la
agregacion del amiloide y optimizar los tiempos del ensayo.

A cada tiempo ensayado, se afnadié una solucion de tioflavina T (Sigma-
Aldrich, concentracion final 2,5 uM) y se control6 la fluorescencia a 450 nm (Aexc)
y 482 nm (Aem) con rendijas de excitacion y emision de 2 nm de ancho de banda
con un Espectrofotometro de fluorescencia Perkin Elmer LS55. El espectro de
emision de fluorescencia se registrdé entre 450 y 600 nm con excitacién a 446
nm. Se elimind la fluorescencia de fondo de tioflavina T 2,5 yM y AChE. El
porcentaje de inhibicion de la agregacion se calculé con la Ecuaciéon 12. 100 -
(IFi - IFo /100)

% Inhibicién = 100 — (%) x 100 (Ecuacién 12)
donde /F;i e IFp son las intensidades de fluorescencia obtenidas para el péptido
AB y la solucibn de EeAChE en presencia y ausencia de inhibidor,
respectivamente. Se utilizd6 yoduro de propidio (concentracion final 74,5 uM)

como control positivo. La muestra se ensay6 por triplicado.
3.3.4. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Dado que una limitacién del ensayo de ThT es su susceptibilidad para
detectar ciertas protofibrillas u oligdmeros (Sanchis et al., 2023), se comprobd la
capacidad del péptido AB4o sintetizado de formar efectivamente fibrillas amiloides
mediante un analisis de microscopia SEM.

Para este estudio, se dispersaron porciones representativas de la muestra
(AB 50 pM disuelto en agua pura), en agua desionizada con agitacion manual y
se depositdé una gota de la solucion preparada sobre vidrio. Posteriormente, se

recubrié con oro mediante pulverizacién catddica utilizando un sistema de
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deposicién combinado de metal/carbono, SPI SUPPLIES, SPI Module, SPI
12157-AX, operado bajo una atmoésfera de argdn. La muestra se examind
utilizando un microscopio electrénico de barrido Zeiss CrossBeam 350. Las
observaciones se realizaron en el modo de imagenes de electrones secundarios

con un voltaje de aceleracion de 2 kV.
3.4. Propiedades toxicoldgicas

3.4.1. Ensayo de lisis de eritrocitos (hemdlisis)

Para estimar la toxicidad de los péptidos se estudié su actividad de lisis
sobre GRh, que consiste en una mediciéon colorimétrica de la liberacion de
hemoglobina por parte de los GRh cuando son expuestos a un agente. Se
utilizaron protocolos descriptos en la literatura y optimizados por el grupo de
trabajo (Siano et al., 2011; Siano et al., 2010).

Los GRh se obtuvieron mediante centrifugacién de un pool de sangre
fresca [Grupo 0, Rh (+)] y se lavaron tres veces con solucién fisiol6gica
comercial. Para el ensayo, 100 pL de diluciones seriadas de cada péptido en
solucidn fisiologica comercial se agregaron sobre tubos Eppendorf conteniendo
100uL de una solucién 0,4% (v/v) de GRh suspendidos en solucion fisiolégica
comercial. Los tubos se incubaron por 1 h a 37°C y luego se centrifugaron a 1000
RPM durante 5 min. Posteriormente, se tomaron 100 pl del sobrenadante y se
transfirieron a microplacas de 96 pocillos y se midié la absorbancia a 405 nm.
Para definir el 0 y 100% de hemdlisis se agregaron 100 pl de solucién fisiolégica
y de una solucién 1% de Triton-X 100, respectivamente.

Los péptidos se evaluaron a 6 concentraciones finales (400, 200, 100, 50,
25y 12,5 uM) por triplicado. El porcentaje de actividad hemolitica se calculé con
la Ecuacién 13, donde AbsM, AbsSfy AbsT representan la absorbancia de la
muestra, la absorbancia al 0 % de hemdlisis con solucion fisiolégica comercial, y
la absorbancia al 100 % de hemodlisis, respectivamente.

