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A; Armstrong

Abs: Absorbancia

ACh; Acetilcolina

AChE; Acetilcolinesterasa
ACN; acetonitrilo

AD; Alzheimer Disease
ATCI; Yoduro de actilcolina
AP; Péptido beta amiloide
Bc; Boana cordobae
BCA; Acido bicinconinico
BChE; Butirilcolinesterasa

Bcl; Serie de péptidos de la primera

fraccion purificada de B. cordobae

Bcll; Serie de péptidos de la segunda

fraccion purificada de B. cordobae
BOC; t-butoxicarbonilo

BSA; Albumina sérica bovina
BTCI; Yoduro de S-butirilcolina
CAS:; Sitio activo catalitico

Ch; Colina

ChEs; Colinesterasas

Da; Dalton

DCM; Diclorometano

DIEA; Diisopropiletilamina

DMF; N,N-dimetilformamida
DNFB; 2.4-dinitrofluorobenceno.

DPPH; radical libre 2,2-difenil-1-
picrylhydrazylo

DTNB; 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico
DVB; Divinilbenceno

E; Enzima

EA; Enfermedad de Alzheimer
EC50; Concentracion efectiva 50
EDT; Etanoditiol

EDTA; Acido etilendiaminotetraacético
ES; Complejo enzima-sustrato

ES; Extraccion con Solventes

ESI; Ionizacién por electrospray
FDA; Food and Drug Administration
Fmoc; 9-fluorenilmetoxicarbonilo
GRh; Glébulos rojos humanos

H; Valor de hodrofobicidad Gravy
HC50; Concentracion hemolitica 50

HLP; Prediccioén del tiempo de vida
media (en inglés, Half Life Prediction)

HOBt; Hidroxibenzotriazol

HPLC; Cromatografia liquida de alta

performance

IC50; Concentracion inhibitoria 50
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Kd; Contante de disociacion

Ki; constante de afinidad o inhibicién
Lc; Leptodactylus chaquensis

LI; Leptodactylus latrans

Lm; Leptodactylus mystacinus

MALDYI; Desorcién por laser asistida

por matriz

MAO-A; Monoamino oxidasa A
MAO-B; Monoamino oxidasa B
MAOs; Monoamino oxidasas
MS; Espectrometria de masas

MS-MS; Espectrometria de masas en

tandem

MTDL, Ligando dirigido a multiples
objetivos (en inglés, Multitarget

directed ligand)

OMS; Organizacion Mundial de la
Salud

PAMs; Péptidos antimicrobianos
PAS:; Sitio aniénico periférico
PM; peso molecular

Pm; Pseudis minuta

PmlI; Serie de péptidos de la segunda

fraccion purificada de P. minuta
Rf; Relacién de frente

RMN; Resonancia Magnética Nuclear

ROS; Especies reactivas de oxigeno
RP; Fase reversa

s; segundos

S; Sustrato

SDS-PAGE; (en inglés, sodium dodecyl
sulphate polyacrylamide gel

electrophoresis)
SNC; Sistema nervioso central

SPPS; Sintesis de péptidos en fase

sélida

SVL; Longitud hocico cloaca (en inlgés,

snout-vent lenght)

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

tetrametiluronio

TcAChE; Tetronarce californica

Acetilcolinesterasa
TFA; Acido trifuoracético
TIS; Triisopropilsilano

TLC; Cromatografia en capa delgada

(en inglés, Thin layer chromatography)
Tof; Tiempo de vuelo (en inglés, Time
of flight)

tr; tiempo de retencion

TRAP; Trampa de iones lineal

Tris; Hidroximetilaminometano

UV; Ultravioleta

Vmax; Velocidad maxima
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Resumen

Las enfermedades neurodegenerativas representan desérdenes ligados a
deficiencias o anormalidades cerebrales, caracterizadas principalmente por una pérdida
de la memoria y capacidades mentales, a medida que las células nerviosas mueren y
diferentes zonas del cerebro se atrofian. La Enfermedad de Alzheimer (EA) no solo es la
enfermedad neurodegenerativa de mayor incidencia, con mas de 10 millones de nuevos
casos alrededor del mundo cada afio, sino que también es la que mas mortalidad produce
anualmente. Por lo cual es considerada una prioridad en salud publica por la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS).

Si bien las causas de la iniciacion de la EA no estdn del todo vislumbradas, se sabe
que se caracteriza por un desequilibrio en diversas vias metabdlicas. En base a esto, se ha
demostrado que pacientes con EA poseen una sobreactivacion de las enzimas acetil y
butiril colinesterasas (AChE y BChE), encargadas de hidrolizar el neurotransmisor
sindptico acetilcolina (ACh), conllevando a un déficit en la comunicacién neuronal.
Actualmente, los inhibidores de las colinesterasas representan el principal y mas utilizado
tratamiento para la EA, y el desarrollo de nuevos farmacos continda enfocandose en estas
enzimas. Este hecho es debido a que tanto la AChE como la BChE, ademas de su funcion
colinérgica de hidrolizar a la ACh a través de su sitio catalitico (CAS), también poseen
una funcién no colinérgica, a través de su sitio anionico periférico (PAS), que juega un
rol crucial en la formacion de las placas B-amiloides (A). Las placas AP producen
agregados interneuronales denominados placas seniles, que intensifican el dafio cerebral
en la EA.

Por otro lado, se demostré que los agregados de AP exacerban la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS), deviniendo en un elevado estrés oxidativo y
produciendo muerte neuronal. En adicién a esto, recientemente se ha evidenciado que
pacientes con EA presentan, ademds, un desequilibrio positivo de iones biometalicos
(hierro, cobre y zinc), los cuales poseen capacidad redox activa. La disrupcién de este
equilibrio redox resulta en un potenciado estrés oxidativo, elevando las ROS y generando
severos dafios fisioldgicos adicionales. Es por esto que la utilizacion tanto de agentes
antioxidantes como quelantes que reduzcan los efectos toxicos de las ROS son utilizados

como neuroprotectores en el tratamiento de la EA.

Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas | Lic. Roque Spinelli | 4



Resumen

Otra enzima que en los ultimos afios ha recibido gran atencién debido a su rol en
la EA es la monoamino oxidasa B (MAO-B). La MAO-B es encargada de desaminar
neurotransmisores especificos, produciendo como subproductos radicales libres. En
pacientes con EA la actividad de MAO-B se encuentra incrementada, lo que conduce a
grandes cantidades de peroxido de hidrégeno, que en ultima instancia dan lugar al dafio
neuronal. Por lo tanto, los inhibidores selectivos de MAO-B son ttiles en el tratamiento
de este tipo de trastornos neurodegenerativos.

La EA es una compleja enfermedad neurodegenerativa multifactorial que se
encuentra asociada a diferentes rutas patologicas. Por lo tanto, hoy en dia las
investigaciones anti-EA se enfocan en la buisqueda de compuestos multiobjetivo o

MTDLs, que generen una modulacién simultaneas de las vias involucradas.

Por otro lado, estudios actuales han demostrado que los agentes terapéuticos de
origen natural contindan situdndose como los lideres para la generacion de nuevas drogas.
La piel de los anfibios anuros (ranas y sapos) constituye una enorme fuente de compuestos
con un amplio rango de propiedades bioldgicas, entre los cuales se encuentran los
péptidos. Estos, forman parte de su sistema de defensa, siendo sintetizados y almacenados
en estructuras especializadas de su piel denominada glandulas granulares o “gldndulas
venenosas”. En respuesta al estrés o al ataque de depredadores los anfibios secretan al
medio este complejo cocktail quimico como mecanismo de defensa. Los péptidos no solo
representan las moléculas mds abundantes de las secreciones de anfibios, sino que
también son las de mayor actividad bioldgica. El aislamiento de estos péptidos bioactivos
ha llevado al desarrollo de agentes terapéuticos, con aplicaciones como antimicrobianos
y antivirales, antiinflamatorios, agentes antitumorales, liberadores de insulina, y también
como inhibidores enziméticos. Por lo cual, el estudio de las pieles de los anfibios ha
adquirido gran importancia en salud humana, representando una fuente atractiva y
novedosa de compuestos naturales con un elevado potencial en el desarrollo de nuevas
drogas.

Los péptidos se han posicionado como pioneros tanto en la medicina como en la
biotecnologia, llevando a las investigaciones en péptidos terapéuticos a ser uno de los
campos de mayor crecimiento de las ciencias médicas actuales. La sintesis de péptidos en
fase solida, por su parte, es una versatil metodologia que permite la generacién de

andlogos peptidicos naturales de un modo muy eficiente.
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Resumen

El objetivo de esta tesis se centrd en evaluar la potencialidad de las pieles de los
anfibios anuros como fuentes de péptidos multimoduladores de las vias patoldgicas de la
EA.

Las siguientes especies de anfibios anuros pertenecientes a las familias Hylidae y
Leptodactylidae fueron estudiadas: Boana cordobae, Pseudis minuta, Leptodactylus
latrans, L. mystacinus, y L. chaquensis. Los extractos fueron obtenidos mediante la
metodologia de extraccion con solvente.

La profunda caracterizacion analitica de los extractos evidencié que estos son de
una amplia complejidad, estando constituidos tanto por péptidos como por proteinas,
mientras que en algunos casos por alcaloides.

Las especies que resultaron de mayor interés por sus propiedades bioldgicas
fueron B. cordobae y P. minuta. Estas presentaron la capacidad de inhibir a ambas
enzimas colinesterasas (AChE y BChE). Los andlisis de las cinéticas de inhibicion
permitieron concluir que B. cordobae poseen una inhibicién de tipo no competitiva;
mientras que P. minuta una inhibicién de tipo competitiva, frente a las colinesterasas.
Mediante TLC-bioautografia, se evidencio que los responsables de la inhibicion de las
colinesterasas, en ambos extractos, son fundamentalmente compuestos de naturaleza
peptidica y/o proteica. Ademds, ambos extractos mostraron ser activos contra otros
blancos terapéuticos fundamentales en las terapias frente a la EA, al inhibir la enzima
MAO-B, poseer actividad antioxidante y ser capaz de quelar biometales como el hierro.

Los extractos de B. cordobae y P. minuta fueron purificados por HPLC en fase
reversa semipreparativa, y aquellas fracciones que conservaron su actividad inhibitoria
frente a las colinesterasas fueron posteriormente secuenciadas de novo a través de
espectrometria de masa en tandem (ESI-MS/MS). Esto permiti6 la identificacion de
diecinueve secuencias peptidicas inéditas, de las cuales dieciocho fueron de B. cordobae

(quince en la fraccion 1 y tres en la fraccion I1), y una de P. minuta.

Los estudios de caracterizacion fisicoquimica in sillico para las secuencias
identificadas permitieron comprobar que estas son de tipo carboxiamida y, ademads, ser
de una longitud de cadena relativamente corta, estar cargadas tanto positiva como
negativamente, y poseer hidrofobicidad media-baja. Por otro lado, las herramientas
computacionales predijeron que los péptidos poseen regiones tanto de hélices o como de

Coil, no observandose conformaciones § o de lamina plegada.
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Resumen

Las diecinueve secuencias fueron sintetizadas mediante quimica en fase sélida
Fmoc, para su evaluacién bioldgica.

Los andlogos sintéticos pertenecientes a la especie B. cordobae resultaron ser los
mas activos frente a las colinesterasas, superando en algunos casos la actividad de los
farmacos comerciales. Entre ellos, el péptido Bcl-4 exhibié una elevada capacidad
inhibitoria para la AChE (IC50 = 0,90 uM), actuando de forma reversible no competitiva,
mediante la interaccién con los residuos del sitio PAS. En cuanto a la BChE, los andlogos
de mayor actividad inhibitoria fueron BclI-5 (IC50 = 0,82 uM), BcI-13 (IC50 = 14,42 uM)
y Bcel-14 (IC50 = 2,12 uM), resultando todos ser inhibidores de tipo reversible no
competitivos.

Ademads, la actividad de MAO-B se vio inhibida por los andlogos Bcl-4 (IC50 =
150,64 uM), Bcl-13 (IC50 = 194,82 uM), y Bcel-14 (IC50 = 200,54 uM). Estos estudios,
permitieron evidenciar la capacidad de los andlogos de modular tanto a las enzimas

colinesterasas como a las monoamino oxidasas, claves en la EA.

Por otro lado, se evidenci6 el potencial de los péptidos de actuar como agentes
neuroprotectores, presentando actividad antioxidante y quelante del hierro. Los andlogos
Bcl-15 y Bcl-4 demostraron ser notablemente agentes antioxidantes con valores de EC50
de 7,24 y 82,42 uM, respectivamente. Ademas, el andlogo Bcl-4 fue capaz de quelar al
Fe?* (EC50 = 785 uM).

Notablemente, Los estudios de toxicidad evidenciaron que los andlogos mads

activos no resultaron hemoliticos a concentraciones de bioactividad.

El conjunto de los resultados obtenidos en esta tesis doctoral evidencia por
primera vez el potencial de las pieles de anfibios anuros como fuente de péptidos naturales
con elevada capacidad como agentes multimoduladores de las vias involucradas en la
Enfermedad de Alzheimer. Logrdndose aislar y caracterizar ocho secuencias peptidicas
novedosas de gran potencialidad como candidatos a nuevo lideres farmacolégicos. Por
otra parte, plantea como perspectiva futura la generacién de modificaciones moleculares,
asi como la generacion de péptidos hibridos capaces de potenciar las capacidades

bioldgicas aqui halladas.
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Abstract

Neurodegenerative diseases are a heterogeneous group of disorders that are
characterized by the progressive degeneration of the structure and function of the central
nervous system. Alzheimer's disease (AD) is the most common and deadly cause of
dementia. Every year, ten million new cases are diagnosed worldwide, with
unprecedented growth. Owing to this, the World Health Organization (WHO) considers
it a priority in public health.

Although the causes of the initiation of AD are not fully understood, it is known
that the disease is characterized by an imbalance in several metabolic pathways. In this
sense, AD patients present an overactivation in acetylcholinesterase (AChE) and
butyrylcholinesterase (BChE) enzymes, which are involved in the hydrolysis of
neurotransmitter acetylcholine (ACh), resulting in memory impairments. Nowadays,
cholinesterases inhibitors are the only symptomatic treatment indicated for AD, and the
efforts in the development of new drugs continue focusing on these. It is well documented
that AChE possesses two binding sites involved in AD, the catalytic active site (CAS)
responsible for ACh neurotransmitter hydrolysis, and the peripheral anionic site (PAS)
located on the surface of the enzyme, responsible of noncholinergic functions of AChE,
playing an essential role in the formation of the B-amyloid peptide (AB) deposits. The

deposits of AP plaques increase the cerebral damage in AD.

Also, AP aggregates lead to the production of reactive oxygen species (ROS),
oxidative stress and eventually cell death. In addition, AD patients present a positive
imbalance of ionic biometals (iron, copper and zinc). This biometals have an active redox
capability and their imbalance increases the oxidative stress and physiological damages.
Thus, the use of both antioxidant and chelating agents that reduce the toxic effects of ROS

are useful as neuroprotectives in AD.

In addition, another enzyme has also received increasing attention in recent years
due to its role in the treatment of AD, the monoamine oxidase B (MAO-B). The MAO-B
is involved in the oxidative deamination of neurotransmitters, increasing the production
of free radicals thus causing oxidative stress. MAO-B increases with age and its activity

is found exacerbated in AD patients, leading to the production of large amounts of
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Abstract

hydrogen peroxide, which ultimately gives rise to neuronal damage. Therefore, MAO-B

inhibitors are useful in the treatment of neurodegenerative disorders, such as AD.

AD is a complex multifactorial neurodegenerative disease associated with several
pathological pathways. Nowadays, the pursuit of effective anti-Alzheimer treatments is
focusing on molecules that make a simultaneous modulation of the different pathways

associated with this complex disease.

On the other hand, current studies have shown that the therapeutic agents of
natural origin continue to be the leaders for the generation of new drugs. The skins of
anurans (frogs and toads) have proven to be a considerable source of compounds with a
wide range of biological activity, among which are peptides, that not only are the major

constituents, but also the most reported about their biological activity.

The frog host defense peptides are synthesized and stored in designated
macroglands (called granular glands or poison gland) and are rapidly released in response
to stress, or predators attack, acting like a defense weapon. These peptides have shown a
wide range of biological effects in mammals, acting as antimicrobial (antibacterial,
antifungal, antiprotozoal and antiviral), antitumoral, immunomodulators, antidiabetics
and most recently even as enzymatic inhibitors. The study of the amphibians’ skin has
acquired great importance in the biology and human health field and represents an
attractive and novel source of natural compounds with high potential in the development

of new drugs.

Peptides have been established as pioneering molecules in both medicine and
biotechnology, being one of the fastest growing fields in medical science nowadays. On
the other hand, solid-phase peptide synthesis is a versatile methodology that allows the

generation of natural peptide analogs in a very efficient way.

The aim of this thesis is focused on evaluating the potential of the anuran
amphibians’ skin as sources of multitarget peptides involved in the pathological pathways

of AD.

The following species of anuran amphibians belonging to the Hylidae and

Leptodactylidae families were studied: Boana cordobae, Pseudis minuta, Leptodactylus
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Abstract

latrans, L. mystacinus, and L. chaquensis. The extracts were obtained by the solvent

extraction methodology.

The in-depth analytical characterization of the extracts proved their wide
complexity, being constituted by both peptides and proteins, while in some cases

alkaloids.

B. cordobae and P. minuta species were the most active extracts. These showed
the capability to inhibit both cholinesterase enzymes (AChE and BChE). The kinetics
inhibition analysis allowed to conclude that B. cordobae extract acts as a non-competitive
inhibitor; while P. minuta showed a competitive inhibition against both cholinesterases.
The TLC-bioautography assay demonstrated, in both extracts, that the compounds
responsible for the inhibition of cholinesterases, are mainly peptides and /or proteins. In
addition, both extracts were shown to be active against other fundamental therapeutic
targets in AD therapies, by inhibiting the MAO-B enzyme, possessing antioxidant

activity, and being capable of chelating biometals such as iron.

The extracts of B. cordobae and P. minuta were purified by semi-preparative
reverse-phase HPLC. The fractions that were active against cholinesterases were
subsequently de novo sequenced through tandem mass spectrometry (ESI-MS/MS). This
analysis allowed the identification of nineteen unpublished peptide sequences, of which
eighteen were from B. cordobae (fifteen in fraction I and three in fraction II), and one

from P. minuta.

The in silico physicochemical characterization studies for the sequences, made it
possible to know that they are of the carboxyamide type. Furthermore, they are of a
relatively short chain length, both positively and negatively charged and with medium-
low hydrophobicity. On the other hand, predictive computational tools showed that the

peptides have both a-helix and Coil regions, with no 3 sheet conformations.

The nineteen sequences were synthesized by Fmoc solid phase synthesis for their

further biological evaluation.

The synthetic analogs from the B. cordobae species were the most active against
cholinesterases. Interestingly, in some cases these analogs displayed more activity than

commercial drugs. Among them, the Bcl-4 peptide showed a high inhibitory capacity for
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Abstract

AChE (IC50 = 0,90 uM), acting as a reversible non-competitive inhibitor, by interacting
with the PAS site residues. Regarding BChE, the analogs with the highest inhibitory
activity were Bcl-5 (IC50 = 0,82 uM), Bcl-13 (IC50 = 14,42 uM) and Bcl-14 (IC50 =

2,12 uM), all of which were of reversible not competitive inhibition.

In addition, MAO-B activity was inhibited by the analogs Bcl-4 (IC50 = 150,64
uM), Bel-13 (IC50 = 194,82 uM), and Bcl-14 (IC50 = 200,54 uM). These studies made
it possible to demonstrate the ability of analogs to modulate both cholinesterase enzymes

and monoamine oxidases, which are key enzymes in AD.

On the other hand, the potential of peptides to act as neuroprotective agents was
evidenced, by their potential as antioxidants and iron chelators. In this regard, the analogs
Bcl-15 and Bcl-4 proved to be remarkably antioxidant agents with EC50 values of 7,24
and 82,42 uM, respectively. And, the Bcl-4 analog was able to chelate Fe2 + (EC50 =
785 uM).

Notably, the toxicity studies showed that the most active analogs were not

hemolytic at bioactive concentrations.

The present doctoral thesis showed for the first time the potential of anuran
amphibian skins as a source of natural peptides with high capacity as multitarget agents
of the pathways involved in Alzheimer's disease. Here we isolated and characterized eight
novel peptide sequences of great potential as candidates for new pharmacological leaders.
On the other hand, we propose the generation of molecular modifications, as well as the
generation of hybrid peptides capable of enhancing the biological capacities, as a future

perspective.
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Introduccion

Los anfibios (del griego, amphi (‘ambos') y bios ('vida'), que significa “ambas
vidas” o “en ambos medios”), pertenecen al grupo de vertebrados anamniotas (sin
amnios), tetrdpodos, ectotérmicos, con respiracion branquial durante la fase larvaria, y
pulmonar al alcanzar el estado adulto. A diferencia del resto de los vertebrados, se
distinguen por sufrir una transformacién durante su desarrollo. Este cambio se denomina
metamorfosis [1]. Los anfibios modernos tienen una larga historia evolutiva, que se
extiende al menos hasta el periodo pérmico, o incluso el devonico tardio, tras emerger de
los océanos para adaptarse a una vida terrestre. El cambio de un ambiente acudtico a uno
terrestre se fue dando a través de la adquisicion gradual de una serie de adaptaciones,
tanto morfofuncionales como de comportamiento, permitiéndoles asi pasar prolongados
periodos en un ambiente terrestre [2]. Estos fueron los primeros vertebrados en adaptarse
a una vida semiterrestre, presentando en la actualidad una distribucién cosmopolita, con
ejemplares en practicamente todo el mundo [3]. Hoy en dia hay mas de 7490 especies de

anfibios descriptas [4].

Los anfibios pertenecen a la clase Amphibia, en la cual podemos encontrar tres
ordenes con formas y biologia marcadamente diferentes (Figura 1): los Caudados o
Urodelos, anfibios con cola (salamandras y tritones); los Anuros, anfibios sin cola (ranas

y sapos); y los Gimnofiones, también conocidos como cecilias [2].
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Introduccion

E Nasikabatrachidae
Sooglossidae (ranas de las Seychelles)

Ranidae (ranas verdaderas) [1]
Rhacophoridae

Mantellidae

Microhylidae

Hemisotidae

Brevicipitidae

Hyperoliidae

Arthroleptidae

Ranoidea

Neobatrachia

Bufonidae 2]
—E Dendrobatidae (ranas veneno de flecha)

Aromobatidae

— [ eptodactylidae

— Brachycephalidae

— Hylidae (ranas arboricolas) 3|

Hyloidea

Centrolenidae (ranas de cristal)

= Rhinodermatidae

Batrachophrynidae
_E Limnodynastidae
™ Myobatrachidae

Heleophrynidae (ranas fantasmas)
Pelodytidae (ranas perejil)
Megophryidae

Pelobatidae (sapos de espuelas) 4]
Scaphiopodidae

E Rhinophrynidae
Pipidae

o Mi'() Bombinatoridae (sapos de vientre de fuego) 5]
4& Discoglossidae (sapillos pintojos)
Alytidae (sapos parteros)

= Ascaphidae

290 Ma

0315\1‘3{'\ @

c2l2Ma

<191l Ma :)

— Leiopelmatidae

Rhyacotritonidae
_E Plethodontidae (salamandras sin pulmones) [6]

Amphiumidae

Proteidae

Salamandridae (salamandras europeas)
Ambystomatidae 7|
Dicamptodontidae

Sirenidae

E Hynobiidae 8|
Cryptobranchidae (salamandras gigantes)

Typhlonectidae (cecilias acudticas)
Caeciliidae (cecilias comunes)
Scolecomorphidae 9]
Uraeotyphlidae

Las ramas con lineas gruesas (=== )indican clados robustos y las ramas con lineas finas ( — ) clados poco robustos. El niumero
en circulo verde indica el capitulo donde se une la rama. Los circulos naranjas marcan los principales nodos y las edades de los

Ichthyophiidae
Rhinatrematidae

mismos. Las fotografias representan grandes linajes (numeros en recuadros).

CAUDATA

GYMNOPHIONA

FIGURA 1. Arbol filogenético de los anfibios. Se muestran las relaciones filogenéticas de las familias
taxonémicas (Figura modificada de San Mauro, 2012).
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Introduccion

Actualmente, los anuros son el grupo mds numeroso de anfibios; se estima que
existen mas de 6608 especies, repartidas en 54 familias distribuidas en todos los
continentes excepto la Antartida (Figura 2) [5]. Tanto el registro fésil como las
estimaciones basadas en datos moleculares indican que el linaje ancestral de los anuros
ya estaba presente en la Pangea, tanto en las regiones meridionales como en las
septentrionales, antes de su fragmentacion durante el jurdsico. La mayoria de los anuros
pasan su vida dentro o cerca del agua, aunque se han encontrado especies adaptadas a
zonas mads dridas [6]. Su tamafio puede variar desde un par de milimetros, hasta tallas que
superan los 30 centimetros [6]. Este clado, mds all4 de carecer de cola, presenta un cuerpo
corto y muy ensanchado, con patas posteriores mas desarrolladas y adaptadas para el

salto.

° By
ANURA Zonas de distribucion
® Zonas donde ha habido reportes

FIGURA 2. Distribucién global del Orden Anura.

En un principio, los términos “rana” y “sapo” hacian referencia a los dos tipos de
anfibios anuros que aparecieron en la Peninsula Ibérica, las ranas tipicas, género Rana; y
los sapos tipicos, género Bufo, pero en la actualidad se utilizan de forma indiscriminada
y arbitraria. El término Rana suele referirse a las especies mds gréciles, de piel himeda y
lisa, buenas saltadoras, y de habitos trepadores y/o acudticos. Mientras que Sapo hace

referencia a las especies de piel mds seca y rugosa, mds robustas, menos agiles y

Facultad de Bioquimica y Ciencias Biolégicas | Lic. Roque Spinelli | 15



Introduccion

marchadoras, que suelen habitar en el suelo himedo excavando galerias. Por tanto, esta

distincién entre ranas y sapos no denota una discriminacion de tipo taxonémica [7].

Las ranas y sapos poseen la piel desnuda; es decir, no estd protegida ni por pelos
o plumas como en el caso de los mamiferos o aves, y tampoco poseen escamas, como los
reptiles o los peces, que los protejan de la desecacidn, rayos UV del sol, agresiones del
medio externo o del ataque de depredadores. Sin embargo, la piel de los anfibios es
poseedora de una enorme cantidad de gldndulas cutdneas que les permiten hacer frente a
estas dificultades [8]. A su vez, la permeabilidad de su piel favorece el intercambio de
gases, ya que estos poseen tanto respiracion pulmonar como cutdnea, y les proporciona

absorcion de agua, por lo que la mayoria no suelen necesitar beberla [8].

A: Glandula mucosa, B:
Cromatoforo, C:
Glandula granular
venenosa, D: Tejido
conectivo, E: Stratum
corneum, F: Zona de
transicion, G: Epidermis,
y H: Dermis

FIGURA 3. Seccién de la piel de una rana. (Figura modificada de
http://allyouneedisbiology.wordpress.com).

Dos capas constituyen su piel, una externa, epidermis, y una interna, dermis
(Figura 3). La epidermis estd formada por varias capas de células, mientras que la dermis
posee una estructura esponjosa [8]. La capa mas externa que forma la epidermis esta
sujeta a renovaciones; esta capa contiene depdsitos de queratina, y su mayor o menor
proporcién depende del hébitat del anuro. La queratina es una proteina fibrosa y muy
resistente que proporciona a los anfibios proteccidn contra el desgaste y evita la pérdida
de agua [8]. La zona de transicion entre la epidermis y la dermis de los anfibios presenta
células pigmentadas que le otorgan a la piel diferentes variedades de coloraciones. Estas
células se denominan cromat6foros [9]. En la dermis se encuentran dos tipos de gldndulas:
las glandulas mucosas y las glandulas granulares. Las primeras estdn distribuidas a través
de toda la piel del anfibio y sus secreciones proporcionan un recubrimiento humedo
necesario para la respiracion cutdnea, ademds de controlar el pH, mantener himeda la
piel y la termorregulacién, mediante la producciéon de moco [10]. Las glandulas

granulares o también denominadas “glandulas venenosas” (ver Figura 3), a menudo se
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agregan para formar estructuras prominentes (macrogldndulas), y se distribuyen por todo
el cuerpo, pero principalmente se concentran alrededor de la cabeza o el cuello. Estas
sirven para proteger al anfibio de potenciales depredadores y microorganismos mediante

la liberacion de secreciones [11].

Las glandulas granulares estin formadas por tres partes: el ducto, la region
intercalar y la gldndula alveolar. El ducto se encuentra constituido por queratinocitos que
atraviesan la epidermis, lo que permite que las secreciones sean eliminadas hacia la
superficie del cuerpo. La region intercalar es la zona intermedia entre el ducto y las
glandulas alveolares y se encuentra justo por debajo de la epidermis [12]. Las gldandulas
alveolares estdn ubicadas en el estrato esponjoso, y contienen el epitelio secretor asociado
directamente a terminales nerviosas [13]. Este tipo de glandulas son las encargadas de la
proteccion del animal, mediante accion del sistema inmune y la secrecion de diferentes
compuestos, como ser péptidos antimicrobianos, aminas, aminas bidgenas, entre otros

[14].

A lo largo de la historia, los anfibios y el hombre han tenido una larga relacion,
ya sea como un recurso alimenticio, como controladores naturales de plagas, y

principalmente representando una fuente medicinal de amplio espectro.

El uso curativo de los anfibios se remonta a las culturas mds antiguas,
principalmente en China, donde se utilizaban en forma de “brebajes o pociones” debido
a sus propiedades medicinales como agentes antibidticos, analgésicos, antiinflamatorios,
antitumorales y alucinégenos, entre otros [7; 15]. Representando este folklore curativo de

los productos naturales los peldafios de las ciencias médicas modernas [16].

La importancia del estudio de los anfibios como fuente medicinal radica en su
funcién como predadores y presas. Los anfibios son criaturas casi indefensas, que resultan
presas de una gran variedad de depredadores. Por lo cual, para protegerse han desarrollado

diferentes caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas y de comportamiento [7].

En respuesta a la contaminacién ambiental, al estrés o al ataque de depredadores,
los anfibios son capaces de secretar un complejo coctel quimico a través de estructuras
especializadas de la piel, las glandulas granulares. Se ha demostrado que estas secreciones

contienen gran cantidad de componentes quimicos con actividad bioldgica, entre los
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cuales se incluyen péptidos y proteinas, alcaloides, aminas bidgenas, entre otros. Su
aislamiento, identificacién y caracterizacion ha llevado al desarrollo de agentes
bioactivos tanto para uso humano como veterinario. El espectro de actividad bioldgica de
estos compuestos es muy amplio, entre los cuales se destacan, compuestos
antimicrobianos, agentes antiinflamatorios, antitumorales, inhibidores enzimaticos,

agentes espermicidas, etc. [7; 17].

Los anfibios poseen un sistema inmunitario altamente evolucionado. Su piel esta
protegida tanto por el sistema inmune innato como por las defensas adaptativas, aunque
estas ultimas se desarrollaron de forma mas lenta en vertebrados de sangre fria. El sistema
inmune innato de estos organismos esta constituido por macréfagos, neutréfilos, proteinas
del complemento, células natural killer y péptidos antimicrobianos (PAMs). Los PAMs
son sintetizados y almacenados en las gldndulas granulares de la capa dérmica de la piel,
y ante sefial de alarma o injuria son liberados a la superficie [14]. Las gldndulas granulares
contienen ademds un amplio rango de compuestos como ser aminas, proteinas, esteroides
y alcaloides [18]. Estos ultimos, estdn presentes debido a que las ranas son capaces de
secuestrar en su piel alcaloides que obtienen de sus presas. Esta estrategia no solo evita
el gasto de energia necesario para producir tales compuestos, sino que ademaés las proveen

de proteccién contra un amplio rango de posibles enemigos [19].

Mas de 39 afios de investigacion hasta la fecha, demuestran que los productos
naturales y sus correspondientes derivados miméticos, contindan siendo la fuente
principal en el descubrimiento de nuevas drogas [16]. El estudio de la piel de los anfibios
ha adquirido gran importancia en el campo de la salud humana, debido a que constituye
una fuente atractiva y prometedora de compuestos naturales, con un elevado potencial
para el desarrollo de nuevos farmacos [20]. Los péptidos representan, no solo las
moléculas mds abundantes de las secreciones de las pieles de anfibios, sino que ademas
resultan ser las més estudiadas y de mayor potencial bioactivo [17]. A continuacion, se
enumeran algunas de las propiedades bioactivas mas representativas de las pieles de

anfibios, y principalmente de los péptidos aislados de ella (Tabla 1).

La piel de los anfibios ha sido ampliamente explorada debido al gran niimero de
PAMs presentes en las secreciones de las glandulas granulares, los cuales han demostrado

ser efectivos frente a infecciones bacterianas y flingicas [21].
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El primer grupo de PAMs caracterizados fueron las Oceletinas, aisladas a partir
de la especie Leptodactylus latrans (Anura: Leptodactylidae), las cuales presentan
actividad inhibitoria frente a Escherichia coli, pero también exhiben una elevada
actividad hemolitica frente a eritrocitos humanos [22]. Ademas, a partir de L. latrans se
lograron aislar e identificar los péptidos LI1-1577, L1-1298 y L1-2085, capaces de inhibir

el desarrollo de cepas de E. coli y Staphylococcus aureus [23].

Por otro lado, las Magaininas, son una familia de péptidos constituidos por un
promedio de 23 residuos, con estructura secundaria de alfa hélice, aislados de la piel del
sapo africano Xenopus laevis (Anura: Bufonidae). Esta familia de péptidos presenta una
actividad antibidtica de amplio espectro, inhibiendo el desarrollo tanto de bacterias Gram
positivas como Gram (-), y especies fungicas como Candida albicans, Cryptococcus
neoformans'y Saccharomyces cerevisiae, y siendo de baja actividad hemolitica [24]. Otro
péptido aislado de X. laevis, es el PGLa, quien también demuestra elevada actividad

antimicrobiana [25].

Especies del género Phyllomedusa, perteneciente a la familia Hylidae,
principalmente Phyllomedusa bicolor 'y Phyllomedusa sauvagii poseen péptidos
antimicrobianos conocidos como Dermaseptinas [26]. Estos péptidos, cargados
positivamente, ricos en lisina, de entre 28 y 34 residuos; poseen la capacidad de
permeabilizar las membranas de bacterias Gram (+) y (-), levaduras y hongos
filamentosos, con baja actividad hemolitica. Dentro de las Dermaseptinas, las de mayor

actividad son la dermaseptina I, dermaseptina b y dermatoxina [27-28].

La serie de péptidos Hp-1971, Hp-1935 y Hp-1891, asilados a partir de Boana
pulchella (Anura: Hylidae) resultaran activos frente a las bacterias E. coli y S. aureus

[29].

Las Bombininas, péptidos aislados de las especies del género Bombina, también
son poseedores de un amplio espectro de actividad antimicrobiana contra hongos y

bacterias Gram (+) y Gram (-) [30].

Por otro lado, se encuentran las Temporinas, que es una de las familias de PAMs
reportadas mds amplias. Los péptidos de esta familia son de naturaleza anfipdtica con
estructura secundaria de alfa hélice, con un largo de cadena de entre 8 y 17 residuos,

aislados de la Rana temporaria (Anura: Ranidae) [31]. Miembros de esta familia
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presentan un amplio espectro de inhibicion frente a bacterias Gram (+)
(Propionibacterium acnés, Clostridium tertium, Poststreptococcus asacharolyticus y

Poststreptococcus anaerobius) y Gram (-) (Staphylococcus 'y Streptococus spp.) [32].

La piel de los anfibios es poseedora de compuestos con fuertes propiedades
antivirales. La Brevinina 1, es un péptido aislado de la Rana brevipoda porsa (Anura:
Ranidae) con actividad antiviral frente al virus Herpes simplex 1y 2 [33]. La Esculentina-
2P (E2P) y Ranateurina-2P (R2P), dos PAMs aislados de Rana pipiens (Anura: Ranidae),
mostraron la capacidad de inactivar el Ranavirus (FV3) y el Herpes virus del bagre de
canal, actuando en pocos minutos, incluso a temperaturas por debajo de los 0 °C. Cabe
destacar que E2P y R2P actdan inactivando directamente al virus y no por inhibicién de

la replicacion de células infectadas [34].

La Maximina 3 de Bombina mdxima (Anura: Bombinatoridae), posee una
significante actividad anti-HIV [35]. Por otro lado, una novedosa hemoproteina (BAS-
AH) de 63 kDa aislada de las secreciones del Bufo andrewsi (Anura: Bufonidae) present6
una inhibicion dosis-dependiente sobre la infeccion del HIV-1 [36]. El hallazgo respecto
que los péptidos de anfibios sean capaces de inhibir al virus del HIV, incluso cuando este
se encuentra oculto en las células dendriticas, sugiere que estos podrian utilizarse como

preventivos en las mucosas [37].
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TABLA 1. Ejemplos de péptidos antimicrobianos y demds moléculas aislados a partir de secreciones de anfibios de diferentes familias.

Especies Familia Péptido Estructura primaria Actividad biolégica Referencia
Leptodactylus labyrinthicus Pentadactilina GLLDTLKGAAKNVVGSLASKVMEKL Antitumoral [38]
. Plasticina-L1 GLVNGLLSSVLGGGQGGGGLLGGIL .
Leptodactylus laticeps . Antidiabética [39]
Ocellatina-L2 GVVDILKGAAKDLAGHLATKVMDKL
Ocellatina 1 GVVDILKGAGKDLLAHLVGKISEKV
Leptodactylidae 0cellatz:na 2 GVLDIFKDAAKQILAHAAEKQI [22]
Ocellatina 3 GVLDILKNAAKNILAHAAEQI
Leptodactylus latrans PILL1S77 DEMKLDGENMHLE- NH2 Antimicrobiana
P2-LI-1298 AAGKGLVSNLLEK- NH2 [23]
P3-L1-2085 GLLDFLKAAGKGLVSNLLEK-NH?2
Physalaemus nattereri Antioxidina-1 TWYFITPYIPDK Antioxidante [40]
) Dermaseptina-L1 GLWSKIKEAAKAAGKAALNAVTGLVNQGDQPS .
Agalychnis lemur ) Antitumoral [17]
Phylloseptin L1 LLGMIPLAISAISALSKL
Agalychnis litodryas Dermaseptina AVWKDFLKNIGKAAGKAVLNSVTDMVNE Antidiabética [41-42]
Hp-1971 TKPTLLGLPLGAGPAAGPGKR-NH?2 Antimicrobiana - Inhibicién
Boana pulchella Hp-1935 KLSPSLGPVSKGKLLAGQR- NH2 enzimdtica 52}
Hp-1891 RLGTALPALLKTLLAGLNG- NH2 Antimicrobiana
Cruziohyla calcarifer Hylidae RK-13 RRKPLFPLIPRPK Antidiabética [44]
Pesudis paradoxa Psudina-2 GLNALKKVFQGIHEAIKLINNHVQ Antidiabética [45]
) Dermaseptina B2 GLWSKIKEVGKEAAKAAAKAAGKAALGAVSEAV .
Phyllomedusa bicolor . Antitumoral [46]
Dermaseptina B3 ALWKNMLKGIGKLAGQAALGAVKTLVGAE
Dermaseptina B GLWSKIKEVGKEAAKAAAKAAGKAALGAVSEAV Antimicrobiana [27]
Phyllomedusa sauvagii Dermatoxina SLGSFLKGVGTTLASVGKVVSDQF GKLLQAGQ [28]
Dermorfina Y(d)AFGYPS Analgésica [47]
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Ejemplos de péptidos antimicrobianos y demas moléculas aislados a partir de secreciones de anfibios de diferentes familias (continuacién).

Pleuraina-Al S HITMTKEAKLPQLWKQIACRLYNTC
L Pleuraina-D1 FLSGILKLAFKIPSVLCAVLKNC L
Nidirana pleuraden Pleuraina-G1 AKAWGIPPHVIPQIVPVRIRPLCGNV Antioxidante [40]
Pleuraina-R1 CVHWMTNTARTACIAP
Rana brevipoda porsa Ranidae Brevinina 1 FLPVLAGIAAKVVPALFCKITKKC [33]
Rana pipiens Esculentina-2P GFSSIFRGVAKFASKGLGKDLARLGVNLVACKISKQC Antiviral [34]
Ranateurina-2P GLMDTVKNVAKNLAGHMLDKLKCKITGC
PLR VRGCWTKSYPPKPCFVR . [48]
Inmunomodulatoria
Rana sevosa PYR YLKGCWTKSYPPKPCFSR [49]
Rana temporaria Temporina-1Ja ILPLVGNLLNDLL Antimicrobiano [50]
Magainina-1 GIGKFLHSAGKFGKAFVGEIMKS L .
o Antimicrobiana [24]
Magainina-2 GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS
.. - . [25]
PGLa GMASKAGAIAGKIAKVALKAL Antiviral Antimicrobiana (34]
. Pipidae
Xenopus laevis ’ CPF-1 GLASFLGKALKAGLKIGAHLLGGAPQQ
CPF-3 GFGSFLGKALKAALKIGANALGGSPQQ
CPF-5 GFGSFLGKALKTALKIGANALGGSPQQ Antidiabética [51]
CPF-6 GFASFLGKALKAALKIGANMLGGAPQQ
CPF-7 GFGSFLGKALKAALKIGANALGGAPQQ
Alytes obstetricans Alytidae Alyteserina-2a ILGKLLSTAAGLLSNL Antidiabética [52]
Epipedobates tricolor ~ Dendrobatidae Epibatidina - Analgésica [53]
Bombina mdxima Bombinatoridae Maximina 3 GIGGKILSGLKTALKGAAKELASTYLH Antiviral [35]
Bufo andrewsi BAS-AH - Antiviral [36]
Bufo gargarizans Bufonidae -Extracto. . ‘ [54]
Cinobufagina - Inmunomodulatoria [55]
Bufo melanostictus Extracto - [56]
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La actividad antiproliferativa de las secreciones de las pieles de anfibios se
remonta a los principios de la medicina china, y con el transcurrir de los afos y el avance
de las tecnologias se han ido logrando aislar los compuestos responsables de dicha
bioactividad. Varios de los compuestos aislados son poseedores de un amplio potencial

terapéutico [7].

