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1. Resumen

El estrés oxidativo producido por altas concentraciones de anién superéxido
(O,7) derivado de la enzima NADPH oxidasa 2 (Nox2) en el endotelio vascular se
ha relacionado con enfermedades cardiovasculares tales como la hipertension y
ateroesclerosis en que se observa una disminucion de oxido nitrico (ON) por unién
con O,". Por lo que se ha propuesto inhibir a Nox2 para disminuir la concentracion
de O,” y aumentar la biodisponibilidad de ON para la relajacién del endotelio
vascular. Actualmente se ha mencionado que la forma dimerica de apocinina,
activada por la enzima mieloperoxidasa (MPO), inhibe a Nox2 impidiendo el
ensamble de las subunidades que la conforman, sin embargo no ha podido ser
utilizado como medicamento debido a que la afinidad de la enzima por apocinina
es poca y no toda activa su forma dimérica, ademas aun no es del todo claro el
mecanismo por el cual apoinina inhibe a NADPH oxidasa.

Por estas razones se disefiaron, sintetizaron y evaluaron compuestos
derivados de apocinina, con la finalidad de que no requieran ser activados por
MPO y que presenten mayor afinidad por NADPH oxidasa que apocinina. Se
verifico su formacion y pureza por cromatografia en capa fina y se caracterizaron
por resonancia magnética nuclear (RMN) de protén (*H) y carbono (**C). Se les
realiz6 una prueba de reduccion de DPPH para saber si son atrapadores de
radicales. La actividad de NADPH oxidasa en presencia de estos compuestos fue
evaluada por resonancia paramagnética electronica (EPR) en homogenizado de
arterias aorta de rata wistar macho, utilizando PP-H como atrapador de radicales.
Los datos obtenidos mediante EPR se cuantificaron mediante la suma del area
bajo la curva de O," y fueron analizados por un método de analisis de varianza
(ANOVA). Un valor de p <0,05 se considero diferencia significativa entre los
diferentes grupos. Se realizé docking, de los compuestos previamente disefiados y
optimizados en Gausian 98 sobre el fragmento cristalizado de la proteina p47phox
gue es donde se une a p22phox y se menciona se une el dimero de apocinina y
los compuestos optimizados para conocer la afinidad de la enzima por los
ligandos. Se comparé la homologia entre las proteinas de rata y las de humano
en ClustalW2 para validar que los resultados obtenidos en homogenizados de
aortas de rata sean reproducibles en humanos.

Estos compuestos no resultaron ser atrapadores de radicales, ya que no
redujeron el DPPH, pero si disminuyeron el area bajo la curva de O,” de acuerdo a
la actividad enzimatica medida con EPR, resultando muy buen inhibidor el CINP2B
y en los estudios in silico se observo que se unieron a la region de p47phox que se
une a p22phox mostrando mayor afinidad CINP1B y CINP2B. Por lo tanto, el
CINP2B es el mejor inhibidor y es posible que su mecanismo de accidon sea
impidiendo el ensamble de las subunidades p47phox y p22phox de Nox2.
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2. Abstract

The oxidative stress produced by high concentrations of superoxide anion
O," derived from NADPH oxidase 2 (Nox2) in the vascular endothelium has been
linked to cardiovascular diseases such as hypertension and atherosclerosis
observed a decrease in nitric oxide (ON) by binding with O,™. It has been proposed
to inhibit Nox2 to decrease the concentration of O, and increase the bioavailability
of NO to relax the vascular endothelium. Today has been reported that the dimeric
form of apocynin, activated by the enzyme myeloperoxidase (MPO), inhibits Nox2
preventing the assembly of its subunits, however, apocynin has not been used as a
drug because the affinity of MPO by this is low and not all is active at its dimeric
form, furthermore, even it is not clear the mechanism by which NADPH oxidase
inhibits apocynin.

For these reasons were designed, synthesized and evaluated compounds
derived from apocynin, with the aim of these do not require to be activated by MPO
and its affinity for NADPH oxidase could be better than apocynin. The compounds
purity was tested by chromatography and their structure were characterized by
nuclear magnetic resonance (NMR) of proton (*H) and carbon (**C). In order to
determinate if the compounds have antioxidant properties a DPPH assay was
done. The activity of NADPH oxidase in the presence of these compounds was
evaluated by electron paramagnetic resonance (EPR) in aorta homogenate of male
wistar rat, using PP-H as a spin trap. The EPR data obtained were quantified by
the area under the curve which represent the O,” production and were analyzed by
a method of analysis of variance (ANOVA). A value of p<0.05 was considered
significant difference between the groups. We performed docking of the
compounds previously designed, first these were optimized with Gaussian 98 and
after these were docked on the crystallized fragment of the protein p47phox that
contain the segment that it binds to p22phox and is mentioned bound the apocynin
dimer. We compared the protein homology between rat and human in ClustalWw2 to
validate if the results obtained in homogenates of rat aortas are reproducible in
humans.

Were found that these compounds not are trapping of radicals and not
reduced the DPPH, but decreased the area under the curve of O,™ according to the
enzymatic activity of NADPH oxidase measured by EPR having the best activity as
inhibitor the compound CINP2B. In the studies in silico was observed that the
compounds are recognized in the p47phox region that binds to p22phox, and the
compounds that showing higher affinity are CINP1B and CINP2B. Therefore, the
best inhibitor is CINP2B and possibly its mechanism of action is preventing the
assembly of the subunits p47phox and p22phox of Nox2.
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. Introduccién

Existen en el organismo varias fuentes de produccion de anion superoxido
(0,-), de las cuales la principal es NADPH oxidasa'®, esta enzima es
ampliamente distribuida en células endoteliales en donde predomina la isoforma
NADPH oxidasa 2 (Nox2)°. Se ha reportado que en modelos de hipertension
existe una excesiva produccién de anién superoxido en la pared vascular lo que
sugiere que esta especie reactiva de oxigeno (ERO) puede estar implicada en la

612 muestra

disfuncién endotelial durante este padecimiento debido a que el O,
gran afinidad por el oxido nitrico (ON) disminuyendo su biodisponibilidad para
actuar como vasodilatador y favoreciendo la combinacion de ambos para producir

peroxinitrito (ONOO™)*3,

Debido a lo anterior se ha propuesto que Nox2 puede ser un blanco terapéutico
para el tratamiento de la hipertension y que esto puede lograrse a través de su
inhibicién, para lo cual se han propuesto una gran cantidad de compuestos que
pueden funcionar como inhibidores de esta enzima. Sin embargo, uno de los
inhibidores mas estudiados es la apocinina. Proponiéndose diversas teorias por
las cuales apocinina podria inhibir a Nox2 pero aun no existe un mecanismo claro
de como se lleve a cabo esta inhibicion®™. Entre las teorias propuestas se ha
mencionado que apocinina impide la union entre las subunidades de Nox2 ya que
esta es una proteina oligomérica conformada por 3 subunidades citosolicas
(p60phox, p47phox y p40phox) y dos transmembranales (p91phox y p22phox) y
gue para que pueda catalizar la produccion de O," se requiere que el complejo
formado por las subunidades citosdlicas se una con las transmembranales, siendo
un sitio de union importante el que se da entre la subunidad citosdlica p47phox
con la proteina transmembranal p22hox para activar a gp9lphox que es la

subunidad catalitica. Por lo que se ha propuesto que apocinina se une a la region

Martha Edith Macias Pérez Pagina 9



Disefio y Evaluacion Tedrica y Experimental in vitro de Compuestos Derivados de
Apocinina como Posibles Inhibidores de NADPH oxidasa

de p47phox que se une a p22phox para evitar el ensamblaje de la proteina y con
ello la produccion de O;". Sin embargo, existen reportes en los que se menciona
gue para poder inhibir a Nox2, apocinina necesita dimerizarse mediante una
reaccion catalizada por MPO y otros reportes en los que se dice que apocinina
puede funcionar mas bien como antioxidante mas que como inhibidor de NADPH

oxidasa®'6%3.

A pesar de que diversos estudios se han realizado con apocinina como
inhibidor de NADPH oxidasa aun no se tiene muy claro su mecanismo de accién y
debido a esto tampoco se ha podido utilizar como farmaco!’?*. Por este motivo
resulta de gran importancia el desarrollo de nuevos compuestos capaces de inhibir
la funcion de NADPH oxidasa para disminuir la concentracion de O,"
contribuyendo al tratamiento de enfermedades cardiovasculares, y el disefio de

estos farmacos podria hacerse con base en la estructura de la apocinina.

Por lo anteriormente mencionado, se disefiaron y sintetizaron 4 compuestos
derivados de apocinina, 2 éteres (CINP1A y CINP2A) y 2 esteres (CINP1B y
CINP2B). Se identifico la formacidén de estos compuestos mediante cromatografia
en capa fina visualizandolos con luz ultravioleta (UV), se caracterizaron mediante
resonancia magnética nuclear (RMN) y se verificO su solubilidad y puntos de

fusion.

A estos compuestos y a apocinina se les realiz6 la prueba de DPPH para
conocer si presentan propiedades como atrapadores de radicales basandose en el
porcentaje de reduccion de DPPH, obteniendo que ninguno es atrapador de
radicales. Ademas fueron evaluados y comparados con apocinina mediante
estudios in vitro e in silico, para conocer sus efectos sobre Nox2 y poder elucidar

sSu mecanismo de accion.
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Los estudios in vitro se realizaron mediante resonancia paramagnética
electronica (EPR) en homogenizado de aorta de ratas macho wistar conteniendo a
NAPDH oxidasa y utilizando PPH como atrapador de radicales obteniendo
espectros de los cuales se graficd el area bajo la curva apoyados en el programa
WINEPR. Se observé que tanto apocinina como los compuestos sintetizados
redujeron el area bajo la curva de O;", siendo estadisticamente mejor inhibidor

CINP2B en comparacion con apocinina seguido por CINP2A.

Para los estudios in silico se utilizé un fragmento cristalizado de la proteina
p47phox que comprende la regidn con que se une a p22phox y a la region de
aminoacidos que se fosforilan (ING2.PDB) y con ayuda del programa autodock
4.05 se hizo interaccionar con los compuestos previamente optimizados. Los
resultados obtenidos revelaron que de los compuestos sintetizados CINP1B y
CINP2B presentan mayor afinidad por Nox2 que apocinina y tienen una Kd menor,

sugiriendo que son los compuestos mas apropiados para inhibir a Nox2.

Al observar que ni apocinina ni los compuestos derivados fueron
atrapadores de radicales y que si reducen el area bajo la curva de O'- inhibiendo
su produccion por Nox2 ademas de presentar afinidad por la region de p47phox
gue se une a p22phox, consideramos que la teoria acerca de que apocinina
impide la unidn de p47phox con p22phox para inhibir la funcion de Nox2 y reducir
la concentracion de O,- puede considerarse acertada y por lo tanto, los
compuestos sintetizados pueden actuar de la misma manera sin ser necesaria su
activacion por MPO como ocurre con apocinina, ya que incluso se unen al mismo
sitio que apocinina y ademas de que el mejor inhibidor es CINP2B seguido de
CINP1A coincidiendo con los resultados de docking que indican que los ésteres
son los mejores inhibidores, por lo que se cree que deben ser probados in vivo en
modelos de hipertension para poder evaluar si tienen algun efecto en la regulacion

de la presioén arterial.
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4. Antecedentes
4.1. NADPH oxidasa

La familia de las enzimas de NADPH oxidasas es la mayor productora de
0O," y la principal causante del estrés oxidativo ya que con su actividad ocasionan
gue otras enzimas se conviertan a un estado productor de ERO para
eventualmente inducir cambios fisiolégicos que pueden contribuir a la

fisiopatologfa cardiovascular'™.