AbsM— AbsSf

% Hemolisis = 100 — (m

) x 100 (Ecuacion 13)
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3.4.2. Biotoxicidad frente a Artemia salina

Para mejorar la evaluacién sobre el perfil téxico de los mejores inhibidores
se estimé su actividad téxica in vivo sobre larvas de A. salina, aplicando métodos
implementados anteriormente con ligeras modificaciones (Rajabi et al., 2015;
Michael et al., 1956; dos Santos et al., 2017).

Para realizar el estudio, se prepard agua de mar siguiendo formulaciones
y condiciones de la ordenanza maritima descriptas anteriormente (Prefectura
Naval Argentina, 1998). Se colocaron en probetas graduadas con aireacién 100
mL de agua de mar previamente oxigenada hasta lograr una saturacién de
oxigeno del 90 %. Luego, se agregaron 100 mg de quistes de A. salinay se
incubaron en presencia de luz visible (750 Im), a 25 °C durante 48 h. Luego, se
detuvo la aireacibn y se recogieron los nauplios eclosionados, que

permanecieron en la seccién central del cilindro graduado.

Después de agregar 360 L de soluciones de péptidos 100, 50,25y 12,5
UM, se agregaron 6 nauplios en pocillos de una microplaca de 96 pocillos. La
incubacién se realizdé a 25 °C en ausencia de luz durante 24 h. Los nauplios
muertos se contaron bajo un microscopio estereoscépico y el porcentaje de
mortalidad en cada concentracion se calculé como (Ms/N) x 100 donde Ms es el
namero de individuos muertos en la muestra analizada y N es el numero total de
individuos expuestos. La DLso (dosis que produce el 50 % de mortalidad) se
calculo con el paquete de R BioRssay (Karunarathne et al., 2022). Los ensayos
se realizaron por triplicado, con dos controles positivos (larvas en metanol 99,9
% y larvas en solucién acuosa de K2Cr207 408 uM) para 100 % de mortalidad y

un control negativo (solucion salina).
3.5. Estudios computacionales

Sobre el péptido Hp-1935, la secuencia base y los mejores candidatos, se
realizaron estudios computacionales para estudiar las interacciones enzima-

péptido responsables de la actividad inhibitoria.
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3.5.1. Modelado estructural de los péptidos

Para predecir la estructura tridimensional de los péptidos sintetizados,
inicialmente se utilizé la herramienta PEP-FOLD3.5 del servidor RPBS Web
Portal (Lamiable et al., 2016; Thévenet et al., 2012) para obtener un modelo de
novo. Se consider6 como mejor modelo al de mejor puntaje (valor mas negativo)

segun la funcion de puntuacion del algoritmo PEP-FOLD (sOPEP score).

Al mejor modelo predicho por el programa se lo someti6 a una simulacién
de dinamica molecular de 400 ns en solvente (agua pura) explicito, para obtener
una mejor estimacién de la configuracién de la molécula en solucion. Para esta
simulacion se empled el mismo protocolo utilizado para la DM de los complejos
enzima-péptido. La estructura final, que se empled para los estudios de docking,
se selecciond aplicando un algoritmo de clustering. La metodologia de estas

etapas finales del modelado se describe en los apartados siguientes.
3.5.2. Docking molecular semiflexible

La interaccion péptido-AChE se model6 tanto con la isoforma humana de
la enzima como con una isoforma de organismo acuatico eléctrico, ya que las

pruebas in vitro se realizaron también sobre ambas variantes.