La Pentadactilina, péptido aislado a partir de Leptodactylus labyrinthicus (Anura:
Leptodactylidae) ha presentado elevada actividad citotéxica frente a células de melanoma

[38].

La Dermaseptina L1 y la Phylloseptina L1, péptidos de Agalychnis lemur (Anura:
Hylidae) poseen actividad anti-hepatocarcinogénica [17]. Por otro lado, las
Dermaseptinas B2 y B3 de Phyllomedusa bicolor (Anura: Hylidae) presentan tanto
propiedades antitumorales como angiostdticas, e inhiben la proliferacion de

adenocarcinoma prostatico [46].

Secreciones del Bufo gargarizans (Anura: Bufonidae) son capaces de activar la
proliferacién de linfocitos. Estas incrementan los niveles de IL-2 e IL-12 en el
sobrenadante de cultivo de células de bazo, y aumentan la actividad de células natural
killer en ratones C3H / HeN. Estos estudios evidencian que las secreciones de dicha
especie  contienen  sustancias  inmunopotenciadoras que  servirfan = como
inmunomoduladoras en un organismo [54]. La Cinobufagina, es un esteroide también
presente en las secreciones del Bufo gargarizans, que ha resultado exitoso, a elevadas
dosis, en la atenuacion y tratamiento de infecciones en pacientes con granulocitopenia en
combinacion con la quimioterapia. En estos pacientes, después del tratamiento con altas
dosis de Cinobufagina, la infecciéon se redujo significativamente con un importante

cambio en el nimero de granulocitos antes y después del tratamiento [55].

Extractos de la piel del Bufo melanostictus (Anura: Bufonidae), lograron un
incremento significativo en el nimero de linfocitos sanguineos, linfocitos de bazo y
macréfagos, en animales experimentales. Debido a su propiedad quimiotéctica positiva,
a la capacidad de formar rosetas de células T negativas y a su propiedad de inhibicién de
los macréfagos, se sugiere que el extracto de B. melanostictus posee compuestos

inmunopotenciadores [56].
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La utilizacién del octadecapéptido pLR, purificado de Rana pipiens, produce una
inmediata liberacién de histamina, teniendo una potencia doblemente mayor en
comparacion con uno de los péptidos liberadores de histamina mads activos, la Melitina
[48]. Otro octadecapéptido, pYR, asilado de las secreciones de Rana sevosa (Anura:
Ranidae) es capaz de liberar histamina de los mastocitos peritoneales de ratas, e inhibir
el desarrollo temprano de macréfagos granulocitos a partir de células madre de médula

osea [49].

La piel de los anfibios funciona como un poderoso analgésico [15]. La
Dermorfina en un heptapéptido asilado de la rana amazénica Phyllomedusa sauvagei.
Este péptido resulto ser mds potente que la met-encefalina, leu-encefalina, betaendorfina

y la morfina en algunos casos, produciendo un estado analgésico de larga duracién [15].

Otro analgésico no opioide, la Epibatidina, es un alcaloide aislado del veneno de
la rana ecuatoriana Epipedobates tricolor (Anura: Dendrobatidae), el cual mostré alta
potencialidad analgésica mediante los receptores nicotinicos, siendo 120 veces mas
potente y duradero que la actividad analgésica de la nicotina [57]. Las Epibatidinas,
tienen baja actividad sobre otros receptores, como son los opioides, muscarinicos,

adrenérgicos, dopaminérgicos, serotoninérgicos y del 4cido gama aminobutirico [58].

Por otro lado, 1a mayoria de las ranas del género Litoria contienen un neuropéptido
del grupo Caeruleina, que se encuentra en muchas especies de ranas en todo el mundo.
Este neuropéptido es un analgésico mil veces mas potente que la morfina y ha sido

utilizado durante cirugias de la vesicula biliar [59].

Varios péptidos insulinotrépicos han sido aislados de las pieles de ranas y sapos.
La Alyteserina-2a obtenida de la especie Alytes obstetricans (Anura: Alytidae), asi como
también péptidos pertenecientes a X. laevis han sido capaces de producir una estimulacion

en el tiempo de liberacion de insulina [51-52].

De la familia Leptodactylidae, la Plasticina-L1 de Leptodactylus laticeps, es capaz
de incrementar la tasa de liberacién de insulina inducida por glucosa en células BRIN-

BD11, sin la liberacién de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH), lo que indica una
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preservacion de la membrana plasmatica. Ademas, la Ocelletina L2 es también capaz de

estimular la liberacion de insulina en BRIN-BD11 [39].

Para la familia Hylidae, se han identificado péptidos con un significativo efecto
insulinotropico en especies de la subfamilia Phyllomedusidae: Phyllomedusa trinitatis
[41], Agalychnis litodryas [42] y Cruziohyla calcarifer [44]. Como ejemplo se puede
mencionar, la Psudina-2 aislada de la rana Pseudis paradoxa (Anura: Hylidae) que

mostré actividad liberadora de insulina en células BRIN-BD11 [44].

La piel de los anfibios juega un rol fundamental en la proteccién del organismo
frente a factores externos daiiinos, siendo la primera barrera de defensa. Debido a esto,
su piel cuenta con moléculas con capacidad antioxidantes, que no solo son de una elevada
actividad, sino que también de rdpida accidén, para contrarrestar los radicales libres

externos [40].

El péptido Antioxidina-1 aislado de la especie Physalaemus nattereri (Anura:
Leptodactylidae), presenta una potente actividad antioxidante [60]. Otra familia de
péptidos, con mds de diez andlogos de una notable actividad antioxidante son las

Pleurainas aisladas de la rana Nidirana pleuraden (Anura: Ranidae) [40].

En el ultimo tiempo las secreciones de las pieles de anfibios y en particular los
péptidos derivados de las mismas han demostrado tener capacidad de actuar como

inhibidores enzimaticos.

El extracto de la especie Boana pulchella de la familia Hylidae demostré poseer
actividad inhibitoria frente a las enzimas acetil y butiril colinesterasa involucradas en la
Enfermedad de Alzheimer [61]. Dos péptidos de suma importancia fueron aislados de los
extractos de B. pulchella, Hp-1971 y Hp-1935, los cuales resultaron ser los responsables

de la actividad inhibitoria de las colinesterasas [43; 62].

La demencia es un sindrome, generalmente de naturaleza cronica o progresiva,
caracterizado por el deterioro de las funciones cognitivas que no constituye una

consecuencia del envejecimiento normal. Esto incluye la alteracién de multiples
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funciones cerebrales, como la memoria, el pensamiento, la orientacién, la comprension,

la capacidad de aprendizaje, el lenguaje y el juicio [63].

En la actualidad, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) reconoce a la
demencia como una prioridad de salud publica. El informe de la OMS: “Dementia: a
public health priority” publicado en 2012 tiene como objetivo brindar informacién y
concientizar sobre esta grave problematica [64]. En mayo de 2017, la Asamblea Mundial
de la Salud respaldé el Plan de accién mundial sobre la respuesta de salud publica a la

demencia 2017-2025 [65].

La Enfermedad de Alzheimer (EA) es la forma mas comuin de demencia,
representando entre un 60 y un 70 % de los casos. La EA es un trastorno cerebral
neurodegenerativo progresivo y es la principal causa de déficits cognitivos, pérdida de
memoria y alteraciones del comportamiento, que aumentan sustancialmente en personas
mayores a los 65 afios [65-67]. La EA debe diferenciarse de la disminuciéon normal de la
funcién cognitiva relacionada con la edad, que es mds gradual y se asocia a menores
discapacidades. La Enfermedad a menudo comienza con sintomas leves y termina con
dafio cerebral severo. Las personas con este tipo de demencia pierden sus capacidades a

ritmos diferentes [63; 67].

La EA representa un enorme desafio sanitario, afectando a nivel mundial a més
de 47,5 millones de personas, y cada afio se registran 7,7 millones de nuevos casos,
provocando importantes repercusiones sociales y econdémicas. En 2015 el costo social

total mundial se estimé en US$ 818.000 millones, es decir el 1,1 % del PBI global [65].

No existe cura para la EA, y en la actualidad solamente hay cinco farmacos
aprobados para su tratamiento. Estos solamente son paliativos utilizados para retrasar la
sintomatologia en los pacientes, pero no detienen la progresion de la enfermedad [68]. El
desarrollo de farmacos para esta enfermedad enfrenta una de las tasas de fracaso mads altas
respecto a cualquier otra drea terapéutica, lo cual se asocia al hecho de que las causas
exactas de la EA atin son poco conocidas. Como resultado, los candidatos a medicamentos
pueden estar disefiados para el objetivo equivocado, o al menos para un tnico objetivo de

la enfermedad [68-69].

Diferentes estudios llevados a cabo a lo largo de las dltimas décadas sobre los

pacientes con EA han permitido develar que esta es una compleja enfermedad de
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FIGURA 4. Vias patolégicas involucradas en la Enfermedad de Alzheimer (EA) y posibles blancos
terapéuticos (Figura modificada de Jalili-Baleh y col., 2018).

naturaleza multifactorial que involucra diferentes vias patoldgicas. Algunos de los

factores patoldgicos principales son, el déficit de neurotransmisores colinérgicos, la
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formacion de agregados amiloides, la agregacién de microtibulos por hiperfosforilacion
de la proteina Tau, neuroinflamacién y estrés oxidativo, disrupcion de la homeostasis del
calcio y dishomeostasis de biometales (iones cobre, hierro y zinc). Es por esto que, hoy
en dia las investigaciones anti-EA se enfocan en la busqueda de inhibidores multi
objetivos que generen una modulacién simultanea de las vias involucradas [68-69]. La

Figura 4 esquematiza las diferentes vias patoldgicas involucradas para la EA.

El sistema colinérgico cerebral basal estd compuesto por el niicleo basico de
Meynert (NBM), las bandas diagonales (horizontales y verticales) de Broca (HDBB y
VDBB, respectivamente), y el nicleo septal medio (MS) [70]. Este sistema neuronal
proporciona las inervaciones colinérgicas primarias, tanto a las estructuras limbicas como
a las corticales del cerebro. El neurotransmisor mds importante de este sistema es la
acetilcolina (ACh). Se trata de un éster de acetil coenzima A (acetil-CoA) y colina con
formula quimica C7NH;60.*. Este, se sintetiza por acciéon de la enzima colina
acetiltransferasa (CAT). En la terminal presinaptica, la CAT sintetiza la ACh a partir de
colina (Ch) y acetilCoA [71]. La ACh se acumula en vesiculas y es liberada a través de
potenciales de accidn al espacio intersindptico, donde posteriormente se une con los
receptores muscarinicos en la terminal postsindptica. El exceso ACh es hidrolizado por
la accién de una colinesterasa soluble o anclada a la membrana pre y postsindptica.
Finalmente, la colina es recapturada por un transporte de alta afinidad presente en la

presindpsis [72] (Figura 5).
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FIGURA 5. Esquema de una sinapsis colinérgica (Figura creada con BioRender.com).

La ACh en el cerebro altera la excitabilidad neuronal, influye en la transmisién
sindptica, induce la plasticidad sindptica y coordina la activacidon de grupos de neuronas.
Como resultado, cambia el estado de las redes neuronales en todo el cerebro y modifica
su respuesta a los estimulos internos y externos. Los diversos efectos de este
neuromodulador dependen del sitio de liberacidn, los subtipos de receptores y la
poblacién neuronal que tenga como blanco; sin embargo, en cuestiones generales la ACh
potencia los comportamientos involucrados en la adaptacion a los estimulos ambientales
y disminuye las respuestas a los estimulos, en curso, que no requieren accién inmediata.
La capacidad de la ACh para coordinar la respuesta de las redes neuronales en muchas
areas del cerebro hace de la modulacién colinérgica un mecanismo esencial que subyace

a los comportamientos mas complejos [73].

La hipotesis colinérgica indica que el deterioro de las funciones cognitivas y los
trastornos del comportamiento que afectan a los pacientes con EA se deben, en parte, a
deficiencias corticales en la neurotransmision colinérgica [74-75]. Esta hipdtesis sugiere
que hay un deterioro del sistema neuronal colinérgico en el cerebro basal de los pacientes
con EA; hecho que también se encuentra relacionado con la acumulacion del péptido A

y Tau [74; 76].

Las colinesterasas, acetilcolinesterasa (AChE) y la butirilcolinesterasa (BChE),

catalizan la rdpida hidrdlisis de ACh, de esta manera, inactivan el neurotransmisor luego
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de su liberacién al espacio intersindptico, para evitar un exceso de estimulacién
colinérgica (Figura 5) [77]. En pacientes que padecen EA se ha observado un aumento de
la actividad de las colinesterasas. Debido a esto, la hipdtesis colinérgica expresa que una
exacerbada actividad de estas enzimas, en personas con este tipo de demencia senil causa
un descenso de los niveles fisiolégicos de ACh; lo que conlleva a la pérdida de las
funciones cognitivas [78]. Por este motivo, el desarrollo farmacolégico de drogas para el
tratamiento de la EA se ha enfocado en el desarrollo de fairmacos capaces de aumentar
los niveles de ACh de los pacientes, siendo de gran interés los compuestos capaces de

inhibir las enzimas colinesterasas [79].

Los inhibidores de la AChE son uno de los compuestos mds investigados en la
biisqueda para un tratamiento eficaz de la EA. La BChE también se considera un objetivo
prometedor para el descubrimiento de farmacos para la EA, ya que la actividad de esta
enzima aumenta en las dltimas etapas de la EA, ademds de ser capaz de tomar el rol de la
AChE cuando esta se encuentra inhibida. Esto implica que los inhibidores de la BChE
podrian actuar de forma similar a los inhibidores de la AChE, en particular para ralentizar

el declive cognitivo [80].

Las colinesterasas de vertebrados se clasifican dependiendo de sus caracteristicas
bioquimicas y fisioldgicas en dos grupos principales, que son codificadas por genes
distintos: la colinesterasa verdadera o acetilcolinesterasa (AChE), acetilcolina hidrolasa
o acetilcolina acetilhidrolasa (EC 3.1.1.7), que hidroliza a la acetilcolina mucho mas
rapido que a otros ésteres de colina; y la colinesterasa plasmdtica o sérica,
pseudocolinesterasa o butirilcolinesterasa (BChE) (EC 3.1.1.8) que hidroliza tanto a la
butirilcolina como la acetilcolina [79]. La AChE y la BChE humanas tienen una
homologia en su composicién aminoacidica del 54 % [81]. Ambas se encuentran
predominantemente como tetrameros, pero también son comunes en sus formas diméricas
y monoméricas. Estas enzimas son hidrolasas de serina, su proceso catalitico implica
acilacién y desacilacién en un residuo de serina de la triada catalitica en el centro activo

de la enzima [79].

La AChE se encuentra en altas concentraciones principalmente en los glébulos
rojos, asi como en el cerebro en las uniones neuromusculares y en la sinapsis colinérgica.

Por otro lado, la BChE existe de manera ubicua en todo el cuerpo (en el higado, suero
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sanguineo, pancreas y sistema nervioso central humanos). En el cerebro, la BChE se

asocia principalmente con células gliales y células endoteliales [82] .

La estructura de AChE fue descrita por primera vez en 1991 por J. Sussman, quien
cristaliz6 con éxito la enzima de la especie Tetronarce californica (TcAChE) [83].
TcAChE estd compuesta por 537 aminoacidos y contiene 12 laminas  rodeadas por 14
hélices a, y aunque posee el 58 % de homologia con la enzima humana, los sitios claves
estdn conservados. En el caso de la BChE, su estructura fue dilucidada mas tarde, por lo
que en un principio todos los andlisis estructurales se realizaron con un modelo homdélogo

de BChE basado en la acetilcolinesterasa de Electrophorus electricus [84].

Actualmente se conoce que el sitio activo catalitico (CAS) de las colinesterasas
consta de dos subsitios principales, el subsitio "estedrico" y el subsitio "anidnico",
correspondientes a la maquinaria catalitica y al sitio de unién del sustrato,
respectivamente [85]. La reaccion de hidrélisis tiene lugar en el sitio estedrico, el mismo
se ubica en el fondo de una “garganta” (o en inglés, gorge) profunda y estrecha (20 A de
profundidad, 5 A de ancho), que es rica en aminodcidos aromaticos conservados. All{ se
encuentran los aminodcidos: Ser200, His440 y Glu327 (TcAChE), que crean la triada
catalitica (Figura 6 y 7). Estos residuos estdn involucrados en la transferencia del grupo
acetilo de acetilcolina a Ser200. La triada catalitica de BChE humana (hBChE) esta
formada por Ser198, His438 y Glu325 [85].

Triada Catalitica
@ Sitio Anidnico

Bolsillo Acilico

Hueco Oxianionico
@ Sitio PAS

Tyr130

His440

Glu327

Phe288
v Ala201

FIGURA 6. Residuos importantes en la actividad catalitica de tcAChE (Figura modificada de Bajda y
col., 2013).

Facultad de Bioquimica y Ciencias Biolégicas | Lic. Roque Spinelli | 31



Introduccién

Triada Catalitica
@ Sitio Anionico

Bolsillo Acilico

Hueco Oxianionico
@ Sitio PAS

Tyr128

Tyr332 \,
? His438
A
Gly116

y Phe329 ¥ G325 | &P
Gly117 ,/

” Ser198
="

7 Ala199

. ‘\ Leu286

h Val288

FIGURA 7. Residuos importantes en la actividad catalitica de hBChE (Figura modificada de Bajda 'y
col., 2013).

Por su parte el subsitio aniénico, compuesto por Trp84, Tyr130, Phe330 y Phe331,
en la TcAChE es el responsable de unir el grupo amonio cuaternario del sustrato con
interacciones catién —m. Debido a las interacciones con este sitio, se proporciona la
orientacion adecuada de acetilcolina en el gorge. También permite la unién de inhibidores
a la enzima. En hBChE, el residuo clave de triptéfano (Trp82) se conserva, pero una
fenilalanina (Phe330) se reemplaza por Ala328. La falta de esta fenilalanina influye en la
afinidad de algunos inhibidores. Por ejemplo, la Huperzina se caracteriza por una alta
afinidad con AChE, ya que su amina primaria protonada crea fuertes interacciones con
Phe330 de TcAChE, mientras que la afinidad con hBChE es menor, debido a la presencia
de Ala328 en este lugar [86-87].

Una de las caracteristicas de las serinas hidrolasas, es la estabilizacion del estado
de transicién por los aminodcidos del orificio oxianidnico, a través de la creacién de
enlaces puente de hidrégeno. Durante la reaccion enzimdtica, el complejo de transicion
es generado y estabilizado por los residuos Gly118, Gly119 y Ala201 de AChE. En
hBChE, el orificio oxianiénico es similar y consiste en dipolos de N-H altamente
conservados, derivados de aminodcidos de la cadena principal: Gly116, Gly117 y Alal19
[85].

El bolsillo acilico, es responsable de la especificidad del sustrato (Figuras 6 y 7).

Aqui radica una de las diferencias principales entre las colinesterasas, el canal de residuos
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aromaticos o gorge es mds grande en hBChE que en TcAChE (500 A3 frente a 300 A3).
El sitio activo de la TcAChE se encuentra al final de un bolsillo acilico formado por 14
residuos arométicos; en hBChE seis de estos residuos son reemplazados por residuos
alifaticos mads pequefios, incluso polares [88]. La forma del bolsillo acilico es
principalmente determinada por dos residuos: en TcAChE estos son los aminodcidos
arométicos Phe288 y Phe290, mientras que en hBChE los residuos alifdticos Leu286 y
Val288. Los residuos Phe288 y Phe290 evitan el acceso de moléculas de mayor tamafo
al centro catalitico. En el caso de hBChE, la sustitucion de los dos residuos de fenilalanina
por los aminodcidos mds pequeiios, valina y leucina, hace que el gorge sea mas grande y
permita la entrada de moléculas més grandes, lo que resulta en una menor especificidad

de sustrato [85].

Otro sitio de suma importancia es el sitio aninico periférico (PAS), que consiste
en cinco aminodcidos para el caso de TcAChE: Tyr70, Asp72, Tyr121, Trp279 y Tyr334.
El PAS se encuentra en la entrada del gorge y es responsable de posicionar correctamente
al sustrato para su interaccion con el sitio catalitico [83; 89]. BChE no posee contrapartes
de Tyr70, Tyr121 y Trp279 en el sitio periférico. Por otro lado, el PAS ademds de estar
involucrado en la funcidn catalitica, estd directamente implicado en la estimulacion de la
formacion y agregacion del péptido B-amiloide y en el aumento de la neurotoxicidad de
las fibrillas amiloides [89]. En 2011 Carvajal e Inestrosa describieron como mediante el
sitio PAS la AChE actiia como chaperona en el proceso de agregacion del péptido -
amiloide [78]. Estas propiedades convierten a este sitio en un blanco molecular de muchos

inhibidores, y de gran interés para el tratamiento de la EA.

Actualmente, tres de los cinco medicamentos aprobados por la Food and Drug
Administration (FDA) para combatir los sintomas de la EA son inhibidores de las
colinesterasas. Estos son el Donepezilo, la Galantamina y la Rivastigmina; el primer
compuesto es inhibidor de la AChE, mientras que los dltimos dos son inhibidores duales,
ya que actian frente a ambas colinesterasas (AChE y BChE). Otro es la Memantina, que
actia por un mecanismo de bloqueo de los receptores de glutamato, un neurotransmisor
involucrado en procesos de aprendizaje y memoria. Y el ultimo medicamento, es

simplemente una combinacién de Memantina y Donepezilo [90]. Todos estos farmacos
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logran una mejora paliativa del problema, por lo que no curan la enfermedad, que por el

momento sigue siendo incurable.

Las enzimas monoamino oxidasas (MAOs) (EC 1.4.3.4), son flavoproteinas
responsables de la desaminacion de compuestos biogénicos y aminas xenobidticas. Estas
juegan un rol clave en el metabolismo de las aminas neuroactivas, tanto en el sistema
nervioso central (SNC) como en tejidos periféricos. Estas se encuentran ampliamente
distribuidas en los tejidos animales, y llevan a cabo la catélisis de aminas primarias
mediante una desaminacién oxidativa en presencia de oxigeno molecular, dando como

resultado el aldehido correspondiente, amoniaco y peréxido de hidrogeno (Figura 8) [91].

R—H,C—NH,

p R—CHO

Monoamina Aldehido
(Neurotrasmisor)
E-FAD E-FADH,
H,0, H,0
NH, 0,

FIGURA 8. Reaccién general de desaminacidn oxidativa catalizada por las monoaminas oxidasas
(MAO:s). Representaciones realizadas con ChemBioDraw 12.0 (CambridgeSoft).

El principal objetivo de las MAOs es la degradaciéon de neurotransmisores
especificos como ser la dopamina, epinefrina, norepinefrina, serotonina, y la f-
feniletilamina [91]. Debido a esto, estdn implicadas y modulan diferentes trastornos
socio-fisiologicos como ser: desordenes en el estado de dnimo [92], ansiedad [93],
depresion [94], esquizofrenia [95], desordenes de atencion o hiperactividad [96], migrana
[97] y enfermedades neurodegenerativas [98]. Esto las convierte en un blanco terapéutico

de gran interés.

En humanos, las MAOs coexisten en dos isoformas, MAO-A y MAO-B, que
difieren en su secuencia aminoacidica (homologia de secuencia del 72 %), su estructura
tridimensional, la distribucién en los tejidos y su especificidad de sustratos [99]. En el

SNC, la MAO-A se encuentra preferentemente en las neuronas catecolaminérgicas,
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mientras que la MAO-B se encuentra localizada principalmente en la glia y en las

neuronas serotoninérgicas [91].

Diversos estudios realizados en pacientes con EA han demostrado que la actividad
de las MAOs, y principalmente de la MAO-B, se ve incrementada en neuronas. Ademas
esta condicién se ve agravada a medida que los pacientes avanzan en edad [100]. Se
conoce que el aumento en su actividad es debido a que los niveles enzimaticos, asi como
también el ARNm se ven incrementados en el cerebro enfermo, asociandose esto a
anomalias transcripcionales o post-trasncripcionales [101]. Por lo cual actualmente, la

medicina ha propuesto a las MAO-B como un biomarcador diagndéstico de la EA [91].

Como consecuencias de la exacerbada actividad de la MAO-B se producen
diferentes trastornos como, el aumento de la disfuncién cognitiva [91], la destruccién de
neuronas colinérgicas [102], el incremento de la actividad de las enzimas B- y y-
secretasas, lo que genera un desequilibrio en el sistema colinérgico formando placas
amiloides [103-104], y fundamentalmente produce un desequilibrio en el estrés oxidativo,
acelerando notablemente la desaminacién de neurotransmisores y generando grandes

cantidades de radicales libres que conllevan a un deterioro y muerte neuronal [105].

En los dltimos afios esta enzima ha cobrado gran protagonismo en la busqueda de
compuestos que permitan inhibir su actividad. Tratamientos con farmacos como la
Rasagilina o la Selegilina, dos inhibidores comerciales de la MAO-B, han demostrado

retrasar la neurodegeneracion en pacientes con EA [106].

La primera caracteristica de las enzimas que contribuye a su gran atractivo como
blancos de medicamentos es su precedente histérico. A través del ensayo y error, y a
través de intentos mas modernos en la farmacologia sistematica, las enzimas emergen una
y otra vez como los objetivos preferidos a la hora del disefio de fArmacos. Adicionalmente
las enzimas son excelentes blancos para la intervencion farmacolégica, debido a su papel
esencial en los procesos vitales y en la fisiopatologia. Sin embargo, el atractivo de las
enzimas como blancos de los medicamentos se debe no sélo a la esencialidad de su
actividad catalitica, sino también al hecho de que las enzimas, por su misma naturaleza,
son altamente susceptibles a la inhibicién por compuestos de pequeiio peso molecular.

Debido a esto, las enzimas suelen ser el objetivo de los esfuerzos de disefio y
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descubrimiento de nuevos farmacos en las principales regiones del mundo [107]. Para el
correcto desarrollo, disefio y evaluacién del potencial terapéutico del inhibidor
enzimatico es necesario conocer todos los aspectos de una reaccion enzimatica y de qué

manera un inhibidor puede afectar la misma.

El estrés oxidativo se encuentra asociado a diversas condiciones patoldgicas,
como son el cancer, enfermedades neuroldgicas, diabetes, y asma, entre otros [108]. Este
es causado por un desbalance entre los agentes pro-oxidantes y los antioxidantes,
resultando en la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y otros radicales
libres que son potencialmente dafiinos para los componentes celulares (ADN, lipidos,

proteinas, etc.) [108].

Las ROS son las principales responsables del estrés oxidativo, y pueden ser
generadas mediante factores externos como medioambientales, la luz UV, compuestos
quimicos, y organismos infecciosos; o también pueden ser inducidos de manera
intrinseca, por la sobreestimulacién de la cadena transportadora de electrones de las
mitocondrias y actividades enzimdticas (NADH oxidasa, Xantina oxidasa, etc.) [108].
Las ROS incluyen especies como son el peroxido de hidrogeno, 6xido nitrico, aniones

superdxido, y radicales hidroxilos y monéxidos [68].

El cerebro es un 6rgano particularmente susceptible al estrés oxidativo por parte
de las ROS, ya que este posee altos niveles de acidos grasos insaturados los cuales son
muy labiles a sufrir una peroxidacién lipidica en presencia de radicales libres [109].
Ademads, se ha visto que los radicales libres son capaces de atacar a los residuos de
aminodcidos produciendo una ruptura peptidica en las proteinas [110]. Estos factores han

sido asociados a diversas enfermedades neurodegenerativas [68].

El cerebro de pacientes con EA presenta un extensivo deterioro por estrés
oxidativo. Las ROS juegan un importante papel en la activacion de las enzimas BACE-1
y y-secretasa, incrementando la formacion del péptido AP y sus agregados en las placas
seniles [111]. Por otro lado, también es importante destacar que el péptido AP, asi como
también la actividad exacerbada de la MAO-B son capaces de elevar significativamente
la produccion de ROS, lo que beneficia al aumento del estrés oxidativo y a la muerte

neuronal [111]. Es por esto, que el uso de agentes antioxidantes, como las vitaminas C,
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K, A, y Coenzima Q10, en combinacién con otros firmacos constituye una estrategia

utilizada en la terapia de pacientes con EA [112].

Recientemente, se ha evidenciado una elevada concentracidon de iones metalicos
de hierro, cobre y zinc en cerebros enfermos con EA, que contribuye a la patologia [113].
La anormal acumulacién de estos metales es capaz de acelerar la formacion de agregados
amiloides, dado a que la AP es una metaloproteina redox activa, la interaccion con metales
resulta en su autoagregacion y oligomerizacién, promoviendo la disfuncién cerebral
mediante la inflamacién y activando vias metabdlicas [114]. Por otro lado, estos
biometales incrementan la formacion de los ovillos neurofibrilares a través de la unién a
la protefna Tau hiperfosforilada. Ademds, se sugiere que los iones Fe*? y Cu*? se
encuentran involucrados en la produccién de ROS [113]. Especialmente, el Fe** produce
radicales hidroxilos a través de la reaccion de Fenton, acelerando la peroxidacién de
lipidos y promoviendo el dafio oxidativo en grandes niveles. Por todo esto, se propone a
la modulacién de estos biometales en el cerebro, a través de agentes quelantes, como otra

de las estrategias para la EA [115].
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OB J ETIVO S terapéuticos para la Enfermedad

de Alzheimer



Avanzar en el conocimiento acerca de la potencialidad de las pieles de anfibios
como nuevas fuentes de péptidos con actividad bioldgica, con aplicaciones en

salud humana.

Desarrollar y optimizar protocolos para el aislamiento, purificacién y
caracterizacion de péptidos con capacidad inhibitoria de enzimas a partir de
anfibios anuros.

Evaluar y estudiar la actividad inhibitoria de los extractos de pieles de anfibios,
asi como también de sus andlogos sintéticos, frente a enzimas implicadas en
diferentes patologias.

Poner a punto nuevos ensayos bioldgicos a fin de ampliar el espectro de
actividades bioldgicas de las pieles de anfibios y sus andlogos sintéticos.

Evaluar la toxicidad de las pieles de anfibios y andlogos sintéticos de mayor
actividad bioldgica.

Realizar estudios de estructura-funciéon de péptidos con mayor actividad

inhibitoria frente a enzimas, mediante estudios computacionales.
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Capitulo I - Introduccién

Hylidae es una de las familias de anuros mas numerosas, con 1014 especies
distribuidas en 53 géneros. Esta familia de anuros es conocida como “ranas trepadoras”,
y es una de la mas ampliamente extendida por América [4]. Van de pequeiias a grandes
en tamaiio, la mayoria de ellas poseen los dedos de las patas con forma de discos, los
cuales les dan propiedades adhesivas que las ayudan en el ascenso [4]. Esta familia se
organiza taxondmicamente en tres subfamilias: Pelodryadinae, Phyllomedusinae e
Hylinae. Dentro de las cuales, Hylinae, es la subfamilia con distribucién mas amplia
(Norte, Centro y Sur América, Eurasia y el norte de Africa). Hylinae posee cerca de 200
especies. Solo el género Hyla se encuentra fuera de América. Uno de los miembros mds
inusuales de este grupo es la rana paraddjica (Pseudis paradoxa), cuyos renacuajos
alcanzan un tamano enorme de hasta 250 mm, pero posteriormente luego de la

metamorfosis los adultos son 3 a 4 veces mds pequeios [4; 116].

Boana cordobae (Bc) (Figura 9) pertenece a la subfamilia Hylinae. Es también
conocida como “rana trepadora”, posee un amplio tamaio, que llega hasta los 120 mm de
longitud hocico-cloaca (en inglés, snout-vent length o SVL). Las ranas de esta especie
luego de la metamorfosis presentan una gran diversidad de patrones de coloracion, desde
ejemplares completamente verdes, hasta animales de color amarillo con manchas

marrones y un reticulado negro en los muslos.

Distribucion y hébitat: su presencia es muy frecuente en las Sierras de Cérdoba y
San Luis (Argentina), de alli su nombre. Esta especie vive en el bosque serrano y en los
pastizales de altura de las sierras, entre los 700 y los 2700 m sobre el nivel del mar. Los
machos de esta especie vocalizan ocultos entre la vegetacion de los rios y arroyos serranos

[116].
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FIGURA 9. Imagen de Boana cordobae. (Figura modificada de http://sib.gov.ar)

Pseudis minuta (Giinther, 1858)

Pseudis minuta (Pm) (Figura 10), pertenece a la subfamilia Hylinae y es conocida
como ‘“rana boyadora grande”. Es un anfibio de tamafio medio, la longitud SVL en los
machos varia entre 25 a 40 mm, mientras que para las hembras oscila entre 30 a 50 mm.
Sus caracteristicas morfoldgicas mds distinguibles son la presencia de una membrana
interdigital muy desarrollada (llega hasta la punta de los dedos) en las patas traseras, y
los ojos en posicion dorsal. La coloraciéon general del cuerpo es verde, con manchas
irregulares mds oscuras. Algunos ejemplares presentan una banda dorsal longitudinal de

color marrén-dorado. Las patas traseras tienen un patrén de bandas longitudinales [117].

Se alimenta principalmente de insectos, gusanos, pequefios peces, huevos de otras

ranas, etc.

Distribucion y habitat: presentan una amplia distribucién en Argentina (Buenos
aires, Corrientes, Entre Rios, Santa Fe), Brasil y Uruguay. Sus hébitats naturales incluyen
pantanos célidos, rios, lagos y marismas de agua dulce, aguas estancadas de pastizales y
tierras agricolas inundadas. Se encuentra dentro de las ranas con hdébitos casi

exclusivamente acuaticos [118].

FIGURA 10. Imagen de Pseudis minuta o “rana boyaa” (Figura modificada de
http://calphotos.berkeley.edu).
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Esta gran y diversa familia de anfibios anuros del nuevo mundo, actualmente esta
compuesta por 223 especies y 14 géneros, que habitan desde la Argentina hasta el sur de
Texas. La mayoria son de habitos terrestres, cuya ubicacion es especifica de la especie y
varia ampliamente (superficie del agua, en los agujeros de los drboles, en el follaje sobre
los arroyos, etc.) [4]. Se caracterizan por tener piel lisa en el vientre y sus dedos carecen
de discos expandidos y membranas, tanto en extremidades anteriores como posteriores.
Son grandes saltadoras, por lo cual poseen extremidades traseras robustas. Sus larvas son
generalmente acudticas, aunque en algunas especies el desarrollo es completamente
terrestre. Algunas tienen renacuajos que pueden ser larvas endotréficas, es decir que no
se alimentan [119]. Se sabe que los Leptodactylus crean nidos de espuma hechos de
secreciones cloacales. Al ser manipulados secretan por su piel sustancias toxicas que
contienen aminas y péptidos [14]. En Argentina podemos encontrar varias especies de
Leptodactylus, las mas representativas de la region son: Leptodactylus latrans “rana

criolla”, Leptodactylus. mystacinus “rana de bigote” y Leptodactylus chaquensis [4].

Leptodactylus latrans (L1) (Figura 11), posee dimensiones SVL que varian de 80 a 110
mm en hembras y de 90 a 120 mm en machos. Los machos tienen los antebrazos
fuertemente desarrollados y poseen dos espinas negras en el primer dedo. Poseen dorso
oscuro, gris o marrén rojizo con pliegues prominentes longitudinales y grandes puntos
oscuros con bordes blancos llamados ocelos, encontrandose el mayor ocelo entre 1os 0jos.
El vientre es blanquecino, apenas moteado de gris, y manchado oscuro en el sector de la
garganta. L. latrans es carnivoro; su dieta consiste en insectos y sus larvas, aracnidos,

miridpodos y anélidos [117].

Distribucién y hébitat: es una especie tanto diurna como nocturna, son buenos
nadadores, pero ademds pueden caminar y correr sobre la tierra. Se encuentran en
pastizales abiertos, estanques, lagunas o zonas inundadas, de la Costa Atlantica, llanuras

elevadas y pampas de América del Sur en Brasil, Argentina, Uruguay y Paraguay [4; 11]
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FIGURA 11. Imagen de Leptodactylus latrans o “rana criolla” (Figura modificada de
http://calphotos.berkeley.edu).

Leptodactylus mystacinus (Burmeister, 1861)

Leptodactylus mystacinus (Lm) (Figura 12) es una especie de tamafio moderado,
que va desde 44 a 65 mm de SVL en machos adultos, y 54 a 67 mm SVL en hembras
adultas. Los dos sexos se pueden distinguir entre ellos por el hocico plano y la falta de
asperezas en los pulgares y el pecho de los machos adultos. Esta especie tiene patas
traseras relativamente cortas, con puntas de los dedos estrechos y lisos; gran parte de la

pierna esta cubierta de tubérculos blancos [117].

Como indica la etimologia de su nombre (en griego, “mystax” que significa
bigote), posee una franja de color claro que recubre el labio superior. La coloracién varia
entre los individuos, la region dorsal puede ser marrén sélido, rayado o salpicado. La
regidn ventral es por lo general de color claro o moteado con diferentes tonos de marrdn.
En individuos con vientres moteados, la coloracién es mas intensa en torno a las

inserciones de los brazos.

Distribucién y hébitat: se encuentra en regiones dridas y subtropicales, en su
mayoria en la porcién medio este de América del Sur, distribuyéndose desde las montafias
Yungas, en el noroeste de Argentina, a las laderas orientales de la Cordillera de los Andes
en Bolivia, abarcando Uruguay y Bahia (Brasil). Normalmente habita en los bosques,
pero también se han encontrado en claros a lo largo de los bosques atldnticos del centro

y sur de Brasil [4; 117].
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FIGURA 12. Imagen de Leptodactylus mystacinus o “rana de bigote” (Figura modificada de
http://calphotos.berkeley.edu).

Leptodactylus chaquensis (Cei, 1950)
Leptodactylus chaquensis (Lc) (Figura 13) es una especie de taxonomia variada y

compleja.

Distribucién y habitat: habitan en zonas cercanas a estanques y/o inundadas, ubicindose
principalmente en el norte de Argentina (Cérdoba, Chaco, Corrientes, Entre Rios, Formosa, Jujuy,
Salta, Santiago del Estero, Santa Fe, Tucuman), region oriental y occidental de Paraguay, el norte
de Uruguay y tierras bajas de Bolivia, y en regiones del oeste y sur de Brasil (Mato Grosso do

Sul, Rio Grande do Sul) [11].

Las especies L. chaquensis 'y L. latrans pueden ser consideradas especies hermanas entre
si. Si bien estas especies pueden ser facilmente identificadas mediante sus llamados de anuncios,
también pueden serlo mediante diferencias tales como la coloracién dorsal, la cual en Lc es parda
mientras que para LI es amarillenta o verde. Ademas, la superficie superior de sus muslos es de
coloracién uniforme verde oscuro en Lc, mientras que en LI es manchada. Otra caracteristica, es
que los machos de LI presentan una mayor hipertrofia de antebrazos a diferencia de los de Lc [4;

120].

FIGURA 13. Imagen de Leptodactylus chaquensis (Figura modificada de http://calphotos.berkeley.edu).
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Se han empleado diversas metodologias para la extraccion de las secreciones de
la piel de los anfibios, algunas de ellas invasivas y otras no. Entre las técnicas invasivas
se encuentran la inyeccidon de neurotransmisores y la remocidn de totalidad de la piel,
mientras que entre las menos invasivas esta la estimulacion eléctrica transcutidnea [20].
El método mas antiguo y uno de los més explorados, consiste en la remocion total de la
piel del anfibio. Este método tiene como desventaja que se requiere el sacrificio del
animal, y las muestras que se obtienen son de una elevada complejidad [20]. Por otro
lado, la mayor ventaja radica en una extraccién completa de los compuestos contenidos
en el interior de las gldndulas granulares [62]. La técnica de estimulacién eléctrica
transcutdnea se basa en la aplicacion de pequenos estimulos eléctricos sobre la superficie
del anfibio, haciendo que estos contraigan la musculatura que rodea a las gldndulas

granulares y liberen de este modo las secreciones contenidas en ellas [20].