Una ventaja para el estudio de las NADPH oxidasas, es que a diferencia de
otras enzimas como Xantina Oxidasa (XOD) o sintasa de oxido nitrico (ON
sintasa), su Unica funcién conocida es la produccién de O,", por lo que al interferir
en su activacién no se alteran otras funciones esenciales para la funcién celular®*.

Figura 1: NADPH oxidasa transfiere electrones de NADPH a O, para formar 0,2
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La familia de NADPH oxidasa esta formada por complejos enzimaticos
donde cada miembro o isoforma se distingue por la expresién de subunidades
cataliticas Nox o Duox que se utilizan para transferir electrones de NADPH a

oxigeno molecular (O,) para producir el O," (fig. 1)24-30_

Hasta ahora, se han identificado 7 miembros de la familia de NADPH oxidasa en

mamiferos, incluyendo las oxidasas Nox1 a Nox5 y Duox 1y 2 3,

Las isoformas Nox1 y Nox2 se caracterizan por requerir la asociacién de
una pequefia proteina integral de membrana, p22phox, la cual se ha propuesto
que act(ia estabilizando la proteina Nox dentro de las membranas celulares %%
mientras Duox 1 y Duox2 se encuentran en células tiroideas®. Nox1 y Nox3 son
altamente expresadas en epitelio de colon y en oido interno, respectivamente y su
actividad es regulada por la GTPasa Rac 1. Nox2, Nox4 y Nox5 se encuentran
ampliamente distribuidas en rifidn y células vasculares y sanguineas y su actividad

es independiente de Rac-GTPasa®**.

Cuatro de estas isoformas se encuentran presentes en las paredes de los
vasos sanguineos (fig. 2)>***!, donde cada una de las capas vasculares parece
tener una composicion especial de NADPH oxidasa, que incluso pueden variar
entre especies siendo Nox2 la mas abundante en células endoteliales de los vasos
sanguineos, adventicia de vasos conductores y en leucocitos fagociticos™ >332,
Por su abundancia en células endoteliales de vasos sanguineos contribuye a la
patogénesis de muchas enfermedades cardiovasculares ocasionadas por el estrés

oxidativo, entre las que se encuentran ateroesclerosis e hipertension®>334,
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Figura 2. Presencia de isoformas de NADPH oxidasa en paredes de los vasos sanguineos’.

Sin embargo, a pesar de que la excesiva produccion de O,” esta
relacionada con padecimientos en el sistema cardiovascular, la deficiencia de
Nox2 contribuye a desarrollar enfermedad granulomatosa cronica EGC,
caracterizada porque los fagocitos no pueden generar suficiente O,” y disminuye
su actividad bactericida. Esto puede conducir a la formaciéon de granulomas en

pulmén, higado, ganglios linfaticos y tracto gastrointestinal, urinario y genital®.
4.1.1. Subunidades de NADPH oxidasa 2:

Las NADPH oxidasas estan constituidas por subunidades citoplasmicas y
subunidades unidas a membrana. Las 2 proteinas de membrana son gp9l1phox
gue es la subunidad catalitica (que es una hemoproteina) y p22phox (22kDa) que
es la proteina de union no catalitica (fig.3). Los componentes citosdlicos del

complejo pueden incluir un organizador (p47phox o NOXO1), un activador
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(p67phox o NOXAL) y otras proteinas (p40phox y Rac). Estas subunidades

citosélicas pueden variar con las diferentes isoformas de NOX*2133>41

Nox2/gp91phox: Es una proteina glicosilada de 570 residuos de
aminoacidos con 6 dominios transmembranales y un peso de 65 kDa. Presenta un
segmento N-terminal, 6 alfa hélices transmembranales y una region carboxilo
terminal citoplasmatica que contiene sitios de reconocimiento para FAD y NADPH
2234 | os electrones son acarreados por NADPH y transferidos inicialmente a FAD
y uno de los 2 grupos hemo dentro de los segmentos de los dominios
transmembrana de la proteina Nox, los cuales son sostenidos en su lugar por sus
cuatro residuos de histidina. El primer grupo hemo esta localizado a través de la
terminal citoplasmica de la molécula mientras el segundo grupo hemo esta situado
a través de la cara externa. Presumiblemente este hemo externo facilita la
transferencia de electrones al oxigeno molecular para generar O, celularmente o
dentro del fagosoma. Se cree que el grupo hemo de la region carboxilo terminal
esta involucrado con el establecimiento de la interaccion entre Nox2 y p22phox

para la estabilizar y fijar a la proteina Nox2 con la membrana®>®.

p22phox: Esta unida a la membrana (fig.3) y se asocia con Nox1, Nox2 y
Nox4 en células vasculares. Posee 195 aminoacidos y tiene un peso molecular
aproximado de 21kDa. Presenta un grupo amino citoplasmico terminal, 2
membranas alfa hélices conectadas por asas cortas y un C terminal que se
extiende hacia el citoplasma. El amino terminal contiene 2 regiones esenciales en
la activacion de Nox2 y en su estabilidad en la membrana. Estas regiones
participan en la heterodimerizacion con Nox2. La regién carboxilo terminal
presenta una region rica en prolina (PRR) que es reconocida en la union a
p47phox. Por lo tanto p22phox es intermediaria porque facilita la interaccion de

1,2,36,37

p47phox con gp91phox
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gp91 phox

COOH

Figura 3. gp91phox y p22phox son las subunidades transmembranales de NADPH oxidasa.

p47phox: Tiene un peso aproximado de 47kDa y 390 residuos de
aminoacidos. Contiene 2 dominios de homologia Src 3 SH3 que son regiones
conservadas y bien conocidas por su participacion en las interacciones proteina-
proteina, una region auto inhibitoria (AIR) en la region carboxilo terminal, un
dominio de homologia de phox (dominio PX) para unirse a fosfoinositol y anclarse
a la membrana durante la interaccién con p22phox y una regién rica en prolina

(PRR) similar a la que contiene p22phox en el amino terminal (fig.4.)% 3839144042
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Figura 4. Sitios de unién del complejo de proteinas citoplasmicas®.

En condiciones de reposo p47 phox es incapaz de unirse a p22phox ya que
Su region auto inhibitoria (AIR) impide la interaccion de los dominios SH3 con la
region rica en prolina PRR de p22phox (fig.5). Otra inhibicion menos definida se da
entre el dominio SH3 del carboxilo terminal de p47phox y el dominio PX para
prevenir la union del dominio PX con los fosfoinositidos de membrana impidiendo

Su asociacion con la membrana en condiciones de reposo.

En presencia de un estimulo apropiado, los residuos de serina localizados
sobre p47phox se fosforilan ayudando a la liberacion de los dominios SH3 y PX
gue se unen a p22phox y a la membrana plasmatica respectivamente. Conocer

esto es importante, ya que podria permitir inhibir la actividad de Nox2 por
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interferencia con la interaccion molecular entre p22phox y p47phox a través de

pequefios movimientos de péptidos de esta regign?*®1438:39.:40-45

Heterodimero inactivo

Complejo citosdlico ternario

Figura 5. En reposo, las regiones autoinhibitorias de p47phox impiden el ensamblaje y activacion
de NADPH oxidasa.

p67phox: Es una proteina de 59.8 kDa compuesta de 526 aminoéacidos,
contiene en su amino terminal 4 tetratricopeptidos repetidos (TPR) y 2 dominios
SH3, uno localizado centralmente y otro cerca del carbono terminal (fig. 4). El
segundo dominio de p67phox se une a la region PRR de p47phox. p67phox es
una subunidad activadora pero requiere ser activada por la unién de la cinasa Rho

gue es activada por Rac GTP. De esta manera un dominio especifico de p67phox
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se une sobre una region especifica de Nox2 y permite un cambio conformacional

en Nox2 y una induccién de flujo electrénico a través del complejo®*%°,

p40phox: Regula positivamente la actividad de NADPH oxidasa. Tiene 339
aminoacidos y un peso molecular de 39kDa y posee un dominio PX en su amino
terminal, un dominio SH3 y un dominio PBI. Se asocia con p67phox a través del
dominio PBI y con los fosfoinositidos de membrana a través del dominio PX
analogo al de p47phox (fig. 4). p40phox interactlia directamente con la region PRR
de p47phox que es relativamente mas débil que la de p47phox con p67phox, por
lo que p67phox sirve como union entre p47phox y p40phox por su interaccion con
ambos. El dominio SH3 de p40phox puede interactuar directamente con las
regiones ricas en prolina de p22phox y puede actuar como un organizador

alternativo para p47phox en la activacién de Nox2 (fig. 4)>%>*+42,

4.1.2. Ensamble de Nox2

Nox2 presente en leucocitos y vasos sanguineos se encuentra inactiva en
condiciones de reposo y puede ser activada por varios agonistas diferentes como
fMLP (N-formil-metionina-leucina-fenilalanina), Porbol y zymosan opsonizado, lo
que resulta en una generacién masiva de O,~ (aproximadamente 10 nmol/min/10°

células).

La activacion de gp91phox por p67phox se produce a través de un dominio
de activacion situada en la region N-terminal de p67phox. Sin embargo, la
interaccién en este sitio, no es lo suficientemente fuerte para permitir la asociacion
constante de las dos moléculas y es facilitada por p47phox, que actia como
proteina adaptadora. Esta funcién de p47phox se rige por fosforilacion de serinas,
gue ocurre durante la activacion de la oxidasa. El dominio SH3 bis de p47phox se

une a p22phox, mientras que el dominio PX permite el anclaje de p47phox a la

Martha Edith Macias Pérez Pagina 19



Disefio y Evaluacion Tedrica y Experimental in vitro de Compuestos Derivados de
Apocinina como Posibles Inhibidores de NADPH oxidasa

membrana. p67phox interactia a través de su dominio SH3 con una PRR en
p47phox. En consecuencia, p22phox es considerado el principal sitio de
acoplamiento de las subunidades citosolicas de NADPH oxidasa 2 y estabiliza a

2,14,38,39,40-44

gp91phox

Se ha mencionado que una via de activacion es cuando en presencia de
grandes cantidades de RAC1 GDP, se une a Rho, ambos participan en la
activacion de Nox2, y juntos activan a p67phox para que se una a Nox2 y la active,
incluso en ausencia de p47phox. In vivo, la traslocacion de RAC es independiente
de la traslocacion de p47phox y p67phox y se lleva a cabo aun en pacientes que

carecen de la expresién de subunidades de NADPH oxidasa®*>*.