Con respecto a la variante de organismo eléctrico, se empled una
estructura correspondiente a la forma monomérica de la AChE de Tetronarce
californica (TcCAChE), registrada en el Protein Data Bank bajo el cédigo de
acceso 1FSS (Harel et al., 1995). Si bien los ensayos experimentales se
realizaron con la EeAChE, la estrategia mas comun consiste en utilizar para el
docking la TcAChE, para la cual se dispone de estructuras de mayor resolucion
y presenta una alta homologia con la EeAChE, particularmente en los residuos
de los sitios activos, en donde difieren solamente en un residuo (Tyr330 en lugar
de Phe330). Ademas, en este caso, se utilizé una estructura en la cual el ligando
fuese de naturaleza peptidica, siendo las Unicas disponibles en el Protein Data
Bank los complejos AChE-fasciculinas, para los cuales no hay estructuras con la
EeAChE (Hebda et al., 2016).
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Para modelar la interaccion con las isoformas humanas se descargaron
del Protein Data Bank las estructuras de codigo de acceso 4EY7 (Cheung et al.,
2012) y 2PM8 (Ngamelue et al., 2007) para hAChE y hBChE, respectivamente.
A las estructuras se le incorporaron los residuos faltantes mediante modelado
por homologia con el programa MODELLER (Marti-Renom et al., 2000). Todas
las estructuras se prepararon luego con el programa UCSF Chimera, que se
utilizé para remover los ligandos y moléculas de agua, adicionar los hidrégenos

polares y minimizar las estructuras.

El programa HADDOCK?2.4 se utilizé para ejecutar los calculos de docking
semiflexible con los parametros por defecto del programa para el modelado de
interacciones proteina-proteina (Dominguez et al., 2003; van Zundert et al.,
2016). Los atomos se parametrizaron con el campo de fuerza OPLS. Todos los
residuos de ligandos y los residuos activos de AChE y BChE (CAS, PAS y SA)
se seleccionaron como residuos activos (flexibles). Los calculos se realizaron en
el Portal de software de interacciones biomoleculares de Utrecht (Universidad de
Utrecht, Paises Bajos). Las estructuras mejor puntuadas segun la funcién de
puntuacién HADDOCK se promovieron a simulaciones MD.

3.5.3. Simulaciones de dinamica molecular

Las configuraciones de mejor puntaje en el analisis de docking
semiflexible, se sometieron a simulaciones de DM en solvente explicito para
comprobar la factibilidad de la prediccion, comprender mejor el comportamiento
dinamico de la interaccién, optimizar los modelos y calcular luego el espectro de
interaccion por residuo mediante descomposicion de la energia libre teorica, para
evaluar la contribucion de cada residuo del péptido al efecto inhibitorio, utilizando
el método MM/GBSA implementado en Amber 18.0 (Song et al., 2019). Para
estos andlisis se emplearon mddulos del paquete de programas Amber 18.0 y
AmberTools19 (Case et al., 2003; Salomon-Ferrer et al., 2013).

Inicialmente, se parametriz6 y solvatd el sistema con el médulo LEaP.
Para ello, se incorporaron los hidrogenos faltantes asignando el estado de
protonacion estandar a pH fisiolégico a todos los residuos ionizables. La

estructura resultante se incorporé a una caja de solvatacion cubica de agua pura
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TIP3P, cuya distancia desde cualquier atomo proteico fue por lo menos 12 A.
Para la parametrizacion se utilizé el campo de fuerza ff14SB (Tian et al., 2020;
Maier et al., 2015).

Previo a la corrida de producciéon de 100 ns, se optimizé la geometria de
los sistemas con dos minimizaciones energéticas para ajustar la orientacion del
solvente, eliminar los choques locales y las imprecisiones estereoquimicas: en
la primera, se ajusté la posicién y orientacién de las moléculas de solvente
mediante la restriccion de la estructura proteica, empleando un referencia
estructural; en la segunda, no se aplicé ninguna restriccion para minimizar la
posicién de todos los &tomos del sistema. Luego, se termalizd con un protocolo
a volumen constante, donde la temperatura se elevo lentamente de 100 a 298 K
y, finalmente, se realiz6 un equilibrado de 1 ns a presién y temperatura
constantes (1 bar, 298 K) para alcanzar la correcta densidad. En todas las
simulaciones MD, el control de temperatura y presién se logré utilizando el
termostato Langevin y el barostato Berendsen, respectivamente. Se realizaron
analisis de estabilidad de otras magnitudes luego de cada paso de preparacion,
como energia total y energia cinética, temperatura y densidad del sistema.