En los ultimos afos, gracias al avance de las tecnologias de cultivos celulares se
ha desarrollado un novedoso método denominado cultivo de microérganos (MOs), el cual
consiste en remover las glandulas granulares de la piel del anfibio y mantenerlas en
condiciones vitales en cultivo. De este modo, se pueden colectar de manera in vitro, en el
medio de cultivo las secreciones producidas por las glandulas. Esta metodologia, hace
que las gldndulas actien a modo de biorreactor, generando una mayor cantidad de
secreciones, siendo ampliamente reproducible y duradera en el tiempo. Ademds de
minimizar el nimero de animales requeridos, hecho que cobra gran importancia al

trabajar con especimenes en peligro de extincién [121].

Todas las reacciones enzimaticas se inician con la formacion de un complejo entre
la enzima y su molécula de sustrato (ES). La Formacién de este complejo es casi siempre
determinada por interacciones no covalentes entre el sitio activo de la enzima (E) y el
sustrato (S). Por lo tanto, la reaccidon representa un equilibrio reversible que puede
describirse mediante dos constantes de primer orden: tasa de asociacion (Kon) y tasa de
disociacién (Koff).

Kon
E+S = ES
Koff
La formacién del complejo ES (Ecuacién 1) representa un equilibrio

termodindmico que es cuantificable en términos de una constante de disociacion del
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equilibrio, Kd, o en el caso especifico de un complejo enzima-sustrato, Ks. La constante
Ks es definida como la relacion entre la concentracion de reactivos y la concentracion del
producto, y también como la relacion entre las constantes de disociacidon y asociacion

(Ecuacion 2).
Ko
Ks = ff/ Kon

Una vez formado el complejo de encuentro inicial, el sustrato se debe convertir en
producto. Esto ocurre a través de la formacion de una serie de especies intermedias en las
que los componentes del sitio activo interactian con porciones especificas del sustrato
para distorsionar las longitudes y dngulos de unién de manera que dirija la transicién del
estado intermedio hacia la formacién del producto. Como con cualquier reaccidén quimica,
la formacién de las especies intermedias representa la mayor barrera termodindmica para
el progreso de la reaccién y el paso quimico mds limitante en la via de la reaccion. Por
ejemplo, en una reaccién enzimatica de un solo sustrato, se puede tener multiples estados
intermedios a lo largo de la via de reaccién entre el complejo ES y el estado final de las
enzimas libres y los productos. Como minimo se debe determinar un complejo que
represente el estado de transicién limite (ES¥) y un estado que represente el producto final
unido a la enzima (EP) (Ecuacién 3). Cada uno de estos estados estd conectado a su estado

anterior y posterior por un conjunto de equilibrios reversibles:
E+S 2ES 2 ES*T2EP=E+P

En la prictica, la medicidn de las constantes individuales o de equilibrio para estos
diversos pasos quimicos requiere metodologias especializadas, tales como cinética de
estado transitorio y/o una variedad de métodos biofisicos para medir equilibrio. Mds
comunmente, la tasa de progreso global de la reaccion luego de la formacién del complejo
ES se denomina constante catalitica (Kcat). Si bien, Kcat es una constante compleja, que
representa multiples estados quimicos en la catdlisis, estd dominada por el paso que limita
la velocidad, que més a menudo es la formacién del complejo de estado de transicién
delimitado ES* a partir del complejo de encuentro ES. Asi, para una primera
aproximacion, podemos considerar que Kcat es una constante de primer orden para la

transicién de ES a ES* (Ecuacién 4).

kcat
E+S<=ES— ES#
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Este modelo, que trata la formacion del complejo ES inicial como un equilibro
aislado que es seguido por pasos quimicos de catdlisis mas lentos se denomina "equilibrio
rapido”. Sin embargo, en la mayoria de los estudios sobre reacciones enzimaticas el
modelo de equilibrio rdpido no se contempla, en su lugar, la enzima se estudia en
condiciones de estado estacionario. Este término se refiere a una situacion en la que la
concentracion del complejo ES se mantiene constante gracias a un equilibrio entre la tasa
de formacién del mismo (por asociacion de la enzima libre y el sustrato libre) y la tasa de
desaparicion del complejo (a través de la disociacion con los reactivos libres y por el
progreso hacia la formacién de productos). Esto implica que la tasa, o velocidad, de una
reaccion enzimdtica (medida como la desaparicion del sustrato o la formacion de

producto) es proporcional a la concentracion del complejo ES.

Por lo tanto, mientras la concentraciéon de ES sea constante (es decir, bajo
condiciones de estado estacionario), la velocidad de la reaccidén también serd constante,
y puede ser definida por la pendiente de una grafica lineal de la concentracion de producto
[P] o sustrato [S] en funcién del tiempo. La condiciéon de estado estacionario se logra
experimentalmente al tener un gran exceso molar de sustrato sobre la concentraciéon de
enzimas, de modo que exista una cantidad relativamente constante de sustrato disponible
para unirse a la enzima libre. Al principio del progreso de la reaccion, la cantidad de
sustrato que es utilizada por la enzima es una fraccién muy pequeiia del total de sustrato.
Durante esta "fase inicial" de la reaccion, las condiciones del estado estacionario se
mantienen, y la velocidad inicial (v) estd definida por la pendiente del producto (o
sustrato) en funcidn del tiempo. La fase de velocidad inicial se extiende hasta que un 10
a 15 % de la concentracion inicial del sustrato se ha convertido en producto. Luego de
esto, la velocidad comienza a disminuir, a medida que el sustrato se agota, hasta que se
establezca un equilibrio entre la reaccion de formacién del producto y la reaccién inversa.
En la mayoria de las condiciones experimentales y fisioldgicas, el equilibrio
termodindmico estd significativamente a favor de la reaccién de transformacién del

sustrato a los productos.

Si la concentracién de la enzima se fija en un valor muy por debajo de la
concentracion del sustrato, se observa que la variacion de la velocidad inicial se da de la
siguiente manera: cuando la concentracion de sustrato es baja, la velocidad inicial varia
linealmente con [S]. En valores intermedios de [S], la velocidad inicial parece ser una

funcién curvilinea de [S], mientras que, a mayores concentraciones de sustrato, la
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velocidad inicial parece alcanzar un nivel mdximo, como si el sitio activo de todas las

moléculas enzimaticas estuviera saturado de sustrato (Figura 14).

100 ———F———T——T—

Velocidad

0 1 1 1 1 1
0 2 4 6 8 10 12

[Sustrato]

FIGURA 14. Comportamiento de la velocidad inicial de una reaccién enzimdtica en funcién de la
concentracién de sustrato.

Este tipo de comportamiento, sumado a un estado estacionario conduce a la
siguiente ecuacion matematica para describir la cinética enzimatica:

__ Vmax [S]
T [S]+Km

(Ecuacion 5)

La Ecuacién 5 es conocida universalmente como la ecuacion de Michaelis-Menten
[122]. El término Vmax se refiere a la velocidad maxima obtenida a una concentracion
infinita de sustrato. Vmax es matemadticamente equivalente al producto de Kcat y la
concentracion de enzima. En el caso de Km, este pardmetro no es una verdadera constante
de equilibrio, sin embargo, puede ser vista como una medida de la afinidad relativa del
complejo ES bajo condiciones de estado estacionario. El término cinético Km tiene
unidades de molaridad, entonces si en la ecuacion anterior reemplazamos Km por [S] se
observa que este pardmetro puede ser definido como la cantidad de sustrato que produce
una velocidad igual a la mitad de la velocidad mdxima. En otras palabras, la constante
Km representa la concentracion de sustrato que conduce a la saturacion de la mitad de los
sitios activos de la enzima bajo condiciones de estado estacionario. Los valores de Vmax
y Km se obtienen a partir de la ecuacion de la curva de Michaelis-Menten que mejor

ajusta los datos obtenidos de velocidad inicial y concentracion de sustrato [123].

Facultad de Bioquimica y Ciencias Biolégicas | Lic. Roque Spinelli = 50



Capitulo I - Introduccién

Existen diversos tipos de inhibidores y cada uno tendrd un efecto diferente en la
reaccion enzimatica. En primer lugar, podemos clasificar los inhibidores como reversibles
o irreversibles. En la inhibicidn irreversible la enzima se inactiva al reaccionar con el
inhibidor, no sigue una cinética como muestra la Ecuacién 5. Normalmente, esta tiene
lugar por reaccién del inhibidor con los residuos de los aminoacidos del centro activo,
origindndose complejos enzima-inhibidor altamente estables. En la mayoria de los
complejos inactivos la enzima muestra modificacion covalente, pero existen casos de
unién con enlaces no covalentes muy fuertes, cuya baja disociaciéon los convierte en
practicamente irreversible. El grado de inactivacién depende del tiempo de contacto del

inhibidor con el resto del sistema [123].

En el caso de los inhibidores reversibles, la interaccion con la enzima se da a través
de enlaces no covalentes. Se utiliza esta denominacién para todos aquellos inhibidores
que se pueden separar de la enzima (ya sea por disociacion libre o reaccion quimica), y
al hacerlo ésta recupera su actividad [124]. En lo que respecta al disefio de farmacos para
la EA, se busca que los inhibidores enzimaticos actien de modo reversible, a fin de poder
realizar una modulacién de la actividad enzimética, ya que de lo contrario el utilizar
inhibidores de tipo irreversible conllevaria en la pérdida total de la funcionalidad normal

de las enzimas [125].

En la Figura 15 podemos ver como se ve afectado el progreso de la reaccion con
la presencia de un inhibidor reversible. El equilibrio entre el complejo binario enzima
inhibidor (EI) y las moléculas libres de enzimas e inhibidores estd definido por la
constante de disociaciéon Ki. El complejo EI podria unir el sustrato para formar un
complejo ESI ternario. Sin embargo, la afinidad del complejo EI por el sustrato puede no
ser la misma que la de la enzima libre. Por lo tanto, la constante de disociaciéon Km debe
ser modificada por la constante a para describir la unidn del sustrato al complejo EI. La
constante o define el grado en que la union de los inhibidores afecta la afinidad de la
enzima por el sustrato. Si la afinidad hacia el sustrato no varia debido a la formacién del
complejo EI, entonces a es igual a 1. Si la formacion del complejo EI excluye la unién
adicional del sustrato, entonces o tiende a infinito. Finalmente, si la formacion del
complejo EI aumenta la afinidad de la enzima por el sustrato, o toma un valor menor a 1

[123].
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Esquema del equilibrio de una reaccién enzimdtica en presencia y ausencia de un inhibidor
reversible.

Los inhibidores reversibles pueden clasificarse de acuerdo a los efectos que tienen

sobre las constantes cinéticas Km y Vmax de la siguiente manera:

Un inhibidor que se une exclusivamente a la enzima libre (para el cual se dice que
o = o) es competitivo porque la unién del inhibidor y el sustrato a la enzima son
mutuamente excluyentes; de ahi que estos inhibidores compitan con el sustrato por el
conjunto de moléculas de enzimas libres. Los inhibidores que se ajustan a este mecanismo
afectan el valor aparente de Km (que se relaciona con la formacién del complejo enzima-
sustrato) y la relacion Vmax/Km, pero no el valor de Vmax (que se relaciona con los
pasos quimicos posteriores a la formacion del complejo ES). La presencia de un inhibidor
competitivo influye, por lo tanto, en la ecuacién de velocidad de estado estacionario, tal

como se describe en la Ecuacion 6.

Vmax [S]
[s] +Km(1 +[Ki]l)

Si se representa la velocidad inicial como una funcién del sustrato, a
concentraciones variables de un inhibidor competitivo, se obtiene un grafico como el que
se muestra en la Figura 16. El valor de Vmax es constante en todas las concentraciones
de inhibidores, pero el valor aparente de Km (definido como Km (1 +[I]/Ki)) aumenta al

aumentar la concentracion del inhibidor [123].
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FIGURA 16. Evaluacién de la velocidad inicial en funcién del sustrato en presencia de un inhibidor
competitivo en concentraciones variables.

Inhibicién no competitiva

Un inhibidor no competitivo es aquel que muestra una afinidad vinculante tanto
para la enzima libre como para el complejo enzima-sustrato o especies subsiguientes. En
esta situacion la afinidad de unién no puede ser definida por una sola constante de
disociacién de equilibrio, sino que debemos definir dos constantes de disociacion, una
para el complejo binario EI (Ki) y otra para el complejo ternario ESI (aKi). Cuando la
constante a es igual a la unidad, el inhibidor muestra idéntica afinidad tanto para la enzima
libre como para el complejo ES. Cuando a es mayor a 1, el inhibidor se une
preferentemente a la enzima libre, y cuando o es menor a 1, el inhibidor se une con mayor

afinidad al complejo ES.

Este tipo de inhibidores ejerce un efecto cinético sobre el proceso E + S — ES¥,
afectando asi el valor de la relacion Vmax/Km (influenciados por los términos Ki y aKi)

y el valor de Vmax (influenciado por el término aKi). Esto se refleja en la Ecuacion 7:

v = (Ecuacion 7)
U]
(1+m)
]
(1+217)
En otras palabras, el efecto de un inhibidor no competitivo sobre las constantes
cinéticas es reducir el valor de Vmax y aumentar, disminuir o dejar intacto el valor de

Km, dependiendo de si o es mayor, menor o igual a 1, respectivamente. Estos efectos se

muestran en la grafica de velocidad inicial en funcidn de la concentracion del sustrato a
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concentraciones variables de un inhibidor no competitivo con a igual a 1 (Figura 17)

[123].

100

Velocidad

[Sustrato]

FIGURA 17. Evaluacién de la velocidad inicial en funcién del sustrato en presencia de un inhibidor no
competitivo (¢=1) en concentraciones variables.

Inhibiciéon acompetitiva

Un inhibidor que se une exclusivamente al complejo ES, o a una especie posterior,
con poca o ninguna afinidad por la enzima libre se denomina acompetitivo. Los
inhibidores de esta modalidad requieren la formacion previa del complejo ES para su
unioén e inhibicién. Por lo tanto, estos inhibidores afectan a los pasos de las catélisis
posteriores a la unién inicial del sustrato; es decir, afectan al paso ES —ES*. Como se
ilustra en la Figura 15, la formacién del complejo ternario ESI representa un ciclo
termodindmico entre los estados ES, EI y ESI. Es por esto que el aumento de la afinidad
de un inhibidor acompetitivo que acompafia a la formacién del complejo ES debe
equilibrarse con un aumento igual de la afinidad del sustrato con el complejo EI. El
resultado es que los valores tanto de Vmax como de Km disminuyen con el aumento de
las concentraciones de un inhibidor acompetitivo. La Ecuacion 8 representa la velocidad

inicial en presencia de un inhibidor de este tipo [123].

Vmax

s 5]
V= (++at) (Ecuacién 8)
—_— T Lcuacion ¢
[S]+— T
(1+aKi)

Como se menciond anteriormente, en presencia de un inhibidor acompetitivo,
tanto el pardmetro de Vmax como de Km disminuyen en igual proporcidn, en la Figura

18 se ven representados tales efectos.
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FIGURA 18. Evaluacién de la velocidad inicial en funcion del sustrato en presencia de un inhibidor
acompetitivo en concentraciones variables.

La Tabla 2 resume la informacién acerca de cada uno de los pardmetros

afectados respecto del basal para cada tipo de inhibicién enzimédtica previamente

descripta.
"ABLA 2. Informacién de parametros Km y Vmax para la inhibicién enzimatica reversible
Tipo de Inhibicion Reversible Km Vmax
Competitiva Diferente Igual
No competitiva Igual Diferente
Acompetitiva Diferente Diferente

La cromatografia en capa delgada o TLC (en inglés, thin layer chromatography),
es una técnica separativa la cual se basa en la diferencia de velocidades de migracién de
los componentes de la mezcla retenidos en una fase estacionaria y arrastrados por una
fase movil. La fase estacionaria consiste en una delgada y uniforme capa del material

adsorbente fijado sobre una superficie sélida, la cual puede ser vidrio, aluminio o pléstico.

El tipo de absorbente utilizado influye en el grado de migracién de los
componentes de la muestra, los absorbentes mds utilizados son gel de silice y alimina,
pero se los puede encontrar de diversos tipos. Asi mismo, la polaridad de la fase moévil
proporciona la fuerza elutora impartiendo a cada uno de los componentes de la muestra

diferentes velocidades de migracion que permitirdn la separacion de los mismos.
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La TLC comenzé a utilizarse hacia 1950, y continda siendo aplicada en la
actualidad debido a que, es una técnica sencilla de realizar, de bajo costo, sensible y muy

eficiente para determinar la pureza e identificar compuestos [126].

La cromatografia liquida de alta eficacia o HPLC (en inglés, high performance
liquid chromatography), es un tipo de cromatografia en columna utilizada frecuentemente
en la analitica. Antiguamente se la denominaba cromatografia liquida de alta presién o
(en inglés, high pressure liquid chromatography) debido a que este tipo de técnica trabaja
a elevadas presiones para lograr un mayor grado de resolucidn, pero en la actualidad esta

terminologia se considera antigua y estd en desuso.

La HPLC es utilizada para separar los componentes de una mezcla basandose en
diferentes tipos de interacciones quimicas entre las sustancias analizadas y la columna
cromatogréifica. Existen un sin ndmero de tipos de técnicas de HPLC, pero la mas
ampliamente extendida es la de fase reversa (RP-HPLC). La RP-HPLC permite separar
moléculas de una muestra en base a su polaridad. En este caso, la fase estacionaria se
encuentra formada por particulas de silica quimicamente modificadas con hidrocarburos
de diferentes tipos, saturados, insaturados o aromdticos. Esto convierte a la fase
estacionaria en una matriz apolar. La elucién se realiza empleando una mezcla de
solventes con diferente grado de polaridad como son el agua, el acetonitrilo, el metanol o

el tetrahidrofurano [127].

Para la separacion de aminodcidos y péptidos mediante esta técnica, el soporte
comdnmente utilizado posee una cadena de 18 carbonos y se la denomina C18 (|SiO2|-

(CH»)17-CH3) [128].

La HPLC puede utilizarse tanto en modo analitico, para evidenciar y/o identificar
compuestos, como en modo preparativo, permitiendo separar y purificar cada uno de los

constituyentes de una muestra compleja.

La bioautografia es un bioensayo de screening que permite la deteccién de
compuestos bioactivos que han sido previamente separados por cromatografia [129]. Esta
representa una técnica eficiente, rdpida y de bajo costo, la cual ha sido utilizada por mas
de 60 afios. Sin embargo, en el ultimo tiempo la bioautografia ha recibido un gran

impulso, debido a nuevos desarrollos, como es la utilizaciéon de TLC/HPTLC (en inglés,

Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas | Lic. Roque Spinelli | 56



Capitulo I - Introduccién

high performance thin layer chromatography), el cual permite un elevado poder

resolutivo de las muestras.

En los comienzos se utilizaba la bioautografia para la deteccion y aislamiento de
compuestos antimicrobianos, pero actualmente se han adaptado los bioensayos para
diversas utilidades como ser evaluacion de citotoxicidad y busqueda de inhibidores

enzimaticos [130-132].

/Acondicionamiento del\

solvente
Siembra de la muestra
Preparado del blanco a
estudiar (Microorganismo,
enzimas, células) Desarrollo de la corrida
cromatografica
} |
Secado
v e ® 0 ( |
Inmovilizacion en Solucion .
. ! Revelado - Deteccion
gelificante (Agar) /
v ™ v
Dipping de soluciones
sustrato y cromogenica 5 [
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v
/Vel“[ido de la solucion \
> gelificante
i
Solidificacion
i

Incubacion camara

K humeda /

v
[Inteq)retacién de 1‘esultados] o O

FIGURA 19. Diagrama de los pasos de una bioautografia simple. Representacion realizada con
PowerPoint.

En la Figura 19 se ejemplifica la metodologia. La bioautografia consiste en
enfrentar a la muestra compleja previamente separada por cromatografia TLC, a una
matriz gelificada la cual posee los blancos a estudiar inmovilizados. Posteriormente,

permite observar aquellas zonas donde los compuestos activos reaccionaron. Cabe
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destacar, que la bioactividad puede ser puesta de manifiesto por una reaccidén

colorimétrica o por halos de inhibicién [133].

Desde la década del 90 la Espectrometria de Masas (MS) se ha transformado en
una técnica analitica indispensable en el campo de la quimica. En términos generales
permite realizar determinaciones estructurales, identificaciones y andlisis de trazas. En la
actualidad esta técnica constituye una alternativa a la Degradacién de Edman para el
secuenciamiento de polipéptidos, y a métodos clésicos utilizados para la identificacién de
modificaciones post-traduccionales. Es posible, estudiar interacciones de tipo covalentes,
como por ejemplo uniones antigeno-anticuerpo. Y dltimamente se ha utilizado en el 4rea
de la medicina para el diagnéstico de enfermedades microbianas. La combinacién de la
MS con la electroforesis bidimensional y con diferentes técnicas analiticas separativas
permite la identificacion de proteinas. La miniaturizacion de la escala de trabajo a
nanolitros y a nano-flujo han optimizado esta técnica en lo que se refiere a tiempo y

sensibilidad.

A fines de la década del “80 se introdujeron dos métodos suaves para la
volatilizacion / ionizacién de moléculas termolébiles. En la actualidad podemos decir que
estos métodos de ionizacion, la Ionizacién por Electrospray (en inglés, Electrospray
ionization o ESI) y la Desorcidn/lonizacion por laser asistida por matriz (en inglés, Matrix
Assisted Laser Desorption/lonization o MALDI), son complementarias (Figura 20) [134-
135].

Laionizacion por ESIrequiere disponer del analito en solucion, en un medio polar,
introducido en forma de flujo continuo en la regién donde se imparte un elevado campo
eléctrico. MALDI por su parte, requiere disponer del analito en forma sélida mezclado
con un fotosensibilizador (matriz) depositado sobre un electrodo al que se aplicard un
campo eléctrico luego de haber sido bombardeado por un ldser UV [136-137]. Ambos
son suficientemente suaves, de manera que generan iones moleculares gaseosos intactos.
Para un analito dado de peso molecular m, ESI genera una familia de iones moleculares
gaseosos policargados (m/z; siendo m el peso molecular, y z la carga), mientras que

MALDI genera preferentemente el ion molecular gaseoso monocargado (m/z; z=1; m/1).
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FIGURA 20. Esquema representativo de las fuentes de ionizacién en espectrometria de masas. Ionizacién
por electrospray (ESI) (arriba), y Ionizacién de Desorcién por Laser Asistida por Matriz (MALDI)
(abajo).

Por otro lado, una de las ventajas distintivas del ESI es su compatibilidad online
con técnicas separativas. Es decir, este concede la posibilidad de acoplarse a métodos
separativos como son HPLC o nano-HPLC, permitiendo una separacién previa de una

muestra compleja que serd analizada en el espectrometro de masas.

Analizadores de Masas
Todos los espectrometros de masas combinan la formacién de iones, el anélisis de

masas, y la deteccion de estos iones.
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A la salida de la fuente de ionizacién, se genera una gran diversidad de iones, los
cuales deben ser separados para realizar los andlisis correspondientes. Los analizadores
de masas llevan a cabo esta separacion por diferentes métodos, de acuerdo a su relacion
m/z para que puedan llegar al detector. Hay una gran variedad de analizadores de masas
disponibles, incluyendo cuadrupolo, trampa de iones, tiempo de vuelo (en inglés, time of
flight o Tof), sector magnético, ciclotrén, entre otros. Cada tipo de analizador posee
caracteristicas y aplicaciones especiales, asi como beneficios y limitaciones. La seleccion
del tipo de analizador a utilizar es en base a que aplicacién se le dard, el costo y el

rendimiento [138-139].

El principio de operacion del analizador de tiempo de vuelo (Tof) involucra la
medicion del tiempo requerido por un ion para viajar desde la fuente de iones hasta el
detector localizado a 1-2 m de la fuente. Todos los iones reciben la misma energia cinética
durante la aceleracién instantdnea (3000 eV), pero debido a que tienen diferentes valores
de m/z, se separan en grupos de acuerdo a la velocidad con la que van recorriendo la
regiéon libre de campo entre la fuente de iones y el detector. Los iones chocan
secuencialmente en el detector en forma de un incremento de m/z., es decir, aquellos iones
de baja m/z llegan al detector antes que aquellos con m/z alta, de esta forma cuanto mayor

sea la relacion de m/z menor serd la velocidad que tendran [140].
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Capitulo I - Objetivos

Evaluar la potencialidad de extractos de pieles de anfibios como fuentes de
péptidos con actividad bioldgica frente a blancos terapéuticos de la Enfermedad

de Alzheimer.

Realizar la obtencién de los extractos peptidicos de las pieles de anfibios
pertenecientes a las familias Hylidae y Leptodactylidae del Litoral Argentino.
Llevar a cabo una caracterizacion analitica de los extractos de las pieles de
anfibios.

Evaluar la actividad biolégica de los extractos frente a las enzimas colinesterasas

(AChE y BChE):
1. Investigar la inhibicién mediante ensayos in vitro de punto final.

ii. Poner a punto y aplicar la metodologia de bioautografia para la

deteccidn de principios activos en las pieles.

iii. Realizar estudios cinéticos de inhibicion a modo de conocer el

mecanismo de accidn de los inhibidores.

Avanzar en el conocimiento de la actividad multimoduladora de los extractos
mediante estudios de la inhibicion de la enzima MAO-B.

Estudiar la capacidad neuroprotectora de los extractos mediante la determinacién
de la actividad antioxidante y quelante.

Llevar a cabo estudios de toxicidad de los extractos frente a glébulos rojos

humanos y lineas celulares.
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Especimenes adultos de anfibios anuros fueron recolectados manualmente,
intensificindose las busquedas durante los meses de primavera y verano, debido a que en
estas estaciones la actividad de los anfibios se ve incrementada. Las colectas fueron
llevadas a cabo durante el periodo 2016-2018, en zonas rurales de la ciudad de San José
de Rincén de la Provincia de Santa Fe y en el pueblo de Mina Clavero de la Provincia de

Cérdoba, todas perteneciente a la Reptiblica Argentina .

La manipulacion de los anfibios se realizé siguiendo la normativa internacional
vigente de buenas pricticas en el manejo de animales “Guia para el uso de anfibios y
reptiles vivos en el campo de la investigacion en laboratorio” de la American Society of

Ichthyologists and Herpetologists (ASTH) [141] ©.

Todos los especimenes de anfibios primeramente fueron rociados con agua Milli-

Q a modo de retirar cualquier suciedad que pudiera interferir con los andlisis posteriores.

ent

Los ejemplares de cada especie se eutanizaron siguiendo los protocolos avalados
por las normativas internacionales de la ASIH [141]. Posteriormente, se removi6 la piel
y se la conservo en etanol a 4 °C hasta el momento de su procesamiento. A tales efectos,
las pieles fueron trituradas mediante la utilizaciéon de un homogeneizador Ultra-Turrax
T25, y colocadas en solucion alcohdlica al 60 %. El proceso extractivo se realizé en vasos
de precipitado de boca ancha a pH 3-4 con 4cido acético, la agitacion se realizé por un
periodo de 2 hs a 0 °C, para evitar de este modo la accion de las enzimas proteoliticas

presentes en las pieles [62].

 Las colectas y manipulacion de los especimenes se realizaron bajo la supervision de los bidlogos Dr. Andrés M.
Attademo (Cétedra de Ecotoxicologia — ESS-FBCB-UNL) y el Dr. Javier A. Lopez (INALI — CONICET), los cuales
cuentan con los permisos de colecta y estudios de anfibios anuros con fines cientificos, gestionados en la secretaria de
Estado y Medio Ambiente y Desarrollo Sustentable — Area Fauna.
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Posteriormente las muestras se centrifugaron a 3500 rpm durante 15 min. Se
descart6 el precipitado y el sobrenadante fue centrifugado nuevamente a 10000 rpm, a

bajas temperaturas. El proceso se repiti6 tres veces.

Las secreciones obtenidas fueron concentradas en evaporador rotatorio (Buchi

RE-121), liofilizadas y conservadas a -18 °C hasta su utilizacion.

Los extractos se analizaron por cromatografia en capa delgada TLC. Para ello,
los extractos se disolvieron en agua Milli-Q y se sembraron en placas de TLC (Merk -
silica gel 60 F2s4). Como mezcla de corrida se utilizé n-butanol: dcido acético: agua (55,6:

22,2:22,2).

El revelado de las placas se llevé a cabo mediante el ensayo de ninhidrina, el

reactivo de Dragendorff, y con luz UV a 254 y 365 nm.

El test de Kaiser o ninhidrina es un test altamente sensible utilizado para la
deteccién de aminas primarias, por lo cual es ampliamente utilizado para evidenciar la
presencia de aminodcidos, péptidos o proteinas. Una reaccion de ninhidrina positiva es

puesta de manifiesto mediante la aparicién de una coloracién azul violdcea intensa [142].

El reactivo de Dragendorff es una reaccién caracteristica para evidenciar la

presencia de alcaloides mediante la formacion de un precipitado color naranja [143].

Los extractos completos de las pieles obtenidos mediante el método de extraccion
con solventes (ES), fueron analizados por HPLC en fase reversa, bajo idénticas
condiciones experimentales con el fin de establecer comparativas en sus perfiles

cromatograficos.

Para ello, se disolvieron los extractos en agua Milli-Q conteniendo unas gotas de
metanol, mediante agitacion con vortex y sonicacion. Las soluciones fueron mantenidas
en estufa a 40 °C hasta el momento de la inyeccién, a modo de evitar la formacién de
agregados. Luego, las soluciones fueron filtradas con la utilizaciéon de membranas de 0,45

um (Millipore).
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Se trabajé con un equipo Waters 1525 (USA) y una columna Atlantis C18
(Waters) de 3 um, 100 10%, 4,6 x 150 mm. Se empled un sistema binario de solventes:
Solvente A: agua Milli-Q con 0,1 % de TFA, y Solvente B: acetonitrilo (ACN) con 0,08
% de acido trifluoroacético (TFA). La deteccidn se realizé con un detector Waters 2489
(USA) a 220 y 280 nm. El gradiente de elusion utilizado fue de 5 % de ACN durante 5
min, del 5 al 80 % hasta los 30 min, y finalmente, se mantuvo al 80 % durante 3 min; a
un flujo de 0,8 ml/min. El gradiente de elusion fue escogido luego de varias pruebas,

tomando como criterio la mejor resolucidon cromatografica obtenida.

Se raliz6 el analisis electroforetico mediante geles discontinuos de Tricina SDS-
PAGE (en inglés, sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis). Se
utilizaron geles de stacking al 1 % y de separacion al 16 %, en condiciones reductoras,
siguiendo la metodologia descripta por Schigger [144]. 10 mg/ml de los extractos
previamente incubados junto con B-mercaptoetanol a 100 °C durante 5 min, fueron
sembrados en los geles. Las condiciones de corrida fueron de 30 V hasta pasar el stacking
y 100 V durante 8 h. La corrida electroforética fue realizada a 4 °C para evitar la
desgelificacion producto del alto voltaje. Se utilizaron marcadores de bajo peso molecular
entre 1 a 80 kDa. Para la visualizacion de las bandas se utilizé una tincién de plata debido

a su alta sensibilidad de deteccion [145].

El ensayo del BCA [146] se basa principalmente en dos reacciones acopladas. En
primer lugar, los enlaces peptidicos reducen los iones Cu*? del sulfato ctiprico a Cu*!. A
continuacién, dos moléculas de BCA quelan un ion Cu*! formando un complejo de color

purpura, con un maximo de absorbancia a 562 nm.

Para realizar las determinaciones se reconstituyeron los extractos en agua Milli-
Q; 100 pl de los mismos fueron incubados, junto a 2 ml de reactivo estandar de trabajo
(conteniendo BCA, tartrato de sodio, y sulfato de cobre en medio basico) a 60 °C durante
30 min. Se enfrié y se determiné la absorbancia a 562 nm. Una curva de albumina fue

utilizada como estandar.
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Los pesos moleculares de los compuestos constituyentes de los extractos se

analizaron mediante el empleo de un equipo MALDI-Tof-Tof Abi Sciex 4800.

Las muestras fueron disueltas en agua Milli-Q conteniendo 0,1 % de TFA.
Posteriormente, fueron desaladas tres veces con la utilizacién de tips PolyLC C18 con
agua; luego se realiz6 la elucion con ACN: TFA (70: 0,1 %). Se colocaron las muestras
en las placas de MALDI, y se agreg6 la matriz de acido o-ciano-4-hidroxicinamico

(HCCA) en ACN: TFA (50: 0,1 %).

Las determinaciones fueron realizadas en el modo de adquisicién de datos MS

reflector positivo, en el rango de 600-4200 m/z, con un poder de laser de 4200.

Los estudios de Espectrometria de masas MALDI-Tof fueron llevados a cabo en
colaboracién con la Unidad de Protedmica y Bioquimica Analitica del Instituto Pasteur —

Montevideo bajo la direccion de la Prof. Msc. Madelon Portela.

Para la determinacion de la capacidad inhibitoria de la AChE y BChE, se utilizé
un micrométodo basado en el ensayo de Ellman con pequefias modificaciones [147]. El
principio de esta metodologia se basa en la determinaciéon de la cantidad de tiocolina
producida por la hidrolisis enzimdtica por parte de las colinesterasas del sustrato
acetitiolcolina o butiriltiocolina. Esto es logrado por la reaccién continua de la tiocolina
con el 4cido 5,5’-ditiobis(2-nitrobenzoico) (DTNB) para producir el anién del 4dcido 5-
tio-2-nitrobenzoico de color amarillo. En fundamento de la determinacién enzimética de

la metodologia de Ellman se esquematiza en la Figura 21.
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FIGURA 21. Esquema de la reaccién enzimadtica en que se basa el método colorimétrico de Ellman para
determinar la actividad enzimatica de las colinesterasas. Representacion realizada con ChemBioDraw
12.0 (CambridgeSoft).

Actividad inhibitoria de la enzima acetilcolinesterasa (AChE)

Para el ensayo de inhibicion de AChE, la enzima acetilcolinesterasa comercial
tipo VI-S, obtenida de Electrophorus electricus (anguila eléctrica) (Sigma-Aldrich), fue
diluida en buffer fosfato a pH=7,5 hasta lograr una concentracién de 0,25 U/ml. Como
sustrato se utilizé yoduro de acetiltiocolina (0,24 mM) y como reactivo de color DTNB
(0,2 mM), los cuales fueron disueltos en Na,PO4 (0,04 mM) y el pH se ajusté a 7,5. Todos

los reactivos utilizados fueron marca Sigma.

Las muestras fueron disueltas en buffer fosfato pH=7,5. En una placa de 96
pocillos, se incubaron 50 ul de la solucién enzimaética junto a 50 pul de concentraciones
crecientes finales de 50, 100, 200, 400, 800 y 1600 pg/ml de los extractos, durante 30 min
a 25 °C. Posteriormente se anadié 100 pL de la solucién de sustrato y DTNB. La
absorbancia del color amarillo a los 5 min del inicio de la reaccion fue determinada a 405
nm en un lector de microplacas Thermo Multiskan FC (Thermo Scientific). Como control

positivo se utilizé Rivastigmina [90].
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Para la determinaciéon de la actividad inhibitoria de la BChE se utiliz6 la
metodologia de Ellman y col. anteriormente mencionada, con modificacion de la enzima
y sustrato utilizados. La enzima utilizada fue la BChE obtenida a partir de suero humano,
y el yoduro de S-butirilcolina (BTCI) (7 mM) como sustrato. La absorbancia del 4cido 5-
tio-2-nitrobenzoico a 405 nm de igual modo que lo mencionado para la AChE fue
determinada. Como control positivo de inhibicion se utilizé la Rivastigmina. Todos los

ensayos fueron llevados a cabo por triplicado y en casos necesarios se realizaron replicas.

A ambas enzimas se les calcul6 el porcentaje de inhibicién (% 1) como:

AbsM—AbsB
AbsBa—AbsB

%l=1-( ) x 100

donde AbsM, AbsB, y AbsBa representan la absorbancia de la muestra, absorbancia del
blanco y absorbancia del basal, respectivamente (Ecuacién 9). La concentracion a la cual
se produce el 50 % de la inhibicion de la actividad enzimatica (IC50) fue calculada con

los datos del % 1 obtenidos.

Se utiliz6 el ensayo de bioautografia como método de screening de la actividad

inhibitoria de los extractos, siguiendo la metodologia descripta por Ramallo y col. [131].

Brevemente, agar noble al 1 % P/V fue disuelto a 80 °C en buffer Tris-HCI (50
mM, pH = 7,8). Posteriormente la solucion fue enfriada a 50 °C y se agregd una solucién

de AChE (tipo VI-S, de E. electricus) (Sigma-Aldrich) a una concentracién de 60 U/ml.

Por otro lado, los extractos fueron desarrollados en una placa de cromatografia en
capa delgada (TLC) (Merk - silica gel 60 Fas4) de 50 cm?, utilizdndose como mezcla de
corrida n-butanol: dcido acético: agua (55,6: 22,2: 22,2). La placa de TLC fue embebida
en una solucién de a-naftil acetato (6,70 mM) y Fast Blue B (2,60 mM). Esta se dejo
secar a temperatura ambiente, y seguidamente la solucion de agar-AChE fue distribuida
sobre la placa de TLC. Una vez gelificada, la placa fue incubada a 37 °C por 20 min en

ausencia de luz.

Para BChE se procedi6 de igual modo que lo descripto anteriormente, con la Gnica

modificacién de la enzima a utilizar. La BChE fue obtenida a partir de suero humano.
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Para corroborar la eficiencia de la bioautografia, se utilizé como control positivo

de inhibicién una solucién de cafeina, tanto para AChE como para BChE [131].

La presencia de halos blancos sobre la matriz violeta indic6 la presencia de

compuestos bioactivos. La deteccidn de falsos positivos fue realizada con a-naftol.

Los valores de Rf fueron calculados segtn la Ecuacion 10:
Rf = DC/ Ds

representando Dc y Ds la distancia recorrida por los compuestos y la distancia de

migracion del frente de solvente en la placa de TLC, respectivamente (Ecuacién 10).

Los ensayos cinéticos para AChE y BChE fueron realizados siguiendo la
metodologia de Ellman [147]. Para ello, 50 ul de concentraciones crecientes de extractos
(50, 100, 200, 400, y 800 pg/ml) se incubaron junto a 50 pl de cada enzima, AChE de E.
electricus (Sigma-Aldrich) (0.25 U/ml) y BChE obtenida a partir de suero humano, en
buffer fosfato (pH 7,5) a 25 °C por 30 min. Luego concentraciones crecientes de los
sustratos fueron agregadas (0,03 a 0,94 mM de ATCI y 0,05 a 1,70 mM de BTCI) junto
con una solucién 0,2 mM de DTNB.

La cinética fue determinada a través de 75 lecturas a 405 nm durante un periodo
de 2,28 min. Los datos fueron analizados con el software GraphPad Prism 7. Los
pardmetros cinéticos (Km y Vmax) en presencia y ausencia de extractos fueron
determinados mediante curvas de Michaelis-Menten. Ademds, se evalud el tipo de
inhibicién producido, y este fue determinado mediante la comparacién de los pardmetros
cinéticos (Km y Vmax), en presencia y ausencia de los inhibidores, aplicando el test de

ANOVA de una via y analizando su P valor.

La enzima MAO-B fue obtenida a partir de la fraccién mitocondrial de cerebros
ratas Wistar. Dichos cerebros fueron proveidos por la catedra de Fisiologia Humana de la

Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas — Universidad Nacional del Litoral.

Los cerebros de 2 ratas fueron lavados con buffer de extraccion: Na,HPO4 (13,2

mM), KH>PO4 (53,5 mM), sacarosa (113,6 mM) y citrato de sodio (20 mM) a fin de
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retirar restos de sangre y tejidos. Posteriormente, se procedié con la trituracion de los
cerebros de manera manual, utilizando un homogeneizador de vidrio y teflén, con el
agregado de una proporciéon de 10 ml de buffer de extraccién por gramo de cerebro. El
homogeneizado fue centrifugado a 1000 G a 4 °C por 5 min y el sobrenadante fue
recolectado, dicho proceso fue reiterado dos veces. Finalmente, los homogeneizados
fueron centrifugados a 13000 G a 4 °C por 10 min, obteniéndose en el precipitado las

fracciones mitocondriales con presencia de la enzima MAO-B [148].

El potencial inhibitorio de los extractos contra la enzima MAO-B, fue
determinado siguiendo la metodologia descripta por Soto-Otero y col., con pequeias
modificaciones [148]. Para ello, 20 ul de concentraciones crecientes (50, 100, 200, 400 y
800 pg/ ml) de los extractos en buffer fosfato fueron colocadas junto a 45 ul del purificado
de MAO-B e incubados durante 30 min a 30 °C. Para evidenciar la actividad enzimdtica
se utilizd una determinacién indirecta a través de la enzima Horse Radish Peroxidase
(HRP). 10 pl de HRP (5 U/ml), 20 ul de una solucién de benzilamina (20 mM) y 20 ul
de una solucién de o-dianisidina (5SmM) fueron agregados, y se incubaron a 30 °C por 60
min. Todos los reactivos y enzimas utilizadas fueron provistas por Sigma-Aldrich. La
absorbancia del producto coloreado fue determinada a 405 nm utilizando un lector de

multiplacas Thermo multiskan FC (Thermo Scientific).

Se calcul6 el porcentaje de inhibicidn (% I) segtn la Ecuacién 11:

AbsM—AbsB
AbsBa—AbsB

%l = 1— ( ) x 100
donde AbsM, AbsB, y AbsBa representan la absorbancia de la muestra, absorbancia del
blanco y absorbancia del basal, respectivamente. La Selegilina fue utilizada como control

positivo [106]. La IC50 fue calculada con los datos del % I obtenidos.