Cuando las subunidades citosolicas de Nox2 se fosforilan se traslocan
hacia las subunidades localizadas en la membrana permitiendo la activacion de la
enzima y la formacibn de ROS. En cambio, Nox4 y Nox5 pueden ser
independientes de subunidades citosOlicas y activarse constitutivamente o
regularse por calcio intracelular libre, respectivamente para producir especies

reactivas de oxigeno (ERO)*#%12,

4.2 Especies Reactivas de Oxigeno (ERO)

Las ERO pueden ser producidas por la incompleta reduccién del oxigeno
molecular a agua mediante procesos enddégenos como la cadena respiratoria, ya
gue el oxigeno es una molécula indispensable para la produccion de energia en
las células eucariotas. Las ERO incluyen O," (anién superoéxido), H,O, (peréxido
de hidrégeno) y ‘OH (radical hidroxilo) que pueden salir de la membrana

mitocondrial al medio intracelular (fig.6)%%*2.
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Figura 6. Formacion de Especies Reactivas de Oxigeno.

En la vida aerdbica, las células son continuamente expuestas a ERO
formadas durante el metabolismo celular normal. Los bajos niveles de ERO
intracelular son esenciales para la funcion fisiolégica normal ya que contribuyen a
la sefalizacion celular, activan muchas vias intracelulares para cambios en la
transcripcion genética y alteraciones en la funcion de proteinas y enzimas

2,7-12

especificas, afectando casi todos los aspectos de la funcién celular incluyendo

expresion genética, proliferaciéon, migracion y muerte celular®’, sin embargo, la

12 Muchos

alta reactividad de estas especies impide su amplia distribuciéon
sistemas enzimaticos, incluyendo la oxido nitrico sintasa (ON sintasa), enzimas de
la cadena respiratoria, citocromo p450, xantina oxidasa y NADPH oxidasa,

contribuyen a la formacién de ERO™*2,

La produccién excesiva de ERO causa estrés oxidativo el cual representa
un importante mecanismo en la patogénesis de muchas enfermedades entre las
cuales se encuentran las vasculares tales como hipertension y ateroesclerosis. Sin
embargo, las ERO actian como moléculas de sefalizacion intracelular incluyendo

proliferacion, apoptosis y supervivencia. Hay evidencia que sugiere que las ERO
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pueden regular la vasoconstriccion y vasodilatacion dependiendo de las ERO
formadas. El O, ha mostrado ser un mediador de la hipertension y su produccion
por Nox2 puede ser inducida por factores vasoactivos tales como angiotensina Il y
endotelina o por acetato de sal de deoxicorticosterona. El O,” también amplifica la
hipercontractilidad de via aérea inducida por alérgenos. En los vasos sanguineos
las fuentes potenciales de ERO incluyen a NADPH oxidasa, ON sintasa, xantina
oxidasa, cicloxigenasa y cadena respiratoria mitocondrial. NADPH oxidasa es
considerada la mayor fuente de ERO vascular y ha mostrado regular la

constriccién miogénica y el tono vascular activada por endoteling 1111%242535:34-57

Una de las ERO que mas dafio produce y es mas abundante es el anion
superéxido (O,") a pesar de no ser tan reactivo como el ‘OH ya que sus efectos
involucran la inactivacion de moléculas de sefializacion del 6xido nitrico (ON), lo
gue conduce a la reduccion de su biodisponibilidad contribuyendo a la disfuncion
endotelial, debido a que el oxido nitrico es el principal mediador de la homeostasis

vascular®®1?,

El oxido nitrico es producto de la actividad enzimatica de la ON sintasa

endotelial que se activa por la presencia de ERO (fig. 7) *>°%%.
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Figura 7: Formacion de Oxido Nitrico por medio de la NOS.

Normalmente el oxido nitrico induce la expresion de hemo-oxigenasa 1
(enzima antioxidante) en vasos sanguineos y modula la funcién de Nox1 por la via
de la hemo-oxigenasa, lo cual fue asociado con la reducciéon de la capacidad de

generar superéxidos de Nox1 **°°.

La disminucion de ON esta implicada en enfermedades cardiovasculares
severas ya que al reaccionar con O;" forma peroxinitrito (ONOQO™) una especie
que participa en la sefializacién redox'**, ocasionando la disminucién de ON en
endotelio, lo cual se asocia con dafio mitocondrial y disfuncion endotelial. Esta
disfuncion endotelial se presenta en enfermedades cardiovasculares, entre las que

se encuentra la hipertension (fig.8)%*>".
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J ON:

-Enfermedades
cardiovasculares
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Figura 8. La disminucién de oxido nitrico conduce a enfermedades cardiovasculares.

4.3 HIPERTENSION:

El aumento de ERO y la consecuente disminucion del ON contribuyen al
desarrollo de enfermedades cardiovasculares tales como: insuficiencia cardiaca,
ateroesclerosis, angina de pecho, enfermedad coronaria e hipertension®®. Estos
padecimientos han sido declarados actualmente por la OMS la primera causa de
muerte en el mundo debido a que cada afio se registran casos de defunciones
derivados de estos padecimientos principalmente en paises subdesarrollados

(http:/mwww.who.int/mediacentre/factsheets/fs317/es/index.html).

La hipertension se define como una presion arterial (PA) mayor de 140/90

21,32,63,63

mmHg . Los d6rganos mas afectados por la hipertension son corazén,

rifiones y vasos sanguineos. Ya que en ellos se observa disfuncién endotelial por

55-63
N

la disminucién del O . Esto es de gran importancia ya que el endotelio
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desempeia un papel importante en la homeostasis cardiovascular mediante la
regulacién del tono vascular, ademas esta expuesto a las fuerzas mecéanicas y
otros factores de riesgo cardiovascular que pueden alterar la estructura y funcién

vascular®3,

Al presentarse una disminucion de ON y no haber regulacién del tono del musculo
liso vascular se dice que hay rigidez arterial. El aumento de la rigidez arterial ha
sido considerado un indicador de enfermedad y est4 asociado con el desarrollo de
la hipertension, asi como otros factores de riesgo para enfermedades
cardiovasculares. Ademas, la rigidez arterial se asocia con un mayor riesgo de
eventos coronarios y accidentes cerebrovasculares, asi como los cardiovasculares

y la mortalidad en individuos con hipertension arterial.

El aumento de la presion arterial en el musculo cardiaco causa su remodelacion,
cambios en la resistencia arterial coronaria y fibrosis perivascular, que con el
tiempo terminan por ocasionar rigidez cardiaca, disfuncion diastdlica y disfunciéon
sistélica, lo cual favorece la probabilidad de isquemia cardiaca y riesgo de infarto

al miocardio, muerte subita, arritmias e insuficiencia cardiaca® .

4.4 Inhibidores de NADPH oxidasa

Debido a que la unica funcién conocida de NADPH oxidasa es produccion
de O,y no se le conoce ninguna otra funcién como el resto de las enzimas, se ha
vuelto un blanco farmacolégico importante®'®, por lo cual, partiendo del
conocimiento de su estructura, subunidades y activacién, se han propuesto

diversos mecanismos de inhibicién de esta enzima, que son:

a) Influir directamente en la actividad de la oxidasa mediante la transferencia

de sus componentes electronicos.
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b)

los niveles de oxidasa capaces de generar O;".

C)
modular la actividad oxidasa.
d)

Modificar postraduccionalmente

Desensamble y/o prevenir el ensamble de la oxidasa.

Disminucion de la expresion de una o mas de sus subunidades para reducir

la oxidasa y/o sus activadores para

Algunos de los compuestos que inhiben el ensamble de las subunidades de
NADPH oxidasa son: Gp91 dstat, AEBSF, PR-39, Nebivolol (tabla 1) y Apocinina

(fig.9)%

Tabla 1. Inhibidores del ensamblaje de las subunidades de NADPH oxidasa.

Nombre

Gp91 dstat
[H]- RKKRRQRRRCSTRIRQL-NH2

AEBSF

0=5=0
* HCI

HN

PR-39
RRRPRPPYLPRPRPPPFFPPRLPPRIPPGFPP
RFPPPRFP

Nebivolol

Mecanismo de accion

Inhibe el ensamble de la oxidasa,
inhibiendo la asociaciéon de Nox2 con
pa7.

Inhibe el ensamble de la oxidasa,
inhibiendo la asociacion de Nox2 con
pa7.

Se une al dominio SH3 de p47phox y
previene la union de p22 phox.

Inhibe la asociacién con membrana y la
interaccion de p67 phox y Rac y
disminuye la expresion de la oxidasa.
Inhibe la produccion de superoxido
dependiente de NOX1

Otros efectos

No reportado

Noes inhibidor de la
serina.

No selectivo, inhibe
otras proteinas que
tienen dominios SH3.

Bloqueador de los
receptores
adrenérgicos.
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Uno de los compuestos mas ampliamente utilizados en animales de
experimentacién es apocinina, la cual en algunas fuentes es mencionada como
antioxidante o inhibidor de Rho cinasa mientras que en otras se menciona como
inhibidor del ensamble de las subunidades de Nox2. Otros compuestos utilizados
son: 4-(2-aminoethyl)-benzenesulphonyl fluoride (AEBSF) que bloquea la
traslocacion de p47phox hacia la membrana e inhibe las serinas proteasas.
Difenilen iodonium (DPI) inhibe también otras enzimas como NOS y XO, las
colinesterasas y las bombas de calcio internas.

Apocinina, AEBSF y DPI parecen tener poca especificidad como agentes
farmacologicos cuando se valida el papel de NADPH oxidasa en alguna funcién
fisiologica o patologica. En contraste, triazol pirimidinas tales como VAS3947 son
especificas para NADPH oxidasa, pero no para NOS y XOD y no interfieren con

los sistemas de ERO cominmente utilizados>¢23,

4.4.1. Apocinina (4-hidroxi-3-metoxiacetofenona)

O

OMe
OH

Figura 9. Apocinina.

2,20

Su estructura es un catecol orto-metoxi sustituido™=" (fig. 9) anteriormente usado

para el tratamiento de condiciones inflamatorias. Aislado de las raices de
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Apocynum Cannabinum (cafiamo canadiense) y de la raiz de Picrohiza Kurroa,
una hierva perenne originaria del Himalaya. Tiene un peso molecular de 166.17
g/mol, es un polvo cristalino amarillo con aroma a vainilla. Soluble en solventes no

polares como DMSO, cloroformo y alcoholes®

Apocinina ha ganado reconocimiento como inhibidor de NADPH oxidasa,
aunque su mecanismo de accion aun no es bien conocido, sin embargo algunos
autores mencionan que el dimero de apocinina previene la asociacion de sus
subunidades citosélicas con las de membrana para inhibir la actividad de NADPH
oxidasa, consiguiendo esto gracias a que se une a p47phox, justo en la regién con

que se une a p22phox (fig.10) 21>,

Heterodimeroinactivo

Dimero de
Apocinina

Complejo citosdlico ternario

Figura 10. Inhibicién del ensamble de NADPH oxidasa por Apocinina.
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Al inhibir el ensamble de NADPH oxidasa se inhibe su funcion que es la
produccién de anién superéxido, permitiendo mayor disponibilidad de ON para la
relajacion del endotelio vascular, lo cual puede contribuir de manera importante al

tratamiento de la hipertensiéon®*"23,

OH

MPO MeO
>

OMe OH

OMe

OH
O

Figura 11. El dimero de apocinina se forma por actividad de la enzima MPO formandose un enlace

C-C en la posicién orto al alcohol.