Los sistemas se simularon utilizando CPC y empleando la suma de Ewald
(separacion en la malla de 0.2 nm) para tratar interacciones electrostaticas de
largo alcance con un limite de 9 A para interacciones directas. El algoritmo
SHAKE se usé para mantener los enlaces que involucran atomos de H en su
longitud de equilibrio, lo que permitié el empleo de un paso de tiempo de 2 fs
para la integracion de las ecuaciones de Newton (Elber et al., 2012). Las corridas
de produccion de 100 ns (400 ns para el modelado estructural de los péptidos)
se realizaron con la implementacién PMEMD de SANDER en Amber 18 (Gétz et
al., 2012).

Finalmente, el médulo CPPTRAJ (Roe & Cheatham, 2013) se utilizé para
calcular la RMSD, magnitud que se utiliz6 para verificar la estabilidad de la
enzima a lo largo de cada simulacion, utilizando como referencia la estructura
cristalina correspondiente. Las trayectorias de los ultimos 20 ns de simulacién se
sometieron a un proceso de clustering aplicando el algoritmo k-means (k = 10).
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Luego se obtuvo una captura representativa extrayendo la estructura con la
menor distancia acumulada de cualquier otro punto del cluster mas poblado.

3.5.4. Calculos MM/GBSA

Utilizando las trayectorias de la DM se realiz6 un calculo de AG libre de
unién tedrico para el complejo enzima-péptido con el método MM/GBSA, junto
con un analisis de descomposicién de la energia por residuo para proporcionar
informacion sobre las energias de interaccion de cada residuo de los complejos
predichos (Tsui y Case, 2000; Ratselli et al., 2010; Zoete et al., 2010).

Los célculos se ejecutaron utilizando el script MMPBSA.py del paquete
Amber 18.0, tomando 100 trayectorias de los ultimos 20 ns de simulacién.

3.5.5. Prediccion de propiedades fisicoquimicas

El estudio in silico de los péptidos se complementé analizandolos con
herramientas bioinformaticas para el célculo de propiedades fisicoquimicas de

interés.

La herramienta ProtParam del ExPASy Bioinformatics Resource Portal
(Swiss Institute of Bioinformatics, Lausana, Suiza, disponible en
https://web.expasy.org/protparam/) se empleé para computar el indice GRAVY
(del inglés, Grand Average of Hydropathy). Este indicador brinda informacién
sobre la hidrofobicidad de la secuencia, confiriéndole a cada residuo un valor de
hidrofobicidad basado en la escala de Eisenberg y calculando los valores de
hidrofobicidad como la suma de todos los valores de los aminoacidos dividida
por el numero de residuos en la secuencia. El valor de GRAVY de una secuencia
es proporcional a su hidrofobicidad (Chang & Yang, 2013).

Se recurrio6 también al programa PepCalc.com - Peptide property
calculator (Lear & Cobb, 2016) de Innovagen (Lund, Suecia, disponible en:
https://pepcalc.com/), para el célculo de la masa molecular y carga neta a pH =
7,0. Finalmente, se realiz6 una evaluacion de la estabilidad de los péptidos

estimando su vida media en un ambiente intestinal proteolitico mediante el
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método HLP (en inglés, Half Life Prediction) para péptidos del Institute of
Microbial Technology (Chandigarh, India, disponible en:
http://crdd.osdd.net/raghava/hlp/) (Sharma et al., 2014) y mediante la
clasificacién como Estable o Inestable segtin el indice de inestabilidad estimado
por el programa ProtParam utilizado para estimar el GRAVY.
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4. RESULTADOS Y

DISCUSIONES

4.1. Actividad inhibitoria de Hp-1935 y deteccién de
la porcidn activa

4.1.1. Disefo y sintesis para determinar la porcion activa

A los fines de encontrar una buena secuencia de base para disefiar y
sintetizar luego andlogos de sustitucidon, se partié6 de la secuencia del péptido
Hp-1935 de 19 aa, que habia demostrado actividad inhibitoria de AChE en
estudios previos. A partir de su secuencia se disenaron, sintetizaron y evaluaron
analogos mas cortos para definir la porcién inhibitoria del péptido. Para ello, se
aplicé una estrategia de disefo de desplazamiento de secuencia para obtener
péptidos de 10 aa, con un desplazamiento de 2 entre un derivado y el siguiente.
De esta manera, se disefiaron 5 secuencias (4 de 10 aa y una de 11), segun se
ilustra en Figura 25.