La actividad antioxidante fue determinada mediante el método de la captura del
radical libre 2,2-difenil-1-picrylhydrazylo (DPPH), acorde a los ensayos descriptos por
Memarpoor-Yazdi con menores modificaciones [149]. 50 pl de concentraciones
crecientes de extractos (100, 200, 400 y 800 ug/ml), fueron mezcladas con 50 ul del
radical DPPH (0,15 mM en metanol), y llevado a volumen con 150 ul de metanol. La

mezcla fue incubada en oscuridad por 30 min.
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El basal de actividad fue determinado utilizando 200 pl de metanol junto a 50 pl
del radical DPPH. Como control positivo de actividad se utilizé dcido ascérbico, el cual
es un reportado agente antioxidante [150]. El radical libre DPPH fue provisto por Sigma-

Aldrich, mientras que el metanol fue Cicarelli.

La absorbancia resultante de la actividad fue determinada a 517 nm mediante un

lector de microplacas Thermo Multiskan FC (Thermo Scientific).

El porcentaje de captura del radical libre DPPH (% RSA) y la EC50
(concentracion efectiva del compuesto que reduce la concentracion inicial del DPPH al

50 %) fueron determinados. El % RSA se calcul6 segtin la Ecuacién 12:

AbsM
AbsBa

%RSA=1- ( ) x 100
representando AbsM y AbsBa los valores de absorbancia de la muestra y del control

basal, respectivamente.

La actividad quelante del ion Fe?* fue determinada mediante el método descripto

por He y col. [151] con pequefias modificaciones.

Para ello, 50 pl de concentraciones crecientes de los extractos (100, 200, 400, 800
y 1600 pg/ml), fueron pre incubadas con 5 ul de una solucién de Sulfato ferroso 2 mM,
seguido del agregado de 185 ul de agua Milli-Q. Posteriormente se agregd 10 pl de una

solucion comercial de Ferrozina 5 mM, y se incub6 a 25°C durante 10 minutos.

La absorbancia fue determinada a 562 nm, y el porcentaje de la actividad quelante

del hierro (II) fue calculada en base a la Ecuacién 13:

AbsM

% Actividad Quelante = 1 — (AbSC

) x 100

siendo AbsM y AbsC, las absorbancias de la muestra y del control respectivamente. El

acido etilendiaminotetraacético (EDTA) fue utilizado como control positivo.
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Se ensayo la actividad litica de las muestras sobre eritrocitos humanos sanos,
utilizando protocolos previamente optimizados por el grupo de trabajo [152]. Los
glébulos rojos humanos (GRh) [Grupo 0, Rh (+)] obtenidos a partir de un pool de sangre
fresca fueron lavados tres veces con solucion fisiolégica comercial y se separaron por
centrifugaciéon. Una suspensiéon de 0,4 % de los GRh en solucién fisiologica fue

preparada.

Las muestras liofilizadas se reconstituyeron en solucidn fisiolégica comercial y se
realizaron diluciones seriadas. A 100 ul de cada muestra se le adicionaron 200 ul de la
suspension de GRh, y posteriormente fueron incubadas durante una hora a 37 °C. Luego,
se procedi6 a centrifugarlas a 3000 RPM, y 200 ul del sobrenadante fueron transferidos
a una placa de 96 pocillos. La cantidad de hemoglobina liberada fue determinada a través
de su absorbancia a 405 nm. Un blanco y un control positivo (100 % de hemdlisis) de

reaccion fueron realizados con solucién fisioldgica y Tritén al 0,1 %, respectivamente.

El porcentaje de hemolisis fue determinado mediante el siguiente calculo como:

AbsM—AbsSf

% Hemdlisis = 1 — (AbsT_AbsSf

) x 100

donde AbsM, AbsSf y AbsT representan la absorbancia de la muestra, la absorbancia al
0 % de hemdlisis con solucion fisiolégica comercial, y la absorbancia al 100 % de
hemolisis con Triton, respectivamente (Ecuacion 14). Finalmente, valores de HC50
(concentracion a la cual se produce el 50 % de la actividad hemolitica) de las muestras

fueron calculados.

La linea celular de ovario de hamster chino K1 (CHO-K1) fue obtenida del banco
celular ATCC (CCL-61) y mantenida en medio RPMI 1640 suplementado con, 10 % de
suero fetal bovino, 100 U/ml de penicilina y 100 g/ml de estreptomicina. Las células
fueron incubadas a 37 °C y al 5 % de CO; en atmosfera humidificada. El seguimiento

del desarrollo celular se realiz6 en microscopio invertido (Leica DMil).
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La citotoxicidad fue determinada mediante el ensayo del bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT). Las células fueron colocadas en placas de
96 pocillos a una densidad de 2x10* células por pocillo. Luego de 24 h de incubacién en
las condiciones previamente descriptas, las muestras fueron agregadas en concentraciones
crecientes. 24 h posteriores, el medio de cultivo fue retirado y se adicion6 10 ul de MTT
(5 mg/ml) a cada pocillo, y las placas fueron nuevamente incubadas durante 4 h a 37 °C.
Los cristales de formazan producidos, fueron disueltos con el agregado de 100 ul de
dimetilsulfoxido (DMSO) en cada pocillo [121]. Una solucién de Doxorubicina se utilizé
como control positivo (0 % de viabilidad celular) y medio de cultivo RPMI 1640 como
basal (100 % de viabilidad). La absorbancia fue determinada a 495 nm, y el porcentaje de

viabilidad fue calculado como:

AbsM
AbsBa

% Viabilidad celular = 1 — (

) x 100

siendo AbsM y AbsBa la absorbancia de la muestra y del basal, respectivamente

(Ecuacién 15).

Finalmente, valores de IC50 de las muestras fueron calculadas como la
concentracion a la cual las muestras causan el 50 % de viabilidad celular. Los ensayos

fueron realizados por triplicado y en dos replicas independientes.

El andlisis de los datos para el calculo de las bioactividades fue llevado a cabo a
través del software R [153]. En todos los casos de establecieron intervalos de confianza
del 95 %. Por otro lado, para la creacion de las curvas de dosis respuesta, para el calculo
de los IC50 se utiliz6 el paquete GRmetrics [154] del proyecto Bioconductor [155]. Los

gréificos fueron creados con el paquete ggplot2 [156].
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Se estudiaron extractos de pieles de anfibios pertenecientes a dos familias del Litoral
Argentino:
e Familia Hylidae: Boana cordobae y Pseudis minuta.
e Familia Leptodactylidae: Leptodactylus latrans, Leptodactylus chaquensis y
Leptodactylus mystacinus.

Durante los meses de verano y primavera del periodo 2016-2017, con posterioridad a
precipitaciones, especimenes adultos de cada especie fueron colectados.

En la Tabla 3 se presenta informacidn respecto las regiones geogréficas de colecta de
las especies, asi como el nimero total de especimenes utilizados, su longitud hocico-cloaca
(SVL).

Cabe mencionar que las cinco especies estudiadas se encuentran dentro de la categoria
especie bajo preocupacion menor o Least concern species. Una especie se considera bajo
preocupacion menor cuando, tras ser evaluada por la International Union for Conservation of
Nature (IUCN), no cumple ninguno de los criterios de las categorias en peligro, en peligro

critico, vulnerable o casi amenazado de la Lista Roja elaborada por dicha organizacion [157].

nalitica
Las pieles de los anfibios representan una importante fuente de compuestos con amplia
actividad bioldgica, siendo los péptidos las moléculas més abundantes y de mayor bioactividad
[17]. Puesto a que el objetivo de esta tesis se enfocd en la busqueda de péptidos bioactivos en
extractos de pieles de anfibios, una caracterizacion analitica enfocada a evidenciar la presencia

de estos fue llevada a cabo.
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Informacion acerca de la coleccién de especimenes de anfibios.

Aiio de
Especies Acrénimo N° especimenes @ Fuente SVL (mm) ®
colecta
B. cordobae Bce 4 2016 Cordoba, (Cordoba) (30°51°47°°S / 64°29°36’°0) 37-50
San José del Rincon, (Santa Fe) (31°36°21°’S /
P. minuta Pm 2017 45-65
5 60°36°29°0)
San José del Rincon, (Santa Fe) (31°36°17’S /
L. latrans LI 3 2017 80-120

60°36°28°°0)

San José del Rincon, (Santa Fe) (31°36°25’S /
L. chaquensis Lc 4 2017 21-23
60°36°33°°0)

San José del Rincon, (Santa Fe) (31°36°12°’S /
L. mystacinus Lm 4 2017 43-55
60°36’18°°0)

@ Nuamero total de especimenes utilizados para la extraccién de muestras biolégicas. ® SVL: longitud hocico-cloaca.
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El contenido de proteinas de los extractos fue determinado mediante el método del 4cido
bicinconinico. En este, el dosaje de proteinas ocurre a través de la cuantificacion indirecta de la
reduccién del ion Cu*™? a Cu*! por parte de los enlaces peptidicos [146]. Este método permite

expresar el porcentaje de proteinas presente por cada gramo de extracto.

Como resultado se obtuvo que los extractos de la familia Hylidae fueron de un mayor
contenido proteico que los de la familia Leptodactylidae. La familia Hylidae presentd
porcentajes de proteina del 64,00 % para B. cordobae y 41,18 % para P. minuta. Mientras que
los porcentajes para los extractos de la familia Leptodactylidae fueron del 39,22; 27,60 y 17,25

%, para L. latrans, L. mystacinus y L. chaquensis, respectivamente.

La Figura 22 muestra los resultados de los estudios mediante cromatografia en capa
delgada TLC. El anélisis a 254 y 365 nm de los extractos por cromatografia en capa delgada
TLC (Figuras 22 A-B) permitié evidenciar la compleja composicion de estos y cuan variable

es la polaridad de los compuestos que los constituyen.

Se observo en los extractos de las cinco especies estudiadas la presencia de compuestos
de naturaleza peptidica que reaccionaron positivamente con el reactivo de ninhidrina, siendo

mayor en la familia Leptodactylidae (Figura 22 C).

Por otro lado, el revelado mediante Dragendorff no evidenci6 la presencia de alcaloides
en los extractos ensayados, con excepcion del de L. latrans el cual mostrd un spot reactivo para

alcaloides (Figura 22 D).
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FIGURA 22. Estudio de los extractos de las familias Hylidae y Leptodactylidae mediante cromatografia en capa
delgada (TLC). Revelado a 254 nm(A), 365 nm(B), reactivo de ninhidrina(C) y reactivo de Dragendorff(D).

Los extractos estudiados de ambas familias fueron analizados por HPLC en fase reversa

(Figura 23).

Diversos estudios demostraron que, tanto para la identificacion como para la
cuantificacion de péptidos, una adecuada deteccidn se da a longitudes de onda de UV lejano,
entre 210 y 220 nm, en las cuales el enlace peptidico absorbe; y entre los 250 y 290 nm donde
absorben los aminodcidos Tyr, Trp y Phe [128]. Es debido a esto, que el andlisis exploratorio

de los extractos se realiz6 a 220 y 280 nm.

Los cromatogramas mostraron que componentes de los extractos interaccionan de
manera diferencial con la columna de C18, denotando la presencia de compuesto de naturaleza
tanto hidrofilica como hidrofébica en todas las especies estudiadas a 220 nm. Mientras que a

280 nm prevalecid la presencia de compuestos hidrofilicos.

Los extractos de ambas familias presentaron picos de absorbancia de una polaridad
media con eluciones entre el 40 y 60 % de ACN a 220 nm. Del anélisis comparativo entre los
resultados de cromatografia a 220 nm y los obtenidos a través del andlisis por TLC en el
revelado con ninhidrina (ver Figura 22 C), se pudo observar en todas las especies estudiadas la
presencia de compuestos de hidrofobicidad media que absorben a 220 nm y reaccionan
fuertemente con ninhidrina. Este hecho permite obtener evidencia de la presencia de

compuestos peptidicos en los extractos.
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FIGURA 23. Perfiles de HPLC en fase reversa para los extractos de las familias Hylidae y Leptodactylidae.
Columna analitica C18. Gradiente lineal (5 a 80 %) de solucién A (0,1 % TFA en agua) a solucién B (0,1 %
TFA en ACN) por 33 min. Flujo de 0,8 ml/min. Deteccién: 220 nm (—) y 280 nm (-).
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Se analizaron los extractos de ambas familias mediante espectrometria de masas
MALDI-Tof mediante la utilizacién del método MS reflector positivo, el cual permite

identificar iones de bajo peso molecular, y con una intensidad de laser de 4200.

Varios reportes han demostrado que las pieles de los anfibios se encuentran constituidas
por una considerable cantidad y variedad de péptidos y proteinas [62; 158]. Este hecho fue
observado en los andlisis por MALDI-Tof de los extractos, donde se evidencio la presencia de

compuestos de un amplio rango de pesos moleculares.

Respecto a la familia Hylidae, el espectro de masas para B. cordobae mostré6 mayor
complejidad que el de P. minuta (Figuras 24 y 25). Para el primero, se observé la presencia
mayoritaria de iones de elevada abundancia relativa con baja relacién m/z entre los 800 y 900,
asi como compuestos minoritarios en torno a las m/z 1470 y 1942. No se evidenciaron
compuestos en la zona media del espectro. La presencia de una importante cantidad de iones a
bajas relaciones de m/z podria deberse a péptidos degradados por enzimas presentes en las
pieles de los anfibios. En este sentido, la presencia de una potente endopeptidasa llamada
magainasa ha sido reportada en la piel del anfibio X. laevis, la cual es capaz de reconocer y

degradar péptidos helicoidales anfipaticos con mas de 12 residuos [159].

La especie B. cordobae, posee una estrecha vinculacién evolutiva con la especie B.
pulchella, tan asi que son llamadas especies hermanas; se ha demostrado que dichas especies
fueron producto de antepasados comunes separados a través de la frontera natural de las sierras
cordobesas [160-162]. Siano y col. realizaron estudios en profundidad mediante espectrometria
de masas de extractos de la especie B. pulchella, mostrando la presencia de un gran nimero de
compuestos de bajo peso molecular con relaciones de m/z entre 700 y 900 y de alto peso
molecular con dos picos de m/z de 1850 y 1892, asimismo no se observo la presencia de masas
intermedias. Estos resultados estin en completa concordancia con los obtenidos para B.
cordobae. Por otro lado, cabe mencionar que la presencia de los iones de m/z 812, 856 y 1850
se observan en ambas especies [62]. P. minuta por su parte, presentd iones de una relacion de
m/z entre los 1300 y 1500, mostrando poseer compuestos de peso molecular medio (ver Figura

25).

Para la familia Leptodactylidae, los espectros de las especies hermanas L. latrans y L.

chaquensis mostraron ser de una elevada complejidad (Figuras 26 y 27). L. chaquensis mostré
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la presencia de dos picos de elevada abundancia relativa a relaciones de m/z de 1419 y 1679,
ademds de varios iones de entre los 2200 y 2400. Por su parte, L. latrans present6 una diversidad
de iones (tanto de baja como de alta relaciéon m/z), no observdndose la presencia de iones entre
los 1600 a 2400. Nascimiento y col. han reportado una serie de péptidos denominados
Ocellatinas presentes en las pieles de la especie L. latrans con notable actividad antimicrobiana.
Mediante el andlisis de masas aqui llevado a cabo, para la mencionada especie se evidenciaron
los iones con m/z 2558, 2250, 2201 y 2274 que corresponderian a las Ocellatinas 1,2, 3 y 4,
segun los datos reportados en la literatura, que indican para las mismas un peso molecular de

2559, 2250, 2200 y 2274 Da, respectivamente [22].

En lo que respecta a L. mystacinus, su espectro mostrd una limitada presencia de iones,

destacdndose por su elevada abundancia los de m/z 1442, 1464, 2465, 2716 y 2800 (Figura 28).

Por otro lado, los resultados obtenidos se muestran en plena concordancia con los
resultados de cromatografia TLC revelada con el reactivo de ninhidrina (ver Figura 22 C),
donde aquellos extractos que presentaron mayor detecciéon de compuestos peptidicos fueron los

que mayores seflales mediante espectrometria de masas presentaron.
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FIGURA 24. Espectros de masas MALDI-Tof del extracto crudo de B. cordobae. Método MS reflector positivo. Intensidad de laser 4200.
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FIGURA 25. Espectros de masas MALDI-Tof del extracto crudo de P. minuta. Método MS reflector positivo. Intensidad de laser 4200.
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FIGURA 26. Espectros de masas MALDI-Tof del extracto crudo de L. latrans. Método MS reflector positivo. Intensidad de laser 4200.
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FIGURA 27. Espectros de masas MALDI-Tof del extracto crudo de L. chaquensis. Método MS reflector positivo. Intensidad de laser 4200.
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FIGURA 28. Espectros de masas MALDI-Tof del extracto crudo de L. mystacinus. Método MS reflector positivo. Intensidad de laser 4200.
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A modo de adquirir mayor conocimiento sobre los componentes presentes en los
extractos, se realiz6 un estudio a través de la utilizacion de geles de electroforesis SDS-PAGE
con el agregado de tricina (Figura 29). El agregado de tricina a los geles de SDS-PAGE ofrece
gran poder resolutivo en las muestras estudiadas, logrando de este modo cubrir rangos de pesos
moleculares mds pequefios, y ser una herramienta ttil para la deteccion de proteinas y péptidos

pequeios [144].

De los extractos estudiados para la familia Hylidae, tanto B. cordobae como P. minuta
mostraron la presencia de pesos moleculares elevados. Para B. cordobae, se evidenciaron
bandas correspondientes a pesos moleculares inferiores a 1 KDa, este hecho se correlaciona
notablemente con los resultados obtenidos mediante espectrometria de masas, donde esta
especie mostro la presencia de iones de elevada abundancia principalmente con bajas relaciones
de m/z. En lo que respecta a P. minuta, los compuestos mas pequefios detectados fueron de 3
KDa. Ademas, cabe mencionar que en ambos extractos se pudieron observar bandas a los 12y
6 KDa, lo cual podria deberse a compuestos conservados entre especies de la misma familia,

dicho resultado también se evidencio en el andlisis por TLC a 254 y 365 nm (ver Figura 22).

En lo que respecta a la familia Leptodactylidae los extractos de las especies L. latrans'y
L. chaquensis resultaron ser los de mayor complejidad en el rango de los pesos moleculares
estudiados. Ademads, ambas especies presentaron varias bandas conservadas, fendmeno que
también pudo ser observado mediante cromatografia TLC (ver Figura 22 A-B), aportando més
evidencia sobre la cercania entre estas especies. Por otro lado, ambas presentan bandas en la
cercania a los 3 KDa en concordancia con lo obtenido mediante espectrometria de masas donde
numerosos iones de m/z entre los 2000 y 3000 fueron observados (ver Figuras 26 y 27). En lo
que respecta a L. mystacinus solamente pudieron detectarse compuestos de pesos moleculares

mayores a los 25 KDa, destacandose una banda con un peso de entre 30 y 40 KDa.

Los estudios llevados a cabo mediante geles de SDS-PAGE con tricina permitieron
explorar la composicion de los extractos en un rango de pesos moleculares mayor a los
estudiados mediante espectrometria de masas. Por lo cual, en lo que respecta al estudio de
extractos de pieles de anfibios se propone a la técnica de SDS-PAGE con el agregado de tricina
como una herramienta de bajo costo, rapida y de facil aplicacién complementaria a los estudios

mediante espectrometria de masas para una mayor exploracion de los pesos moleculares.
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FIGURA 29. Geles de SDS-PAGE con el agregado de tricina y revelado con tincién de plata para los extractos
de ambas familias estudiadas. PM: marcador de pesos moleculares (1 a 80 KDa).

La caracterizacién analitica exploratoria realizada mediante las técnicas de
cromatografia RP-HPLC, cromatografia en capa delgada TLC, espectrometria de masas
MALDI-Tof, Geles de SDS-PAGE y el dosaje de proteinas por BCA, permitié evidenciar que
los extractos de las cinco especies estudiadas poseen un alto nivel de complejidad, mostrando
la presencia de compuestos tanto de bajo peso molecular (entre 800 y 3000 Da), asi como
también de masas que alcanzaron los 80 KDa. Los andlisis cromatograficos, por su parte
mostraron que los extractos estdn constituidos por compuestos de naturaleza proteica y/o
peptidica que reaccionan con ninhidrina y absorben a 220 nm. Por otro lado, de los extractos

de las dos familias estudiadas, los de Hylidae mostraron poseer el mayor contenido proteico.

1.3. Actividad de los extractos frente a las colinesterasas

El ensayo de evaluacion de la actividad inhibitoria de las colinesterasas fue llevado a

cabo siguiendo la metodologia de Ellman [147].

En la Tabla 4 se muestran los valores de IC50 para AChE y BChE y su selectividad. La
IC50 se define como la concentraciéon de muestra que produce el 50 % de la inhibicién
enzimdtica. Mientras que la selectividad nos brinda informacién acerca de la afinidad de los

inhibidores para inhibir una u otra enzima.
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Datos de la inhibicién enzimética de la AChE y BChE.

Especie AChE 1C50 (ug/mb) © BChE Selectividad ®
Familia Hylidae

B. cordobae 375 +27 392+ 14 1,04

P. minuta 507 +39 377 +1 0,74

Familia Leptodactylidae

L. latrans 1563 £ 11 NI -
L. chaquensis NI NI -
L. mystacinus NI 602 + 14 -

@ Los valores de IC50 fueron determinados mediante el anélisis de la regresién lineal de la determinacion de tres
replicas. ® Selectividad es definida como IC50 BChE/IC50 AChE. Todos los valores fueron expresados con el
95 % de confianza. NI: no inhibe.

De los extractos estudiados, solo L. chaquensis no mostré actividad frente a ninguna de
las enzimas ensayadas; para los demds extractos se alcanzaron valores de inhibicién que
sobrepasaron el 50 % de las actividades enzimadticas, lo cual permiti6 realizar el cdlculo de la

IC50 (Figura A1 y A2 — Material Anexo).

Los extractos de la familia Hylidae no solo resultaron ser los mds activos, sino que
también mostraron la capacidad de inhibir ambas enzimas estudiadas. B. cordobae resulto ser
el extracto mds activo, con valores de IC50 de 392 pug/ml para BChE y de 375 pg/ml para
AChE, presentando una selectividad de 1,04 hecho que corrobora la similitud en la potencia de
inhibicién para ambas enzimas (ver Tabla 4). P. minuta por su parte, fue mas activa contra
BChE que contra AChE, con valores de IC50 de 377 pg/ml y de 507 ug/ml, respectivamente
(ver Tabla 4), mostrando un valor de selectividad de 0,74, siendo este extracto de una mayor

afinidad inhibitoria para la BChE.

De los extractos de la familia Leptodactylidae, L. latrans present6 una baja actividad
inhibitoria contra AChE, con un IC50 de 1563 ug/ml, mientras que L. mystacinus fue activa

solo frente a BChE con un valor de IC50 de 602 pg/ml.

Estudios comparativos previos realizados por Siano y col. [62], sobre especies de
anfibios del Litoral argentino en la busqueda de agentes antimicrobianos, y por Spinelli y col.
[163] en la busqueda de agentes antiproliferativos, reportaron en todos los casos una mayor
actividad biolégica de las especies de la familia Hylidae sobre Leptodactilidae. Este

comportamiento fue también observado en la presente tesis doctoral.
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En base a los resultados obtenidos en los diferentes estudios exploratorios preliminares
de los extractos de las familias Hylidae y Leptodactylidae del Litoral argentino, se
seleccionaron dos de las cinco especies estudiadas. Las especies seleccionadas fueron B.

cordobae y P. minuta, pertenecientes a la familia Hylidae.

Esta eleccion se fundamentd en que ambas especies mostraron tener la capacidad de
inhibir la actividad enzimatica tanto de la AChE como de la BChE. Esto es de gran interés, ya
que la teoria colinérgica expresa que la reduccién de la sinapsis nerviosa es producto de la
disminucién del neurotransmisor ACh por accion de la AChE; pero ademads se ha demostrado
que cuando la AChE se encuentra inhibida, la BChE es capaz de suplantar su funcion
manteniendo la reduccién de neurotransmisores y, por consiguiente, la sinapsis [82; 164]. Es
por ello que, contar con inhibidores duales de ambas colinesterasas resulta prometedor para la

biisqueda de compuestos que hagan frente a la Enfermedad de Alzheimer.

Con el objetivo de avanzar en el conocimiento respecto a su accién bioldgica, a

continuacion, se detallan los diferentes estudios realizados sobre amabas especies.

Un primer andlisis de ambos extractos seleccionados fue llevado a cabo mediante la
técnica de TLC-bioautografia para la AChE y BChE. Esta técnica consiste en desarrollar los
extractos mediante cromatografia TLC, y enfrentarlos a un gel el cual contiene las enzimas
inmovilizadas junto al sustrato y reactivos cromoégenos [165]. Utilizando esta metodologia,
diversos autores han reportado varios inhibidores enzimaticos para aplicaciones en patologias
humanas, como es el caso de inhibidores de la xantina oxidasa [166], la glucosidasa [133], e

incluso para la AChE y BChE [167], entre otros.

La TLC-bioautografia, en este caso, se basa en el clivaje del a-naftil acetato a a-naftol.
El a-naftol reacciona con el Fast Blue B para dar una tincién de diazonio color violeta. En
aquellas regiones de la placa de TLC donde los compuestos presentes en los extractos fueron
capaces de inhibir la actividad de las colinesterasas se presentan halos de color blanco en la

matriz violeta [168].
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B. cordobae mostr6 zonas de inhibicion con un Rf de 0,40 para AChE (Figura 30 B) y
0,59 para BChE (Figura 30 C). Es de destacar que estas dreas de inhibicidn resultaron reactivas

con la ninhidrina (Figura 30 A) indicando la presencia de compuestos de naturaleza peptidica.

I I [ Immj I I I

FIGURA 30. TLC-Bioautografia para la deteccion de inhibidores de las colinesterasas. De izquierda a derecha:
(A) Revelado ninhidrina. (B) bioautografia de la AChE (C) bioautografia de BChE. Extracto de P. minuta (1),
Extracto de B. cordobae (II), Control Positivo (Cafeina) (III). La elusién se realizé con n-butanol: dcido acético:
agua (55,6: 22,2: 22,2).

Para P. minuta se observaron dos zonas de inhibicién para AChE con Rfs de 0,86y 0,95
(Figura 30 B), de las cuales solo la zona del primer Rf reaccioné con ninhidrina (Figura 30 A),
mientras que para BChE una potente zona de inhibicién se present6 a un Rf de 0,12 (Figura 30
B). El control positivo de cafeina resultd activo para ambas enzimas (Figura 30 B-C) con un Rf

de 0,65.

Los productos naturales hasta la fecha contindan siendo los agentes pioneros en el
desarrollo de nuevos farmacos [16]. Sin embargo, la exploracién de estos resulta laboriosa
debido a la gran complejidad de compuestos que los constituyen. La TLC-bioautografia es una
técnica que combina un proceso separativo por cromatografia con un ensayo bioldgico de facil
deteccion, permitiendo asi identificar que zonas del producto natural estudiado resultan activas.
Desde que la TLC-bioautografia tuvo sus comienzos como técnica exploratoria de productos
naturales con actividad antimicrobiana, se ha ido adaptando para abarcar nuevas actividades

bioldgicas, como ser la busqueda de agentes antioxidantes y mas recientemente de inhibidores
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enzimaticos [130; 169-171]. En lo que respecta a inhibidores enzimaticos diversos compuestos
fueron asilados con éxito a través de la mencionada metodologia. Para las enzimas AChE y
BChE se ha demostrado la utilidad de la TLC-bioautografia para detectar alcaloides,
terpenoides y metabolitos secundarios obtenidos de plantas [167]. Por otro lado, Salazar y
Furlan (2007) desarrollaron una metodologia para la deteccién de inhibidores de la enzima -
glucosidasa, permitiendo evidenciar de manera sencilla y rdpida compuestos bioactivos en los
extractos de las plantas Solanum diflorum y Setaria parviflora [133]. De igual manera Garcia y
col. demostraron la bioactividad de aceites esenciales de la planta Foeniculum vulgare frente a
la enzima xantina oxidasas [172] y la actividad del dcido kéjico presente en Calamagrostis

viridiflavescens frente a la enzima tirosinasa [132].

En la presente tesis, se evaluaron por primera vez extractos de pieles de anfibios
mediante la utilizaciéon de la TLC-bioautografia frente a las enzimas AChE y BChE. La
aplicacién y puesta a punto de esta técnica resulté ser una herramienta reproducible y facil de
llevar a cabo, que permiti6 evidenciar las zonas de inhibicidn de los extractos, ademads de poder

observar si esas zonas correspondian a compuestos de naturaleza peptidica.

Los estudios de las actividades cinéticas que se detallan a continuacién fueron realizados
sobre ambos extractos con el objetivo de lograr una mayor comprension respecto a su actividad
bioldgica. El estudio de los pardmetros cinéticos representa una herramienta ttil para adquirir
datos necesarios para la caracterizacion enzimética de los inhibidores. Los valores de Km y
Vmax resultan criticos para la identificacion de inhibidores reversibles, tanto competitivos
como no competitivos, ya que estos fendmenos son definidos en términos de efectos
significativos sobre los pardmetros Km y/o Vmax en presencia y ausencia de inhibidor (ver

Tabla 2) [173].

Los analisis cinéticos para AChE y BChE de ambos extractos fueron llevados a cabo
mediante curvas de Michaelis-Menten, a las concentraciones de IC50 obtenidas previamente
(ver Tabla 4) (Figura 31 y 32). Ademas, los tipos de inhibicién enzimadtica fueron calculados

mediante un test de ANOVA de una via (Tabla 5).

Los estudios de ambas enzimas (AChE y BChE) en presencia y ausencia del extracto de
B. cordobae mostraron valores de Vmax que resultaron significativamente diferentes, con un

valor P < 0,05, mientras que los valores de Km fueron no significativamente diferentes, con un
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valor P > 0,05. Este hecho evidencia que los compuestos inhibidores presentes en el extracto
de B. cordobae actiian de manera no competitiva, tanto para AChE como para BChE (ver Tabla
5). Para P. minuta se observé un tipo de inhibiciéon competitiva tanto para AChE como para
BChE, presentando valores de Vmax que no fueron significativamente diferentes (P > 0,05);
mientras que los valores de Km resultaron significativamente diferentes (P < 0,05), en presencia

y ausencia del extracto (ver Tabla 5).
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Tipo de inhibicidn y pardmetros cinéticos enzimdticos obtenidos para AChE y BChE en presencia y ausencia de los extractos.

B. cordobae
Vimax @ Kn @ Tipo de inhibicién ©
Enzima
Basal Inhibidor P valor ® Basal Inhibidor P valor ®
AchE 0.402 +0.019 0.254 £ 0.010 0.0003 0.098 +£0.015  0.090 £0.012 0.5270 No competitiva
BChE 0.282 + 0.008 0.217 £ 0.008 0.0005 0.054 +£0.007  0.050 £ 0.009 0.5966 No competitiva
P. minuta
AchE 0.427 £ 0.017 0.430 £ 0.024 0.8792 0.106 £0.013  0.220 £ 0.029 0.0036 Competitiva
BChE 0.387 £ 0.022 0.387 £ 0.033 0.6725 0.043+£0.012  0.207 £ 0.057 0.0085 Competitiva

@ Vmax y Km fueron determinados utilizando curvas de Michaelis-Menten y expresados con una confianza del 95 % a concentraciones de IC50 de los
extractos. ® El P valor fue obtenido mediante un test de ANOVA de una via, (P< 0,05) valores significativamente diferentes, (P> 0,05) valores
significativamente no diferentes. ©© Tipo de inhibicién calculada mediante el andlisis del P valor entre Vmax y Km en presencia y ausencia de extracto inhibidor.
Inhibicién competitiva: valores iguales de Vmax y diferentes de Km. Inhibicién no competitiva: diferentes valores de Vmax e iguales de Km.
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Curvas de Michaelis-Menten del extracto de B. cordobae a dosis de IC50 (375 pg/ml para
AChE y 392 pg/ml para BChE) y sin inhibidor. Estos estudios fueron realizados a concentraciones
variables de los sustratos ATCI y BTCI.
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Curvas de Michaelis-Menten del extracto de P. minuta a dosis de IC50 (507 pg/ml para
AChE y 377 pg/ml para BChE) y sin inhibidor. Estos estudios fueron realizados a concentraciones
variables de los sustratos ATCI y BTCIL.

Para las colinesterasas, un importante nimero de trabajos han reportado que los
inhibidores de tipo competitivo actian impidiendo el ingreso del sustrato mediante
interaccion con el sitio el sitio activo CAS de estas enzimas [174-176]. Estudios
realizados por Mohan y Gupta revelaron que una inhibicién de tipo no competitiva para
las colinesterasas se debe a la interaccion de los compuestos inhibidores con el sitio PAS
[177]. El sitio PAS se encuentra sobre la superficie de la AChE y BChE,
aproximadamente a 20 A del sitio activo [83], teniendo como funcion unir ACh como
parte de la primera etapa de la via catalitica, y modular asi alostericamente la catalisis
[178-179]. Se ha identificado que el sitio PAS posee funciones no colinérgicas en la
AChE, uniendo al péptido AP, y estimulando su agregacién e incrementando la
neurotoxicidad de este [180]. Es debido a esto que la inhibicion del sitio PAS juega un

rol clave en la EA. Los primeros reportes de péptidos naturales con una poderosa y
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selectiva funcién inhibitoria frente a la AChE fueron las fasciculinas I, Il y 111, aisladas
del veneno de la mamba verde, Dendroaspis angusticeps [181-182]. Las fasciculinas han
demostrado ser inhibidores no competitivos de la AChE a través de la interaccion con
residuos aromaticos del PAS [183]. En los ultimos afios, péptidos aislados de las pieles
de anfibios con actividad inhibitoria de las colinesterasas han sido reportados por Siano
y col. [29; 61]. Los péptido Hp-1971 y Hp-1935 aislados de la piel de Boana pulchella
(Anura: Hylidae), demostraron poseer la capacidad de inhibir de forma no competitiva a
la AChE y la BChE, y notablemente esta inhibicién se dio a través de la union de los
inhibidores a residuos del sitio PAS [61]. Estas investigaciones sustentan lo reportado por
Mohan y Gupta, en cuanto a que una inhibicién no competitiva para las colinesterasas

estaria dada por interaccién mediante el sitio PAS.

En el presente capitulo, se exploran los extractos crudos de B. cordobae y P.
minuta pertenecientes a la familia Hylidae, donde se evidencié que estos poseen una
notable actividad inhibitoria, que supera la reportada previamente para extractos de la
especie de anfibio B. pulchella [62]. Es de destacar que el extracto de B. cordobae posee
una inhibicién de tipo no competitiva, lo que indicaria que los compuestos presentes en
€l podrian actuar mediante interaccion con el sitio PAS de la enzima. Es por todo esto
que, el estudio en profundidad de ambos extractos resulta promisorio para el aislamiento

de moléculas bioactivas con funcion anticolinesterasica.

La EA representa una compleja enfermedad multifactorial en la cual diversas vias
metabolicas se ven afectadas. Las colinesterasas y las MAQOs se encuentran intimamente
asociadas en lo que respecta a la sintomatologia y progresion de la Enfermedad. Motivo
por el cual, el uso de inhibidores que actien sobre ambas familias de enzimas se propone
como estrategia para alterar el curso y generar un alivio en la sintomatologia de la EA

[184].

Mas de 15 afios de investigacion han llevado a la identificacion de varios
inhibidores duales de las colinesterasas y las MAOs, de los cuales algunos han mostrado
superar positivamente etapas de pruebas clinicas [184]. Uno de los mds prometedores es
el Ladostigil, un derivado de carbamatos, el cual demostré inhibir tanto a la AChE (IC50

=50 uM) como a la MAO-B (IC50 =37 uM), y ha alcanzado satisfactoriamente ensayos
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clinicos de fase 2 [185-186]. Estos prometedores resultados han hecho que los esfuerzos
en la busqueda de inhibidores duales de las ChEs y las MAOs se vean incrementados en

los ultimos tiempos.

Con el fin de estudiar la capacidad multiobjetivo de los extractos de pieles de
anfibios, se ensay6 la actividad inhibidora frente a la MAO-B. En la Tabla 6 se muestran

los valores de IC50 obtenidos para ambos extractos.

Datos de la inhibicion in vitro de la MAO-B para los extractos.

Especies IC50 (ug/ml) @
B. cordobae >800
P. minuta 610 +23

@ Los valores de IC50 fueron determinados mediante andlisis de regresion de triplicados. Todos los
valores fueron expresados con un intervalo de confianza del 95 %.

P. minuta mostr6 actividad inhibitoria frente a la MAO-B con un valor de 1C50
de 610 pg/ml (ver Tabla 6). Este hecho, sumado a su actividad frente a AChE (IC50= 507
pg/ml) y BChE (IC50= 377 pug/ml), lo convierten en un candidato para el estudio de

inhibidores multiobjetivo de las colinesterasas y MAO-B.

Por otro lado, el extracto completo de B. cordobae resulto activo contra la enzima
MAO-B, pero los valores obtenidos no permitieron calcular la IC50 a las concentraciones
ensayadas, ya que se alcanzé un maximo de inhibicién del 20 % a una concentracion de
800 pg/ml (Figura A3 — Material Anexo y Tabla 6). A diferencia de lo observado para las
ChEs, donde result6 notablemente activo, para la MAO-B el extracto completo de B.
cordobae mostr6 moderada actividad. Este hecho se podria adjudicar a que los
compuestos activos se encuentran en baja concentracion en la muestra completa,
requiriéndose el aislamiento de las moléculas individuales para un estudio en
profundidad. En base a esto, varios reportes mostraron para las MAOs que los extractos
crudos presentan una actividad inhibitoria discreta comparada las obtenidas cuando se
ensayan las moléculas individuales aisladas [187]. Por ejemplo, extractos crudos de la
planta Rhodiola rosea mostraron porcentajes de inhibicién que alcanzaron un 67 % de
inhibiciéon para MAO-B a una concentracién de 100 pg/mL [188], mientras que los
compuestos individuales asilados de R. rosea presentaron una potencia superior a los dos
ordenes de magnitud (rosiridina IC50= 5,38 ug/mL y galato de epigalocatequina 1C50=
4,82 ng/mL) [189].
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Diversas investigaciones han demostrado el potencial de los productos naturales
como inhibidores de la MAO-B [190]. Uno de ellos, un extracto metandlico de las raices
de la planta india Asparagus racemosus, mostré actividad inhibitoria de la MAO-B
(IC50=14000 pug/mL), pero ademds presentd la capacidad de modular tanto a la AChE

como a la BChE, actuando como agente multimodulador [191].

Los compuestos inhibidores de las MAOs aislados de fuentes naturales son de una
gran diversidad molecular, entre las cuales se encuentran flavonoides, cumarinas,
péptidos y alcaloides [190; 192-195]. En lo que respecta a péptidos, el veneno del
escorpion Mesobuthus gibbosus ha sido el tnico reportado con actividad inhibitoria de
las MAOs, pero actuando selectivamente frente a la MAO-A [192]. Esto resulta de
interés, ya que el trabajo realizado en la presente tesis representa el primero en vislumbrar
la actividad inhibitoria de la MAO-B por parte de los extractos de pieles de anfibios,

siendo los mismos, ademads, de naturaleza peptidica.

Estudios recientes han demostrado que tanto la sobreproducciéon de especies
reactivas de oxigeno, como el desbalance de biometales (Fe, Cu, y Zn) en el cerebro
contribuye notablemente en la patogénesis de la EA [104; 196]. Por lo que, la utilizacién
de agentes tanto antioxidantes como quelantes resultan muy prometedores por su accién

neuroprotectora.

La actividad antioxidante de los extractos fue determinada mediante el ensayo del
DPPH. El ensayo de DPPH fue desarrollado por Blois [197] con el objetivo de determinar
la capacidad antioxidante de compuestos, mediante la utilizacién de un radical libre muy
estable. El radical 2,2'-difenil-1-picrilhidrazylo (DPPH), posee en su estructura un atomo
de nitrégeno con un electrén desapareado, el cual se encuentra fuertemente estabilizado
por deslocalizacién, evitando la formacion de dimeros como otros radicales libres. La
deslocalizacién también produce que este compuesto posea un color violeta intenso.
Cuando compuestos antioxidantes son capaces de donar un protén a la molécula de DPPH
se da lugar a la forma reducida de la molécula haciendo que pierda su coloracién violeta

(Figura 33) [198].
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FIGURA 33. Estructura molecular del radical libre DPPH. Viraje desde su forma oxidada (violeta) a
reducida (amarillo). Representaciones realizadas con ChemBioDraw 12.0 (CambridgeSoft).

La Figura 34 muestra las graficas de dosis respuesta para los extractos estudiados.
El andlisis de la capacidad antioxidante se evalué segin la concentracion efectiva 50
(EC50), la cual representa la concentracion de extracto requerido para alcanzar el 50 %

de captura del radical libre (Figura A4 — Material Anexo).
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"ITGURA 34. Curva de dosis respuesta para la actividad antioxidante expresada como % de RSA DPPH
versus la concentracion de extractos.