El dimero de Apocinina es generado por la actividad de la enzima

mieloperoxidasa (MPO)>'"%

como se observa en la figura 11. Sin embargo,
algunas bibliografias reportan que debido a que la enzima MPO no se produce en
células endoteliales, no puede formarse el dimero de apocinina y por lo tanto en
este tipo de células no puede actuar inhibiendo el ensamble de las subunidades,
pero debido a la presencia de un grupo alcohol (-OH) en su estructura podria tener
actividad como atrapador de radicales en células endoteliales, ademas de que
proponen que la inhibicion de NADPH oxidasa puede deberse a la inhibicién de la
fosforilacién de la cinasa Rho?. Otras fuentes bibliograficas mencionan que
apocinina no tiene mucha afinidad por la enzima MPO, ya que en experimentos en
gue recolectaron la orina de las ratas observaron que soélo un 20% de la apocinina

adquiere la forma dimérica. Esto ha impedido que apocinina pueda ser
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administrada como medicamento antihipertensivo, so6lo se ha podido utilizar

experimentalmente®*”%,
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5. Justificacion del estudio

Actualmente la hipertension es un padecimiento crénico considerado un grave
problema de salud publica ya que en el afio 2008 se reporto que ocupaba el
séptimo lugar entre las principales causas de morbilidad en nuestro pais

(www.dgepi.salud.gob.mx), sus causas son multiples y puede contribuir al

desarrollo de algunos padecimientos como ateroesclerosis y enfermedades
cardiovasculares e incluso puede causar la muerte, por lo que resulta de gran
importancia disponer de medicamentos que permitan un mejor control del

padecimiento.

La presencia de altos niveles de O;" en endotelio vascular tiene un amplio
efecto oxidante, disminuye la biodisponibilidad del oxido nitrico y permite el
desarrollo de padecimientos cardiacos. Su principal fuente es NADPH oxidasa,
gue produce una gran cantidad de O, a nivel vascular. Motivo por el cual NADPH
oxidasa es un blanco farmacoldgico importante, ya que al inactivar su funcion

puede disminuir la presencia de ERO y sus efectos en el organismo.

Se han estudiado algunos inhibidores de NADPH oxidasa, entre los cuales se
encuentra la Apocinina el cual a pesar de ser un compuesto que ha demostrado
funcionar no se ha podido utilizar como farmaco debido a que su activacion
requiere la intervencion de la enzima mieloperoxidasa (MPQO) para formar el
dimero o radical que inhibe a NADPH oxidasa y ademas presenta muy poca
afinidad por NADPH oxidasa. Debido a esto es importante el desarrollo de
derivados de apocinina que no requieran ser activados por la MPO, que presenten
mayor afinidad por NADPH oxidasa, aumenten la disponibilidad del oxido nitrico y

eviten la vasoconstriccion producida por el anion superéxido.
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6. Hipotesis

Apocinina presenta poca afinidad por NADPH oxidasa y requiere ser activada
por la MPO, por este motivo, se espera que al sintetizar los compuestos derivados
de apocinina presenten mayor afinidad por NADPH oxidasa, favoreciendo la

disminucion de O, y por lo tanto contribuir a una mayor biodisponibilidad de ON.
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7.Objetivo general

Disefiar, sintetizar y evaluar tedrica y experimentalmente compuestos
derivados de apocinina como inhibidores de NADPH oxidasa mediante estudios in

silico e in vitro.

8. Objetivos particulares

1. Diseflar y sintetizar compuestos derivados de apocinina para evitar el
ensamblaje de las subunidades que conforman a NADPH oxidasa inhibiendo su
funcion.

2. Evaluar in vitro el efecto inhibitorio de los compuestos sintetizados sobre
NADPH oxidasa en arteria aorta de ratas mediante RPE.

3. Evaluar mediante estudios teodricos la interaccion de los compuestos

disefiados con las subunidad p47phox de NADPH oxidasa.
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9. MATERIAL Y METODOS:

9.1. Sintesis de compuestos derivados de apocinina

9.1.1. CINP1A:

En un matraz bola de 10 ml se agregaron 166 mg (1 mmol) de apocinina, 5
ml de agua desionizada, 141.5 mg (1.5 mmol) de acido cloroacético, 166 mg (1
mmol) de Kl y por dltimo, con agitacién, se agregd poco a poco 345.5 mg (2.5
mmol) de K,COs. Esta mezcla se reflujo durante 4 horas. Después se ajusto el pH
(neutro) y se extrajo con acetato de etilo (dos veces). La solucion acuosa se

acidificé a pH 2, el precipitado formado se filtré y seco al vacio.

El rendimiento del producto obtenido en esta reaccion fue de 117 mg (50 %)
(fig.12).

@) 0
0 K,CO,/KIH,0
+ o N -
OMe oH  fyen OMe
OH O
Apocinina Ac. cloroacético O
HO

Figura 12. Sintesis del CINP1A.
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9.1.2. CINP2A:

En un matraz bola de 10 ml se agregaron 166 mg (1 mmol) de apocinina,
0.14 ml (1.5 mmol) de &cido butandico en 5 ml de etanol absoluto. Se agregaron
208 mg (1.5 mmol) de carbonato de potasio, 249 mg (1.5 mmol) de yoduro de
potasio y se reflujo por 18 h. Se evapord el disolvente y se acidific6 a pH
aproximado de 4 a 5. Se extrajo con acetato de etilo. Después de evaporar y secar
al vacio, se reflujé con NaOH acuoso (10 %) por 30 minutos. Se ajust6 el pH a
neutro y se extrajo con acetato de etilo (dos veces). Se acidifico el pH a 2 y se
extrajo nuevamente con acetato de etilo y se evapord. Se agregé Na,SO, anhidro
y carbon activado. Se filtré y evaporo al vacio. Se obtuvieron 128 mg (51 %)
(fig.13).

0]
EtOHA,CO,/KI
T T~""¢n 3
OMe 8h Reflujo pH TpH=d-5

OH

Apocinina

CN CN
O
NaOH 10%
—-
OMe 30 min Reflujo
O
§ ;: (@]
CN HO

Figura 13. Sintesis del CINP2A.
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9.1.3. CINP1B:

En un matraz bola de 10 ml se agregaron 830 mg (5 mmol) de apocinina,
855 mg (7.5 mmol) de anhidrido glutarico en 5 ml de DME y 1.4 ml (10 mmol) de
TEA. Se refluj6é con agitacién durante una hora (fig.14).

O
O
O O O
s DMETEA
U 1hreflujo Oie
OMe O
OH O
Apocinina Anhidrido
Glutarico
O
OH

Figura 14. Sintesis del CINP1B.

Se agreg0 agua, en un embudo de separacion, para eliminar la TEA. Se
secO con Na SO, anhidro, se filtré la fase organica y se evaporo el disolvente. El
rendimiento fue de 0.87 g (62 %).

9.1.4. Anhidrido Pimélico

Se pesaron 4 g de acido pimélico (25 mmol) en un matraz de 25 ml y se
agregaron 5 ml (53 mmol) de anhidrido acético. Se reflujo con bafio de agua
durante 2 horas a una temperatura de 70 a 80 °C. Se destil6 el exceso de

anhidrido y se seco al vacio. Se obtuvieron 3.3 g (93 %) (fig.15).
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0 0

0 0
HOJ\/\/\/LLOH + )J\O)J\ i

70°C, Reflujo,Agitacion

Figura 15. Sintesis del anhidrido pimélico

9.1.5. CINP2B:

En un matraz de 10 ml se agregaron 166 mg (1 mmol) de apocinina, 284
mg (2 mmol) de anhidrido pimélico, 5 ml de DME y 0.2 3 ml (2 mmol) de TEA. Se
agité durante dos horas a temperatura ambiente (fig.16).

OMe
DM EITEA
+

O

O
OMe 2hTA
OH

HOOC

Figura 16. Sintesis del CINP2B.

Se agreg6 agua para eliminar la base en un embudo de separacioén. La fase

organica se sec6 con Na,SO4 anhidro, se filtr6 y se evapord en el rotavapor. Para
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purificarlo se us6 cromatografia en columna con silica gel usando mezcla de
hexano/acetato de etilo. El rendimiento fue de 92 mg (30 %).

9.2. Caracterizacion de los compuestos derivados de apocinina

Se verifico la formacién y pureza de ambos compuestos por cromatografia
en capa fina, la cual se visualizé6 mediante una ldmpara de emision de luz UV (fig.
17).

@
i |
ST U I O D . IR 3
Verificar formacion de compuestos Visualizar
, RMN *H
por cromatografia en capafina con LuzUV

Figura 17. Caracterizacion de los compuestos.

La caracterizacion se llevé a cabo mediante, resonancia magnética nuclear

(RMN) de *H y 3C con la determinacién del punto de fusién de cada compuesto.

9.3. Pruebade DPPH

Esta prueba sirve para determinar radicales libres formados indirectamente
con la reduccion del DPPH. Se realiz6 con la finalidad de conocer si los
compuestos son buenos atrapadores de radicales. En esta prueba el 2-2 difenil-2-

Picrilhidrazoilo (DPPH) reacciona con una molécula antioxidante, la cual a través
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de su rompimiento hemolitico genera la forma reducida del DPPH (DPPH"). La

reaccion ocurre de la siguiente manera:
Z+AH=ZH+A
Z+ es el radical DPPH; AH es la molécula donadora y corresponde a nuestros
compuestos: apocinina, CINP1A, CINP2A, CINP1B y CINP2B; ZH forma reducida

del DPPH; A nueva especie radical formada.

La prueba de DPPH se puede ilustrar de la siguiente manera (fig. 18):

Figura 18. Prueba de DPPH.

Para la realizacién de esta prueba se preparé una solucién 3x10° M de

DPPH y una solucion 1mM de Apocinina en DPPH, a partir de la cual se realizaron
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9 diluciones con las concentraciones de: 1000, 100, 10, 1, 0.1, 0.01 pyM, y para

cada compuesto derivado de apocinina se realiz6 el calculo mol a mol.

Se realizaron pruebas por triplicado en placas de elisa de la siguiente
manera agregando 1 a 1 la solucion del compuesto con DMSO, la solucion del
compuesto con DPPH y la solucion de DPPH con DMSO. Se mantuvieron en la

oscuridad durante 60 minutos y se midieron a una longitud de 490 nm.