KLSPSLGPVSKIGKLLAGQ-RamIda

Analogo "RS”

1 ]

Analogo ”GP”

Analogo “LL’!

Analogo “KP”

Analogo “KK”

Figura 25: Secuencia del péptido Hp-1935 y de los analogos mas cortos disefiados

El péptido Hp-1935 y sus derivados se sintetizaron con su extremo C-
terminal amidado mediante Fmoc-SPPS. Los productos de sintesis se analizaron
y purificaron por HPLC en fase reversa a modo de obtener una pureza superior
al 90 % (Figura 1, Material Anexo). Por otro lado, se midi6é la masa molecular
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mediante espectrometria de masas MALDI-Tof (ver Tabla 3). Las masas

observadas coincidieron con las calculadas.

Tabla 3. Secuencias y propiedades de Hp-1935 y sus derivados mas cortos

MM Rendimiento Carga GRAVY

Péptido Region Secuencia (Da)* (%) (pH = 7.0)

Hp-1935 KLSE Eéggﬁff“ 1935.32 84 +5 0,46
KK 1-11  KLSPSLGPVSK-NHz 1111.34 76 +3 0,49
KP 413  PSLGPVSKGK-NH:  968.15 73 +3 0,90
LL 615  LGPVSKGKLL-NHz  1010.27 77 +3 0,53
GP 817 PVSKGKLLAG-NH:  968.19 70 +3 0,41
RS 1019 SKGKLLAGQR-NH: 1056.26 75 +4 0,40

Todos los péptidos estan amidados en su C-terminal. Pureza > 90%. * Determinado por Maldi-
Tof. GRAVY: calculado con ProtParam como la suma de los valores de hidropatia de todos los
aminoacidos, dividido por el nUmero de residuos en la secuencia.

4.1.2. Actividad inhibitoria de AChE de Hp-1935

4.1.2.1. Ensayo de punto final

Para evaluar la actividad inhibitoria de Hp-1935 y de los derivados se llevo
a cabo un ensayo de inhibicidon a punto final in vitro utilizando la isoforma

EeAChE. Los resultados se muestran en Figura 26.
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Figura 26: Inhibicién de EeAChE de Hp-1935 y sus analogos. Datos expresados como media *
DE (n = 3).

Los ensayos confirmaron la moderada actividad inhibitoria de la secuencia
Hp-1935. Esta inhibié el 73,9 % de la actividad enzimatica basal a 200 uM y se
estimé un ICso de 89,8 uM (+ 16,8) mediante ajuste de una curva logistica con
los valores de porcentaje de inhibicién calculados. En la Tabla 4 se muestra la
comparacién de la actividad de Hp-1935 frente a EeAChE con la de otras
secuencias con residuos naturales (excluyendo toxinas) reportadas en la

literatura.

Tabla 4. Actividad inhibitoria de EeAChE de péptidos naturales

ICs0  Inhibicién

Péptido Secuencia Fuente (uM) MAX.
. Fruto 80% (452
Snakin-Z'" CARLNCVPKGTSGNTETCPCYASLHSCRKYG 174.7
jujuba M)
Piel de 20% (400
Hp-19712 TKPTLLGLPLGAGPAAGPGKR-NH: o -
anfibio pM)
Piel de 84% (400
Hp-19353 KLSPSLGPVSKGKLLAGQR-NH: 89.8
anfibio pM)

Se excluyen toxinas y secuencias mas cortas derivadas de secuencias naturales
" Daneshmand et al, 2013; 2 Siano et al, 2017; 3 Sanchis et al, 2020

La actividad inhibitoria de EeAChE de otros péptidos naturales fue
discutida por Prasasty et al. (2018). El péptido catidonico Snakin-Z, reportado por
Daneshmand et al. (2013), logré una inhibicién del 80 % a 452 yM con una ICso
de 175 yM. Por otro lado, nuestro grupo de trabajo reporté la actividad del péptido
Hp-1971, (que fue aislado junto con Hp-1935) y de sus analogos (Siano et al.,
2017). El analogo de Hp-1971 mas potente fue la secuencia 5-21, que inhibié el
50% de la actividad de AChE a 400 uM. Yu et al. (2018) reportaron un péptido
derivado de albumina (KLPGF), que alcanzé el 61% de inhibicién a 89 uM. La
actividad de este péptido es similar a la de Hp-1935, pero no es una secuencia

natural ya que se deriva de una secuencia mas larga.