Ambos extractos estudiados mostraron significativa capacidad de capturar el
radical libre DPPH. B. cordobae, resultd el mas activo con un valor de EC50 de 198
pg/ml, mientras que para P. minuta fue de 370 pg/ml. Mediante el andlisis de la curva de
dosis respuesta (ver Figura 34), se pudo observar que los extractos resultan antioxidantes
a las concentraciones de actividad bioldgica frente a las enzimas colinesterasas (ver Tabla

4) y MAO-B (ver Tabla 6). Esto evidencia que los extractos de las pieles de las especies
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estudiadas poseen compuestos capaces de actuar, de manera individual o conjunta como

agentes multiobjetivos de la EA.

El 4cido ascorbico, potente agente antioxidante fue utilizado como control
positivo en el ensayo de DPPH, obteniéndose un valor de EC50 de 4 pg/ml. Otro
reconocido producto natural es el Ginko bilioba, el cual posee un amplio repertorio de
aplicaciones en salud humana, actuando como vasodilatador a nivel periférico,
antiagregante plaquetario, antihemorroidal, diurético, antioxidante, e incluso resultd
potencialmente beneficioso para la mejora de la funcién cognitiva, en pacientes con
deterioro cognitivo en la EA [199-200]. Los extractos obtenidos del Ginko bilioba
muestran una capacidad antioxidante frente al DPPH con valores de EC50 entre 11 a 159
ug/ml [201]. La comparativa de los valores de actividad antioxidante del Ginko bilioba
con las especies aqui estudiadas nos permite comprender el potencial de los extractos, ya

que estos muestran valores similares a los obtenidos para B. cordobae y P. minuta.

Si bien las plantas representan la fuente de agentes antioxidantes por excelencia,
siendo compuestos como los tocoferoles, polifenoles y carotenoides los mas reportados y
de mayor potencia [115], recientemente se ha demostrado que las pieles de anfibios son
una fuente rica en compuestos antioxidantes. La piel de los anfibios al encontrarse semi
desnuda, estd expuesta a grandes niveles de estrés oxidativo, tanto de fuentes enddgenas
como exdgenas, resultando el 6rgano de mayor exposicion a radicales libres. Debido a
esto, los anfibios han desarrollado varios mecanismos basados en biomoléculas para hacer
frente al aumento de este estrés oxidativo, entre los que se encuentran principalmente los
péptidos [60; 202]. El potencial de los péptidos como agentes capturadores de radicales
libres es principalmente debido a su composicion aminoacidica, su estructura e
hidrofobicidad. Residuos aromdticos son capaces de donar electrones mientras mantienen
su estabilidad mediante estructuras de resonancia [203]. Ademads, la presencia de
aminoécidos hidrofébicos permiten mejorar las propiedades antioxidantes [204]. Por otro
lado, estudios de espectrometria de masas realizados por Xiao y col. en las especies de
ranas Amolops daiyunensis, Pelophylax hubeiensis, Hylarana maosuoensis y Nanorana
pleskei evidenciaron que los péptidos antioxidantes presentan masas relativamente
pequeias, comprendidas entre los 1300 a 4000 Da [202]. La caracterizacion analitica
realizada sobre los extractos de B. cordobae y P. minuta demostrd que estos se encuentran

constituidos por compuestos con dichas caracteristicas, observdndose la presencia de
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moléculas aromadticas que absorben a 280 nm (ver Figura 23), compuestos de cierta
hidrofobicidad que reaccionan con ninhidrina (ver Figura 22), y ademds estar constituidos
por moléculas de bajo peso molecular (ver Figuras 24 y 25). Por lo anteriormente
expuesto es que, podria adjudicarse la capacidad antioxidante a los péptidos presentes en

los extractos.

Por otro lado, metales con capacidad redox activa como ser el Fe, Cu o Zn estin
involucrados en la transferencia de electrones entre metales y sustratos, por lo que juegan
un rol clave en mantener la homeostasis redox en los sistemas biolégicos. La disrupcion
de este equilibrio redox resulta en un estrés oxidativo, elevando las ROS y generando
severos danos fisiologicos [205]. En la EA se observé que pacientes que presentan un
desequilibrio de estos biometales, principalmente del Fe, no solo generan ROS, sino que
también presentan incremento en la agregacion de las placas seniles del péptido AP [114].
Debido a esto se ha propuesto la utilizacién de agentes quelantes como neuroprotectores.
En la presente tesis se evalud la capacidad de los extractos de quelar al ion Fe*2. Los

resultados obtenidos se muestran en la Figura 35.
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Curva de dosis respuesta para la actividad quelante versus la concentracién de extractos.

Si bien ambos extractos, a la mayor concentracion ensayada, mostraron capacidad
quelante del ion Fe*?, con valores de 34 y 26 % para P. minuta y B. cordobae,

respectivamente, estos no superaron el 50 % de actividad, por lo cual los valores de EC50
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no pudieron ser calculados. El EDTA utilizado como control positivo presenté un EC50=

230 pg/ml.

La actividad quelante se encuentra estrechamente relacionada con la capacidad
antioxidante. Algunos autores clasifican a la actividad quelante como una accidn
antioxidante, debido a que dicha actividad tiene como finalidad evitar la generacion de
radicales libres como consecuencia de los metales pesados [206]. De igual modo que lo
discutido anteriormente para los agentes antioxidantes, la fuente principal de compuestos
quelantes proviene de extractos de plantas. La curcumina, un diarilheptanoide, aislado a
partir del rizoma de la planta Curcuma longa, ha demostrado ser un notable agente
quelante del ion metalico Fe*? (EC50= 460 ug/ml) [207]. Por otro lado, el polifenol galato
de epigalocatequina, presente abundantemente en el Té verde y en las semillas de uva,
presenté una potente capacidad de quelar el Fe*?, con un EC50 de 2,2 pg/ml [208];
ademds, su administracion a largo plazo, demostré mejorar las respuestas cognitivas y
habilidades de aprendizaje en ratones genéticamente modificados, al reducir la

amiloidosis, representando una gran promesa para su aplicacién en la EA [209].

En lo que respecta a péptidos con actividad quelante, los principales reportes
provienen de péptidos obtenidos a partir de hidrolizados de proteinas de mayor tamaiio,
tanto de origen animal como vegetal. Dentro de los de origen animal los hidrolizados de
casefna, principal proteina de la leche, a través del tratamiento con tripsina o
quimiotripsina, dan origen a diferentes fosfopéptidos de caseina capaces de unirse a al
Ca, Zn y Fe [210]. La caseina de leche de cabra en su estado completo presenta la
capacidad de quelar el Fe*? con una EC50 de 262 pg/ml, mientras que sus hidrolizados lo
hacen con EC50 alrededor de 48 pg/ml, demostrando el potencial de los péptidos sobre
las proteinas [211]. Muchos subproductos del pescado, principalmente pieles y espinas,
también han mostrado capacidades quelantes de metales, prevaleciendo nuevamente la
actividad de los péptidos hidrolizados sobre las proteinas completas [212]. La actividad
quelante de los péptidos es determinada por interacciones de tipo proteina-metal,
dependiendo principalmente de la composicién de los aminodcidos y de la disposicion
espacial de estos para poder formar las interacciones electrostaticas o puente de hidrégeno

[213].

Los extractos aqui estudiados mostraron la capacidad de quelar al ion Fe*?, y de

estar constituidos por compuestos peptidicos. Cabe destacar que hasta la fecha no hay
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reportes sobre la capacidad de los extractos crudos de pieles de anfibios como agentes

quelantes.

I.6. Evaluacion de la toxicidad
Con el objetivo que estudiar los efectos toxicoldgicos de ambos extractos, se

determind su actividad litica frente a glébulos rojos humanos sanos, y su toxicidad frente

a células de mamiferos CHO-K1 (Figura 36).
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FIGURA 36. Curvas dosis respuesta del andlisis de toxicidad de los extractos. % de viabilidad de la linea
celular CHO-K1 (izquierda) y % de hemolisis de glébulos rojos humanos (derecha).

P. minuta mostr6 no ser citotoxico contra la linea celular CHO-K1 a las
concentraciones ensayadas, mientras que el 50 % de actividad hemolitica se alcanz6 a los
660 ug/ml (ver Figura 36). El 50 % de actividad para AChE, BChE, MAO-B y actividad
antioxidante fueron alcanzados a 507 pg/ml, 377 pg/ml, 610 pg/ml y 370 pg/ml,
respectivamente, siendo este extracto mas activo que citotoxico. Este hecho hace que la

especie P. minuta sea prometedora.

Por otro lado, B. cordobae alcanzo el 50 % de actividad citotoxica contra CHO-
K1 alos 460 pg/ml, hemdlisis a los 100 pg/ml (ver Figura 36), actividad antioxidante a
los 198 pg/ml, mientras que el 50 % de actividad para AChE, BChE fue a los 375 pg/ml

392 ug/ml, respectivamente.

La evaluacion de la toxicidad de una muestra resulta de suma importancia, ya que
puede ser un factor limitante de su aplicabilidad. Estudios previos han demostrado que el

potencial bioldgico de los extractos de pieles de anfibios tiene su limitaciéon en la
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citotoxicidad que estos presentan [7; 15]. Sin embargo, es esencial remarcar que la
presencia de cierto grado de toxicidad en los extractos, es un indicador de la presencia de

compuestos bioactivos poderosos, como varios autores ya lo han demostrado [214-215].

Las secreciones bioactivas de las pieles de los anfibios se encuentran constituidas
por moléculas de diferente naturaleza: alcaloides, péptidos, aminas bidgenas y esteroides
[7]. Tanto los alcaloides como, las aminas biégenas han demostrado ser las moléculas
principalmente responsables de la toxicidad de los extractos crudos [216-217]. Por otro
lado, si bien ciertos péptidos aislados de pieles de anfibios han presentado actividad
hemolitica, estos pertenecian principalmente a la familia Leptodactylidae, como es el caso
de las Ocellatinas [22]. Mientras que, los de la familia Hylidae, como ser la superfamilia
de péptidos Dermaseptinas y Raniseptinas mostraron ser de baja a nula capacidad téxica

frente a glébulos rojos humanos [218]

Es por todo esto que, aunque el extracto de B. cordobae presenta cierto grado de
toxicidad contra las células CHO-KI1, resulta de gran interés para su estudio en
profundidad debido a la notable actividad biolégica y a que se encuentra constituido

principalmente por péptidos.
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Capitulo II — Introduccién

Durante el Capitulo I se mencioné que la espectrometria de masas (MS) es una
técnica analitica altamente sensible que permite realizar, en términos generales,
determinaciones estructurales, identificaciones y anélisis en el orden de trazas; de

compuestos en base a su peso molecular (Ver Seccion 1.6, Introduccion - Capitulo 1).

Existen dos técnicas principales para la ionizacion de los analitos: Ionizacioén por
electroespray (ESI) y Desorcidn/lonizacién por laser asistida por matriz (MALDI). La
primera presenta la ventaja distintiva de su compatibilidad online con técnicas
separativas. Es decir, que la ionizacién por ESI, concede la posibilidad de acoplarse a
métodos separativos como ser HPLC o nano-HPLC, permitiendo la separacion previa de
una muestra compleja antes de ser analizada en el espectroémetro de masas [219]. Distintos
tipos de analizadores de MS de moléculas orgédnicas termoestables de bajo peso molecular
han sido exitosamente acoplados al método de ionizacién ESI. Este hecho represent6 un
veloz desarrollo de la técnica de ESI-MS, a tal punto que, a mediados de la década de los
90, se extendié el pensamiento que su eficacia era de mayor utilidad que la
espectrometria MALDI-MS. Por otro lado, el analizador de masas de trampa de iones esta
basado en la utilizacién de una zona de confinamiento electromagnética por medio de dos
senales de radiofrecuencia. La trampa puede ser ajustada para almacenar iones de una
determinada relacién de m/z, y al modificar las condiciones de operacidn, iones de un
valor m/z especificado podran salir o ser expulsados de la trampa [220]. Una modificacién
de este tipo de analizadores dio origen a los espectrometros de tipo Orbitrap. EI Orbitrap,
es un analizador de masas de trampa de iones que consta de dos electrodos externos y un
electrodo central, que le permiten actuar tanto de analizador como de detector. Los iones
son inyectados tangencialmente en un campo eléctrico entre los electrodos, y debido a
que su atraccion electrostatica hacia el electrodo interior es contrarrestada por la fuerza
centrifuga, los iones comienzan a girar alrededor del electrodo central quedando
atrapados dentro. Los iones oscilan circularmente alrededor del huso central a diferentes
frecuencias segln su relacion de m/z, lo que permite su separacion (Figura 37). Los

Orbitraps no solo tienen una alta precision en la seleccion de masas, sino también un alto
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poder de resolucién y un alto margen dindmico. Debido a esto han revolucionado el

campo de la espectrometria de masas [220].

A. Electrodo central, B. Electrodo
externo, posee ceramico aislante,
C. Trayectoria de los iones.

FIGURA 37. Secci6n de analizador Orbitrap. (Figura modificada de Scigelova y Makarov, 2006).

La Espectrometria de Masas en Tandem (o MS/MS), consiste en dos etapas
consecutivas de andlisis de masa (mediante el acoplamiento de dos analizadores
diferentes o iguales). Esta es utilizada para la detecciéon de fragmentos de iones
secundarios, los cuales son formados a partir de un ion precursor en particular. La primera
etapa de andlisis de masas (MS) sirve para aislar el ion precursor de interés basado en su
relacion de m/z, y la segunda etapa (MS/MS) analiza la masa de los iones formados por
la fragmentacion, inducida o espontanea, del ion precursor. La interpretacion de este tipo
de espectros es capaz de proveer informacion acerca de la secuencia de las moléculas
[221-222]. Es por esto, que el uso combinado de analizadores en tdndem permitié que
surja rdpida y eficazmente la posibilidad de determinar el peso molecular de una
biomolécula intacta, mediante la fragmentacion del ion molecular de la biomolécula y la
fragmentacion selectiva de los iones primarios formados. De esta manera, desde sus
inicios, el ESI-MS-MS se pudo utilizar para la determinacion tanto de pesos moleculares,
como la estructura quimica de una molécula y también para su secuenciacion [219]. En
el andlisis de proteinas y polipéptidos, el estudio de la fragmentacion de los distintos iones
formados permite determinar la estructura primaria o secuencia de los aminodcidos que
las constituyen [223]. Los equipos de ESI-MS-MS actuales otorgan gran sensibilidad,
resolucidn y exactitud; permitiendo realizar un amplio espectro de andlisis, siendo el pilar

fundamental de la protedmica, y jugando un rol fundamental en las ciencias bioldgicas.
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En los experimentos de protedmica, las proteinas son primeramente digeridas por
proteasas, comunmente mediante la utilizacion de la enzima tripsina, y luego los péptidos
resultantes son analizados mediante MS. En estos estudios, primeramente, se determinara
la masa de los iones peptidicos intactos, para luego seleccionar iones precursores
especificos, que serdn fragmentados para la posterior determinacion de su relacion m/z.
El anélisis detallado de los iones producidos dard informacion sobre la secuencia del
péptido, que posteriormente llevard a la identificacion de la proteina. Este tipo de

estrategia es conocida como Proteémica Bottom-up [224].

La forma mas comun de fragmentacion es la disociacion inducida por colisién (en
inglés, collisional-induced dissociation o CID). La CID, resulta en la formacion
preliminar de iones de la serie “b” e “y” a partir del ion precursor. Estos iones son
formados a través del clivaje al azar de los enlaces peptidicos, donde los iones-b son serie
de iones N-terminal, y los iones-y son C-terminal (Figura 38). Un tipico espectro MS/MS
contiene iones de ambas series (b e y). Existen caracteristicas en los fragmentos de los
iones de las series b e y que proporcionan informacion para la identificacion de péptidos.
Como ejemplo, los iones de las series b e y perderdn una molécula de amoniaco si
corresponden a residuos de R, K, Q 6 N, y perderdan una molécula de agua en los residuos

S, T, Ey D [225].
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FIGURA 38. Esquema de formacién de los iones tipo b e y a partir del clivaje de un pentapéptido. Los
iones a, b o ¢ se encuentran cargados en el N-terminal. Los iones X, y 0 z se encuentran cargados en el C-
terminal (Figura generada con el software ChemBioDraw 12.0 (CambridgeSoft).
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Los espectrémetros de MS/MS modernos poseen la capacidad de generar miles de
péptidos en un solo experimento, con una eficiencia sin igual. Pero junto con la
generacion espectral viene el requisito de determinar con precision la secuencia e
identificar los péptidos presentes en una muestra [226]. En los primeros experimentos de
protedmica, la identificacion peptidica se realizaba manualmente, debido a la ausencia de
softwares para la interpretacion automatizada. Hoy en dia se cuenta con plataformas de
softwares capaces de realizar el andlisis de datos utilizando algoritmos altamente

sofisticados, y esquemas de puntuacion [227].

En la protedmica, mayoritariamente, la identificacion de secuencias se da a través
de la comparacién de los espectros de MS experimentales obtenidos, contra bases de
datos, tanto de espectros como de genomas [228]. Pero existen muchos casos en los cuales
el genoma del organismo no es conocido, y se debe trabajar de manera independiente de
las bases de datos, dando origen al secuenciamiento de novo. Con este fin, se han
desarrollado algoritmos que usan esquemas de puntuacién otorgando puntajes basados en
la identificacion de los iones de diagndstico mencionados anteriormente, es decir, series
de iones b e y, asi como también la informacion referida a cada residuo, como ser la
presencia de amoniaco, iones de iminio y pérdidas de agua. La capacidad del software
para derivar una secuencia de un espectro MS/MS depende de muchos factores, como la
precision y resolucion de masas del instrumento, asi como la calidad espectral. Uno de
los programas actualmente mas utilizados de secuenciamiento de novo es el Peaks Studio

[229].

Debido a su complejidad y diversidad, las secreciones de animales representan
una gran fuente de compuestos bioactivos. Los enfoques convencionales para su
caracterizacion usualmente requieren grandes cantidades de material biol6gico. Hoy en
dia, gracias a los avances en las técnicas de MS, es posible obtener un gran volumen de
informacién en un periodo de tiempo muy pequefio, y con muy poca cantidad de muestra.
Este enfoque es actualmente utilizado para el descubrimiento y determinacién de las
estructuras de compuestos naturales novedosos, que luego derivan en su sintesis quimica

para evaluar su actividad funcional [29].
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Para la caracterizacion de péptidos en muestras naturales se pueden usar diferentes
tipos de espectrometros de masas, cada uno de ellos nos permitird acceder a una gran
cantidad de informacion, desde simplemente las masas moleculares de los componentes,
hasta las secuencias de las moléculas. Por ejemplo, un Cromatégrafo Liquido acoplado a
un Espectrémetro de Masas, ESI, nos dard lo que se conoce como huella digital de la
masa molecular (en inglés, molecular mass fingerprint) del extracto. Aplicado a venenos
(o secreciones), esto ha logrado la rdpida identificacion de compuestos ya conocidos, asi
como también la caracterizacidon estructural de compuestos nuevos. Por su parte, el
secuenciamiento de novo mediante MS-MS ofrece un acceso rapido a las estructuras

primarias parciales o completas de péptidos [137].

El alineamiento de secuencias es una herramienta extraordinariamente ttil para el
descubrimiento de informacién funcional, estructural y evolutiva de secuencias
bioldgicas. Este se basa en la comparacién de secuencias de aminoécidos, de ADN o de
ARN, con el fin de conocer su similitud e inferir la homologia. Normalmente dos
secuencias que poseen una alta similitud son consideradas homdlogas; es decir que
comparten un ancestro comun. A partir de la similitud de las secuencias inferimos la
homologia. Cabe mencionar, que a diferencia de la similitud que es un término numérico
cuantitativo, la homologia no lo es. La homologia posee un caricter de tipo cualitativo,
dos secuencias o son homoélogas (derivan del mismo ancestro), o no lo son. A lo largo de
la historia, con el fin de lograr comparaciones efectivas y obtener resultados con
diferentes utilidades en el ambito del andlisis de datos de secuencias, se han ido
desarrollando diversas metodologias de alineamiento. De manera general, los
alineamientos de secuencias se realizan superponiendo una secuencia sobre las demds y
evaluando las coincidencias; en caso de ser necesario se insertan gaps o espacios para que
las demds zonas con idéntica o similar estructura se alineen (Figura 39). A cada
emparejamiento o match se le asigna un puntaje numérico o valor de score, siendo este
mayor para aminoécidos iguales, y menor para aminodcidos diferentes o cuando se deben

insertar gaps [230].
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Secuencias sin alinear Secuencias alineadas
=-CGATGCTAGCGTATCGTAGTCTATCGTAC

CGATGCTAGCGTATCGTAGTCTATCGTAC

ACGATGCTAGCGTTTCGTATCATCGTA ACGATGCTAGCGT TTCGTA-TC-ATCGTA-

FIGURA 39. Ejemplificacion de emparejamiento de dos secuencias sin alinear y alineadas. En celeste se
denotan secuencias iguales alineadas, mientras que (=) representa los gaps incluidos en el alineamiento.

Se han disenado diversas matrices a modo de algoritmos para realizar la
puntuacion y calcular los valores de score para los alineamientos. Las mds utilizadas para
alineamientos de aminoacidos son las matrices de sustitucion PAM y BLOSUM. Las
matrices PAM (en inglés, Point Accepted Mutation), fue desarrollada por Margaret
Dayhoff en los afios 70" [231]. Estas matrices se calculan observando las diferencias en
proteinas cercanamente relacionadas, con un minimo de similitud del 85 %. Por ejemplo,
la matriz PAM 1 estima que ritmo de sustitucion deberia esperarse si el 1 % de los
aminodcidos de las secuencias han cambiado. La matriz PAM 1 se utiliza como patrén
del célculo para las demds matrices PAM, asumiendo que las demds mutaciones seguirdn
el mismo patrén que esta, y que multiples mutaciones pueden darse en el mismo sitio. Se
encuentran matrices PAM tan altas como la PAM 250. No obstante, las matrices PAM
han demostrado no trabajar muy bien para especies divergentes evolutivamente [232].
Para contrarrestar las problemdticas de las matrices PAM, Henikoff y col., construyeron
matrices usando alineamientos multiples de proteinas evolutivamente divergentes y
desarrollaron las matrices BLOSUM (en inglés, Block Sustitution Matrix) [233]. Las
probabilidades utilizadas en los cdlculos de las BLOSUM se computan observando
“bloques” de secuencias conservadas dentro del andlisis de multiples alineamientos de
proteinas. Se asume que estas zonas de secuencias conservadas son de importancia
funcional dentro de las proteinas relacionadas. Para reducir el sesgo debido a las
secuencias cercanamente relacionadas, los segmentos de cada bloque fueron agrupados
teniendo en cuenta una identidad de secuencia por encima de un determinado umbral.
Para las matrices BLOSUM 62, este umbral se fijo en el 62 % [233]. Como guia se dice
que matrices BLOSUM de numeracion alta, se utilizardn para alinear dos secuencias
cercanamente relacionadas, mientras que nimeros mas bajos se utilizardn para secuencias
mds divergentes. Se ha comprobado que la matriz BLOSUM 62 hace un excelente trabajo
detectando similitudes en secuencias distantes (Figura 40), y esta es la matriz usada por

defecto en las mas recientes plataformas de alineamiento, como BLAST.
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Valores de score de mutaciones de aminoécidos de la matriz BLSUM 62. Figura
modificada de Henikoff y Henikoff, 1992).

Ademas, herramientas como el BLAST proporcionan datos sobre la significancia
de los alineamientos realizados, uno de ellos es el valor de expect o E-valor. Este
pardmetro de corte nos permite definir la significancia estadistica dentro de los
alineamientos. Dando como resultado nuimeros bajos del E-valor cuando mads

significativo sea el alineamiento [234].

Este tipo de modelos y herramientas son altamente adecuados para encontrar
dominios conservados dentro de secuencias de aminodcidos, permitiendo no solo inferir
cercania evolutiva y conocer similitudes entre ellas; sino que también puede utilizarse
para comparar secuencias identificadas con otras previamente reportadas a modo de

conocer si se trata de una molécula novedosa.

Poder conocer la estructura tridimensional, tanto de péptidos como de proteinas,
resulta de suma importancia para evaluar pardmetros fisicoquimicos, funcionales y/o
bioactivos de estos. Las técnicas experimentales de caracterizacion estructural,
principalmente cristalografia de rayos X y resonancia magnética nuclear (RMN),
proporcionan estructuras de alta resolucién. Sin embargo, s6lo una pequena parte de las
proteinas se pueden caracterizar de este modo. Para aquellas moléculas cuya estructura
no se puede determinar experimentalmente, los métodos computacionales de prediccion
de estructura nos ofrecen informacién valiosa y util. A lo largo de la historia se han ido

desarrollando diferentes métodos y modelos predictivos para las estructuras
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tridimensionales. Estos métodos parten de la asuncién de que la informacion necesaria
para conocer la estructura tridimensional de una proteina estd en su secuencia de
aminodcidos. De modo general, los algoritmos buscan una estructura que mejor
represente a la proteina basandose en minimos de energia global de una funcién de
potencial. Para optimizar la funcién potencial se emplean distintos métodos de bisqueda
en el espacio de las conformaciones, los cuales suelen implementar algoritmos de
mecanica molecular combinados con dindmica molecular [235], simulaciones Monte
Carlo (Combination, Rosseta) [236], o el empleo de bases de datos de elementos de

estructura secundaria estandar (FRAGFOLD) [237].

Otro tipo de modelado estructural, el cual requiere menor costo informatico que
los anteriormente mencionados, y que ha demostrado buena tasa de éxito, es el modelado
por homologia (en inglés, Homology Comparative Modelling). La idea bésica de la que
surge esta aproximacion descansa en el hecho de que todas las parejas de proteinas que
presentan una identidad de secuencia mayor al 30% tienen una estructura tridimensional
similar [238]. De este modo se puede construir el modelo tridimensional de una proteina
de estructura desconocida, partiendo de la semejanza de secuencias con proteinas de

estructura conocida [239].

Los métodos ab initio o de novo son computacionalmente costosos y su fiabilidad
disminuye con el tamafio de la proteina. Sin embargo, estos métodos de novo han
demostrado funcionar muy bien para la prediccion de péptidos menores a 150
aminodcidos. La principal ventaja que tienen es que sélo se necesita la secuencia como
informacién de partida, de modo que es posible modelar secuencias que corresponden a

plegamientos no conocidos [235].

Existe una gran variedad de programas para realizar predicciones tridimensionales
de la estructura de proteinas y péptidos. El servidor web PEP-FOLD permite predecir la
estructura de secuencias peptidicas mediante métodos de novo. Los andlisis mediante
PEP-FOLD permiten realizar el modelado de péptidos lineales de entre 9 a 36
aminodcidos, y ademds acepta péptidos ciclicos con enlaces disulfuro. Los algoritmos
utilizados por el PEP-FOLD se encuentran basados en cadenas ocultas de Markov y
alfabeto estructural (SA-HMM) en combinacién con un algoritmo codicioso y un campo

de fuerza de grano grueso [240]. Recientemente el software, adicioné un mejoramiento
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en las simulaciones para la prediccion de la estructura secundaria de péptidos,
permitiendo que estas sean llevadas a cabo en solucidn acuosa, aportando un entorno mas

adecuado en este tipo de estudios [241].
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GENERALES

o

Realizar la purificacién y el secuenciamiento peptidico de los extractos de
anfibios que resultaron de mayor actividad bioldgica frente a las diferentes vias

de la Enfermedad de Alzheimer.

ESPECIFICOS

o

o

Llevar a cabo la purificacion mediante cromatografia liquida HPLC de los
extractos de mayor bioactividad.

Evaluar las actividades bioldgicas de las fracciones purificadas a modo de
seleccionar aquellas de mayor interés.

Realizar andlisis protedmicos de secuenciamiento de novo mediante
espectrometria de masas en tindem ESI-MS-MS de las fracciones mds activas.
Estudiar de modo in silico las secuencias identificadas a fin de conocer sus
caracteristicas fisicoquimicas.

Realizar el modelado molecular de las estructuras secundarias para las secuencias

identificadas.
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I1.1. Purificacion de los extractos mediante RP-HPLC
semipreparativa

Los extractos completos de las especies B. cordobae y P. minuta fueron
purificados mediante HPLC en fase reversa, a través de la utilizacion de un equipo Waters
1525 (USA) y una columna semipreparativa ZORBAX 300SB C8 Agilent (USA), de 5
pm, 9.4 x 250 mm. Se empled el siguiente sistema de solventes, Solventes A: agua Milli-
Qcon 0,1 % de TFA, y Solvente B: ACN con 0,08 % de TFA. La deteccion fue realizada
con un detector Waters 2489 (USA) a 220 nm. Se utilizé un gradiente de elusién de 5 %
de ACN durante 5 min, de 5 al 80 % hasta los 30 min, y finalmente, se mantuvo al 80 %
durante 3 min. El flujo utilizado fue de 3 ml/min. La recoleccién de las fracciones

purificadas fue realizada de forma manual a través del seguimiento de las absorbancias.

I1.2. Actividad enzimatica de los purificados frente a las

colinesterasas

Para la determinacién de la capacidad inhibitoria de las fracciones purificadas de
B. cordobae y P. minuta frente a AChE y BChE se procedié de igual manera que lo
descripto en el Capitulo I (Ver Seccién 1.6.1, Materiales y Métodos - Capitulo I),

utilizdndose el ensayo de Ellman con pequefias modificaciones [147].

I1.3. Cromatografia liquida acoplada a electrosray y espectro-

metria de masas en tandem (nanoHPLC-ESI-MS/MS)

Para los estudios de ESI-MS/MS se utiliz6 un Cromatdgrafo liquido nanoAcquity
(Waters) acoplado a un espectrémetro de masas LTQ Orbitrap Velos (Thermo Scientific).
Para ello, 5 pg de las muestras suspendidas en dcido férmico al 1 % fueron inyectadas
para la separacion cromatografica en una columna C18 (BEH Waters, 75 pm x 10 cm,
1.7 um). Los solventes de corrida fueron los siguientes, Solventes: A: 0,1 % éacido férmico
en agua; Solvente B: 0,1 % acido férmico en ACN. El gradiente utilizado fue del 1 al 40
% B en 20 min, seguido del 40 al 60 % B en 5 min, a un flujo de 250 nl/min.

Posteriormente, los péptidos eluidos fueron ionizados aplicando un potencial eléctrico a
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una aguja nano-ES (pico Tip TM, New Objective). El voltaje aplicado fue de 1,9-2,1 kV.
Las masas de los péptidos se midieron en el método Full Scan MS (en el Orbitrap con una
resolucion de 60.000 FWHM a 400 m/z). Los 5 péptidos més abundantes (intensidad
minima de 3000 cuentas) se seleccionaron en cada andlisis de MS para su fragmentacién
en la trampa HCD (en inglés, Higher Energy Collision Induced Dissociated), utilizando
helio como gas de colisién, y una energia de colision normalizada del 40 %. Los datos
fueron adquiridos mediante el software Thermo Xcalibur (v.2.1.0.1140) en formato de

raw data.

Para la realizacion del andlisis de novo, los ficheros de tipo raw data obtenidos,
fueron primeramente convertidos a ficheros formato mgf mediante el software Proteome
Discover (v.1.2.0.124). Posteriormente los datos fueron analizados con los softwares
Peaks Studio v.5.2 y Peptide Sequencing, para la obtencion de las secuencias de novo.

Los pardmetros empleados fueron:

- Sin digestién enzimatica
- Tolerancia de error del péptido: 10 ppm
- Tolerancia de error del fragmento: 0,1 Da

- Modificaciones variables: Met(Ox), metionina oxidada (+15,99 Da)
Aquellas secuencias con valores de Score menor al 80 % fueron descartadas.

Los andlisis por Espectrometria de masas y el secuenciamiento de novo, fueron
llevados a cabo en colaboracién con el Prof. Dr. Fernando Albericio (Departamento de
Quimica y Fisica de la Universidad de Kwazulu Natal - Sudéfrica) y las Dras. Eliandre
de Olivera y Ma. Antonia Odena (Plataforma de Proteémica — Parque Cientifico de

Barcelona — Espaiia).

Diferentes herramientas computacionales fueron utilizadas para realizar estudios
de caracterizacion fisicoquimicos, estructurales, asi como también para obtener

informacién evolutiva de las secuencias peptidicas obtenidas.
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El software Pepcalc — Innovagen (https://pepcalc.com) fue utilizado para obtener
informacion sobre el peso molecular de los péptidos. Por otro lado, mediante la utilizacién
de la herramienta Protparam tool (https://web.expasy.org/protparam/) se estudiaron los

siguientes parametros fisicoquimicos de las secuencias:

- Punto isoeléctrico (PI)

- Indice GRAVY (en inglés, Grand Average of Hydropathy), da informacién
acertada 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
aminodcidos dividida por el nimero de residuos en la secuencia. Cuanto

mayor sea el valor H, mas hidrofébico serd el péptido [242].

Con el uso de la herramienta HLP (en inglés, Half Life Prediction)
(http://crdd.osdd.net/raghava/hlp/) [243], se calcul6 la estabilidad de los péptidos en un

ambiente proteolitico intestinal segtin su vida media.

Con el fin de evaluar la novedad de los péptidos identificados, se realiz6 un estudi
computacional comparativo mediante el alineamiento de las secuencias obtenidas frente
a secuencias previamente reportadas en la base de datos de la Antimicrobial Peptide Data
Base (APDB) (http://aps.unmc.edu/AP). La APDB es una base de datos especifica de
péptidos con actividad bioldgica [244].

Para predecir la estructura de los péptidos se utilizé el servidor en linea PEP-
FOLD 3.5 (https://bioserv.rpbs.univ-paris-diderot.fr/services/PEP-FOLD3). Se utilizaron
100 simulaciones y un ordenamiento de modelos SOPEP [241]. Aquellos cluster de mejor
energia fueron seleccionados. La visualizacién de las estructuras fue llevada a cabo
mediante el software Discovery Studio Visualizer 2017 (Biovia). Los porcentajes de a-
hélices de las secuencias fueron calculados observando la estructura molecular predicha

por el servidor PEP-FOLD 3.5.
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Se realiz6 el anélisis de la identidad de secuencia entre los péptidos aislados dentro
de las mismas fracciones purificadas, a fin de establecer una similitud evolutiva entre
ellos. Para ello, se utiliz6 el servidor en linea BLAST Protein (en inglés, Basic Local
Alignment Search Tool) perteneciente al NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
Se realiz6 un alineamiento multiple de las secuencias peptidicas de cada fraccién
mediante una matriz BLASUM 62. Por otro lado, se utiliz6 el servidor COBALT (en
inglés, Constraint-based Multiple Alignment Tool) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
tools/cobalt/cobalt.cgi) para realizar un arbol filogenético de los péptidos a fin de tener

una visiéon mas simplificada de la distancia evolutiva de cada uno de ellos.
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I1.1. Purificacion de los extractos mediante RP-HPLC
semipreparativa

En el primer capitulo se estudiaron los extractos de las pieles de cinco especies de
anfibios pertenecientes a las familias Hylidae y Leptodactylidae, con el fin de evaluar su
actividad como agentes moduladores de diferentes vias patolégicas de la Enfermedad de

Alzheimer.

B. cordobae y P. minuta (Anura: Hylidae) resultaron ser los mds prometedores,
mostrando la capacidad de inhibir tanto enzimas colinesterasas (AChE y BChE), como la
MAO-B; ademas de poseer capacidad antioxidante y quelante. Con el objetivo de avanzar
en el aislamiento de los compuestos activos presentes en los extractos mencionados, se
realiz6 una purificacion mediante HPLC en fase reversa semipreparativa. Se disefid el
esquema de purificacion representado en la Figura 41, en donde para el extracto de B.
cordobae se obtuvieron las fracciones Bel y Bell (Figura 41 A) y para P. minuta Pml y

PmlI (Figura 41. B).
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FIGURA 41.

Fraccionamiento mediante RP-HPLC C8 del extracto completo de las especies (A) B.

cordobae 'y (B) P. minuta. Gradiente lineal (5 a 80 %) de solucién A (0,1 % TFA en agua) a solucién B

(0,1 % TFA en ACN) por 33 min. Flujo de 3 ml/min. Deteccién 220 nm.

I1.2. Actividad inhibitoria de los purificados frente a AChE y

BChE

La Tabla 7 muestra los resultados de actividad inhibitoria expresados como IC50

para las fracciones purificadas de ambos extractos.

Para B. cordobae, de las dos fracciones obtenidas; Bcl resulto activa frente a ambas

enzimas estudiadas, mientras que la Bcll solo mostré inhibicion frente a AChE. Por otro

lado, de las fracciones de P. minuta, solamente PmIl presentd actividad inhibitoria,

resultando activa frente ambas enzimas colinesterasas.
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Resultados de actividad inhibitoria de las fracciones purificadas frente a AChE y BChE
expresado como IC50 (ug/ml).

1C50 (pg/ml)®
Especie Fracciones Tr (min)® % ACN
AChE BChE
Bcl 0-5 0-5 324 +12 285 +2
B. cordobae

Bcell 13-16 35-40 676 =33 <800

PmlI 0-5 0-5 NI NI
P. minuta

PmlII 14 -16 30-40 407 = 8 51119

@ Tr: tiempo de retencién cromatogréfica expresados en minutos. ® Los valores de IC50 fueron
determinados mediante el andlisis de la regresion lineal de la determinacidn de tres replicas. Todos los
valores fueron expresados con el 95 % de confianza. NI: no inhibe

Los resultados de inhibicion obtenidos frente a las enzimas colinesterasas muestran
que las fracciones de mayor interés para continuar con los estudios en profundidad son

Bcly Bell de B. cordobae y Pmll de P. minuta.

Los andlisis de secuenciamiento de novo de los péptidos presentes en las
fracciones Bcl y Bell de B. cordobae y Pmll de P. minuta fueron llevados a cabo

mediante espectrometria de masas nano HPLC-ESI-MS/MS (LTQ Orbitrap).

El andlisis protedmico completo logré identificar ciento treinta y cinco secuencias,
siendo ochenta y tres para la fraccién Bcl; cuarenta para la fraccion Bcll de la especie B.
cordobae; y doce para la fraccion Pmll de P. minuta. Dichas secuencias mostraron un
rango valor de score global de confianza de entre el 70 y 90 %. Solo aquellas secuencias
identificadas con un valor de score global de confianza mayor al 80 % fueron tenidas en
cuenta. Este criterio lo cumplieron quince secuencias de la fraccién Bcl, y tres en la

fraccion Bcell de B. cordobae. Mientras que solo una en la fracciéon Pmll de P. minuta.

La Tabla 8, muestra la informacién correspondiente a las secuencias peptidicas
obtenidas de novo para las fracciones estudiadas. Los péptidos fueron nombrados
teniendo en cuenta la especie, la fraccion a la cual pertenecen y la posicion de score global
de confianza. Por ejemplo, el péptido de mayor score identificado para la fraccién Bcel
fue nombrado como Bcl-1, y asi respectivamente. Por otro lado, se nombré como “serie

Bcel” a los 15 péptidos identificados para la fracciéon Bcel, “serie BelIl” a los 3 péptidos
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identificados para la fraccion Bcll; y “serie PmII” a la secuencia correspondiente a la

fraccion Pmll.

Las secuencias fueron determinadas de manera automética mediante el empleo de
los softwares Peptide Sequencing y Peaks Studio v.5.1, utilizdndose predominantemente
los iones b e y. En todos los casos el solapamiento de ambas series de iones (b e y)
cubrieron el total de la secuencia reportada. Todas las secuencias fueron corroboradas
manualmente. En las Figuras 42 a la 60 se presentan los anélisis peptidomicos de los iones

identificados mediante espectrometria de masas ESI-MS/MS.

Del anélisis de los resultados de la Tabla 8 se pudo observar que para la serie Bcl
se obtuvieron secuencias de peso molecular experimental de entre 900 a 1500 Da,
mientras que para la serie Bcll de entre 900 a 1600 Da. En cuanto el péptido de PmlII
mostré una masa de 1172 Da. De la comparacién de las masas moleculares obtenidas
mediante ESI-MS/MS y los analisis por MALDI-Tof realizados frente a los extractos
completos (ver Figuras 24 y 25, Capitulo I), se pudo observar lo siguiente: para B.
cordobae en MALDI-Tof se evidencié un ion con relacién de m/z de 1025 el cual
corresponderia a los péptidos Bcl-4 y/o Bcll-3; mientras que para P. minuta se pudo
observar la presencia de un ion con m/z de 1482 el cual corresponderia al péptido PmlI-
2 (de bajo Score global de confianza =78 %) (ver Tabla A1, Material Anexo). Este hecho
denota que ambas metodologias proporcionan datos diferentes. Un equipo de tipo ESI-
MS/MS (LTQ Orbitrap) logra no solo un gran poder resolutivo, y sensibilidad, al detectar
componentes que se encuentran en muy pequefla proporcion, sino que también brinda una
mayor exactitud en el valor de las masas obtenidas; lograndose una caracterizacién de
iones que no seria posible mediante el empleo de equipos tradicionales como MALDI-
Tof. Sin embargo, un andlisis mediante MALDI-Tof resulta titil como estudio preliminar,
rdpido y de menor costo para extractos completos de extrema complejidad como son las
pieles de anfibios. Por otro lado, la aplicacion de técnicas separativas como nanoHPLC
previa al andlisis por ESI-MS permite acceder a fracciones con un limitado nimero de

componentes, lo que facilita su posterior identificacion.
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Informacién de las secuencias de B. cordobae y P. minuta mediante el andlisis proteémico del software Peaks Studio y ESI-MS-MS.