El porcentaje de actividad antioxidante para esta prueba de DPPH se

obtuvo utilizando la siguiente formula:

% Actividad antioxidante = (1-(Ai-Aj)/Ac) 100

Donde Ai corresponde al compuesto con DPPH; Aj al compuesto con
DMSO; Ac es DPPH con DMSO. Se graficaron los datos obtenidos del porcentaje
de actividad antioxidante contra la concentracion de las soluciones y se

compararon®.
9.4. Obtencion de los tejidos

Para la obtencion de las arterias se emplearon ratas wistar macho de 12
semanas. Todos los animales se aclimataron por una semana antes de comenzar
los experimentos. Los animales se mantuvieron en un ambiente con temperatura y
humedad controladas, con ciclos automaticos de luz y oscuridad de 12/12 horas.
El agua y alimento fueron proporcionados ad libitum. Cabe sefalar que los
procedimientos realizados en animales cumplieron con los requerimientos que en
materia determinan la NOM-062-ZO0-1999 (especificaciones técnicas para la
produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio, sagarpa y la guia para el

cuidado y el uso de los animales de laboratorio, Nacional Research Council).
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Las ratas se anestesiaron con pentobarbital sédico (50mg/Kg ip) y se les
administré heparina como anticoagulante. (500 U ip). La arteria aorta fue removida
después de la toracotomia y se coloc6 en una solucién de Fosfatos pH=7.4 a una
concentracion de 50uM, se congelo a -80°C para posteriormente ser utilizada en
los ensayos de actividad enzimética de NADPH oxidasa.

9.5. Determinacién de la actividad enziméatica de NADPH oxidasa

Se juntaron varias arterias aorta y se homogenizaron con 950ul de buffer
Tris-Cl pH 7.4 y 50 pl del inhibidor de proteasas (0.1 mmol/L de fenilmetilsulfonil
fluoride, 2 pmol/L bestatina, 2 pmol/L leupeptina). Las muestras se centrifugaron a
2700 rpm durante 10 minutos a 4 °C y el sobrenadante se almacen6 a -80 °C

hasta su uso.

Se determind la concentracion de proteinas con base en el método de
Bradford utilizando un Kit de Cayman (Protein Determination Reagent —item No.
704004 y Protein Determination BSA standard — Item No. 704003).

Preparacion de la muestra: 30 pg de la proteina por muestra y 10 umol/L de
porbol, se afiaden al buffer de reaccién (buffer de fosfato de sodio 50 mM, pH 7.4)
conteniendo el atrapador de radicales PP-H (1-hydroxy-4-phosphonooxy-2,2,6,6-
tetramethylpiperidina) (5 mM). Las mediciones se comenzardn por la adicién del
sustrato 100 pumol/L de NADPH, 100 pmol de NADH en capilares de vidrio de 50uL
(Corning). La formacién de anion superoxido se determind mediante la oxidacion

de PP-H (paramagnético).

Se realizaron algunas variaciones en la preparacion de la muestra para

determinar algunos parametros importantes como la produccion total de anién
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superoxido en la muestra en presencia de cada uno de los componentes. Se

prepararon como se indica a continuacion (tabla 2):

Tabla 2: Preparacion de las muestras para conocer la produccién de anién

superoxido por cada uno de los componentes de la muestra:

Muestra | Contiene Objetivo
1 Buffer, PP-H Conocer la sefial que produce el
PP-H solo.
2 Proteina, Porbol, PP-H, NADH, | Conocer la intensidad de sefial de
NADPH, Buffer la reaccion completa.
3 Proteina, Porbol, PP-H, NADH, | Conocer si en ausencia de NADPH
Buffer se produce sefal, ya sea porque

reacciona con NADH o algun otro

componente de la muestra.

4 Proteina, PP-H, Buffer Conocer si se produce sefal aun
sin activacion de la proteina con
Porbol.

5 Proteina, Porbol, PP-H, Buffer Conocer si hay presencia de sefal
aun sin NADH y NADPH que son

los donadores de protones.

Se mantuvieron en bafio maria a aproximadamente 37°C y se realizaron
mediciones cada 10 minutos durante 50 minutos para monitorear el avance de la

reaccion.

Para conocer el efecto de otros inhibidores conocidos como son: Oxopurinol

68,70,71 17-22

para xantina oxidasa y apocinina para NADPH oxidasa, se prepararon

las muestras de la siguiente manera (tabla 3).
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Tabla 3: Preparacion de las muestras para conocer el efecto de los inhibidores

conocidos.
Muestra | Contiene Objetivos
1 Proteina, Porbol, PP-H, NADH, | Conocer la intensidad de sefal de
NADPH, Buffer la reaccién completa.
2 Proteina, Porbol, PP-H, NADH, | Conocer la intensidad de sefial sin
NADPH, Buffer, Oxopurinol presencia del anién superoxido
producido por Xantina Oxidasa
3 Proteina, Porbol, PP-H, NADH, | Conocer la intensidad de sefial sin
NADPH, Buffer, Apocinina presencia del anién superéxido
producido por NADPH oxidasa.

Para conocer el efecto de los compuestos derivados de apocinina se
adicionaron a la reaccion completa mol a mol respecto a apocinina. La actividad
de NADPH oxidasa se determind mediante EPR usando 1-hydroxy-4-
phosphonooxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidin (PP-H) como atrapador de radicales®.
Las mediciones se llevaron a cabo con las siguientes condiciones: Campo 3480 G,
ancho de banda 60 G, frecuencia de microondas 9.743 GHz, potencia de
microondas 17.390 mW, frecuencia de modulacién de campo magnético 86.00
KHz; amplitud de la modulacion 1.55 G, constante de tiempo 40.960 ms, detector
de la constante de tiempo, 5.243s%°% 707! ge graficd el area bajo la curva de la
concentracion de anion superoxido obtenida en cada espectro realizado.

9.6. Andlisis Estadistico
Los resultados fueron expresados como las medias y el error estandar de
estas (x ESM). Los datos obtenidos en los diferentes experimentos fueron

analizados estadisticamente mediante un método de analisis de varianza

unifactorial (ANOVA) y las medias de los diferentes grupos fueron comparadas
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con la prueba de Holm-Sidak. Un valor de p<0.05 se considera para establecer
gue existe diferencia significativa entre los diferentes grupos.

9.7. Caéalculos Tedricos:

Para realizar los calculos tedricos es necesario tener la proteina cristalizada,

ya que los resultados obtenidos se asemejaran mas a los experimentales.

Debido a la complejidad de la enzima NADPH oxidasa, no se ha podido
obtener la estructura cristalizada de cada una de sus subunidades, por lo cual se
eligio el segmento cristalizado mas largo. La enzima sobre la cual se realizaron las
simulaciones de Docking se obtuvo del Protein Data Bank (PDB) el archivo es
ING2.pdb, que contiene la porcion de p47phox que se une con p22phox ademas
de la region que contiene los residuos de aminoacidos que se fosforilan que son
Ser303, Ser304, Ser315, Ser320 y Ser328 abarcando de lle1l57 a Leu332. Este
segmento se comparo con otro segmento cristalizado que contenia las porciones
de p47phox y p22phox, también obtenido del PDB (1WLP.pdb) para poder

observar la superficie de unién.

A este archivo se le eliminaran las moléculas de agua y ligandos ajenos a la
enzima. Esto se realiza usando el editor de texto WordPad. Después de aislar los
ligandos ajenos a la proteina, se adicionan los atomos de hidrogeno, cargas
parciales y parametros de solvatacion, utilizando el programa AutoDockTools
1.5.4.

Se determinan los atomos de hidrégeno polares, es decir, aquellos unidos a
atomos electronegativos que pueden participar en interacciones por puente de

hidrogeno y se adicionaran parametros de solvatacion.
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La estructura de los compuestos modelados se construy6 utilizando el
programa isis/draw y se pre-optimizaron geométricamente con Hyperchem 6.0 por
mecénica molecular (+MM). Posteriormente se utiliz6 un método semi-empirico
(AM1) y finalmente, dichas estructuras se optimizaron usando un método de
Teoria de Funciones de la Densidad (DFT) B3LYP/6-31G* en el programa
Gaussian 98 y se convirtieron a formato *.pdb con el programa Molekel 4.3.

Una vez optimizadas las estructuras se adicionaron cargas parciales de
Gasteiger y se definieron los atomos de hidrégeno polares mediante el programa
AutoDockTools. Enseguida se especificaron los carbonos aromaticos, se
identificaron las porciones rigidas de las moléculas y se especificaron los enlaces

gue presentan libre rotacion.

Los mapas de afinidad atdbmica se generaron para cada archivo *.pdbgs de
las enzimas, utilizando el programa AutoGird 3.0. Para cada receptor se genero un
mapa de afinidad por cada tipo de atomo generado en los ligandos. En primer
lugar se especifico cada uno de los tipos de atomos presentes en los ligandos.
Después, a la enzima se le delimito el volumen a analizar que en este caso fue
todo el segmento de la proteina ya que no se conoce el sitio exacto donde se une
Apocinina. Esta informacion se almacend en un archivo +.gpf, que es utilizado por
el programa AutoGrid para generar los mapas de afinidad. Estos datos fueron
utilizados por el programa AutoDock para determinar la afinidad de los inhibidores

por la enzima.

La ejecucién del programa AutoDock requiere la estructura de la enzima en
formato *.pdbgs con los respectivos mapas de afinidad atémica (*.gpf), las
estructuras de los inhibidores en formato *.pbdq y un archivo de parametros *.dpf.
Este dltimo se cred utilizando el programa AutoDockTools. El método a utilizar fue

el algoritmo Genético-Lamarkiano implementado en AutoDock, los parametros a
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utilizar fueron los siguientes: 100 corridas, 100 individuos en la poblacion, 1x10’
evaluaciones de energia y en 27000 generaciones. El resto de los pardmetros

fueron tomados con los valores iniciales propuestos por el programa.

El programa AutoDock gener6 un archivo de salida *.dlg el cual contiene las
conformaciones y energias libres de union para cada una de las corridas
solicitadas. A esta informacién se accede con ayuda del programa AutoDockTool.
Con este se pueden visualizar las interacciones no covalentes y sus respectivas
distancias encontradas. Los complejos tridimensionales receptor-inhibidor fueron
visualizados y analizados utilizando el programa VMD.

Para comprobar que los experimentos realizados en el homogenizado de
aortas de rata wistar son reproducibles en humanos, se realizdé un alineamiento
entre las proteinas de rata y de humano. Se obtuvieron las secuencias FASTA de
las proteinas p22phox de rata (Q62737|CY24A _RAT) 'y humano
(P13498|CY24A HUMAN) al igual que p47phox de rata y de humano y se

alinearon en el servidor ClustalW2 para obtener la homologia.
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10. Resultados y Discusion

Sintesis quimica:

Se sintetizaron los compuestos derivados de apocinina, estos fueron: éteres

(CINP1A 'y CINP2A) y esteres (CINP1B y CINP2B) (Figura 22).

1 2) 3) 4)

0
OMe oMe
OMe 0 Me 0 o
0 ]

<,,lIl
COOH
COOH o

OH

HOOC

Figura 19. Compuestos sintetizados a partir de Apocinina.
Eteres 1) CINP1Ay 2) CINP2A.
Esteres 3) CINP1B y 4) CINP2B.