Los péptidos naturales mas potentes contra la EeAChE son algunas
toxinas como las fasciculinas, cuyo valor como farmacos es bajo debido a su

gran tamario y toxicidad. Otros péptidos reportados con alta actividad inhibitoria
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no son compuestos naturales y se han desarrollado principalmente mediante la
introducciéon de modificaciones en secuencias naturales mediante disefio
racional (Prasasty et al., 2018). Este enfoque es posible solo si se descubren
nuevas secuencias con una actividad inhibitoria significativa, como es el caso de
Hp-1935.

4.1.2.2. Caracterizacion cinética

Ademas del ensayo de punto final, se evalué el mecanismo inhibitorio del
péptido Hp-1935 mediante un ensayo cinético. El objetivo de este estudio fue
determinar si el sitio de accién era el sitio activo o un sitio diferente. Este andlisis
fue complementado con un modelado computacional de la interaccién de esta
molécula con la AChE.

En la Figura 27 se muestran la velocidad inicial (Vo) de las reacciones
realizadas en presencia de diferentes concentraciones de péptido, en funcién de
la concentracién de sustrato. Con estos valores se ajusté una curva de regresion

descripta por el modelo de Michaelis-Menten.

0.25-
-~ (0 uM

0.20+ -~ 200 puM
—_ -k 100 uM
"= 0.154 }
g ; - 50 uM
(=] -
S 0.10 A

A
0.05+ §
0.00| 1 Ll 1
0.0 0.2 0.4 0.6
[S] (mM)

Figura 27: Estudio de la variacion de la velocidad inicial de reaccién (Vo) de la enzima EeAChE
a distintas concentraciones de sustrato ([S]) y distintas concentraciones (0-200 uM) de péptido
Hp-1935. Datos expresados como media + SD (n = 3).
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El comportamiento de la Vo frente a la concentracion de sustrato se
corresponde con el de una inhibicién de tipo no competitiva. Esto sugiere que el
péptido logra su accion inhibidora interactuando en un sitio diferente al sitio
activo, formado por la triada catalitica de AChE. Como un inhibidor no
competitivo puro modifica el parametro Vmax de una enzima y no altera su Kwu, se
evalub si los valores obtenidos para estos pardmetros variaban
significativamente cuando se realizaba la reaccién enzimatica con las diferentes
concentraciones de inhibidor. Se muestran los resultados de este analisis en la
Tabla 5. Como se puede observar aqui, solo el valor de la Vmax mostré una
variacion significativa, lo que confirma el analisis cualitativo del comportamiento

de las curvas de Michaelis-Menten.

Tabla 5. Variacion de Ku y Vmax de la reaccion de EeAChE con ATCI
en presencia del péptido Hp-1935

[Hp-1935] (uM)  Parametro* Yalor DE** Valor p
estimado*
- 0,2009 0,0085 -
0 - 0,0384 0,0065 -
200 Vimax app 0,0622 0,0052 0,0029
Km app 0,0540 0,016 0,1831
100 Vmax app 0,0945 0,0064 0,0001
KM app 0,0575 0,0125 0,1241
Vmax app 0,1476 0,0114 0,0000
>0 KM app 0,0534 0,0149 0,1913

*Vmax: min'; Km: mM

**n23

Una vez determinado el modelo cinético, se utilizaron las ecuaciones
correspondientes para obtener el valor Ki del péptido Hp-1935 con la EeAChE.
La Ki calculada experimentalmente fue de 85,2 uM (+ 6,5). Este valor ubica al
Hp-1935 entre los péptidos naturales mas activos contra la AChE que se han

reportado.
4.1.2.3. Modelado de la interaccion Hp-1935-AChE

El estudio cinético sugiere que el péptido actua sobre un sitio enzimatico
diferente del sitio activo. Para los inhibidores no competitivos de las
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colinesterasas, este sitio suele ser el PAS. Para corroborar y complementar estos
hallazgos sobre el sitio de unién, se implementé un protocolo de analisis
computacional que incluyd el modelado molecular del péptido, el docking
semiflexible con la enzima seguido de simulaciones de DM sobre el complejo
predicho, para evaluar la factibilidad de las estimaciones del docking.