Expef')il:l/iental nll;)zr(la) Acrénimo Secuencia Nr gz:jz Z‘; Ii:z::::‘ % Local de confianza®
Serie Bel
1248,682 625,3529 Bcl-1 GSKAFAALLESR 12 +2 90 88 87 85 81 8599 1009992 8793 78
1014,498 508,2542 Bcl-2 DPKLEEER 8 -1 90 88 889696 9691 91 70
1556,721 779,365 Bcl-3 TPGHGAEYGAEALER 15 -1 88 79 82 93 98 95 96 100 99 98 98 98 83 68 85 49
1025,402 513,7136 Bcl-4 RM(Ox)ACCCAPR 9 +3 85 9585727362 10098 98 87
1205,531 603,7709 Bcl-5 DDDHSVVYTR 10 -1 85 28919798 100 10091 84 88 75
1091,608 546,8167 Bcl-6 SGKAFAKEVR 10 +3 85 87 8892 89 92 95 64 64 96 84
1195,583 598,7952 Bcl-7 EADAAAGEPLPR 12 -1 85 8587 8898999790 86 76 74 87 55
1368,619 685,3177 BcI-8 TM(Ox)EVVDSAGTSTR 13 0 84 9294 99 99 99 99 94 93 56 50 76 81 61
953,456 477,7335 Bcl-9 DEDGHLLR 8 -1 83 4098 99 97 97 94 93 50
1509,778 755,8981 Bcl-10 PSLGAEENQVLTPR 14 0 83 58 6691 73 73 94 98 64 64 99 98 97 97 89
906,503 454,2596 Bcel-11 GSRVFSVR 8 +3 82 81 84 89 89 72 85 94 62
1436,777 719,3994 Bcel-12 PDGAPPPPVHALKAA 15 +1 81 57 66 83 86 99 100 100 98 96 83 75 71 67 68 72
1202,677 602,3506 Bcl-13 GSAFAAKLVSPR 12 +3 81 777676 6147 869295959394 74
1190,677 596,3506 Bcl-14 SGAAFALLKASR 12 +3 80 82 8291 89 82 89 95 84 80 67 67 50
1003,559 502,7856 Bcl-15 GSKKTKCPR 9 +5 80 78 79 92 73 77 69 65 96 90
Serie Bell
931,454 466,7323 Bell-1 ASGM(Ox)LGPAGR 10 +2 86 878997947978 81 77 82 96
1629,905 408,4852 Bcll-2 QPPKKTESAKSSKSK 15 +5 85 69 81 98 99 98 96 94 92 92 93 93 53 60 87 62
1025,525 513,7693 Bcll-3 LAGPAGSRGGPS 12 +2 82 97 96 99 96 92 88 80 81 91 60 48 51
Serie PmlII
1172,440 587,2277 PmlII-1 EHDGGYGEFY 10 -2 81 78 83 8678 76 77 81 8092 74

Secuenciamiento por ESI-MS-MS. @ La carga de todos los iones fue +2. ® Carga neta a pH:7. Nr: ndimero de residuos. M(ox): metionina oxidada. © Porcentaje de confianza
por aminodcido.
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FIGURA 42. Analisis peptidomico del espectro de MS-MS del ion con carga +2, 625,3529 m/z. PM experimental: 1248,682 (corresponde a la secuencia con el extremo C-terminal amida).
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FIGURA 43. Andlisis peptidémico del espectro MS-MS del ion con carga +2, 508,2542 m/z, PM experimental: 1014,498 (corresponde a la secuencia con el extremo C-terminal amida).
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FIGURA 44. Analisis peptidéomico del espectro MS-MS del ion con carga +2, 779,365 m/z, PM experimental: 1556,721 (corresponde a la secuencia con el extremo C-terminal amida).
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FIGURA 45. Andlisis peptidomico del espectro MS-MS del ion con carga +2, 513,713 m/z, PM experimental: 1025,402 (corresponde a la secuencia con el extremo C-terminal amida)
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603,7709 m/z, PM experimental: 1205,531 (corresponde a la secuencia con el extremo C-terminal amida).
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FIGURA 47. Anlisis peptidomico del espectro MS-MS del ion con carga +2, 546,8167 m/z, PM experimental: 1091,608 (corresponde a la secuencia con el extremo C-terminal amida).
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FIGURA 48. Analisis peptidomico del espectro MS-MS del ion con carga +2, 598,7952 m/z, PM experimental: 1195,583 (corresponde a la secuencia con el extremo C-terminal amida).
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FIGURA 49. Anélisis peptidémico del espectro MS-MS del ion con carga +2, 685,3177 m/z. PM experimental: 1368,619 (corresponde a la secuencia con el extremo C-terminal amida).
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FIGURA 50. Andlisis peptidomico del espectro MS-MS del ion con carga +2, 477,7335 m/z. PM experimental: 953,456 (corresponde a la secuencia con el extremo C-terminal amida).
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FIGURA 51. Andlisis peptidomico del espectro MS-MS del ion con carga +2, 755,8981. PM experimental: 1509,778 (corresponde a la secuencia con el extremo C-terminal amida).
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FIGURA 52. Analisis peptidéomico del espectro MS-MS del ion con carga +2, 454,2596 m/z. PM experimental: 906,503 (corresponde a la secuencia con el extremo C-terminal amida).
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FIGURA 53. Andlisis peptidémico del espectro MS-MS del ion con carga +2, 719,3994 m/z. PM experimental: 1436,777 (corresponde a la secuencia con el extremo C-terminal amida).

Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas | Lic. Roque Spinelli

141

mjz



oo 3 [AJF [RARILIV[S R
EE

Y10
bo-7 +«—A—» v
| 10-Hz20
vt 2-NH3 v  bo-8 re[i+]
WRIELL [ e T Y 3| "
sl - . L . by i bt “ b . ety . . . . — mjz
100 200 300 400 500 £00 700 800 900 1000 1100 1200 1300
ol 0.1
x u
it
5 .
E00 Sy == — = ™ .
u
-0.1 LI LR R AL EL L L L LA L | -0.1
200 400 &00 a00 1000 1200 mjz
il G5 ] ] ] ‘Ii!"F*i!"'tELK et ] I I"| 3 i ] ‘.-'1 |i SP~ i ] Com ih o
gE"‘:! E T P | 3 T VL | v &7 I A !: Fi : | 1t : !YHE.K
— i H H H H ! H : ' " ' H '
it P ; ; i i oo " Vo Y
4 v ! . ! Voo 0 b i
il 111 [ | H | ! H P i [ P
Zn P ; ; i i oo " : Y
i ! . ' ' W i [
= m ".l' L - — |.II | | S — i mfz
200 400 &00 g00 1000 1200
# Immonium b-H20  b-MH3 a b(2+) Seg ¥ yH20  yNH3 vy (24) #
1| 30.03 40.02 | 4100 | 30.03 | 29.51 G 12
2 | &0.04 | 127.05 | 128.03 | 117.11 | 73.03 5 1146.66 | 1128.65 | 1129.64 | 573.83 | 11
3 44.05 198.09 | 199.07 | 188.11 | 108.55 A 1059.60 | 1041.59 | 1042.59 | 530.32 | 10
4 120.08 345.16 | 346.14 | 335.17 | 182.08 F 938.59 | 970.58 | 971.57 | 454,80 | 9
3 44.05 410,19 | 417.18 | 406.21 | 217.60 A 41,534 | 823.51 | 824.50 | 42126 | 8
& 44.05 437.23 | 488.21 | 477.25 | 253.12 A 770,43 | 752,48 | 753.96 | 385.74 | 7
7 101.11 615.33 | 616.31 | 605.35 | 317.17 K 099,45 | 68144 | 08242 | 350,23 | ©
3 86,10 728.41 | 729.39 | 718.44 | 373.71 L 571,36 | 553.35 | 554.33 | 2B86.18 5
9 7208 827,48 | 828.40 | 81749 | 423.24 v 458.27 | #40.20 | 441,25 | 229.04 | 4
10 60,04 914.51 | 915.49 | 904.53 | 466.76 5 359.20 | 341.19 | 342,18 | 1B80.10 3
11 70.07 1011.56 | 1012,55 | 1001.58 | 515.29 P 272,17 | 254,16 | 255,14 | 136,59 | 2
12 128.11 R 175.12 157,10 | 158.09 33.06 1

FIGURA 54. Anélisis peptidémico del espectro MS-MS del ion con carga +2, 602,3506 m/z. PM experimental: 1202,677 (corresponde a la secuencia con el extremo C-terminal amida).
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FIGURA 55. Andlisis peptidémico del espectro MS-MS del ion con carga +2, 596,3506 m/z. PM experimental: 1190,677 (corresponde a la secuencia con el extremo C-terminal amida).
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5] 101,11 512,29 | 613.37 | 602,40 | 31570 K S03.28 | 485.27 | 486.25 | 25214 | 4
7 75.02 715.39 | 716,38 | 70541 | 367.20 C 375,25 | 357.17 | 358.18 | 188.09 | 3
8 J0.07 812,45 | 813.43 | 802456 | 415.73 P 272,17 | 254,16 | 255.15 | 13659 | 2
9 129.11 R 175.12 | 157.11 | 158.09 88.06 1

FIGURA 56. Anlisis peptidomico del espectro MS-MS del ion con carga +2, 502,7856 m/z. PM experimental: 1003,559 (corresponde a la secuencia con el extremo C-terminal amida).
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FIGURA 57. Andlisis peptidémico del espectro MS-MS del ion con carga +2, 466,7323 m/z. PM experimental: 931,454 (corresponde a la secuencia con el extremo C-terminal amida).
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FIGURA 58. Analisis peptidomico del espectro MS-MS del ion con carga +2, 408,4852 m/z. PM experimental: 1629,905 (corresponde a la secuencia con el extremo C-terminal amida).
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FIGURA 59. Analisis peptidéomico del espectro MS-MS del ion con carga +2, 513,7693 m/z. PM experimental
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: 1025,525 (corresponde a la secuencia con el extremo C-terminal amida).
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FIGURA 60. Anélisis peptidémico del espectro MS-MS del ion con carga +2, 587,2277 m/z. PM experimental: 1172,440 (corresponde a la secuencia con el extremo C-terminal amida).
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En primera instancia, el peso molecular teérico de las secuencias fue calculado a
través de la utilizaciéon del servidor Pepcalc — Innovagen (https://pepcalc.com).
Posteriormente fueron comparados con los pesos moleculares experimentales obtenidos,
y en todos los casos se corrobor6 que los péptidos eran de tipo carboxiamida (ver Tabla
8). El hecho de que los péptidos sean de tipo carboxiamida es comun y caracteristico en
la gran mayoria de los péptidos aislados a partir de fuentes naturales [23]. Dentro de los
péptidos aislados a partir de las secreciones de ranas, los PAMs son los més reportados.
La familia de PAMs Alyteserina-1 (la, 1b, Ic, y 1d), asi como también la Alyteserina-2
(2a, 2b, y 2c¢), aislados del bufo Alytes obstetricans son de tipo carboxiamida [245]. Otros
péptidos como el PGLa obtenido a partir del bufo X. laevis y la Maximina-H de la B.
mdxima, ambos potentes antimicrobianos demostraron ser de tipo carboxiamida [245].
Las Ocelletinas (1 a 4) aisladas de L. latrans también presentan este tipo de caracteristica
molecular [22]. Los péptidos Hp-1971, como Hp-1935 aislados de la especie B. pulchella,
los cuales actian tanto como antimicrobianos, y como inhibidores de las colinesterasas,

han demostrado ser de terminacion carboxiamida [29].

La Base de Datos de Péptidos Antimicrobianos (en inglés, Antimicrobial Peptide
Data Base o APDB) (http://aps.unmc.edu/AP/), es una base de datos que recompila més
de 3200 secuencias de péptidos con sus diferentes actividades bioldgicas reportadas
(Tabla 9). Si bien la mayoria de los péptidos reportados corresponden a PAMs, la
informacién brindada por la APDB no se limita solo a esta, sino que también informa
sobre actividades antitumorales, antioxidantes, antivirales, entre otras. Esta representa
una herramienta util para los estudios comparativos entre secuencias novedosas frente a

otras ya reportadas.

Los péptidos aqui identificados mostraron poseer una longitud de secuencia
relativamente corta, de entre 8 y 15 residuos de aminoécidos, con longitudes promedio de
11,13; 12,3 y 10 residuos para las series Bcl, Bell y Pmll, respectivamente (ver Tabla 8).
La informacién que recompila la base de datos de la APDB muestra que la mayoria de
los péptidos bioactivos reportados son de una longitud promedio de 33,26 aminodcidos.
Sin embargo, varios péptidos de entre 10 y 15 aminodcidos aislados de ranas han

demostrado ser bioactivos. Las Temporinas (Temporinas-A, Temporinas-B, Temporinas-
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C, Temporinas-E, Temporinas-F, Temporinas-G, y Temporinas-L), son una superfamilia
de péptidos ricos en leucina, aislados de las secreciones de la Rana temporaria, con una
longitud de 13 aminodcidos. Estos péptidos son de un amplio rango de actividades
bioldgicas entre los que se destacan sus actividades como agentes antimicrobianos,
antivirales, antifingicos, antiparasitarios, quimiotacticos, anticancerigenos, entre otras
[31]. Ademas, la Hylaseptina-P1 (GILDAIKAIAKAAG) asilado de la rana sudamericana
Hyla punctata (Anura: Hylidae) con actividad antimicrobiana y antifiingica posee 14
aminodcidos [246]. Otro de los péptidos de un amplio espectro de actividad bioldgica que

se encuentra constituido por 10 aminodcidos es el conocido PGLa-H (KIAKVALKAL)
[25].

Péptidos bioactivos reportados en la Antimicrobial Peptide Data Base (APDB).
Nuamero de péptidos

Bioactividades Porcentaje del total
reportados
Antimicrobianos 2719 83,71 %
Antivirales 190 5,84 %
Antiftingicos 1209 37,22 %
Anti-Candida 673 20,72 %
Anti-biofilm 65 24 %
Antiparasitarios 138 4,24 %
Insecticidas 39 1,2 %
Espermicidas 14 0,43 %
Anti-HIV 109 3,35 %
Antitumorales 251 7,72 %
Quimiotacticos 62 1,9 %
Wound Healing 23 0,7 %
Antioxidantes 26 0,8 %
Inhibidores enzimaticos 31 0,95 %
Inmovilizadores 31 0,95 %
Anti-MRSA 180 5,54 %
Antitoxinas 15 0,46 %
Anticanales 7 0,21 %
Antiinflamatorios 24 0,73 %
Antidiabéticos 16 0,49 %
Antituberculosis 14 0,43 %
Antiendotoxicos 85 2,61 %
Doble cadenas 35 1,07 %
Sinergisticos 47 1,44 %
Total 3248 100 %

En lo que respecta a la carga de los péptidos identificados, estos son

mayoritariamente catidnicos, con una carga neta de entre +1 y +5. Sin embargo, cinco
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péptidos de la serie Bcl (Bcl-2, Bel-3, Bel-5, Bel-7, y Bel-9) mostraron estar cargados
negativamente, con carga neta -1, como también el de PmII (PmlII-1) con carga -2 (ver
Tabla 8). Los datos recopilados por la APDB informan que la carga promedio de péptidos
bioactivos reportados es de +3,3 [244]. La cationicidad de los péptidos es un hecho que
se ha vinculado intrinsecamente a la bioactividad de los mismos, principalmente debido
a su capacidad de interaccionar con membranas bioldgicas cargadas negativamente [29].
Revisiones bibliogréficas actuales reportan hasta la fecha mas de 600 péptidos aislados
de especies de ranas y sapos, la mayoria de estos catidénicos [17; 26]. Entre ellos, se
pueden mencionar a las superfamilias de las Dermaseptinas, las Temporinas, las
Tigerininas, entre otros [17; 26]. Por otro lado, la informacién respecto a péptidos
anionicos aislados de las pieles de anfibios es sumamente escasa. Al respecto, solo dos
péptidos anidnicos fueron identificados la Maximina-H5 (ILGPVLGLVSDTLDD
VLGIL) (carga neta = -2), aislado de B. maxima que mostré actividad antimicrobiana solo
contra una cepade S. aureus [247] y el péptido LI-1577 (carga neta =-2), con considerable
actividad frente a E. coli y S. aureus [23]. Los escasos reportes de péptidos anidnicos,
hace que el estudio de las secuencias aqui identificadas con estas caracteristicas sea

sumamente prometedor.

Otra de las evaluaciones llevadas a cabo sobre la base de las secuencias obtenidas,
fue el andlisis de su composicion aminoacidica. Para ello, a cada una de las series (Bcl,
BcIl y PmlII) se les calcul6 el ratio de aminodcidos y se los comparé con lo reportado en
la base de datos (Tabla 10). Se pudo observar que las series estudiadas presentan una
composicion de aminoécidos en concordancia con lo reportado para péptidos con
actividades bioldgicas [244]. Los resultados muestran que los péptidos estdn conformados
principalmente por residuos de Ala y Gly. En las secuencias de las series Bcl y Bcell se
observo un alto contenido de residuos claves en la bioactividad, como son Lys, Leu, Ser,
Pro y Arg. Se ha demostrado que los péptidos ricos en Lys y Arg poseen notables
actividades bioldgicas actuando principalmente como agentes antimicrobianos y
antifingicos [26]. Esto es debido a que estos residuos cargados positivamente aportan
cationicidad a la secuencia, permitiendo interactuar con membranas cargadas de forma
negativa [26; 248] . Ademas, la presencia de residuos como la Ser y Pro, han demostrado

ser claves en la actividad antimicrobiana y/o antioxidante de péptidos [40].
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Informacion fisicoquimica y estructural de las secuencias identificadas.

Gravy %Hid/Total % Ratio AA@ Estructura Secundaria Condiciones Intestinales
Péptidos Hidrofobicidad por AA® (H)® AA© PI
AA B Bl PmIl BD PEP.FOLD® 0 Vidamedia o g0a
Hélice (s)

Bcel-1 GSKAFAALLESR 0,158 50 1 0 0 0 5,9 11,41 Hélice (S2-S11) 83,3 1,676 Alta
Bel-2 DPKLEEER -2,525 12,5 Vv 5,98 0 0 5,69 4,57 Hélice (P>-E7) 75 2,397 Alta
Bcl-3 TPGHGAEYGAEALER -0920 33,3 L 7,78 5,4 0 8,25 5,36 Hélice (As-Ris) 66.67 2,104 Alta
Bcel-4 RMACCCAPR 0,2667 66,6 F 2,99 0 10 4,09 8,9 Hélice M»-A7) 55,56 1,239 Alta
Bcel-5 DDDHSVVYTR -1,260 30 C 2,39 0 0 6,81 5,13 Coil 0 0,595 Normal
Bcel-6 SGKAFAKEVR -0,640 40 M 1,19 2,7 0 1,26 | 11,57  Hélice (Fs-Vy) 50 1,086 Alta
Bel-7 EADAAAGEPLPR -0,633 41,6 A 16,16 13,51 10 7,66 | 4,32 Hélice (Az-As) 41.67 1,858 Alta
Bcel-8 TMEVVDSAGTSTR -0,269 30,7 w 0 0 0 1,65 | 6,62 Hélice (M»-S7) 53,85 3,001 Alta
Bcl-9 DEDGHLLR -1,375 25 G 9,58 18,91 30 11,5 5,23 Coil 75 1,712 Alta
Bcel-10 PSLGAEENQVLTPR -0,714 28,6 P 8,38 13,51 0 4,67 7,46 Hélice (As-Vi0) 42,86 1,831 Alta
Bcel-11 GSRVFSVR 0,025 37,5 T 4,19 2,7 0 4,48 14 Coil 0 0,073 Baja
Bel-12 PDGAPPPPVHALKAA -0,253 40 S 7,18 18,91 0 6,07 | 10,57 Hélice (A11-Ais) 33,33 1,109 Alta
Bcl-13 GSAFAAKLVSPR 0,350 50 Y 1,19 0 20 2,49 14 Hélice (S2-Si0) 75 2,015 Alta
Bcel-14 SGAAFALLKASR 0,600 58,3 Q 0,59 2,7 0 2,59 14 Hélice (G2-S11) 83,33 1,442 Alta
Bcel-15 GSKKTKCPR -1,911 11,1 N 0,59 0 0 3,86 | 11,68 Coil 0 1,797 Alta
Bell-1 ASGMLGPAGR 0,120 40 E 8,38 2,7 20 2,69 14 Coil 0 1,095 Alta
Bell-2 QPPKKTESAKSSKSK -2,120 6,6 D 5,38 0 0 2,7 11,28  Hélice (P3-S14) 73.34 2,187 Alta
Bell-3 LAGPAGSRGGPS -0,292 25 H 2,39 0 10 2,17 14 Coil 0 1,538 Alta
PmlII-1 EHDGGYGEFY -1,470 20 E g:gg 153:;1501 8 g:gé 4,31 Coil 0 1,247 Alta

@ Residuos hidrofébicos son mostrados en color Rojo. ® %hid/TotalAA: porcentaje de aminoécidos hidrofébicos sobre el total de aminodcidos de las secuencias. ©© Gravy
(H): Valor de hidrofobicidad de acuerdo con la escala de Eisenberg. @ % Ratio de AA: el ratio fue definido como el porcentaje de cada uno de los veinte aminoédcidos
presentes en cada una de las series. (BD): porcentaje de aminoacidos que forman parte de secuencias peptidicas bioactivas segin la base de datos de la APDB
(http://aps.unmc.edu/AP/) [244]. © Estructura secundaria determinada mediante PEP-FOLD 3.5 (https://bioserv.rpbs.univ-paris-diderot.fr/services/PEP-FOLD3)
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En cuanto a la hidrofobicidad de los péptidos, esta fue analizada a través del
porcentaje de residuos hidrofébicos presentes en cada secuencia y mediante el indice
Gravy (H) (ver Tabla 10). El andlisis in sillico de los péptidos aqui estudiados mostré que
estos son principalmente de una hidrofobicidad media-baja, presentando porcentajes de
residuos hidrofébicos de entre el 6 y 66 %; y valores tanto negativos como positivos de
H (ver Tabla 10). Para la serie Bcl, los péptidos de mayor hidrofobicidad fueron Bcl-4,
Bcl-13 y Bcl-14, con indice H de 0,2667; 0,350 y 0,600, respectivamente. Mientras que
los de menor hidrofobicidad resultaron ser Bcl-2, Bcl-5, Bcl-9 y Bcel-15. En lo que
respecta a la serie Bcll, solamente Bcll-1 mostré poseer una hidrofobicidad media con
un valor de H de 0,120 y un 40 % de residuos hidrofébicos. Por dltimo, el péptido PmlII-

1 result6 de baja hidrofobicidad conteniendo solo dos residuos hidrofobicos.

La hidrofobicidad, junto a la cationicidad anteriormente mencionada, son
caracteristicas fundamentales para la bioactividad, en particular de los PAMs. Esto es
debido a que los péptidos, en adicion a la carga positiva que les permite la interaccién con
las membranas bioldgicas negativamente cargadas, la hidrofobicidad les permite
atravesar las membranas mediante diferentes mecanismos, haciendo a su actividad
antimicrobiana [29]. Revisiones llevadas a cabo sobre los PAMs demuestran que estos
estdn constituidos al menos por el 50 % de aminodcidos hidrofébicos [26]. Sin embargo,
una hidrofobicidad elevada hace que el péptido pierda selectividad y presente altos
niveles de hemdlisis. Respecto a esto, se pueden mencionar a los PAMs Temporina-
SHa [249], Temporina-1Bya [250], Temporina-LTa [250], Temporina-D [31],
Temporina-L [31], 1a Brevinina-1DYa, IDYb, 1DYc y 1CSa [251], Brevinina-1E 'y 1Ea
[252], 1a Dermaseptina-S4 [27], entre otros, que contienen entre un 60y 75 % de residuos

hidrofébicos y poseen alta actividad litica frente a glébulos rojos.

Péptidos con otras actividades bioldgicas demostraron poseer cierto grado de
hidrofobicidad. Como es el caso de los potentes antioxidantes Antioxidina-1
(TWYFITPYIPDK-NH?2) y Antioxidina-RP1 (AMRLTYNKPCLYGT-NH?2) asilados de
la rana Physalaemus nattereri. Estos poseen un 50 % de residuos hidrofébicos y un valor

de H de 0,813 y 0,503 para Antioxidina-1 y Antioxidina-RP1, respectivamente [60].

En cuanto a péptidos con la capacidad de actuar como inhibidores enzimaticos, la

Kunitzina-RE (AAKIILNPKFRCKAAFC-NH2) asilado de la piel de la rana Rana
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esculenta, presenta actividad inhibidora de la proteasa tripsina y una hidrofobicidad
moderada con valor H de 0,549 y 58 % de residuos hidrofébicos [253]. Por otro lado, los
péptidos Hp-1971 (TKPTLLGLPLGAGPAAGPGKR-NH?2) y Hp-1935 (KLSPSLGPVS
KGKLLAGQR-NH2) con capacidad de inhibir a las colinesterasas, poseen baja
hidrofobicidad, conteniendo un 35 y 31,1 % de aminoacidos hidrofébicos y valores H de

-0,071 y -0,279, respectivamente [29].

Los resultados de las estructuras secundarias predichas por el PEP-FOLD 3.5 se
muestran en la Figura 61. Mientras que los porcentajes hélices a por secuencia y las
regiones de aminoacidicas que forman parte de estas, son informados en la Tabla 10. Las
predicciones computacionales mostraron que mayoritariamente los péptidos presentan
estructuras de hélices o acompafiados de zonas desestructuradas o Coil. Ninguna de las
secuencias presenté conformacién o lamina plegada. Por otro lado, se pudo observar
para la mayoria de los casos, que las zonas de hélices a en las secuencias correspondieron
a regiones comprendidas por aminodcidos hidrofébicos. La excepcion a esto, fueron los
péptidos Bcl-2 y Bcell-2, en los cuales su prediccion presentd un 75y 73 % de hélice a en
su estructura, respectivamente, poseyendo ambos un solo residuo hidrofébico.

La estructura de los péptidos representa un eje fundamental en su funcionalidad
bioldgica. En lo que respecta a la actividad antimicrobiana, si bien no es un acuerdo
universal, muchos estudios han demostrado que las interacciones péptido-lipido conducen
a la permeabilizacidon de las membranas bioldgicas. Se ha propuesto que los péptidos a-
helicoidales anfipaticos actian a través de tres mecanismos generales: formacién de poros
transmembrana mediante un mecanismo de "duela de barril", la solubilizacion de la
membrana mediante un mecanismo de "carpeta", o la formacion de “agujeros de gusanos”
[29] . Como ejemplo, las Temporinas, son una superfamilia de PAMs de amplio espectro,
propensas a formar una hélice a anfipética estable en un entorno mimético de membrana.
Se propuso que la falta de selectividad de estos péptidos esté relacionada principalmente
a la unién a la membrana a través de interacciones hidréfobas, ya que presentan bajo
nimero de cargas positivas [254]. También se ha reportado que las Ceratotoxinas,
péptidos catidnicos y a-helicoidales aislados de Ceratitis capitata (mosca de la fruta)
[255], y el péptido Ctx-Ha, aislado de la rana Hypsiboas albopunctatus, también actian

por este mecanismo [256].
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Bcl-9 Bcel-10 Bcel-11 Bcel-12

Bcel-13 Bcl-14 Bcl-15

FIGURA 61. Estructuras secundarias de los péptidos identificados de las tres series, predichos por el
servidor mediante PEP-FOLD 3.5 (https://bioserv.rpbs.univ-paris-diderot.fr/services/PEP-FOLD3) y
visualizada mediante el software Discovery Studio Visualizer 2017.
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Bcll-3

PmlII-1

FIGURA 61 (cont.). Estructuras secundarias de los péptidos identificados de las tres series, predichos por
el servidor mediante PEP-FOLD 3.5 (https://bioserv.rpbs.univ-paris-diderot.fr/services/PEP-FOLD3) y
visualizada mediante el software Discovery Studio Visualizer 2017.

Por otro lado, la actividad de los péptidos como inhibidores enzimaticos depende
de la estructura que estos poseen. Esto es debido a que necesitan tener determinada
conformacidn para ingresar a sitios especificos de la enzima y lograr asi la inhibicién. Por
lo cual la estructura serd particular para cada caso. Por ejemplo, el péptido Kunitzina-RE,
inhibidor de la enzima tripsina, ha mostrado ser desestructurado; al igual que el inhibidor
de las colinesterasas Hp-1971 [61; 253]. Mientras que Hp-1935 posee una region central
helicoidal flanqueada por zonas desestructuradas, lograndose la inhibicién de la AChE

por la interaccion de residuos ubicados en ambas zonas estructurales [43].

A modo de resumen, mediante la caracterizacién fisicoquimica y estructural de
las secuencias identificadas, se pudo observar que los péptidos son de una longitud de
cadena relativamente corta, cargados tanto positiva como negativamente, y que poseen

una hidrofobicidad de media a baja, hecho que se ve reflejado en la formacién de

Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas | Lic. Roque Spinelli = 156



Capitulo II — Resultados y Discusiones

estructura secundaria. Los datos adquiridos mediante los estudios in sillico poseen gran
utilidad, ya que brindan valiosa informacién a la hora de analizar el mecanismo de accion

bioldgica de los péptidos.

A través de la utilizacion del servidor HLP (http://crdd.osdd.net/raghava/hlp/) se
realizé un estudio in sillico de la estabilidad proteolitica de los péptidos a través de la
evaluacion de su vida media en un ambiente intestinal. Este servidor, toma como modelos
resultados experimentales de la hidrolisis de péptidos frente a proteasas intestinales, para
comparar y predecir la estabilidad de otros péptidos [243]. Los resultados se clasifican
en Baja, Normal o Alta estabilidad y dependen del tiempo de vida media; es decir aquellos
péptidos que tengan un tiempo de vida media menor a 0,1 segundos se consideran con
una estabilidad Baja; si este pardmetro se encuentra entre 0,1 y 1,0 significa que la

estabilidad es Normal; y si el tiempo de vida media es mayor a 1,0 la estabilidad es Alta.

En la Tabla 10 se muestran los resultados de tiempo de vida media, expresados en
segundos, y el tipo de estabilidad para los péptidos estudiados. Los resultados muestran
que la estabilidad de los péptidos es alta con tiempos de vida media que alcanzan los 3 s.
Solamente, los péptidos Bcl-5 y Bcl-11 mostraron una estabilidad normal y baja,

respectivamente.

Una de las desventajas del uso de péptidos naturales como farmacos es su
inestabilidad fisicoquimica, asi como su tendencia a la agregacion, hechos que
condicionan su vida media en el organismo, traduciéndose en una escasa disponibilidad.
Es por esto que, en funcién de mejorar la vida media de péptidos, para el desarrollo de
nuevas drogas peptidicas, diversas investigaciones en el drea de la quimica sintética y
disefio racional tienen como labor central la busqueda de modificaciones en las secuencias
de los péptidos bioactivos que mejoren sus propiedades, ya sea para potenciar su actividad

bioldgica o su farmacocinética [257].

Los péptidos aislados de las pieles de B. cordobae y P. minuta aqui estudiados
mostraron ser de una alta estabilidad mayoritariamente. Si bien estos resultados fueron
obtenidos de modo in sillico representan un buen punto de partida para estudios en

profundidad.
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A fin de identificar la novedad de las secuencias identificadas, se realizé un analisis
a través de alineamientos de estas frente a secuencias reportadas en base de datos

especificas de péptidos de la APDB (http://aps.unmc.edu/AP/).

La Tabla 11 muestra informacién referida al alineamiento de las secuencias, asi
como también datos sobre la actividad bioldgica de los péptidos similares. Las diecinueve
secuencias estudiadas mostraron ser novedosas, con una baja similitud frente a secuencias
reportadas, no superando el 45 % en ninguno de los casos. Es interesante destacar que, en
la mayoria de los casos, los alineamientos se dieron con péptidos reportados de especies
de anfibios, principalmente ranas y sapos. Esto podria sugerir que los péptidos aislados a
partir de pieles de anfibios poseen cierta conservacion en sus secuencias. Paralelamente,
se pudo observar que en su mayoria las secuencias presentaron cierto grado de similitud
con péptidos con capacidad antimicrobiana. No halldndose para ninguno de los casos

similitudes con péptidos con capacidad inhibitoria de enzimas o antioxidantes.

A continuacién, se brinda informacion detallada acerca de las actividades

bioldgicas que han presentado los péptidos reportados mas similares a los aqui estudiados:

De la serie Bcl, el péptido Bcl-1 mostro poseer una similitud del 41 % con los
péptidos Brevinina-1TSa [258] y 1a Hylaina-1 [259], ambos aislados de especies de ranas
asidticas. Estos péptidos son poseedores de una actividad antimicrobiana de amplio
espectro, tanto para bacterias Gram (-) como Gram (+), asi también como han resultado

activos frente a C. albicans. La Brevinina-1TSa por su parte mostré ser hemolitico.

BcI-2 presenté un maximo de similitud del 40 % con el péptido aislado de la planta
de coco Cocos nucifera. Este péptido de diez residuos posee una carga neta negativa de -
4, cabe mencionar que Bcl-2 también es anidnico (-1). El péptido aislado de Cocos
nucifera ha demostrado bioactividad como agente antiftingico inhibiendo el desarrollo

del hongo Mycosphaerella arachidis, y antiviral contra el HIV [260].

La secuencia de Bcl-3 manifest6 una similitud del 38 % con la Plantaricina DL3.
Las Plantaricinas son bacteriocinas aisladas de la bacteria Lactobacillus plantarum. Este

péptido ha resultado activo contra las bacterias Gram (+), Listeria monocytogenes, S.
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aureus 'y Bacillus cereus; y las Gram (-) Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas
mendocina; Shewanella putrefaciens, Aeromonas hydrophila, Psychrobacter sp.,

Salmonella typhimurium, E. coli, y Pseudomonas aeruginosa [261].

Bcl-4 por su parte, present6 el 40 % de similitud con el fragmento 1-13 de la alfa
defensina humana (HD-5). Esta proteina forma parte del sistema de defensa humano con
diversas actividades bioldgicas. El fragmento HD-5 (1-13) ha sido altamente activo frente
a las cepas de B. subtilis, B. breve, B. lonqum, B. adolescentis, B. vulgatus, E. coli,
Lactobacillus  fermentum, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus salivarius, 'y

Streptocaccus solivarius salivarius [262].

En cuanto a Bcl-5, se observd un 31 % de similitud con el péptido ciclico
A21978C1 aislado de Streptomyces roseosporus, el cual ha resultado activo frente a
diversas cepas de estreptococos y estafilococos, incluidos S. aureus meticilino resistentes
y neumococos penicilinos resistentes. comparandose su potencia con la vancomicina
[263]. E1 A271978C1 posee una carga neta de -3 resultando ser aniénico al igual que Bcl-
5. Por otro lado, Bcl-5 fue similar en un 30 % a la Lacraina aislada del ciempiés brasilero

Scolopendra viridicornis, que ha sido activa contra bacterias Gram (-) [264].

Bcl-6 result6 similar a dos péptidos, la Oncorincina I y la Hylaina-2, en un 43 y
40 %, respectivamente. El primero, fue obtenido a partir de la trucha arcoiris
Oncorhynchus mykiss, y ha presentado actividad frente a bacterias Gram (+) [265].
Mientras que la Hylaina-2 perteneciente a secreciones de la rana Hyla simplex, resultd
activa tanto para bacterias Gram (+) como Gram (-), ademds de mostrar capacidad

antifiingica frente a C. albicans [259].

Por su parte, la similitud de Bcl-7 fue de un 33,3 % frente a tres péptidos. Vk7
aislado de la saliva del dragén de Komodo, péptido altamente cargado con carga neta +7,
y activo contra P. aeruginosay S. aureus [266]. En segundo lugar, la Mastopatanina-VT2
obtenida de las glandulas venenosas de la avispa Vespa tropica, la cual ha inhibido el
crecimiento de bacterias tanto Gram (+) como Gram (-), ademis de actuar como
antifingico frente a diversas cepas de C. albicans, y C. parapsilosis [267]. Y por dltimo,
Bcl-7 mostr6 similitud con el péptido cargado negativamente (-1) Alameticina, aislado
del hongo Trichoderma viride, con capacidad anti bacterias Gram (+), antifingico y

antiparasitario [268].
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BcI-8 fue 33,3 % similar en secuencia con el péptido antimicrobiano Temporina-
Rb, aislado de las secreciones de la Rana ridibunda. Este ha mostrado actividad frente a
cepas de E. coli, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus agalactiae, S. aureus, y

Klebsiella pneumoniae. Ademads, este péptido presentd baja capacidad hemolitica [269].

En cuanto a BcI-9, dos péptidos obtenidos a partir de secreciones de ranas y sapos
mostraron una similitud de alrededor del 40% con este. El mds similar a Bcl-9 fue el
péptido XLAsp-P2 del sapo africano X. laevis. Este hexapéptido con carga neta -5,
demostré ser activo frente a bacterias Gram (+) y Gram (-) [270]. Por otro lado, present6
similitud con el péptido LI-1577, también cargado negativamente (-2) y activo contra

bacterias Gram (+) y Gram (-) [23].

Dos péptidos con 37 y 35 % de similitud a BcI-10 fueron encontrados. El primero
el Péptido-2 obtenido a partir de la secrecidon de la R. temporaria, el cual ha resultado
activo frente a la bacteria Gram (+) S. aureus [271]. Y el segundo, la Carnocina UI49, es
una bacteriocina aislada de la bacteria Carnobacterium sp. que habita en peces. La
Carnocina UI49 ha presentado la capacidad de inhibir el desarrollo de bacterias tanto

Gram (+) como Gram (-) [272].

Para Bcl-11 la maxima similitud se presentd con las secuencias de la Andricina B
(45,78 %) y Cn-AMP?2 (44,45 %). El primer péptido se aisl6 de la sangre de la salamandra
gigante china Andrias davidianus, y ha presentado capacidad inhibitoria del crecimiento
de bacterias Gram (+) y Gram (-), asi como también potencial antifingico [273]. En lo
que respecta a Cn-AMP2, aislado da la especie de coco C. nucife, ademas de actividad
antibacteriana frente a Gram (+) y Gram (-) [274], notablemente ha demostrado capacidad

anticancerigena evitando la proliferacion de células de glioblastoma humano [275].

Para Bcl-12 se obtuvo una similitud de secuencia frente a dos péptidos aislados
de especies de sapos. El péptido Pxt-2 de Xenopus tropicalis con un 43,75 % de similitud
[276], y el péptido PGLa-H de X. laevis con un 40 % [277]; ambos activos contra

bacterias Gram (+) y Gram (-).

Tres péptidos aislados de anfibios presentaron similitud con Bcl-13. Con el 45 y

41 % los péptidos CPF-L2 y CPF-LI aislados del sapo X. lenduensis [278]; y con el 40
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% de similitud LI-2085 obtenido a partir de las secreciones de L. latrans [23]. Los tres

péptidos han demostrado actividad antibacteriana contra Gram (+) y Gram (-).

En cuanto a Bcl-14, un 42 % de similitud de secuencia fue encontrada con la
Meucina-13 aislada del veneno del escorpion Mesobuthus eupeus. Las Meucinas
representan una familia de péptidos de un amplio espectro de actividades bioldgicas. La
Meucina-13 ha demostrado actividad contra las bacterias Gram (+), Bacillus sp.,
Micrococcus luteus, B. megaterium; las bacterias Gram (-), Agrobacterium tumerfaciens,
E. coli, Shewanella oneidensis, Stenotrophomonus sp.; y contra las cepas fingicas, fungi
Beauveria spp., Neurospora crassa, Saccharomyces cerevisiae y C. albicans.
Notablemente, este péptido resulto ser altamente hemolitico produciendo el 90 % de lisis
en eritrocitos de conejos a concentraciones de 25 uM [279]. Por otro lado, Bcl-14 fue
similar en un 41 % a PGLa-H, obtenido de X. laevis, activo contra bacterias Gram (+) y

Gram (-) [277].

Para Bcl-15 se observé una similitud de secuencia del 44 % con la Camocina UI49, una
bacteriocina aislada de la cepa Carnobacterium piscicola UI49 [272]. Por otro lado,
mostré similitud del 43 % con el fragmento del fibrin6geno (398-413) del cocodrilo
Alligator mississippiensis [280]. Ambos péptidos han demostrado capacidad inhibitoria

del crecimiento de bacterias Gram (+) y Gram (-).

En cuanto a los péptidos de la serie Bcll, el Bell-1 presentd una similitud del 45%
frente a dos péptidos, la Plantaricina GZI-27 y la Andricina 0I. El primero es
perteneciente al grupo de las bacteriocinas, y resulta activa contra bacterias Gram (+)
[281]. Mientras la Andricina 01, fue aislado de la salamandra gigante china y ha resultado
de un amplio espectro de actividad, actuando tanto contra las bacterias Gram (+): B.
subtilis, S. aureus, Listeria innocua, B. megaterium; y Gram (-): E. coli, P. aeruginosa,
A. faecalis, Serratia marcescens, Enterobacter cloacae, y Salmonella Paratyphi. Las
secreciones de esta salamandra son ampliamente utilizadas en la medicina tradicional

[282].