En las siguientes figuras se observan los espectros obtenidos mediante
RMN para cada uno de los compuestos sintetizados donde en cada espectro se
observaron las sefiales que integran para la estructura de cada uno de los

compuestos (Figuras 20, 21, 22, 23).
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Figura 20. Espectro de RMN de H* del CINP1A.

En el espectro correspondiente al CINP1A (fig. 20) observamos entre 12.4 y
13.6 ppm la sefial curva caracteristica para el proton (H') del grupo carboxilo (-
COOH) asignada con el niamero 7; los 3 picos localizados de 6.9 a 7.6 ppm
integran para los H' del grupo aromatico, asignados en la estructura con los
nuameros 2,4 y 5; el pico de 4.8 ppm integra para los 2 protones del -CH,- marcado
con el niumero 6 en la estructura; mientras que los picos de 3.8 y 2.5 ppm integran
para los 3 protones de —O-CH3; marcado con el nimero 3 y del -CO-CH3; marcado

con el numero 1 (fig. 20).
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Figura 21. Espectro de RMN de H* del CINP2A.

En el espectro correspondiente al CINP2A (fig. 21) la sefial curva localizada
entre 12.4 y 13.6 ppm integra para el H' del carboxilo asignado con el nimero 9
en la estructura del compuesto; las sefiales que se encuentran entre 7 y 8 ppm
marcadas con los nimeros 2, 4 y 5 corresponden a los H* del grupo aromatico; los
picos de 4, 2 'y 2.5 ppm integran para los protones del -CH,- de la cadena y estan
marcados en la estructura con los nimeros 6, 7 y 8. Las sefales de 3.8 y 3.2 ppm
integran para los grupos —O-CH3z y —CO-CHj3 asignados en la estructura con los

nameros 3y 1.
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Figura 22. Espectro de RMN de H* del CINP1B.

En el espectro correspondiente al CINP1B (fig. 22) se observa la sefial curva
localizada aproximadamente a 11.5 ppm que integra para el H' del -COOH que
tiene el nimero 9 en la estructura del compuesto; las sefiales que se encuentran
entre 7 y 8 ppm corresponden a los H' del grupo aromatico y estan asignados en
la estructura del compuesto con los numeros 2, 4 y 5; el pico de 3.9 ppm integra
para los 3 H! del —-O-CH; asignado con el nimero 3; el pico de 2.6 ppm
corresponde al los H* de —CO-CHs correspondiente al nimero 1 en la estructura;

los picos que se encuentran entre 1 y 2 ppm integran para los -CH,- de la cadena

y estan indicados con los nimeros 6, 7 y 8.
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Figura 23. Espectro de RMN de H* del CINP2B.

En el espectro de la figura 23 correspondiente al CINP2B se observa en 12
ppm la sefial curva que integra para el H! del carboxilo que corresponde al niimero
11 en la estructura del compuesto; las sefales que se encuentran entre 7 y 8 ppm
corresponden a los H* del grupo aromético y estan asignados en la estructura del
compuesto con los numeros 2, 4y 5; en 3.9 ppm se localiza un pico que integra
para los 3 H' del —O-CH; asignado con el nimero 3; el pico de 2.6 ppm
corresponde al H' de —CO-CHs; marcado como nimero 1 en la estructura; los
picos que se encuentran entre 1 y 2.5 ppm integran para los -CH,- de la cadena y

estan asignados en la estructura con los nimeros 6, 7, 8, 9y 10 (fig. 23).
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Tabla 4: Solubilidad y puntos de fusion de los compuestos sintetizados.

Compuesto Solubilidad Punto de fusién
CINP1A Acetato de etilo, DME, DMSO, etanol. 140 -142 °C
CINP2A Acetato de etilo, DME, DMSO, etanol. 160 — 162 °C
CINP1B Acetato de etilo, DMSO y DME. 70-72°C
CINP2B Acetato de etilo, DMSO y DME. 74 -76 °C

Prueba de DPPH:

En la grafica 1 se graficaron los resultados obtenidos en la prueba de DPPH y
observamos que apocinina lo reduce un 44.2% en una concentracion de 1x10°uM
y un 48.5% a una concentracion 1000uM dando un incremento del 4.3% lo que
nos indica que la capacidad de apocinina para reducir al DPPH no aumenta
proporcionalmente con el aumento de la concentracion ya que si tuviera esta
capacidad antioxidante se observaria un mayor incremento en la reduccion del
DPPH como ha sido reportado en sustancias como flavoniodes que si poseen esta

actividad”.

En la grafica 1 también podemos observar que los compuestos tuvieron un
comportamiento similar al de la apocinina. EI compuesto CINP1A incremento de
39.4 a 54.5% su capacidad para reducir al DPPH sdélo fue 15.1%. Se observa que
el CINP2A so6lo aumento un 1.5%, de 47.2 a 48.7% su capacidad de reduccion del
DPPH.

El CINP2B no incremento su capacidad de reduccion del DPPH, se

mantuvo en 47.9% (Gréfica 1). Mientras que para el CINP1B se observd que su
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capacidad de reduccién se mantuvo en 86.7% a pesar del incremento de las
concentraciones, sin embargo estos valores son demasiado altos y sugieren que
la molécula pudo presentar una transesterificacion y descomponerse en apocinina
y acido glutarico debido a la poca estabilidad observada durante las pruebas de
solubilidad, en la cual observamos que al disolverlo en el buffer de reaccion y otros
solventes organicos y realizar placas de cromatografia se observaban 2 manchas
aparte de la del compuesto y a las 2 horas sélo eran visibles esas 2 manchas
indicando la descomposicién del compuesto. Sin embargo, aun no es conocido
que el acido glutarico posea capacidad antioxidante ya que no realizamos esta

prueba.

100 -
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60 -
50 -
40 -

30

% Reduccién de DPPH

20 1

10 +

1x10-6 1x10-5 1x10-4 1x10-3 1x10-2 1x10-1 1 10 100 1000
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W Apocinina B CINPIA m CINP2A B CINP1B u CINP2B

Gréfica 1: Resultados de la Prueba de DPPH.

Por lo tanto, con ninguno de los compuestos se observd un incremento en
el porcentaje de reduccién del DPPH con respecto a la concentracion de los

compuestos, lo que puede indicarnos que los compuestos no reaccionan con
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especies reactivas de nitrégeno como el DPPH, a pesar de que se ha mencionado
qgue el grupo alcohol (-OH) presente en la estructura de apocinina le confiere
propiedades antioxidantes?’. Sin embargo, apocinina y los compuestos
sintetizados tuvieron resultados similares, aunque los compuestos ya no presentan
el grupo alcohol en su estructura al que pueda atribuirsele esta propiedad ya que
se utilizd para formar los éteres y esteres. Ademas al analizar la estructura de la
molécula de apocinina podemos observar que el grupo —O-CH3 que se encuentra
en posicion orto al alcohol es un fuerte electroatractor que le da estabilidad a la
molécula e impide que el grupo alcohol pueda reducir al anién superoxido.
Ademas, cuando realizamos la sintesis de los compuestos también nos dimos
cuenta de que apocinina no es muy reactiva por el grupo alcohol, solo bajo ciertas
condiciones que en el caso de la sintesis quimica fueron reflujo y DMSO como
solvente. Por lo tanto, con la prueba de DPPH se puede concluir que apocinina no
es una molécula antioxidante?* y al mismo tiempo podemos considerar que
tampoco los compuestos sintetizados tienen actividad antioxidante. Sin embargo,
podria ser que apocinina y sus derivados fueran buenos atrapadores de radicales
centrados en oxigeno como el O, o el *OH por lo tanto podrian evaluarse
mediante reacciones con Xantina/Xantina oxidasa y mediante la reaccién de

Fenton respectivamente.
Actividad Enzimatica con EPR

Una vez sintetizados y caracterizados los compuestos derivados de
apocinina se evalud el efecto inhibitorio sobre la actividad de NADPH oxidasa
cuantificando la producciéon de O, mediante RPE. Sin embargo, como la vida
media del O,” es muy corta se empleo PPH como atrapador de O, el cual al
reaccionar con el O," nos da un espectro como el de la figura 24, en donde se
obtuvieron espectros con 3 sefiales correspondientes al aducto formado por la

interaccion entre el electron desapareado del PP-H y el hidrégeno del O,".
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Figura 24: Espectro de EPR caracteristico de PPH.

Se eligido el PP-H como atrapador de radicales (fig. 25) debido a que es
especifico para O,” y peroxinotrito en reacciones extracelulares in vitro e in vivo°.
OH
boo
OH

O

i
OH

PP-H+O,” . PP* + H,0,

Figura 25. Estructura quimica del PPH.

Mediante la doble integral de la sefial observada en el espectro de la figura
24 es posible obtener el area bajo la curva, la cual es proporcional a la cantidad de

radicales libres presentes en la muestra (grafica 2). En este caso el area bajo la
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curva de cada espectro serd interpretada como la cantidad de O, presente en las
muestras. De cada espectro se obtienen los valores de g que se localiza en la
parte media entre el pico superior y el inferior tal y como se muestra en la figura
24. Para radicales libres se ha reportado que la g debe ser aproximada a 2 (g=

2.0023)%, y se obtiene con la ecuacion:
hy=gBB0

donde h=; y= frecuencia; g= factor g ; B=constante del magnetén de Bohr;

BO= campo magnético.

Para el calculo del area bajo la curva de cada pico en cada espectro,
utilizamos el programa WINEPR System (fig. 26), el cual nos permite integrar cada
pico obteniendo una campana de gauss y nos proporciona el area bajo la curva de

cada pico.

WINEPR

ik~

Sefales del espectrode EPR Logaritmica
s e T =S [Report Decomvolution
3 4 | pest v Vaiell Widithil
1 6 13.6834 5.1707
2 6 27.1986 4.9482
\ /—\ 3 ] 408428 4.8016
- —_—
; \
e \ _ “:"‘»: _ _""-\. Print Copy | Save | [Tox |
Seleccionar picos Reporte

Figura 26. Obtencion del area bajo la curva con el programa WINEPR
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Con basé a los datos obtenidos de estos experimentos se evalud la actividad
inhibitoria de los compuestos sintetizados sobre NADPH oxidasa adicionando a la
mezcla de reaccion cantidades equimolares de los compuestos con respecto a la

cantidad empleada de apocinina (10uM).
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Gréfica 2. Resultados de la inhibicion de la produccion de anion superéxido (O,-) para los
inhibidores conocidos Apocinina y Oxopurinol, admas se observa disminucién de la reaccion
cuando se realiza en presencia de la enzima superoxido dismutasa (SOD) p<0.05 vs. Apocinina.