Las predicciones de los estudios de modelado del complejo enzima-
péptido estuvieron en concordancia con lo determinado en el ensayo cinético.
Todas las configuraciones del sistema predichas por los calculos de docking
colocaron al Hp-1935 en el sitio PAS en la superficie de la enzima, region de
interaccion predilecto de los inhibidores no competitivos de las colinesterasas.
La pose de mejor puntaje se promovi6 a la simulacién de DM. La fluctuacion del
RMSD del complejo a lo largo del tiempo de simulacion se utilizé como métrica
de la estabilidad del sistema y para evaluar la factibilidad de la conformacion
predicha. El grafico RMSD vs. tiempo de simulacién del complejo Hp-1935-
TcAChE se muestra en la Figura 4 del Material Anexo.

En la siguiente imagen (Figura 28), se muestra una captura representativa
extraida de los ultimos 10 de los 100 ns de simulacion aplicando un algoritmo de

clustering sobre las conformaciones predichas.
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Figura 28: Modo de unién previsto para el péptido Hp-1935 con la TcAChE. El ligando se muestra
en naranja. Los principales atomos que interactdan del receptor se representan con color rojo.

Los residuos del PAS se indican con una etiqueta blanca.

Los analisis computacionales confirmaron la capacidad de Hp-1935 para
establecer contactos con los principales residuos del PAS, lo que permite
explicar la actividad inhibitoria de este compuesto. Para el residuo Trp279
(numeracién de T. californica), residuo clave de este sitio, se predijo una
interaccién dependiente de contactos alquilo-aromatico con la porcién alquilica
de la cadena lateral de un residuo de Lys situado en la region central de Hp-
1935. La cadena lateral larga de esta lisina se extiende hacia los nucleos
aromaticos del PAS, donde esta rodeada por los residuos Tyr70, Tyr121, Trp279,
Tyr334 mientras que su amonio cuaternario estableces contactos cation-Pi con
los grupos aromaticos. Este tipo de interacciones son cruciales en el proceso de
entrada de compuestos cuaternarios al sitio enziméatico de AChE (Branduardi et
al., 2005).

Espectro de la energia libre de interaccion por residuo

La energia de interaccion entre Hp-1935 y AChE se calcul6 in silico y se
desagregd por residuo utilizando el enfoque MM/GBSA, para evaluar los
patrones de union de la pose predicha. Los resultados de este andlisis se
corresponden con la prediccion de la pose de union ya que confirman que los
residuos de PAS son esenciales para la formacion del complejo Hp-1935-AChE
y enfatizan el papel del residuo critico del PAS Trp279 (Figura 29). Trp279 tiene
la energia de interaccidn mas baja con el ligando entre todos los residuos de
AChE. Otros residuos importantes (con energia de interaccion inferior a 1
kcal/mol) son Tyr70, Val71, Asp72, Phe84, Tyr334, Leu358, Pro361. Los
residuos de la triada catalitica (Ser200, Glu 327 e His440), donde actuan los
inhibidores competitivos, no mostraron atraccion con el péptido, asi como los
residuos del subsitio aniénico (Trp84, Tyr130, Phe330 y Phe331) donde actuan
algunos inhibidores no-competitivos, como la tacrina y la huperzina A (Harel
1993; Raves et al., 1997).
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Tyr70
Asg72
Val71

Phe284
Leu358

Energia libre de interaccion enzima-
ligando (kcal/mol)
&) N

60

Val71
82

93
104
115

126
137
148
159
170
181
192
203
214
225
236
247
258
269
280
291
302
313
324
335
346
357
368
379
390

Qo
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