Bcll-2 resulté ser similar en un 42 % con la Histona H2B-3 del pez gato del canal.
Este péptido ha evidenciado actividad contra los patégenos bacterianos y fingicos
Aeromonas hydrophila y Saprolegnia spp., respectivamente. Ambos microorganismos

han mostrado ser importantes agentes patdgenos de mencionado pez. Este hecho ha
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permitido inferir la capacidad de las histonas como moléculas defensivas [283]. Por otro
lado, otra histona la Vk25 asilada de la sangre del dragén de Komodo, y con actividad

contra bacterias Gram (+) y Gram (-), mostré un 40 % de similitud con Bcll-2 [266].

Bcll-3 presentd una similitud del 41 % con la Plantaricina GZ1-27 anteriormente
mencionada, debido a su similitud con el péptido Bcll-1. Pero, ademas mostré un 41 y 40
% de alineamiento con dos péptidos aislados de ranas, la Hyposina-H3 (Phyllomedusa
hypochondrialis) [284] y el Péptido-2 (R. temporaria) [271], ambos con capacidad

antibacteriana contra Gram (+).

El péptido PmlII-1 de la serie Pmll, resulté similar en un 36 y 35 % con las
secuencias de los péptidos Crinicepsina-1 y Brucina, asilados de la hormiga obrera
Trichomyrmex criniceps y la fruta del arbusto Brucea javanica, respectivamente. Ambos
péptidos han resultado activos frente a Gram (+), el primero frente a S. aureus [285], y el

segundo frente a Streptococcus pyogenes [286].
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Andlogos  Péptido Reportado  Similitud (%) Especie @ Bioactividad Reportada Alineamiento de secuencias®

. Hylaina-1 41,17 Hyla simplex (Rana) QESE;Z?C? y Cram . Hylanads G 1L D ATK AF AN ASL <0G
Brevinina-1TSa 40,9 Rana tsushimensis (Rana) Ant}G}raH.I )y Grar{l‘(+), . . Bel1:++GS++KAFA+AL++LES++R+

Antiftingico, Hemolitico Brevinina-1TSa: FLGSIVGALASALPSLISKIRN

Bcl-2 Coconut Peptide 40 Cocos nucifera (Planta) igggln\%lco Antiviral, Coconut Pe]f)filtig:: ]]3) 5 CK ]li E g g BS E
Bel-4 HD-5(1-13) 40 Homo sapiens AntiGram (+) y Gram (-) HD.S (1{31"31)'ff+1\i‘}2(§{+ccl{+;5 1;' g :TP E
Bels A21978C1 31,25 Streptomyces roseosporus (Bacteria) AntiGram (+) A21 975811_:5\:; I;I'— DD ,-1': Z}-I'—(]]))-;\DDHGSSY—\IIE \;’E_ li
Lacraina 30 Scolopendra viridicornis (Ciempiés) AntiGram (-) Lalircz:i_r?z;:l?l— ? 2 II;I i \\// \é § g,li

BeL6 Oncorincina 1 43,75 Oncorhynchus mykiss (Pez) Ant?Gram +) Oncorincir]?aci:-% IS(E(;I(E(KAA-I-I;\IAKKD*-\;- ]135 ]j XIF; é
oz e G

VK7 33,3 Varanus komodoensis (Lagarto) AntiGram (+) y Gram (-) VIE;F-Z: AE KA I-('— ; :—/ I/i ﬁ -}I_(-';\AAAG+GGVEI§ I]E PP 112

Bel-7 Mastoparanina-VT2 333 Vespa tropica (Insecto) iﬁggila;cg) y oram 0. Mastoparanina]-g\s}l:;:: ;I-It]?(il?: /[: E : f IEIP()]I:I:-E
R e R

Bcl-8 Temporina-Rb 333 Rana ridibunda (Rana) AntiGram (+) y Gram (-) Temporﬁlzlﬁl;:T+l\g E 1\3/\\// _}l_)LS :(? \-; E g Ell{{ X
I XLAsp-P2 44,89 Xenopus laevis (Sapo) AntiGram (+) <L A]ifii?é:%%%(ilf ]L“ 1% }é
LI-1577 42,85 Leptodactylus latrans (Rana) AntiGram (+) y Gram () PLLLI ;37071:% g 5%+L+DDGGF+§ I:j[ 1;11 E i 1;

Bel.10 Peptido-2 37,5 Rana temporflria (Fafla) AntiGram (+) pe IEIC;(—)};) f 1§ ]E, g ﬁfg E _}Q_X]{J:‘SP ll{{ \-/0— E
BeL11 Andpricina B 45,78 Andrias davidianus (Salamandra) iﬁggila;cg) y Gram (-) An drllaciﬁalll?» ((}}ISTITQ\IZI;?S\\,/*I-IE
Cn-AMP?2 44.45 Cocos nucife (Planta) AntiGram (+), Anticancer Bel11: +GS+RVES V +R

Cn-AMP2: TESYFVFSVGM
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Bcl-12:PDGAPPPPVHALK+AA

Pxt-2 43,75 Xenopus tropicalis (Sapo) AntiGram (+) y Gram (-) Pxt2 FIGALLRP++ALKLL A

P e 0 oo sy
CPF-L2 45,05 Xenopus lenduensis (Sapo) AntiGram (+) y Gram () leF“:IL'S :G+I-'-GGSSA+L+ :KF : :II((LL\‘/’ N é 1;5

Bcel-13 CPF-L1 41,17 Xenopus lenduensis (Sapo) AntiGram (+) y Gram (-) Clﬁill_,PG-'—I-FGGS SL-;;'—AAKF AA :I?LLC-;X; EE
L1-2085 40 Laptodactylus latrans (Rana) AntiGram (+) y Gram (-) AL 2%%15% E’ E 1S) ‘;E o ‘Z AG - KG+LLVVSS o EEPIIE

Bel14 Meucina-13 42,85 Mesobuthus eupeus (Escorpion) iﬁggzlagr?c(oﬂhzrgorﬁ?cg)’ Meljcfilr-l ;1:1 3":' iSFGGAA-FIAA F+AG LLLLI;[?\I S“E
PGLa-H 41,66 Xenopus laevis (Sapo) AntiGram (+) y Gram (-) PE}CLI;IZ}I:: ?(CI} 2 112 5 /2 i ]]: E 2 ilz

e Carnocina UI49 4444 (CB‘ZQZZ‘SW”"”’ piscicola UI9 AntiGram (+) y Gram (-) Camoe = GS ;<+K+TEI§S PR
FGG (398-413) 43,75 Alligator mississippiensis (cocodrilo)  AntiGram (+) y Gram (-) FGG 3 9B8?£_11;):; AL AR

gy TeGzy 545 (g amGan
Histona H2B-3 42,85 Ictalurus punctatus (Pez) Antiftingico Histona EICZIIIB-2+QP PD;P;I;I;];E i‘; -'I.(Ii ?(SKKSSK-FKKA-F\-'/- ;

pell-2 VK25 40 Varanus komodoensis (Lagarto) AntiGram (+) y Gram (-) \]?IC(I;SZ::+QSPPPKKKKTTKEPS \A/AI?PSKSII((\S/ i
Bell-3 Hyposina-H3 41,17 Phyllomedusa hypochondrialis (Rana) ~ AntiGram (+) Hyposiri“:ﬁi:: i’:gg /’: y IGTSRR Sary g g g i
Peptido-2 40 Rana temporaria (Rana) AntiGram (+) Peptil COI_I;:: 1-;1_]?5 2 I g ;AA CI_},SS I;S_} f'\lj E

- Crinicepsina-1 36,36 Trichomyrmex criniceps (Hormiga) AntiGram (+) Crinicepsl;rlr;l-ll_l-i Slél\)] CG} C(}}Z g Elljé E
o Brucina 35,71 Brucea javanica (Fruta) AntiGram (+) Brucina: + HTLCMD+G+GATY

Pmll-1--EH++++DGGYGEFY

@ Se informa la especie segin su nombre cientifico, y entre paréntesis su nombre coloquial. ® El alineamiento de las secuencias peptidicas frente a secuencias reportadas fue llevado
a cabo mediante el Servidor de la APBD (http://aps.unmc.edu/AP/).
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Con el objetivo conocer la relacion evolutiva entre las secuencias peptidicas para
cada serie, se realizaron estudios de alineamientos multiples de secuencias (AMS) y un
arbol filogenético. Esto fue realizado a través del servidor BLAST, utilizando una matriz
de tipo BLUSUM 62. Por otro lado, el Servidor COBALT se utiliz6 para agrupar la
informacién obtenida de los AMS, y en base a los pardmetros de porcentaje de cobertura
de identidad, y Valor de expect (E) del total de secuencias, se generd un arbol filogenético,

que permitié apreciar de manera sencilla la cercania evolutiva entre ellas.

La aplicacion de este tipo de herramientas a los péptidos estudiados en la presente
tesis nos permite a través del andlisis de dominios conservados conocer la cercania entre
las secuencias, brinddndonos informacién sobre su posible funcionalidad. Es decir, dos

secuencias cercanas evolutivamente podrian llegar a poseer similar actividad bioldgica.

Los resultados de los AMS se muestran en la Tabla 12; mientras que de arbol

filogenético evolutivo para las series Bcl y Bell se muestran en la Figura 62.

Para los péptidos de la serie Bcl, se pudo observar que las secuencias Bcl-1, Bcl-
6, Bcl-7, Bcl-13 y, Bel-14 mostraron relacion evolutiva. En base a esto se pudo observar
que el péptido Bcl-1 presenta mayor cercania evolutiva con los péptidos Bcl-13, Bcl-6 y
Bcl-14, respectivamente. A su vez, estos tres péptidos también presentan una cercania
evolutiva entre ellos. El péptido Bcl-7 muestra estar relacionado con Bel-13, pero con un
valor de expect (E) de 1,7, por lo que hay posibilidad de que esa similitud sea azarosa y
no significativa (ver Tabla 12). Del andlisis de arbol filogenético se puede observar que
los péptidos Bcl-14 y Bcl-6 son de una alta cercania evolutiva. A su vez estos, poseen
una cercania con Bcl-1. Estos tres péptidos poseen un ancestro en comuin con Bcl-13 y

lejanamente con Bcl-7 (ver Figura 62).

En cuanto a las secuencias de la serie Bcll, se observo que los péptidos Bell-1 y
Bcll-3 son similares, con una identidad y una cobertura de secuencia del 100 y 40 %,
respectivamente (ver Tabla 12). Esto también se visualiz6 en el arbol filogenético (ver
Figura 62). Esta cercania evolutiva mostr6 concordancia con los resultados obtenidos en
la Tabla 11 en donde tanto Bcll-1 como Bcll-3 mostraron una similitud de secuencia con

la Plantaricina GZ1-27.
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Como para la fraccion PmlI solo cuenta con una sola secuencia, no se pudieron

realizar alineamientos.

Datos obtenidos del alineamiento de las secuencias peptidicas de cada serie.

Péptidos gl R & % E Alineamiento
p alineado Total Cobertura Identidad valor
Serie Bel
Bel-1:: GSKAFAALLESR
Bcel-1 Bcl-13 15,5 58 85,71 0,012 Bel-13: GSAFAAKLVSPR
Bel-1:: GSKAFAALLESR
Bcl-6 15,1 33 100,00 0,012 Bel-6: SGKAFAK ++ EVR
Bel-1: GSKAFAALLESR
Bel-14 14,2 75 66,67 0,35 Bel-14: SGAAFALLKASR
Bcl-2 - - - - - -
Bcl-3 - - - - - -
Bcl-4 - - - - - -
Bcl-5 - - - - _ -
Bcl-6: SGKAFAK++EVR
Bcl-6 Bel-1 15,1 40 100,00 0,013 Bel.l: GSKAFAA L L ESR
Bcl-6: SGKAFA++KEVR
Bel-14 14,2 60 83,33 0,027 Bel-14: SGAAFA L LKA SR
Bcl-7: EADAAAGEPLPR
Bcel-7 Bcl-13 10,00 16 100,00 1,7 Bel13: GSAFAAKLVSPR
Bcl-8 - - - - - -
Bcl-9 - - - - - -
Bcl-10 - - - - - -
Bel-11 - - - - - -
Bcel-12 - - - - - -
Bcl-13: GSAFAAKLVSPR
Bcl-13 Bcl-1 15,5 50 85,71 0,012 Bel-l: GSKAFAALLESR
Bcl-13: GSAFAAKLVSPR
Bcl-7 10 16 100 1,7 Bcl-7: EADAAAGEPLPR
Bcel-14: SGAAFALLKASR
Bcl-14 Bcl-6 14,2 50 83,33 0,032 Bel-6: SGKAFA ++ KEVR
Bel-14: SGAAFALLKASR
Bcl-1 14,2 75 66,67 0,035 Bel-l: GSKAFAALLE SR
Bcl-15 - - - - - -
Serie Bell
Bcll-1: ASGMLGPAGR+ + ++ +
Bell-1 Bel3 14,2 40 100 0,006 Bell-3: + + + LAGPAGS RGGPS
Bcll-2 - - - - - -
Bcell-3: + + + LAGPAGS RGGPS
el Bel-1 14,2 40 160 0,006 Bcll-1: ASGMLGPAGR ++ ++ +
Serie PmII
PmlII-1 - - - - - -

*Todos los célculos fueron realizados mediante el Servidor BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi) con una matriz BLOSUM 62.

Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas | Lic. Roque Spinelli = 166



Capitulo II — Resultados y Discusiones

Wpa

’\»
Sl —
=
o
m
Bel-10 — }
o
6’0/\)
h (v} @
1.0 tr —
5 5
c’g l 0.8 | 2

FIGURA 62. Arbol filogenético de la cercania evolutiva de los péptidos realizado con el Servidor
COBALT (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/cobalt/cobalt.cgi) a partir de los datos de AMS. Serie Bcl
(a la derecha), Serie Bcll (a la izquierda). A menor longitud de linea, mayor cercania evolutiva. Los
puntos indican ancestros.
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Los estudios hasta aqui realizados han permitido identificar diecinueve secuencias
peptidicas aisladas a partir de los extractos de las pieles de las especies B. cordobae y P.
minuta, las cuales previamente mostraron ser activas frente a vias patoldgicas de la EA.
Durante este ultimo capitulo se aborda el proceso de sintesis quimica de los andlogos

peptidicos y su posterior evaluacidn y caracterizacion bioldgica.

La sintesis quimica de péptidos es una poderosa herramienta quimica que permite
la obtencién en el laboratorio de estas moléculas. Ademds, brinda la posibilidad de
realizar modificaciones en las propiedades fisicoquimicas de las secuencias, como son
carga, tamafio, hidrofobicidad, etc., y en consecuencia generar un impacto en la actividad
bioldgica y/o toxicidad de los péptidos. Asi, la sintesis de péptidos constituye una
tecnologia de vanguardia para la medicina, ofreciendo accesibilidad al disefio racional y

generacion de nuevas y diversas moléculas con multiples aplicaciones [287].

La sintesis quimica de péptidos requiere de la formacién de enlaces amida entre
los aminoécidos que forman una determinada secuencia (Figura 63).
O O

R— C— X + HN—R » R— N—C—R + H—X
H

Formacidn del enlace peptidico. X: buen grupo saliente, preferentemente un sustractor de
electrones. Representacion realizada con el software ChemBioDraw 12.0 (CambridgeSoft).

Una de las principales dificultades de trabajar con péptidos y proteinas a partir de
fuentes naturales radica en la obtencién de cantidad suficiente de los mismos con elevada
pureza. El aislamiento de péptidos y/o proteinas de fuentes naturales puede resultar muy
laborioso y por lo general se obtiene poca cantidad del material de interés. Hoy en dia,
uno de los métodos biotecnoldgicos mas utilizados para la obtencion de estas moléculas
es la tecnologia del ADN recombinante, en la cual se realiza un clonado de los genes de
interés que codifican para los péptidos/ proteinas, seguido de su expresién en un sistema
huésped. Si bien representa una técnica muy poderosa, también posee su limitante,
especialmente para el caso de los péptidos. Una vez expresado en el sistema, el

aislamiento del péptido resulta dificultoso, y ademas no resulta una metodologia eficiente
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para la generacion de gran diversidad de andlogos [287-288]. Como método alternativo,
la sintesis quimica de péptidos ha experimentado un crecimiento significativo en los

ultimos 25 afios [289-290].

En la década del “60, Merrifield desarroll6 la sintesis de péptidos en fase solida
(en inglés, Solid Phase Peptide Synthesis o SPPS), trabajo por el cual le fue otorgado el
Premio Nobel de Quimica en 1986. El protocolo de trabajo propuesto por Merrifield ha
sufrido modificaciones menores con el paso de los afios. Los refinamientos de la técnica
se orientan principalmente al desarrollo de nuevos grupos protectores de las cadenas
laterales funcionalizadas y del grupo a-amino de los aminodcidos, con el objetivo de

facilitar la liberacién selectiva de cada uno de estos grupos protectores [291-293].

La SPPS consiste en la adicion de aminodcidos a cadenas peptidicas en
crecimiento, enlazadas a un soporte solido. La sintesis se comienza por el extremo C-
terminal y avanza hacia el extremo N-terminal (sentido opuesto a como se realiza la

sintesis quimica en solucion).

El principio de la sintesis en fase s6lida se muestra en la Figura 64.

R,

ZT

Fmoc HNCHCO

Desproteccion Piperidina

R,

| H
R,
— -
Fmoc —NHCHCOOBt
N
H

Ro Ros R, R,

NH,CHCO—NHCHCO——NHCHCO—NHCHCO—NH,

FIGURA 64. Esquema de la sintesis de péptidos en fase sélida. Representacion realizada con el software
ChemBioDraw 12.0 (CambridgeSoft).

- R2
Acoplamiento

R
Fmoc——HNCHCO——HNCHCO

FMoc ——Any— Aq1—As—A,

Clivaje
Clivaje con TFA
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El aminoécido C-terminal de la secuencia a sintetizar se une covalentemente al
soporte polimérico a través de su grupo carboxilo. Cualquier grupo funcional presente en
las cadenas laterales de los aminoacidos debe ser enmascarado mediante la utilizacion de
grupos protectores permanentes que no se vean afectados por las condiciones de reaccion
durante el acoplamiento de la cadena. Los grupos protectores temporarios que
enmascaran al grupo a-amino son removidos en cada etapa de desproteccion.
Posteriormente, se agrega un exceso del siguiente aminoécido con el grupo carboxilo
activado por un agente de acoplamiento. Luego del acoplamiento, el exceso de reactivos
es removido mediante lavados, y el grupo protector del residuo N-terminal es eliminado
del dipéptido para dar lugar al acoplamiento del tercer aminoécido. Este proceso ciclico
se repite hasta obtener la totalidad de la secuencia peptidica deseada. Como paso final, el
péptido es liberado del soporte s6lido que lo retiene y los grupos protectores de las

cadenas laterales son removidos (ver Figura 64) [291].

El soporte solido es poliestireno en el que algunos de los anillos aromaticos
presentan grupos clorometilo. La obtencién de este polimero (usualmente conocido como
resina de Merrifield) se realiza mediante la copolimerizacion del estireno con un bajo

porcentaje de p-clorometil-estireno (Chan & White, 2000) (Figura 65).

°.. + ~u

H H
H H ~ C/
I |
C.
_—
CIH,C 2
Estireno p-(clorometil )estireno CH.C

Resina de Merrifield

Formacién de la resina de Merrifield. Representaciones realizadas con el software
ChemBioDraw 12.0 (CambridgeSoft).

Se han desarrollado dos estrategias fundamentales para la sintesis en fase sélida:
la quimica del t-butoxicarbonilo (Boc) y la del 9-fluorenil-metoxicarbonilo (Fmoc). La
primera requiere del uso repetitivo de dcido trifluoracético (TFA) durante los ciclos de
elongacion de la secuencia, y un tratamiento con 4cido fuerte en la etapa final de sintesis,

con el fin de obtener el péptido libre [294]. Como desventaja se conoce que las
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condiciones dcidas utilizadas durante las etapas de desproteccién en la sintesis Boc,

pueden ocasionar alteraciones en los enlaces peptidicos mas sensibles.

La introduccién de la quimica Fmoc permiti6 realizar procesos de desproteccion
del grupo a-amino de cada aminodcido en condiciones diferentes a las necesarias para
remover los grupos protectores de las cadenas laterales y del péptido del soporte insoluble
(sistema de proteccion ortogonal). La eliminacidon del protector del a-amino se realiza
mediante la utilizacion de piperidina en N,N-dimetilformamida (DMF), un medio bésico,
contrastando con la Boc que utiliza continuamente TFA. En la quimica Fmoc, el dcido
TFA es utilizado sélo en la etapa final para la separacion del péptido de la resina que lo

contiene y desproteccion de las cadenas laterales.

La eliminacién de los subproductos de reaccion y el exceso de reactivos en cada
etapa se realiza por simple lavado y posterior filtracion. Estas caracteristicas, junto con la
posibilidad de automatizar el proceso, son algunas de las ventajas que hacen a la SPPS el
método de eleccion para la obtencion de péptidos y pequefias proteinas con secuencias

especificas [291].

Una tarea esencial en la fase inicial de investigaciones para el descubrimiento de
nuevos farmacos es adquirir conocimiento del mecanismo de accion de los compuestos

bioactivos.

Para el caso de los inhibidores enzimaticos se deben de evaluar las interacciones
proteina-inhibidor. Sin embargo, esto resulta una tarea de gran dificultad debido a que para
conocer a nivel atémico las interacciones de complejos proteina-inhibidor, se requiere de
metodologias como la cristalografia de rayos X, RMN o Cryo-EM. Estas metodologias no
solo son de dificil acceso y costosas, sino que también presentan la limitacién de que no
todos los complejos pueden ser caracterizados, como es el caso de la cristalografia de rayos

X, la cual requiere que los compuestos cristalicen.

Para superar estos problemas, se han desarrollado diversas y potentes técnicas
computacionales [295-296]. Dentro de estos métodos de prediccién computacionales se
encuentra el docking molecular, que simula la interaccién a nivel atomico entre una
macromolécula y un ligando u otra macromolécula [297-298]. Aunque el docking se ha

convertido en un método popular debido a los avances en la tecnologia de cristalografia de
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rayos X, que ofrece informacién de la disposicion espacial de los dtomos de las
macromoléculas, la precision de la prediccién del software de este método es todavia
bastante limitada. El cdlculo de docking consta de dos pasos: primero, el programa busca
la posicién de unién del ligando con el bolsillo de la proteina blanco; y luego, en el segundo
paso, se evalua la afinidad de unién con una funcién de puntuacién empirica [299]. Dicha
puntacion se calcula para una sola estructura pronosticada, no teniéndose en cuenta efectos

dindmicos que pueden que pueden ser esenciales [300].

Con el objetivo de superar las limitaciones de una prediccion de docking, a esta se
la puede combinar con una simulacién de dindmica molecular (DM), que permite mejorar
la prediccion tanto de la ubicacién del ligando en la enzima como de la energia libre de
unién [301]. Las simulaciones de DM pueden explorar el espacio conformacional de las
macromoléculas, especialmente de los estados intermedios o transitorios, que desempefian
un papel importante en el proceso de unién o disociacién del ligando y la proteina [302].
Estas, involucran multiples pasos que incluyen la aplicacion de un campo de fuerza, la
neutralizacion del sistema, la minimizacion de la energia y una posterior equilibracion
[303]. El campo de fuerza es lo que define las interacciones fisicas entre los d&tomos y las
moléculas en la simulaciéon. En la DM se hace uso de las fuerzas que actian entre los
atomos para hacerlos mover. Esto se logra usando métodos numéricos para resolver las
ecuaciones de movimiento de Newton. Las fuerzas se obtienen utilizando el gradiente de
los potenciales de interaccién que afectan a cada dtomo. Mediante este procedimiento, es
posible predecir la posicion de cada uno de los dtomos del sistema en un pequeio intervalo
de tiempo siguiente; y a partir de estas nuevas posiciones, se calculan nuevas fuerzas y se
las utilizan para actualizar las posiciones por segunda vez, y asi sucesivamente. La
evoluciéon temporal de todo el sistema se puede seguir conectando cada estado con el
anterior [304]. Ademds de la optimizacién conformacional del complejo de ligando-
receptor, también podemos aplicar la simulaciéon de DM en combinacién con el célculo de
energia libre de enlace. Esto permite obtener parimetros para evaluar las energias libres de
unién de moléculas pequefias con enzimas blanco, y utilizarlas para clasificar moléculas
candidatas con el fin de mejorar el proceso de screening. Actualmente, MM-PBSA (en
inglés, Molecular Mechanics Poisson Boltzmann Surface Area) y MM-GBSA (en inglés,
Molecular Mechanics Generalized Born Surface Area) son dos metodologias de gran
precision ampliamente utilizadas para calcular la energia libre de unién entre el receptor y

el ligando. Basdndose en las trayectorias obtenidas por la simulaciéon de DM, el cambio de
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entalpia en todo el sistema se calcula estadisticamente a partir de la energia electrostatica,
la energia de Van der Waals y la energia de disolucidn, mientras que el cambio de entropia
puede calcularse mediante anélisis en modo normal. De esta manera, se puede obtener la
energia libre (AG) vinculante [305]. Estos métodos calculan la diferencia de energia libre
entre los estados ligados y no ligados en los sistemas ligando-receptor. Y, el proceso de
sondeo, relativamente ficil, de los estados finales ha permitido que este tipo de método se
utilice ampliamente en la evaluacion de la afinidad de unién de varios sistemas de dos

componentes [302].
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O Realizar la sintesis quimica de los andlogos peptidicos identificados a partir de los
extractos de las pieles de anfibios para la evaluacion de su actividad bioldgicas
frente a los blancos terapéuticos de la Enfermedad de Alzheimer.

O Aplicar herramientas computacionales para el estudio de interacciones enzima-

inhibidor.

O Llevar acabo la sintesis de los analogos peptidicos mediante sintesis en fase sélida
Fmoc.
O Evaluar la actividad biol6gica de los andlogos sintéticos, frente a las enzimas

colinesterasas (AChE y BChE):
1. Investigar la inhibicién mediante ensayos in vitro de punto final.
ii. Realizar estudios en profundidad de aquellos andlogos de mayor interés:

ii.1. Determinar su tipo de inhibicion y contante de afinidad (Ki) mediante

estudios cinéticos.
ii.2. Estudiar la reversibilidad del complejo enzima-inhibidor.

iii. Llevar a cabo estudios computacionales de docking flexible y dindmica

molecular de los andlogos de mayor actividad.

O Explorar la capacidad multi-objetivo de los andlogos mediante la evaluacion de la
capacidad inhibitoria de la enzima MAO-B.

O Evaluar la actividad neuroprotectora de los andlogos mediante la determinacién
de su actividad antioxidante y quelante de hierro.

O Estudiar la actividad biolégica de los péptidos frente a glébulos rojos humanos.
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1. Sintesis de péptidos en fase solida (

Los péptidos fueron sintetizados en forma manual empleando la quimica del 9-

fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc) en fase sélida [291; 293].

Los Fmoc-a-aminodcidos fueron adquiridos de Calbiochem-Novabiochem, Corp
(California, USA) y Fluka (USA). Se emplearon los siguientes derivados: Fmoc-Ala-OH,
Fmoc-Cys(Trt)-OH, N-Fmoc-Asp(OtBu)-OH, N-Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Phe-OH,
Fmoc-Gly-OH, N-Fmoc-His(Trt)-OH; Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Met-
OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-GIn(Trt)-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH,
Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-Val-OH, y Fmoc-Tyr(tBu)-OH. Todos

los aminoécidos utilizados fueron del tipo L-aminodcidos.

Para la sintesis de todos los andlogos se utilizé la resina Rink SS 1 % DVB
(Adanced Chemtech, USA), con una capacidad de 0,7 mmol/g. La estructura se muestra

en la Figura 66.

OCH3
o HsCO

CH,0
NHFmoc

FIGT 66. Resina Rink SS 1 % DVB, utilizada para la sintesis de los andlogos. Representacién
realizada con el software ChemBioDraw 12.0 (CambridgeSoft).

Como solventes se utilizaron diclorometano (DCM) y N,N-dimetilformamida
(DMF) previamente purificada por destilacion fraccionada a presion reducida y
conservada sobre tamices moleculares. Este solvente no debe contener agua o aminas, ya

que el agua produce la hidrélisis de la DMF y la presencia de minimas cantidades de
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aminas en el solvente podria eliminar los grupos Fmoc de los aminodcidos. La presencia

de aminas se evalué mediante la reaccion de Sanger .

La sintesis de los andlogos se realizé empleando como reactores jeringas de
polipropileno, con disco filtrante de poliamida (CSPS Pharmaceuticals Inc, USA). Los

péptidos se sintetizaron como amidas en el C-terminal.

La sintesis se comenz6 solvatando la resina con DMF (solvente aprético con
elevada capacidad solvatante) 3 veces durante 20 min. La eliminacién del grupo protector
del a-amino Fmoc se realiz6 con una solucién de piperidina al 20 % en DMF, conservada
sobre tamices moleculares. La etapa de acoplamiento involucra la reaccion entre el grupo
a-amino libre del aminoédcido y el grupo a-carboxilo del otro aminodcido, para dar lugar
al enlace peptidico (ver Figura 64). La activacién de la funcién 4cido carboxilico de cada
aminodcido se efectud con tetrafluoroborato de O-(benzotriazol-1-il)-tetrametiluronio
(TBTU) (2 -equivalentes), hidroxibenzotriazol (HOBt) (2 equivalentes), y
diisopropiletilamina (DIEA) (4 equivalentes) (Figura 67). Las cantidades de aminoacidos
y activadores se calcul6 en funcién de la escala de sintesis empleada, mds un exceso del
100 %. La solucién fue preparada previo a la reaccién de acoplamiento. Durante esta
etapa, la resina se mantuvo homogéneamente suspendida en la mezcla de reaccion
mediante agitacion suave durante 40 a 60 min, repitiéndose el acoplamiento en caso de
ser necesario. En algunos casos, donde el acoplamiento resulto dificultoso se
reemplazaron los activadores previamente mencionados por 1-
[Bis(dimetilamino)metilen]-1H-1,2,3-triazol[4,5-b]piridinio 3-oxid hexafluorofosphate
(HATU) (2 equivalentes) y 1-hydroxi-7-azabenzotriazol (HOAt) (2 equivalentes), y
diisopropiletilamina (DIEA) (4 equivalentes) (ver Figura 67).

A fin de eliminar el exceso de reactivos y subproductos de reaccion, luego de cada

etapa se realizaron lavados con DMF.

) Reaccién de Sanger: para este ensayo, se agregaron 3,5 ul 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, e incub6 en oscuridad por 30 min a
temperatura ambiente. Paralelamente se realiz6 un el ensayo blanco. La presencia de aminas se detecta por el desarrollo
de un color amarillo en la solucién debido a la formacién de la 2,4-dinitrofenilamina, mientras que una solucién idéntica
al blanco indica ausencia de aminas.
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FIGURA 67. Reactivos activadores del acoplamiento de los péptidos. Representaciones realizadas con el
software ChemBioDraw 12.0 (CambridgeSoft).

Los controles tanto de la etapa de desproteccién como de acoplamiento se
realizaron mediante el test de Kaiser (reaccién de ninhidrina) ), que permite detectar y
cuantificar con alta sensibilidad grupos aminos libres. Un correcto resultado en las etapas
de sintesis se evidencia con una reaccioén de ninhidrina positiva en la desproteccion, y

negativa en el acoplamiento.

Una vez completada la secuencia, se desprotegié el grupo Fmoc del dltimo
aminodcido acoplado y se lavdé con DMF, y posteriormente con DCM. Luego, se dejo
secar en desecador al vacio sobre silica gel durante 90 min. Para la eliminacién de los
protectores y separacion de la resina del péptido se utilizé6 TFA en presencia de agentes
de captura o scavengers, que poseen la funcién de atrapar las especies intermediarias
catidnicas que son formadas durante la eliminacion de los grupos protectores de las

cadenas laterales. La mezcla de clivaje empleada fue seleccionada en base a los grupos

") Test de Kaiser o ninhidrina: La reaccién de la ninhidrina puede utilizarse para la deteccién cualitativa o cuantitativa
de grupos aminos libres, como control de las etapas de desproteccion y acoplamiento, en los sucesivos ciclos de la
sintesis. Es suficientemente sensible para distinguir entre un 99,8 y 99,9 % entre las reacciones de desproteccion y
acoplamiento.

Para la prueba, luego de los lavados en las etapas mencionadas, se toman una pequefla porcion de la resina y esta es
lavada con gotas de metanol, posteriormente se le 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).
Seguidamente el tubo de reaccién se calent6 a 110 °C durante 5 min. Ademds, se realiza un blanco sin resina. Reaccion
positiva: color azul intenso, indicativo de aminas libres; reaccién negativa: color amarillo [291].
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protectores de las cadenas laterales y del linker-resina empleado, las mezclas fueron: 95

% TFA, 5 % H20, 5 % TIS; y 94,5 % TFA, 2,5 % H20, 0,5 % TIS, 2,5 % EDT.

El tiempo 6ptimo de clivaje fue determinado siguiendo la reaccion mediante RP-
HPLC. Los péptidos clivados fueron separados de la mezcla de reaccion por precipitacion
en frio con éter etilico y posterior centrifugacién. Luego de sucesivos lavados con éter, el

producto fue resuspendido en agua Milli-Q, congelado y liofilizado.

Los péptidos se purificaron por RP-HPLC mediante la utilizacién de 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 deteccién
se realiz6 mediante un detector Waters 2489 (USA) a 220 nm. Se utilizé un gradiente de
elusiéon de 5 % de ACN durante 5 min, de 5 al 80 % hasta los 30 min, y finalmente, se
mantuvo al 80 % durante 3 min. El flujo utilizado fue de 3 ml/min. Los purificados fueron

evaporados a modo de eliminar el solvente, para posteriormente ser disueltos en agua

Milli-Q y liofilizados.

Estos andlisis se realizaron en colaboracion con la Unidad de Proteémica y
Bioquimica Analitica del Instituto Pasteur (Montevideo) con un equipo MALDI-Tof-Tof
Abi Sciex 4800. Como matriz se utilizé una solucién saturada de acido alfa-ciano-4-
hidroxicinamico. Solvente: ACN:H>O (50%, v/v), 0.1% TFA. Los espectros fueron

calibrados externamente usando una mezcla de péptidos standard (Applied Biosystem).

Para la determinacion de la capacidad inhibitoria de los andlogos sintéticos frente
a AChE y BChE se procedi6 de igual manera que lo descripto en el capitulo I (Ver Seccioén
1.6.1, Materiales y Métodos - Capitulo I); mediante el ensayo de Ellman con pequeias
modificaciones [147]. Para ello, se utilizaron concentraciones de los andlogos de 0 a 400

uM. Como control positivo se utilizé Rivastigmina [90].
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Los ensayos cinéticos para AChE y BChE fueron realizados de igual modo que lo
descripto en la metodologia del capitulo I (Ver Seccién 1.6.1, Materiales y Métodos -
Capitulo I); siguiendo la metodologia de Ellman, y determinandose los tipos de inhibicién
mediante el andlisis de las constantes cinéticas Km y Vmax. Los pardmetros cinéticos
fueron obtenidos a través de las graficas de Michaelis-Menten con el software GraphPad

Prism 7.

Para los ensayos se utilizaron concentraciones de sustratos de 0,015 a 0,480 mM
para la ATCI y de 0,015 a 0,500 para la BTCI. Para determinar las concentraciones
Optimas a ensayar de los andlogos, se tuvieron en cuenta sus valores de IC50, y en base a
estos, se pusieron a punto los ensayos de manera de obtener curvas que permitieran

realizar los calculos de los pardmetros cinéticos.

La constante de inhibicion (Ki) fue determinada a través del software GraphPad

Prism 7, utilizando las siguientes ecuaciones:

KmObs = Km (1+2) > Ki = gy —

Km 1
representando KmObs: Km de la enzima con inhibidor, Ki: constante de inhibicién, y [I]:

concentracion de inhibidor (Ecuacion 16).

La reversibilidad en la inhibicién de las enzimas colinesterasas fue realizada
siguiendo protocolos descriptos por Petzer y col. [306]. Esta metodologia evalda la
recuperacion de la actividad enzimdtica luego de realizar una dilucién del complejo

enzima-inhibidor.

Para ello, las enzimas AChE (50 U/ml) o BChE (4 U/ml), dependiendo del caso,
se preincubaron junto a concentraciones de 10 x Ki de los andlogos durante 30 min a 37
°C. Seguidamente, la mezcla incubada fue disuelta 100 veces con el agregado de una
solucién sustrato cromégeno (0,24 mM de ATCI y 0,2 mM de DTNB para la AChE; o
0,5 mM BTCI y 0,25 mM de DTNB para la BChE). De este modo se alcanzaron
concentraciones finales del inhibidor de 0,1 Ki. Para el basal se utiliz6 agua Milli-Q en

lugar del inhibidor y como control de inhibicién una concentracién de 10 x Ki del
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inhibidor. La determinacion de la actividad enzimatica fue monitoreada durante 5 minutos

con lecturas cada 4 s a 405 nm.

Los experimentos fueron realizados por triplicado, y el porcentaje de recuperacion

de la actividad fue calculado mediante la Ecuacién 17:

AbsM—AbsB
AbsBa—AbsB

% Rec=1— ( ) x 100

representando AbsM, AbsB y AbsBa, la absorbancia de la muestra, el blanco y el basal,

respectivamente.

La actividad inhibitoria de la enzima MAO-B frente a los andlogos sintéticos fue
determinada de igual manera que lo descripto en el capitulo 1 (Ver Seccién 1.6.2,
Materiales y Métodos - Capitulo I), siguiendo la metodologia descripta por Soto-Otero y
col., con pequeias modificaciones [148]. Para ello se utilizaron concentraciones de los

andlogos de 0 a 400 uM. Como control positivo se utilizé Selegilina [106].

La actividad antioxidante de los andlogos sintéticos fue determinada mediante el
método de la captura del radical libre 2,2-difenil-1-picrylhydrazylo (DPPH), acorde a los
ensayos descriptos por Memarpoor-Yazdi con menores modificaciones, y de igual modo
que lo descripto en el capitulo I (Ver Seccién 1.6.3, Materiales y Métodos - Capitulo I)
[149]. Para ello se utilizaron concentraciones de los andlogos de 0 a 800 uM. Como

control positivo se utilizé acido ascorbico.

La actividad quelante del ion Fe?* fue determinada mediante el método descripto
por He y col. [151] con pequefias modificaciones, siguiendo lo descripto en el capitulo I
(Ver Seccion 1.6.4, Materiales y Métodos - Capitulo I). Para ello se utilizaron

concentraciones de los andlogos de 0 a 1600 uM. Como control positivo se utiliz6 EDTA.

Se ensayo la actividad litica de los andlogos sobre eritrocitos humanos sanos,

utilizando protocolos previamente optimizados por el grupo de trabajo [152]. Para ello,
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se procedi6 de igual modo que los descripto en el capitulo I (Ver Secciéon 1.7, Materiales

y Métodos - Capitulo I). Se utilizaron concentraciones de los andlogos de 0 a 800 uM

El andlisis de los datos para el calculo de las bioactividades fue llevado a cabo a
través del software R [153]. En todos los casos de establecieron intervalos de confianza
del 95 %. Por otro lado, para la creacion de las curvas de dosis respuesta, para el cdlculo
de los IC50 se utiliz6 el paquete GRmetrics [154] del proyecto Bioconductor [155]. Los

gréificos fueron creados con el paquete ggplot2 [156].

Se llevaron a cabo estudios de docking flexible de los péptidos de mayor interés.
Para ello, primeramente, se realizé el modelado molecular de los péptidos mediante el
software PEPFOLD 3.5 [241]. De igual manera que se elaboraron los modelos en el
Capitulo II (Ver Seccion 11.4, Materiales y Métodos - Capitulo II). En todos los casos, se

seleccionaron los modelos de mayor score.

Los modelos de enzimas colinesterasas utilizados para los cdlculos de docking

flexible fueron los siguientes:

Para la AChE, se utiliz6 una estructura correspondiente a una forma monomérica
de la AChE de Tetronarce californica (tcAChE). No se utiliz6 la estructura
Electrosphorus electricus con la cual se llevaron a cabo los ensayos dado que, para la
AChE de este organismo, no hay reporte de la ubicacién de los residuos para los sitios
PAS y subsitio anidnico, que si se tiene para la tcAChE. Ademas, los modelos de AChE
de T. californica disponibles en el Protein Data Bank tienen una mayor resoluciéon que
los de E. electricus, y considerando la alta homologia entre ambas enzimas,
particularmente en la zona de proximidad del sitio activo, esta es la estrategia mas
ampliamente utilizada para el estudio de inhibidores de AChE [307]. En base a esto, se
utilizé el modelo codificado como PDB 1FSS [308]. La eleccion de este modelo radico
en que en esta estructura la enzima se encuentra acomplejada con el péptido Fasciculina,
por lo que es un ligando de la misma naturaleza quimica que los estudiados en la presente
tesis. Como residuos activos de la proteina, se seleccionaron todos los aminodcidos que

conforman el sitio activo catalitico, y los cinco que conforman el sitio aniénico periférico
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(PAS) (en la numeracién de la tcAChE, los residuos 200, 440, 327, 84, 130, 330, 331;y
70,72, 121, 279, 334, respectivamente). Todos los residuos del ligando peptidico fueron

seleccionados como residuos activos para realizar el docking.