Debido a que el PPH es un compuesto que se oxida con mucha facilidad se
grafico el area bajo la curva (Grafica 2) que proporciona el PPH sin la enzima y sin
inhibidores para estandarizar el area bajo la curva del PPH solo. Posteriormente,
se analizé la produccion de O, por la enzima NADPH oxidasa como se muestra
en la gréfica 2 observando que esta reaccidbn tuvo mayor area bajo la curva

proporcional a la produccién de O;".
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Para corroborar que el incremento del area bajo la curva se debe a la
produccion de O,” se empleo durante la reaccion superoxido dismutasa (SOD)
una enzima que utiliza como sustrato al O, dismutandolo a oxigeno molecular
(O2) y peréxido de hidrogeno (H,0,) disminuyendo la cantidad de O, disponible
para unirse con PP-H. Como puede observarse en la grafica 2 al adicionar SOD a
la reaccién la produccion de O,” en comparaciéon con la reaccion disminuy6 hasta

ser igual al &rea bajo la curva de la muestra de DPPH solo.

Por lo tanto, estos resultados nos indican que el area bajo la curva calculada
para la reaccion si corresponde a la produccion de O;". Una vez realizados los
experimentos se evaluo el efecto inhibitorio del oxopurinol y apocinina ya que la
produccion de O;” puede ser debida a la actividad catalitica tanto de Xantina
oxidasa como de NADPH oxidasa y estas enzimas son inhibidas por estos

compuestos respectivame nte.

Como se muestra en la grafica 3 al emplear apocinina y oxopurinol
disminuyG el area bajo la curva, siendo mas notable esta disminucién con el
oxopurinol. Al emplear una concentracion mayor de apocinina (100 pM) no
muestra diferencia estadistica posiblemente debido a que en el homogenizado de
proteinas no se encuentra la cantidad suficiente de enzima MPO para poder

activar toda la apocinina a su forma dimérica.

Comparados estos resultados obtenidos empleando apocinina como
inhibidor con lo reportado por otros autores quienes trabajaron sobre una linea de
células endoteliales que sobreexpresan las isoformas Nox1, Nox2 y Nox4 (HEK93)
en donde observaron que la produccién de O, medido por quimioluminiscencia no
disminuia, consideramos que la diferencia entre sus resultados y estos es debida
a que en este proyecto se utilizé6 homogenizado de arterias aortas que ademas de

contener NADPH oxidasa puede contener MPO atrapada en los tejidos entre
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células endoteliales y células musculares, mientras que su cultivo celular no tiene
enzima MPO ya que se ha reportado que esta no se expresa en células
endoteliales, lo que sugiere que apocinina necesita ser activada por MPO como se
menciona en la bibliografia en que propone que la MPO presente en el sistema
vascular puede activar a apocinina para ejercer su actividad sobre Nox2 en células
endoteliales®®.
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Gréfica 3. Resultados de la produccion de anién superéxido (O,™-) para los compuestos derivados

de Apocinina. * p<0.05 vs. Apocinina.

Con respecto a esto ha sido reportado que MPO es capaz de producir el
dimero de apocinina, la cual es la forma activa que inhibe a NADPH oxidasa y que
el mecanismo por el cual lo hace se muestra en la figura 27. Por lo tanto, los

compuestos derivados de apocinina propuestos en esta trabajo no podrian
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producir dimeros de apocinina al no tener libre el grupo —OH de donde es

abstraido el H y producido el radical apocinina con base en el oxigeno®®®*.

0
0
0 MPO/H,
0 Acoplamiento OH
neutrofilos adtivados de radicales
R SE——— | |-{0
OMe
MeQ MeQ ™ ™
OH Qe OH
Apocinina Radical apocinina 5
0 Dimero

Firgura 27. Mecanismo de formacion del dimero de apocinina por la enzima MPO.

Sin embargo, como se muestra en la grafica 3 la produccion de O;"
disminuy6 al evaluar cada uno de los compuestos como inhibidor de NADPH
oxidasa en comparacion con la reaccion sin inhibidor observando que el mejor
compuesto evaluado fue CINP2B ya que reduce el area bajo la curva de O;"
mostrando diferencia significativa estadisticamente comparado con apocinina al
tiempo cero, a los 40 y 50 minutos de reaccion a diferencia de los otros
compuestos, ya que el CINP1A muestra diferencia significativa solo al tiempo 0 y
el CINP1B so6lo a los 50 minutos y durante los otros tiempos de reaccién no

muestran diferencia.

Por lo tanto, el hecho de que los compuestos tengan actividad inhibitoria sobre
NADPH oxidasa sugiere gue finalmente el —OH de apocinina no es necesario para
gue estos compuestos tengan actividad inhibitoria sobre NADPH oxidasa sino mas
bien la densidad electrénica generada por el grupo éter o éster sea de importancia
para la interaccion de NADPH oxidasa y los derivados de apocinina. Con la
finalidad de conocer como podria llevarse a cado esta interaccion se hicieron

estudios de docking.
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Docking

Para la realizacion de los estudios de docking se requiere la proteina
cristalizada, sin embargo debido a la estructura tan compleja de NADPH oxidasa
no existe hasta la fecha una estructura cristalizada completa de todas sus
subunidades, sino que ha sido cristalizadas sus subunidades por segmentos.
Debido a esto para realizar el docking se empled una region cristalizada de la
subunidad p47phox (ING2.PDB), que ha sido reportada como importante durante
el ensamble de p47phox y p22phox como se muestra en la figura 28, donde se
muestra la conformacion mas alargada de p47phox sin unirse a p22phox y una
conformacién mas plegada cuando se encuentra unida a p22phox. Como se ha
reportado que el dimero de apocinina puede inhibir el ensamble entre p22phox y
p47phox es posible que esta region también sea importante para la union del

dimero de apocinina.

B Union con
Unién con p22phox
p22phox ==

Figura 28: Segmento cristalizado de p47phox en que se muestra la regién con que se une a

p22phox y que es la region en donde se cree que se unen los compuestos para inhibir el ensamble
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de estas subunidades. A) segmento de p47phox cristalizado comparado con el B) segmento de
p47phox que fue cristalizado en complejo con p22phox (se eliminé el segmento de p22phox) donde

se observa el plegamiento de la proteina al ensamblarse.

Autores han reportado que el residuo de aminoacidos de p47phox que va
de 156 a 215 es donde se ensambla p22phox (figura 28).

Al analizar las interacciones obtenidas de los estudios de docking entre
p47phox y el dimero de apocinina se observa que este es capaz de interaccionar
con p47phox en la region que contiene los residuos de ARG296, GLY297,
ALA298, PRO299 y la que contiene los residuos TRP204, ILE205, PRO206,
ALA207 (fig. 29), que aparente mente son importantes porque se unen
permitiendo el plegamiento de la proteina p47phox, lo cual puede estar impidiendo
gue la proteina adquiera la conformacion necesaria para unirse a p22phox y de
esta manera puede inhibir el ensamble entre ambas subunidades e inhibir la

actividad de la enzima.

También se puede observar que los compuestos no se unen a la misma
region, pero se unen a una regiéon muy cercana al sitio de union de apocinina y
comparten los mismos aminoacidos, por lo cual podrian estar impidiendo también

gue la proteina p47phox se pliegue y se una a p22phox.
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Figura 29. A) Sitios de union de apocinina y los compuestos sintetizados sobre p47phox. B)
acercamiento donde se observa que al unirse apocinina a p47phox al parecer impide la unién del
segmento que contiene los residuos de ARG296, GLY297, ALA298, PR0O299 con el segmento con
los residuos TRP204, ILE205, PRO206, ALA207 impidiendo el plegamiento de p47phox para
unirse a p22phox. C) los compuestos sintetizados se unen a una region cercana a la que se une

apocinina, por lo que también es posible que estén impidiendo el plegamiento de p47phox.

Esto coincide con la bibliografia que menciona que al ser activada p47phox
por la unién de p67phox a los residuos Ser303, Ser304, Ser315, Ser320 y Ser328
gue se fosforilan exhibe el sitio de union para p22phox y cuando este sitio es
ocupado por p22phox, p47phox lo rodea adquiriendo una conformacion que

mantendré a p22phox fijo evitando que se separen facilmente®”.
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Figura 30: Sitio de unién de los compuestos sintetizadosy del dimero de apocinina. Se observa
gue los compuestos sintetizados se unen a p47phox pero en una region diferente a la que se une

el dimero de apocinina.

Ademas los compuestos sintetizados se unen también en la region de
p47phox cercana al sitio de union con p22phox (fig. 30), observandose que se
unen todos en la misma region compartiendo los aminoacidos a los que se unen
(tabla 5), lo cual indica que probablemente al igual que apocinina impiden que
adquiera la conformacién necesaria para unirse a p22phox impidiendo que se

ensamblen y de la misma manera inhiben la funcion de Nox2.
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Figura 31: A) Complejo p22phox-p47phox. B) El dimero de apocinina se une a los residuos

PRO206 e ILE205 de p47phox necesarios para la unién con p22phox. Por lo cual es probable que

al estar ocupado este sitio por el dimero de apocinina puede impedir que se una p22phox.

Tabla 5: Residuos a los que se unen los compuestos disefiados y los sintetizados.

Compuesto Residuos a los que se une Puentes de H
Diapocinina TRP204, PRO206, ALA207, ASP261, | ALA207:HN,
ARG296, GLY297, ALA298, PRO0O299, | ARG296:HH
PRO300.
Cloroacético TYR231, LYS258, MET278, LEU280, |LYS258:HZ,
GLN281, LYS282, ALA290 LYS282:HN,
LYS282:HZ
Clorobutanoico | TRP204, ILE205, PRO206, ALA207,| ALA207:HN,
ARG296, GLY297, PRO299, PRO300 ARG296:HE,
ARG296:HH.
Glutarico LYS258, MET278, LEU280, GLN281, | LYS258:HZ,
LYS282, ALA290, GLN293 LYS282:HN,
LYS282:HZ

Martha Edith Macias Pérez

Pagina 65




Disefio y Evaluacion Tedrica y Experimental in vitro de Compuestos Derivados de
Apocinina como Posibles Inhibidores de NADPH oxidasa

Pimélico TRP264, SER272, MET278, LEU280, | LYS282:HN,
GLN281, LYS282, ALA290, GLN293, ILE294, | ARG296:HE,
ARG296 ARG296:HH

En la tabla del Anexo 2 se proporciona la lista de residuos a los que se
unen los otros compuestos propuestos y se observa que también son compartidos

con los mencionados en la tabla 6.

En la tabla 5 se observan los AG y Kd obtenidos por docking para el dimero de
apocinina y los nuevos compuestos. El AG de CINP1A y CINP2A es mayor que el
de la apocinina mientras de CINP1B y CINP2B es menor que el de la apocinina,
siendo el menor el AG del CINP1B (-7.48Kcal/mol). Mientras comparando las Kd
son mayores las de los éteres y menores las de los ésteres. Esto sugiere que
NADPH oxidasa presenta mayor afinidad por CINP1B y CINP2B y por lo tanto
podemos esperar mayor inhibicién de la produccion de O," con estos compuestos,
ya que tienen menor AG y menor Kd, lo cual coincide con lo observado al evaluar
la actividad enzimatica con EPR donde se observé que el mejor inhibidor fue el
ester CINP2B.

Tabla 6. Valores de Kd y AG para los derivados de Apocinina.

Compuesto: AG (Kcal/mol) Kd (uM)
Diapocinina -6.47 18
CINP1A -6.13 32.19
CINP2A -6.1 33.89
CINP1B -7.48 3.32
CINP2B -6.99 7.52
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En la tabla del Anexo 1 se muestran los valores de AG y Kd para algunos
compuestos disefiados de los que sugerimos que también pueden tener actividad
reduciendo la produccion de O, derivado de Nox2.

Finalmente se realizaron alineamientos de la proteinas p22phox y p47phox
de rata que es nuestro modelo de estudio y de humano para conocer si los
resultados obtenidos en los experimentos realizados en aortas de ratas se pueden
transpolar al humano Observandose que entre p22phox de rata y de humano
existe una homologia del 90% (fig.32), mientras que entre p47phox de rata y
humano existe una homologia del 82% (fig.33).

sp|P13486 | CY24R HUMRN MGOTEWAMWANEQALASCGLILITGGIVATAGRFTOWYFGAYSIVAGVEVC 30
sp | Q62737 CYZ4A BAT MGOTEWAMWANEQALASCGLILITGGIVATAGRFTOWYFGAYSIVAGVLIC 30
dhkdhdddhdd b dod b dh b b I b hd b hddhh S d b S hdhhd b dddhdd .
sp|P13486 | CY24R HUMRN LLEYPRGEREEGSTMERNGOEHMTAVVELFGEETENY YVRAVLHLLLSVE 104
sp|QBEZ737|CYZ4A BAT LLEYPRGEREEGSTMERCGORYLTAVVELFGEPLTENY YVRAVLHELLLSVE 104
Ihokddddddd bbb oddbdd hdk o dddhddddbdd b dhddd b ddddddd by
sp|P13498 | CYZ24R HUMAN AGFLLATILGTACLATASGIYLLARVRGECWTPFIEPKFRERFOIGGTIRD 13
sp|QBZ737|CYZ4R BAT AGFLLATILGTNCLAIASVIYLLARTRGECWTPFIEPKFRERFPOVNGGTIRD 134
kokd ok dod ok bk b dokd ok odd dkodd ok ks b dd b d kb ok odd b doddok oo ok bk bk
sp|P1348968 | CYZ4R HUMRN FPSMFFPRFFAEAREEPSEEEARLLAG GPQVNPIEVTDEVV 1935
sp|QBZ737|CYZ4R BAT FPTHFFPRFFAEVEREPSEAEEELLSA GPQVNPIEVTDEVV 192
bR AL LA L LI L ke W LA LR AL RLE L LR
Number of sequences 2
Alignment score 1104
Sequence format Pearson
Sequence type Aa
Seglk Name Len (aa) SeqgB Name Len(aa) Scors
1 sp|P13498|CY24n HUMRN 185 2 sp | 062737 |CY¥24R RAT 182 80

Figura 32. Alineamientos de p22phox de rata y humano.
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spP14598 |[NCF1 HUMANMGDTFIRHIALLGFEERFVPSOHYVYMFLVEWQDLSEEVVYR ETEIYEE‘HSLKEMFPIEG

trQ99Me5 |'Q9QMEE_RATMGDTE‘IRHIALLGE‘EKRE‘VPEQHYVYME'LVKHQDLEEK‘JVYR FTEIYEFHEMLEEMFPIG(O
B R L L E E e R e R R R b et i T T T R e e e e

FLG enrflzrELER GoRREFRROGTLTE kIsrRcPHLLEFFRV1ZO
ZGET IFHLEA DEORARFSROGTLTE KISRCEPHLLEFFEV1Z20
&k ﬂ' ﬂ‘ﬂ‘* ﬂ‘ﬂ'ﬂ‘ﬂ‘ﬂ’ﬂ‘ﬂ‘ & - ﬂ'ﬂ‘ﬂ'ﬂ'*ﬂ'ﬂ' ﬂ'ﬂ'*ﬂ'ﬂ'*ﬂ'ﬂ' . ﬂ' ok Ak ok dd L dd L. \4’\4’4‘\4’
REDDLELF KEPETYL CPTILOTYRATADYERES TE180
REDDLELF KEDETYLEMEDGC DIMGPIILQTYRAIADYERES TGlBG
ﬂ'*ﬂ'ﬂ'*ﬂ'ﬂ'ﬂ'_ﬂ'_ﬂ'_ﬂ'ﬂ'ﬂ‘ﬂ'ﬂ'ﬂ‘ﬂ' ﬂ"\l‘ﬂrﬂr . '\Jr\l‘ wd bbb bbb bbb bbb b b ﬂr\l‘
DVVEVVERSESGHWECQ casBLErLDSEoEfiE DoBENyacE DY vETRAYEAT 240
DVVEVVERSESGHWFCOME PASELFPLDSPDEEF DEEPNYAGE PY VBT KAYBR V240
ﬂ'*ﬂ'_*ﬂ'ﬂ'ﬂ'ﬂ'ﬂ'ﬂ'ﬂ'ﬂ‘ﬂ'ﬂ'ﬂ‘ﬂ'ﬂ'ﬂ‘ Wl dod e Wkl ek ko o bk ok, *ﬂ‘*******:****:ﬂ'*

pevsiBrcezlie viarL LocwvEREBDfTeyFRSMYLG oroROIEPRGRPZOY

DEVSLEFGEAlF VI HELLDGHH VR EBDETGYFPSMYLQ QROROIBSRGRP300
W W W W ﬂ'*ﬂ'ﬂ':ﬂ'ﬂ'i’ﬂ'ﬂ'i’ﬂ'ﬂ'i’ﬂ'i’ﬂ':i’ﬂ'_i’:*i’ﬂ'*i’ﬂ'*i’**i’ i’ ﬂ’i’*ﬂ’i’* - W
prRSBTRNAES THORSRERLSODEYRRNSVRFLOORRRFAREGEOSE 359
PRRSEIRNAQS IHORSRERLSODEY RRNSVRFLOORRREAREGEQS 358
ﬂ'*ﬂ'ﬂ' W = ﬂ'ﬂ'ﬂ’ﬂ'ﬂ'ﬂ’ﬂ'ﬂ'ﬂ’ﬂ'ﬂ'ﬂ’ﬂ' W W W W W W W **ﬂ’**ﬂ’** - :
KPQPAVPPRPEIDJIJI IEETKRKJ sav 390

D

EPQPAVEFRES CEESTERFLE@SAV 389
B YL L : At L

LIL

Number of sequences 2

Alignment score 2102

Sequence format Pearson

Sequence type Aa

Seqgh Name Len{aa) SeqgB Name Len(aa) Score
1 sp| P14598 |NCF1 HUMAN 390 2 tr|Q99Mes |Q99MeS RAT 389 B2

Figura 33. Alineamientos de p47phox de rata y humano.

Estas homologias indican que los resultados obtenidos en los experimentos
gue realizamos en homogenizados de aortas de ratas wistar pueden ser

transpolables a humanos por la alta homologia que existe entre las proteinas.
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11. Conclusiones:

Tanto apocinina como los compuestos sintetizados disminuyeron la
produccion de O,” y como no mostraron actividad antioxidante. La afinidad de la
proteina por los CINP1B y CINP2B fue mejor que por apocinina, por lo que
podemos considerar que su actividad inhibitoria se debe a la inhibicion del
ensamble de las subunidades p47phox y p22phox de NADPH oxidasa, siendo
significativamente mejor inhibidor el compuesto CINP2B. Porlo tanto, el uso de
estos compuestos permite mayor biodisponibilidad de oxido nitrico para la

relajacion endotelial.
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13. ANEXO |

Compuesto: AG (Kcal/mol) Kd (uM)
Diapocinina -6.47 18
Cloroacético -6.13 32.19
Clorobutanoico -6.1 33.89
Glutarico -7.48 3.32
Pimélico -6.99 7.52
Ftalico -7.47 3.33
Butanodioico -6.46 18.33
Decadioico -6.75 11.32
Etanodioico -5.79 57.04
Heptanodioico -6.14 31.73
Hexanodioico -7.08 6.46
Nonadioico -7.04 69
Octanodioico -6.8 34.68
Pentanodioico -6.31 23.82
Propanodioico -6.55 15.81
Tereftalico -7.28 4.61
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14. ANEXO 2
Compuesto Residuos alos que se une Puentes de H
Diapocinina TRP204, PRO206, ALA207, ASP261, ALA207:HN,
ARG296, GLY297, ALA298, PR0O299, ARG296:HH
PRO300.
Cloroacético TYR231, LYS258, MET278, LEU280, LYS258:HZ,
GLN281, LYS282, ALA290 LYS282:HN,
LYS282:HZ
Clorobutanoico | TRP204, ILE205, PRO206, ALA207, ALA207:HN,
ARG296, GLY297, PRO299, PRO300 ARG296:HE,
ARG296:HH.
Glatarico LYS258, MET278, LEU280, GLN281, LYS258:HZ,
LYS282, ALA290, GLN293 LYS282:HN,
LYS282:HZ
Pimélico TRP264, SER272, MET278, LEU280, LYS282:HN,
GLN281, LYS282, ALA290, GLN293, ILE294, | ARG296:HE,
ARG296 ARG296:HH
Ftalico TRP204, PRO206, ALA207, LEU260,
ASP261, MET278, GLN293,LYS295,
ARG296, PRO299
Butanodioico VAL240, GLU244, TRP263, ALA298, LYS235:HZ,
PRO299, PRO300, ARG301, SER304, TYR279:HH,
ARG301:HN
Decadioico TYR231, LYS258, TRP264, SER277, LYS258:HZ,
MET278, LEU280,LYS282, GLN293, ILE294, | LYS282:HZ,
LYS295 LYS295:HN
Etanodioico LYS235, TYR237, VAL240, GLU244, LYS235:HZ,
TRP263, TYR279, ALA298, PRO299, TYR279:HH,
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PRO300, ARG301 ARG301:HN
Heptanodioico | LEU230, TYR231, TRP264, SER277, LYS282:HN,
MET278, LEU280, GLN281, LYS282, LYS295HN
GLN293,ILE294, LYS295,
Hexanodioico | TYR231, TRP264, SER277, MET278, LYS282:HN,
LEU280, GLN281, LYS282, ALA290, ILE294, | LYS295:HN,
LYS295, ARG296, ARG296:HE
Nonadioico TYR231, ILE234, TRP264, SER277, LYS282:HN,
MET278, LEU280, GLN281, LYS282, ARG296:HE,
ALA290, GLN293, ILE294, ARG296 ARG296:HH
Octanodioico TRP204, ALA207, ASP261, LYS295, ALA207:HN,
ARG296, ARG296 LYS295:HZ,
ARG296:HE,
ARG296:HH
Pentanodioico | TYR231, SER277, MET278, LEU280, LYS295:HN,
GLN281,LYS282, ALA290, GLN293, LYS295, | ARG296:HE
ARG296
Propanodioico | MET278, LEU280, GLN281,LYS282, GLN281:HE,
ALA290, GLN293 LYS282:HN,
LYS282:HZ
Tereftalico SER277, MET278, LEU280, LYS282:HN,
GLN281,LYS282, GLN293, ILE294, LYS295 | LYS295:HN
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