Para la BChE se utilizé un modelo de la enzima monomérica humana (hBChE),
es decir la misma especie utilizada en los ensayos experimentales aqui llevados a cabo.
Se eligi6 el modelo PDB 2PMS, ya que presenta una resolucion 6ptima para los estudios,
y ademds posee las ubicaciones de los residuos de la secuencia aminoacidica completa
[309]. El tnico residuo faltante fue la Leu 455 (numeracién de hBChE 2PMS) que fue
agregado utilizando el servidor SWISS-MODEL (utilizando como “molde” la enzima
codificada como PDB 1POI). Los residuos activos seleccionados de la hBChE fueron
aquellos correspondientes a la triada catalitica, al subsitio anionico y al sitio PAS, que en

la numeracion de hBChE 2PMS son los residuos 198, 325, 438, 82, 128, 329, 70, 332.

En todos los casos la preparacion de los modelos, que consisti6 en la remocion de
los ligandos, moléculas de agua y la adicion de hidrégenos polares, se realizé con el
software Discovery Studio Visualizer (Biovia). Para realizar los cdlculos se utilizé el
servidor HADDOCK versién Easy interface [310] con sus pardmetros por defecto. Como
criterio para la selecciéon del mejor modelo de interaccién se tuvo en cuenta el puntaje
calculado por la funcién de score del programa (HADDOCK score). La configuracion

del mejor modelo se utilizé en las simulaciones de DM.

Luego de elegir el mejor modelo de interaccién mediante el docking, se procedid
a realizar estudios de dindmica molecular para cada sistema a evaluar. Inicialmente, se
agregaron los atomos de hidrégeno usando LEaP de Amber 18.0 [311], y los residuos
ionizables fueron protonados de acuerdo a su estado de protonacion estandar a pH 7.0.
Esta estructura se resolvié con una caja de agua TIP3P periddica cibica con una distancia
de margen de 10,0 A. La carga del sistema fue neutralizada afiadiendo contraiones. Para
realizar estos procesos se utilizé el médulo tLEaP del paquete Amber 18.0 y el campo de
fuerza ff14SB [312]. A continuacion, se acondiciond el sistema para la produccién. La
preparacion consistié en una minimizacién de energia de dos pasos, una termalizacién y
un equilibrado. En el primer paso de la minimizacion, se relajaron solo las moléculas de
solvente alrededor del complejo, restringiendo su red troncal con una limitaciéon arménica

de 10 kcal/(mol A?). Luego, en el segundo paso se optimizé la geometria de todo el
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sistema sin restricciones. Finalmente, se elevo la temperatura lentamente de 0 a 298 K, y
se realiz6 una corrida de equilibrio de 1 ns a temperatura (termostato Langevin) y presion
(barostato Berendsen) constantes [313-314]. Posteriormente, se inicid la produccién de
100 ns mediante la implementacién en la GPU del programa PMEMD [315-316] en
Amber 18.0. Para esto se utilizaron las mismas condiciones de simulacién del proceso de
equilibrio, que incluyeron el uso del algoritmo SHAKE [317] para la limitacién de los
enlaces que involucran a los hidrégenos y condiciones de contorno periddicas; y el
algoritmo de Ewald [318] para la inclusion de las interacciones electrostaticas de largo
alcance. Las ecuaciones de movimiento de Newton se integraron usando un paso de

tiempo de 2 fs, y las fotos del sistema se guardaron cada 2 ps durante toda la produccion.

Para evaluar la estabilidad del sistema se utiliz6 el pardmetro RMSD (Raiz de la
desviacion cuadrética media) de todos los dtomos y de los atomos del backbone (se
consideraron los atomos Ca, C, O y N de la estructura peptidica). EIl RMSD representa
una medida de la estabilidad estructural que calcula la distancia promedio entre 4&tomos
de dos estructuras (Ecuacidon 18). Cuando se corre una dindmica molecular el sistema
cambia su configuracion atomica en cada paso de tiempo, por lo cual, para poder hacer
un andlisis confiable a partir de los resultados de la simulacién se debe alcanzar la

estabilidad estructural durante un tiempo considerable.

RMSD = minr g <\/%Z’i"=1ln(to) — ri(t)|2>

Siendo minT, r: minimizacion de la suma por roto-traslacién de una estructura respecto de otra, N: nimero
total de atomos de la estructura, ri(t0): posicién de i-ésimo dtomo a un tiempo de referencia t0, y ri(t):
posicién del i-ésimo dtomo a cada tiempo t.

La evaluacién del RMSD permite ver como fluctda la estructura de la proteina a
lo largo del tiempo de la corrida de simulacién y cuanto se asemeja la ubicacion de los
atomos en la estructura inicial y en cada foto de la simulacién de dindmica molecular.
Cuanto mds pequefia sea la desviacion, mds espacialmente equivalentes serdn los dos

estados (inicial y simulado), y mds estable serd la estructura del sistema [319].

Las trayectorias obtenidas a lo largo de los 100 ns de simulacion se procesaron y
estudiaron con el médulo CPPTraj del paquete Amber 18.0. Para extraer una estructura
representativa de la configuracion del sistema enzima-péptido se agruparon las

configuraciones de los ultimos 10 ns de produccion en clusters con el algoritmo k-means.
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Luego, se seleccion6é como estructura representativa aquella mas cercana a la estructura

promedio del cluster méas poblado.

Los estudios in silico se complementaron con un andlisis MM-GBSA de
descomposicion de energia de interaccion por residuo [320-321] para evaluar el perfil
energético de la posicion de unién prevista, y encontrar los residuos criticos para la
formacion del complejo. En este célculo, se procesaron 50 cuadros con un intervalo de
100 ps de los dltimos 20 ns de simulacion. La contribucién entrépica a la energia de

interaccion no fue considerada en los calculos de MM-GBSA.
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Durante los dos primeros capitulos se evidenci6 la notable actividad bioldgica de

los extractos de las especies B. cordobae y P. minuta, contra los blancos terapéuticos de

la EA. Estos extractos fueron purificados por RP-HPLC, y se observé que las fracciones

I 'y I de B. cordobae, y la fracciéon Il de P. minuta lograron mantener la actividad

bioldgica (ver Tabla 7, capitulo II). Posteriormente, se les realiz6 un estudio peptidomico

a fin de secuenciar los péptidos presentes en ellas, hallindose diecinueve secuencias

novedosas (ver Tabla 8, capitulo II). En este apartado, se procedié a realizar la obtencién

de los andlogos mediante sintesis en fase sélida (Fmoc) de las diecinueve secuencias

peptidicas identificadas a partir de las especies B. cordobae y P. minuta.

En la Tabla 13 se muestra la informacion correspondiente a los andlogos

sintetizados mediante sintesis en fase sélida por quimica Fmoc.

Informacién sobre las secuencias peptidicas sintetizadas por SPPS Fmoc.

PM
Especie  Serie Acrénimo Secuencia Carga N° experimental
Tr

Bcl-1 GSKAFAALLESR-NH, +2 12 15,99 1248,713

Bcl-2 DPKLEEER- NH» -1 8 10,74 1014,487

Bcl-3 TPGHGAEYGAEALER- NH> -1 15 13,23 1556,887

Bcl-4 RMACCCAPR- NH; +3 9 1541 1025,135

Bcl-5 DDDHSVVYTR- NH> -1 10 11,28 1205,974

Bcl-6 SGKAFAKEVR- NH; +3 10 11,52 1091,565

Bcl-7 EADAAAGEPLPR- NH> -1 12 12,12 1195,031

I Bcl-8 TMEVVDSAGTSTR- NH> 0 13 13,73 1368,981

Bcl-9 DEDGHLLR- NH> -1 8§ 11,64 953,112

B. cordobae

Bcl-10 PSLGAEENQVLTPR- NH> 0 14 14,25 1509,543

Bcel-11 GSRVFSVR- NH; +3 8 12,24 906,010

Bcl-12 PDGAPPPPVHALKAA- NH,  +1 15 13,59 1436,111

Bcl-13 GSAFAAKLVSPR- NH; +3 12 13,74 1202,122

Bcl-14 SGAAFALLKASR- NH; +3 12 15,72 1190,886

Bcl-15 GSKKTKCPR- NH; +5 9 14,01 1003,432

Bcell-1 ASGMLGPAGR- NH: +2 10 19,28 931,631

I Bcll-2 QPPKKTESAKSSKSK- NH» +5 15 443 1629,906

Bcll-3 LAGPAGSRGGPS- NH; +2 12 17,90 1025,223

P. minuta II PmlI-1 EHDGGYGEFY- NH> -2 10 20,34 1172,534

(a) Correspondientes al Ion [M]+, determinado por Espectrometria de Masas MALDI-Tof. Tr: Tiempo de
retencion en el andlisis mediante RP-HPLC (C18)
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Todos los andlogos fueron sintetizados de forma amida en su extremo C-terminal,
ya que los estudios peptidomicos realizados demostraron que los péptidos son de esta
caracteristica. Las secuencias sintetizadas fueron analizadas y purificadas por HPLC en
fase reversa a modo de obtener una pureza superior al 90 % (Figura AS, Material Anexo).
Por otro lado, los pesos moleculares de las secuencias sintéticas fueron confirmados

mediante espectrometria de masas MALDI-Tof (ver Tabla 13).

La Tabla 14 muestra los valores de actividad para los andlogos peptidicos
estudiados, expresados como HC50 (concentraciéon hemolitica 50). Las curvas de dosis
respuesta son mostradas en las Figuras A6 del Material Anexo. Los resultados mostraron

que los andlogos son de una variada actividad hemolitica.

Estudios realizados en péptidos han demostrado que el aumento de la cationicidad,
hidrofobicidad y anfipaticidad promueven capacidad de interaccién con membranas
celulares y la actividad hemolitica [322]. La Melitina, una potente toxina aislada a partir
del veneno de la abeja es un péptido altamente hemolitico [323], el cual posee una
estructura helicoidal y elevada hidrofobicidad, alcanzando el 50 % de hemdlisis a una
concentracion de 0,6 uM [324]. Para el caso de los péptidos estudiados en la presente
tesis este fendmeno no fue estrictamente evidenciado, ya que la correlacion entre la
actividad hemolitica y las propiedades fisicoquimicas no pudieron correlacionarse para la
mayoria de los andlogos. Como ejemplo, los estudios fisicoquimicos in silico para Bcl-4
mostraron que posee el 66 % de residuos hidrofébicos (H= 0.26), 55 % de estructura
helicoidal y una carga de +3, no resultando hemolitico en el rango de concentraciones
ensayadas. Ademads, Bcl-14 con 58 % de residuos hidrofébicos (H= 0,6), 83 % de hélice
en su estructura y carga +3, tampoco resulto hemolitico. Por otro lado, Bcl-5, con 30 %
de residuos hidrofébicos (H=-1,26), sin estructura secundaria y una carga de -1 present6
relativa actividad hemolitica (ver Tabla 10, capitulo II). Uno de los casos en los cuales se
pudo asociar la hemolisis a las propiedades fisicoquimicas fue Bcl-13. Este presenta un
50 % de residuos hidrofébicos (H=0,35), 75 % de hélice en su estructura y una carga +3,
mostrando una moderada actividad hemolitica con un valor de HC50 de 129,86 uM (ver

Tabla 10, capitulo II).
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Datos de actividad hemolitica de los andlogos.

Péptidos Secuencia HCS0 ({11‘\/1.) ©
Hemodlisis

Bel-1 GSKAFAALLESR-am 148,32 + 8,14
Bcl-2 DPKLEEER-am 38,54 £ 0,77
Bcl-3 TPGHGAEYGAEALER-am 67,89 = 1,00
Bcl-4 RMACCCAPR-am >800
Bcl-5 DDDHSVVYTR-am 190,39 £+ 3,36
Bcl-6 SGKAFAKEVR-am 88,82 + 0,79
Bcl-7 EADAAAGEPLPR-am 83,81 £5,04
Bcl-8 TMEVVDSAGTSTR-am 70,49 + 1,10
Bcl-9 DEDGHLLR-am 74,91 £ 0,47
Bcl-10 PSLGAEENQVLTPR-am 73,97 + 4,66
Bel-11 GSRVFSVR-am 271,15 £5,03
Bcl-12 PDGAPPPPVHALKAA-am 276,83 £ 10,99
Bcl-13 GSAFAAKLVSPR-am 129,86 £ 3,34
Bcl-14 SGAAFALLKASR-am >800
Bcl-15 GSKKTKCPR-am >800
Bcll-1 ASGMLGPAGR-am 378,31 £25,62
Bcll-2 QPPKKTESAKSSKSK-am 124,30 £ 5,04
Bcll-3 LAGPAGSRGGPS-am >800
PmlI-1 EHDGGYGEFY-am >800

@ Los valores de HC50 fueron determinados mediante el anélisis de regresion de triplicados. Todos los
valores fueron expresados con un intervalo de confianza del 95 %.

Si bien los péptidos aislados de pieles de anfibios han demostrado tener su

limitante de aplicacion en el hecho de que resultan liticos para los glébulos rojos, varios

péptidos aislados de la familia Hylidae han demostrado ser poco hemoliticos, como

ejemplo se pueden mencionar las Hylinas, aisladas de H. biobeba [7; 214; 325].

Con el fin de evaluar la bioactividad de los andlogos sintéticos como agentes

multiobjetivos contra la EA, se llevaron a cabo los siguientes ensayos bioldgicos.

El cerebro de pacientes con EA presenta un extenso deterioro debido al estrés

oxidativo. La sobreproduccion de ROS por parte de los depdsitos del péptido AP, la

actividad exacerbada de la MAO-B, asi como el desbalance de iones metalicos

representan las principales causas de esta problemadtica [111]. Por lo que, la utilizacién de

agentes tanto antioxidantes como quelantes han sido utilizados como neuroprotectores.
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La determinacién de la actividad antioxidante fue llevada a cabo mediante la
evaluacion de la capacidad de los andlogos de capturar al radical libre DPPH. Los
resultados de actividad antioxidante para los andlogos sintéticos, expresados como
valores de EC50, se muestran en la Tabla 15. Las curvas de dosis respuesta de la
inhibicién mediante las cuales se calcularon los valores de EC50 se muestran en la Figura

A7 del Material Anexo.

Solo anédlogos pertenecientes a la serie Bcl mostraron la capacidad de capturar al
radical libre DPPH. De ellos, los péptidos Bcl-15 y Bcl-4 fueron los que demostraron una
mayor capacidad antioxidante, con valores de EC50 de 7,24 y 83,42 uM,
respectivamente. En menor medida los andlogos Bcl-8, Bcl-7 y Bel-1, fueron activos con
valores de EC50 que rondaron los 200 uM. Notablemente la actividad antioxidante del

péptido Bcl-15 fue superior que el 4cido ascérbico (EC50 = 39,50 uM).

Datos de actividad antioxidante y quelante de los andlogos.

o . EC50 (uM)®
Péptidos Secuencia
Actividad Antioxidante Actividad Quelante
Bcl-1 GSKAFAALLESR-am NAA NAQ
Bcl-2 DPKLEEER-am 285,40 £9,01 NAQ
Bcl-3 TPGHGAEYGAEALER-am 566,83 + 12,64 NAQ
Bcl-4 RMACCCAPR-am 83,42 + 3,87 785,00 £9,77
Bcl-5 DDDHSVVYTR-am NAA NAQ
Bcl-6 SGKAFAKEVR-am NAA NAQ
Bcl-7 EADAAAGEPLPR-am 277,73 £5,00 NAQ
Bcl-8 TMEVVDSAGTSTR-am 227,59 +£0,55 NAQ
Bcl-9 DEDGHLLR-am NAA NAQ
Bcl-10 PSLGAEENQVLTPR-am NAA NAQ
Bcl-11 GSRVFSVR-am NAA NAQ
Bcl-12 PDGAPPPPVHALKAA-am NAA NAQ
Bcl-13 GSAFAAKLVSPR-am NAA NAQ
Bcl-14 SGAAFALLKASR-am NAA NAQ
Bcl-15 GSKKTKCPR-am 7,24 £0,51 NAQ
Bcll-1 ASGMLGPAGR-am NAA NAQ
Bcll-2 QPPKKTESAKSSKSK-am NAA NAQ
Bcll-3 LAGPAGSRGGPS-am NAA NAQ
PmlII-1 EHDGGYGEFY-am NAA 1510,14 £ 13,61
Acido ascérbico 39,50+ 0,21 -
c* EDTA - 424,40 = 10,04

@ Los valores de IC50 fueron determinados mediante el anélisis de regresion de triplicados. Todos los
valores fueron expresados con un intervalo de confianza del 95 %. NAA: No actividad antioxidante.
NAQ: No actividad quelante. C+: control positivo.
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La potencialidad defensiva de los péptidos presentes en las pieles de los anfibios
continua siendo ampliamente estudiada. Como se menciond en el capitulo I, la piel de los
anfibios al estar expuesta a las ROS del medio externo ha desarrollado un eficaz sistema
de defensa antioxidante [60; 202]. Una de las notables caracteristicas de los péptidos
antioxidantes de las pieles de los anfibios, es su rdpida velocidad de accién que protege
al animal; ya que son capaces de neutralizar a los radicales libres en cortos periodos de
tiempo. Dicho fenémeno fue evidenciado para los andlogos Bcl-15 y Bcl-4, puesto de
manifiesto por el rdpido viraje de color del DPPH al momento de la reaccién con estos

analogos.

Por otro lado, estudios genéticos demostraron que los péptidos antioxidantes son
capaces de evolucionar su secuencia como producto de la presion selectiva ejercida por

las ROS presentes en cada entorno, dando asi origen a una gran diversidad de estos [60].

La relacion estructura actividad resulta un eje central en la capacidad antioxidante
de los péptidos, siendo su hidrofobicidad, su peso molecular, asi como también la
composicion y el orden de los aminodcidos, caracteristicas claves [326]. Se ha
demostrado que los péptidos con capacidad antioxidante son principalmente de bajo peso
molecular, y estdn constituidos por elevado nimero de aminodcidos hidrofébicos.
Ademads, se conoce que el anillo de pirrolidina e inddlico de la Pro y el Trp,
respectivamente, asi como los anillos arométicos del Trp, Phe y Tyr, son capaces de donar
electrones actuando como capturadores de radicales libres [326-327]. En adicién a esto,
se ha reportado que residuos como Gly, Ile y Val ayudan a conformar un ambiente

hidrofébico potenciando la capacidad antioxidante de los péptidos [326].

Por otro lado, diversos estudios posicionan a la Cys como el residuo clave y de
mayor poder antioxidante, siendo el responsable la rdpida accién capturadora radicales
libres de los péptidos [202; 326]. Esto es debido a que el grupo sulthidrilo (-SH) que
posee es de elevado poder reductor, el cual actia como dador de protones. Ademas, la
Cys es capaz de donar electrones de su dtomo de azufre. Cabe mencionar que la actividad
antioxidante de la Cys se da cuando el aminodcido se encuentra en su forma libre y no

cuando forma enlaces de tipo puente disulfuro [202; 326].

Del analisis de las secuencias de los andlogos de mayor actividad antioxidante, se

pudo observar que tanto Bcl-15 como Bcl-4 poseen residuos Pro y Cys en sus secuencias.
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Bcl-15, el mas activo, posee una Cys y una Pro consecutivas. Este hecho también es
observado en el potente péptido antioxidante Antioxidina-RP1 (AMRLTYNKPCLYGT-
NH») (EC50= 12,27 uM) aislado de la piel de la rana P. nattereri [40]. Por su parte, Bcl-
4 posee tres residuos de Cys consecutivos y una Pro en su secuencia. Ademads, los andlisis
de hidrofobicidad mostraron que Bcl-4 posee apreciable hidrofobicidad con un 66 % de
residuos hidrofébicos, hecho que genera un ambiente adecuado para la actividad

antioxidante (ver Tabla 10, capitulo II).

Cabe destacar que, de todos los andlogos estudiados, solamente Bcl-4 y Bcel-15
son los tunicos que contienen residuos de Cys, hecho que refuerza lo descripto en

bibliografia.

Los péptidos y proteinas han demostrado poseer actividad quelante de iones
metélicos. Esta capacidad se basa en interacciones de tipo proteina-metal, dependiendo
principalmente de la composicién de los aminoacidos y de la disposicidn espacial de estos
para poder formar las interacciones electrostiticas o de puente de hidrégeno. Residuos
tales como Cys, Ser, His, Trp, Tyr, Met, Arg, Asp y Glu han demostrado ser buenos
ligandos para la unién de metales de transicion [210; 213]. Por otro lado, residuos
cargados negativamente son capaces de promover las interacciones electrostaticas con

iones metdlicos cargados positivamente [210].

Los resultados de la actividad quelante del Fe** por parte de los andlogos son
mostrados en la Tabla 15. Las curvas de dosis respuesta de la inhibicién mediante las cual

se calcularon los EC50 se muestran en la Figura A8 del Material Anexo.

De los andlogos estudiados de la especie B. cordobae, solamente Bcl-4 mostré la
capacidad de quelar el ion Fe*?; con un valor de EC50 de 785 uM. Analizando la
estructura de este péptido, y teniendo en cuenta lo reportado en la bibliografia, podemos
observar que su secuencia posee dos residuos Arg, tres Cys y una Met. Estructuralmente,
el péptido posee un giro de o hélice comprendido entre la Met2 y la Ala7. En esta, se
puede observar que los residuos de Met2, Cys4 y Cys6 quedan orientados espacialmente
hacia afuera de la hélice, estando disponibles para generar interacciones con el ion
metélico; ademads la Argl y Arg9, en ambos extremos de la cadena peptidica, también se

encuentran disponibles (ver Figura 61, capitulo II).
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Por otro lado, el andlogo PmlI-1 de P. minuta también presenté actividad quelante
del metal Fe?*, con un valor de EC50 de 1510 uM. Este péptido est4 constituido por varios
residuos con capacidad quelante demostrada. Su secuencia presenta dos Glu, una His, un
Asp, y dos Tyr. Ademads, este péptido posee una carga neta negativa de -2, hecho
favorable para la interaccion con iones metélicos cargados positivamente. En cuanto a su
estructura, Pmll-1 no presenta estructura secundaria, por lo cual los residuos
mencionados estarfan disponibles para lograr una interaccién con el ion metdlico Fe?*

(ver Figura 61, Capitulo II).

El EDTA utilizado como control positivo mostré una capacidad quelante con un

EC de 424,40 uM.

El efecto neuroprotector que otorga la utilizacion tanto de agentes antioxidantes
como quelantes, juega un rol clave en la patologia y evolucion de la EA. Por lo cual, el
hecho que los andlogos estudiados hayan mostrado la capacidad reguladora de estas

actividades bioldgicas resulta sumamente prometedor.

A modo de evaluar si los andlogos sintéticos eran capaces de actuar como agentes
inhibidores de la enzima MAO-B, se evalud su actividad. En la Tabla 16 se presentan los
resultados se inhibicion de los anédlogos frente a la MAO-B, expresados como valores de
IC50. Las curvas de dosis respuesta de la inhibiciéon mediante las cuales se calcularon los

IC50 se muestran en la Figura A9 del Material Anexo.

Se pudo observar que solamente péptidos identificados de la serie Bcl resultaron
activos frente a la MAO-B. Siendo el de mayor actividad inhibitoria BcI-4 con un valor
de IC50 de 150,64 uM; seguido por los andlogos Bcl-13, Bcl-14 y Bcl-15 con valores de
IC50 194,82; 200,54 y 570,19, respectivamente.
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Datos de inhibicién de los andlogos frente a la enzima MAO-B.

N . IC50 (uM) @
Péptidos Secuencia
MAO-B
Bel-1 GSKAFAALLESR-am NI
Bcl-2 DPKLEEER-am NI
Bcl-3 TPGHGAEYGAEALER-am NI
Bcl-4 RMACCCAPR-am 150,64 + 1,00
Bcl-5 DDDHSVVYTR-am NI
Bcl-6 SGKAFAKEVR-am NI
Bcl-7 EADAAAGEPLPR-am NI
Bcl-8 TMEVVDSAGTSTR-am NI
Bcl-9 DEDGHLLR-am NI
Bcl-10 PSLGAEENQVLTPR-am NI
Bel-11 GSRVFSVR-am NI
Bcl-12 PDGAPPPPVHALKAA-am NI
Bcl-13 GSAFAAKLVSPR-am 194,82 £2,11
Bcl-14 SGAAFALLKASR-am 200,54 £ 10,05
Bcl-15 GSKKTKCPR-am 570,19 + 8,57
Bell-1 ASGMLGPAGR-am NI
Bcll-2 OPPKKTESAKSSKSK-am NI
Bcll-3 LAGPAGSRGGPS-am NI
PmlI-1 EHDGGYGEFY-am NI
C+ Selegilina 0,015 £ 0,00

@71 0s valores de IC50 fueron determinados mediante el anélisis de regresién de triplicados. Todos los
valores fueron expresados con un intervalo de confianza del 95 %. NI: ni inhibe. C+: control positivo.

Actualmente, solo se cuenta con cuatro fairmacos aprobados por la FDA como
inhibidores selectivos y mixtos de las MAOs, la Selegilina, la Isocarboxazida, la
Tranilcipromina y la Fenelzina [328]. Dentro de ellos, la Selegilina o Deprenyl, es el mas
utilizado debido a su selectividad para la MAO-B, y a que no se han reportado efectos
secundarios severos. La administracion clinica de Selegilina en pacientes con EA ha
demostrado enlentecer la sintomatologia de esta enfermedad, por lo cual se la utiliza en
su tratamiento [106; 329]. La Selegilina posee una elevada capacidad inhibitoria de la

MAO-B con valores de IC50 comprendidos entre 11 y 5 nM [330].

El escaso ndmero de drogas aprobadas, asi como su amplio campo de
aplicabilidad hace que las investigaciones en la busqueda de inhibidores de la MAO-B
sea un drea activa de las ciencias médicas actuales. Hasta la fecha no se han reportado
péptidos con la capacidad de inhibir la actividad de la MAO-B. Es por este motivo, que

el hecho de que los péptidos aqui estudiados muestren la capacidad de inhibir esta enzima
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resulta sumamente alentador, y abre las puertas para continuar con las investigaciones en

esta area.

La capacidad inhibitoria de los andlogos sintéticos frente a las enzimas

colinesterasas, AChE y BChE fue evaluada. En la Tabla 17 se muestran los resultados de

inhibicién obtenidos expresados como IC50 (uM). Las curvas de dosis respuesta de la

inhibicién mediante las cuales se calcularon los IC50 se muestran en las Figuras A10,

All y A12 del Material Anexo.

Datos de inhibicién de los andlogos frente a las enzimas colinesterasas (AChE y BChE).

o . IC50 (M) @
Péptidos Secuencia
AChE BChE
Bel- 1 GSKAFAALLESR- NH, NI NI
Bcl-2 DPKLEEER- NH; 338,55 + 10,00 499,43 +£9,00
Bcl-3 TPGHGAEYGAEALER- NH; 310,52 +2,00 NI
Bcl-4 RMACCCAPR- NH; 0,90 + 0,40 NI
Bcl-5 DDDHSVVYTR- NH; NI 0,82 + 0,05
Bcl-6 SGKAFAKEVR- NH; NI 372,75 £ 17,00
Bcl-7 FADAAAGEPLPR- NH; 272,96 + 15,00 486,13 £ 20,00
Bcl-8 TMEVVDSAGTSTR- NH; NI 124,55 £ 3,00
Bcl-9 DEDGHLLR- NH; NI 290,73 £ 4,00
Bcl-10 PSLGAEENQVLTPR- NH; NI NI
Bel-11 GSRVFSVR- NH; NI NI
Bcl-12 PDGAPPPPVHALKAA- NH; NI NI
Bcl-13 GSAFAAKLVSPR- NH, NI 14,42 + 1,00
Bcl-14 SGAAFALLKASR- NH> NI 2,12 £0,00
Bcl-15 GSKKTKCPR- NH; 669,06 + 12,00 NI
Bell-1 ASGMLGPAGR- NH; 509,15 +22,00 NI
Bcll-2 QPPKKTESAKSSKSK- NH, NI NI
Bcll-3 LAGPAGSRGGPS- NH, 214,57 £ 33,00 NI
PmlII-1 EHDGGYGEFY- NH; NI NI
C+ Rivastigmina 34,17 = 6,00 0,08 +0

@ Los valores de IC50 fueron determinados mediante el andlisis de regresion de triplicados. Todos los
valores fueron expresados con un intervalo de confianza del 95 %. NI: no inhibe. C+: control positivo

Del anélisis de dicha actividad bioldgica, se observd que solamente los andlogos

pertenecientes a la especie B. cordobae fueron capaces de inhibir la actividad de las

colinesterasas, no asi el péptido obtenido de P. minuta.

De los péptidos de la serie Bcl, cuatro presentaron una notable actividad

inhibitoria frente a la AChE, Bcl-4, Bcl-7, Bel-3 y Bel-2, con valores de IC50 de 0,904;

Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas | Lic. Roque Spinelli | 198



Capitulo III — Resultados y Discusiones

272,96; 310,52 y 338,55 uM, respectivamente. La Rivastigmina, firmaco inhibidor de la
AChE recetado para pacientes que padecen la EA, y utilizado como control positivo en
los ensayos aqui realizados, present6 valores de IC50 de 34,17 uM. Interesantemente, el
andlogo Bcl-4 mostré un potencial inhibitorio superior al de la Rivastigmina, superando

su actividad en dos 6rdenes de magnitud.

En relacién a la BChE, ocho de los quince péptidos de Bcl presentaron capacidad
inhibitoria frente a esta enzima, siendo los de mayor potencia inhibitoria BcI-5, Bcl-14 y

BclI-13, con valores de IC50 de 0,82; 2,12 y 14,42 uM, respectivamente.

En lo que respecta a los andlogos de la serie Bcll, estos presentaron actividad
selectiva para la AChE, no mostrando inhibicién en ninguno de los casos frente a la
BChE. Dentro de estos, el de mayor capacidad inhibitoria fue B¢II-3 con un valor de IC50
de 214,57 uM.

En cuanto al péptido identificado de la serie PmlI, no se observé actividad frente
a las colinesterasas dentro del rango de concentraciones ensayadas. Este hecho podria
deberse a que los compuestos inhibidores presentes en el extracto activo no sean de

naturaleza peptidica.

Varios péptidos de origen natural han demostrado poseer inhibicion frente a las
enzimas AChE y BChE. Ente ellos, las Fasciculinas, asiladas del veneno de la mamba
verde (Dendroaspis angusticeps), fueron los péptidos naturales con mayor capacidad
inhibitoria de ambas colinesterasas hasta la fecha reportados. Pero, su aplicacién como
molécula farmacoldgica se vio afectada debido a la alta toxicidad que estos poseen [182].
Por otro lado, la Snakina-Z; un péptido catiénico aislado del fruto de la planta arbérea
china Zizyphus jujube, ha demostrado poseer la capacidad de inhibir tanto a la AChE
como a la BChE, con valores de IC50 de 175y 217 uM, respectivamente [331]. Las pieles
de anfibios también han demostrado ser poseedoras de péptidos con capacidad inhibitoria
de las colinesterasas, con dos secuencias reportadas. Estos péptidos son los ya
mencionados Hp-1971 y Hp-1935, aislados a partir de la especie de rana B. pulchella.
Hp-1971 es poseedor de una moderada actividad anticolinesterdsica dual, inhibiendo
principalmente BChE y en menor medida AChE, con porcentajes de inhibicion del 35 y

20 % a una concentraciéon de 400 uM, respectivamente. Por su parte, Hp-1935 ha
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demostrado ser activo solamente frente a la AChE con un valor de IC50 de 89,8 uM [43;
61].

Como se puede observar algunos de los péptidos estudiados en la presente tesis
mostraron una potente actividad inhibitoria frente a las colinesterasas, superando a los
diferentes péptidos naturales actualmente reportados en bibliografia, como es el caso de
Bcl-4, Bel-5, Bel-13 y Bel-14. Ademés, se observé que varios de los andlogos estudiados
presentaron la capacidad de inhibir de manera dual ambas colinesterasas (ver Tabla 17),
otro hecho de suma relevancia, ya que al lograr inhibir tanto la AChE como a la BChE,

se estaria logrando una modulacién general de la actividad colinérgica.

Por otro lado, la compleja pato-fisiologia multifactorial de la EA, requiere de
estrategias multiobjetivo como terapia. Como se mencioné durante el capitulo I, las
colinesterasas y la MAO-B estdn estrechamente asociadas con la sintomatologia y
progresion de la EA, por lo cual se han abordado diversas investigaciones enfocadas a
ligandos capaces de actuar sobre ambas familias de enzimas [185-186]. Esta estrategia
ofrece grandes posibilidades de alterar el curso de la enfermedad, ademas del alivio de
los sintomas [184]. En relacién a esto, los estudios llevados a cabo en la presente tesis
mostraron que el péptido Bcl-4 que logré inhibir con gran potencia la AChE, ademas
resulto ser el de mayor actividad frente a la MAO-B (ver Tabla 16). En adicion, los
andlogos Bcl-13 y Bcl-14 fueron activos contra BChE y MAO-B (ver Tabla 16 y Tabla
17). Estos péptidos presentan prometedores resultados al actuar como inhibidores de las

dos familias de enzimas principales en la patologia de la AE.

Debido a los prometedores resultados obtenidos frente a las colinesterasas, se
decidieron llevar a cabo estudios en profundidad a modo de comprender mejor la

mecanica de la inhibicidn.

Aunque los resultados de bioactividad mostraron que una gran parte de los
andlogos fueron activos frente a estas enzimas, cuatro de ellos, Bcl-4, Bcl-5, Bel-13 y
Bcl-14, resultaron los de mayor actividad biol6gica. Cabe mencionar, que si bien, estos
cuatro péptidos no mostraron actividad dual sobre ambas colinesterasas, su potencia de
inhibicion fue superadora frente a aquellos andlogos que si; incluso resultaron, en algunos

casos, de mayor actividad que el farmaco Rivastigmina utilizado como control positivo
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(ver Tabla 17). Es por esto, que los péptidos Bcl-4, Bcl-5, Bel-13 y Bcl-14 fueron

seleccionados para la evaluacion de su mecanismo de accidn frente a las colinesterasas.

Para ello, se llevé a cabo un andlisis de los pardmetros Km y Vmax, obtenidos a
partir curvas de velocidad de sustrato (Michaelis-Menten) en presencia y ausencia de los
andlogos inhibidores. Las concentraciones a las cuales se ensayaron los andlogos fueron
seleccionadas segun sus valores de IC50. Cabe mencionar que en base a los resultados de
inhibicién obtenidos en la Tabla 17, el andlogo Bcl-4 fue evaluado frente a la AChE y

Bcl-5, Bel-13 y Bel-14 frente a BChE.

Al igual que lo realizado en el capitulo 1, el tipo de inhibicién fue determinada a
través del andlisis de significancia de los pardmetros Km y Vmax, en presencia y ausencia
de inhibidores mediante un test de ANOVA a una via. Adicionalmente, se obtuvieron los
valores de constante de inhibicion (Ki). A diferencia de los valores de IC50 los cuales
dan idea de la potencia funcional del inhibidor, la constante Ki refleja la afinidad de unién
entre el inhibidor y la enzima. Cuanto menor sea el Ki, mayor serd la afinidad de unién y
menor serd la cantidad del compuesto necesaria para inhibir la actividad de la enzima
[124]. La informacion referida a los resultados de los pardmetros cinéticos Km y Vmax,
los test de estadisticos, asi como las constantes de inhibicién Ki, se muestra en la Tabla

18.
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Tipo de inhibicidn y pardmetros cinéticos enzimadticos obtenidos para AChE y BChE en presencia y ausencia de los andlogos.

AChE
Péptido Vmax® Km® Tipo de Inhibicién © Ki (uM)
Concentracién (uM) Inhibidor Basal P valor ® Inhibidor Basal P valor ®

0.8 0,244 £ 0,0103 0,0000 0,052 % 0,007 0,4330 No Competitiva
0.4 0,278 + 0,009 0,0000 0,056 % 0,006 0,9719 No Competitiva

Bel-4 0.2 02880006  CA02EC022 60001 0o0szzo00a  O0HECO22aes No Competitiva o0 £ 0-18
0,1 0,298 + 0,003 0,0001 0,056 + 0,002 0,8417 No Competitiva

BChE

1,6 0,217 + 0,012 0,0003 0,023 + 0,009 0,0822 No Competitiva

BOL S 0.8 0,261 % 0,006 0347 40,014 0,0007 0.030£0.003 | o 0,005 0,1163 No Compet?t?va 29792035
0,4 0,268 0,010 0,0013 0,024 + 0,009 0,0927 No Competitiva
0,2 0,290 0,012 0,0061 0,028 + 0,005 0,0896 No Competitiva
50 0,213 +0,011 0,0002 0,048 + 0,008 0,1641 No Competitiva
25 0,229 + 0,008 0,0002 0,025+ 0,006 0,067 No Competitiva

Bcl-13 0,347 £ 0,014 0,038 + 0,005 . 76,52 + 7,74
12,5 0,248 + 0,008 0,0004 0,029 + 0,006 0,211 No Competitiva
6,25 0,2609 + 0,0103 0,0010 0,029 + 0,007 0,172 No Competitiva
6.4 0,230 + 0,007 0,0002 0,039 + 0,002 0,9454 No Competitiva

BCIL- 14 3,2 0.237£0009 157 o014 20003 00190003 00 600 Q19! No Competitiva 15, 310
1,6 0,243 + 0,008 0,0003 0,016 + 0,002 0,1112 No Competitiva
0,8 0,276 + 0,007 0,0011 0,019 + 0,002 0,1468 No Competitiva

@ Los pardmetros Vmax y Km fueron determinados utilizando curvas de Michaelis-Menten y expresados con una confianza del 95 %. ® El P valor fue obtenido mediante un test de
ANOVA de una via, (P< 0,05) valores significativamente diferentes, (P> 0,05) valores significativamente no diferentes. ¢ Tipo de inhibicién calculada mediante el analisis del P valor
entre Vmax y Km en presencia y ausencia de inhibidor. Inhibicién no competitiva: diferentes valores de Vmax e iguales de Km.
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El péptido Bcl-4 ensayado frente a la AChE, mostré una notable disminucién en
la Vmax de la enzima, incluso una concentracién de 0,1 uM (Figura 68). Este hecho

demuestra el potencial de actividad de dicho péptido como inhibidor de esta enzima.

Del anélisis estadistico comparativo mediante el test de ANOVA de los
parametros cinéticos de Vmax y Km de la enzima en condiciones basales y en presencia
de Bcl-4 se pudo observar que, para Vmax los valores resultaron significativamente
diferentes (P valor < 0,05); mientras que, para Km los valores no fueron
significativamente diferentes (P valor > 0,05) (ver Tabla 18). Este tipo de comportamiento
sugiere que el péptido Bcl-4 actiia como un inhibidor de la AChE de tipo no competitivo.
Por otro lado, se determiné que posee una constante de inhibicion (Ki) = 1,38 + 0.18 uM

(ver Tabla 18).

Bcl-4
—— 0
. ¥ 0,1 HM
£ —— 0,2 uM
E = 4 uM
5 0,4 p
= —— 0,8 uM

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
[ATCI] (mM)

Curva de Michaelis-Menten para el péptido Bcl-4 frente a la AChE, realizada con el
software GraphPad Prism 7.

La Figura 69 muestra las curvas de Michaelis-Menten de los andlogos Bcl-5, Bcl-
13, y Bcl-14 para la BChE. El péptido Bcl-5 mostré la capacidad de disminuir la Vmax
de la enzima en todas las concentraciones ensayadas, inclusive a 0,2 uM (ver Figura 69),

poniendo de manifiesto su elevado potencial de inhibicién frente a la BChE.

El test de ANOVA, mostr6 que los parametros de Vmax de la BChE en presencia
y ausencia del inhibidor Bcl-5 fueron significativamente diferentes (P valor < 0,05);
mientras que el valor de Km se mantuvo constante estadisticamente (P valor > 0,05).
Estos resultados permiten evidenciar que el andlogo Bcl-5 inhibe a la BChE de modo no

competitivo (ver Tabla 18). El valor de Ki para el péptido Bcl-5 fue de 2,979 + 0,35 uM.
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En lo que respecta a los péptidos Bcl-13 y Bcl-14, ambos andlogos también
mostraron un tipo de inhibicién no competitiva, disminuyendo significativamente la
Vmax de la enzima y manteniendo estadisticamente constante su Km (ver Tabla 18). Los

valores de las Ki fueron de 76,52 + 7,74 para BcI-13 y 21,12 + 3,10 uM para Bcl-14.

Bcl-5
0.4
—— 0
¥ 0!2 HM
E =+ 0,4 uM
g ~®- 0,8 uM
o
> = 1,2 uM
0.0 T T T T T
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
BTCI (mM)
Bcl-13
0.4+
—— 0
¥ 6,25 uM
_ -+ 12,5 uM
£
E ~B- 25 uM
° == 50 uM
>
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
BTCI (mM)
Bcl-14
0.4
—— 0
--v- 0!8 uM
g —— 1,6 uM
g -®- 3,2 uM
o al
> —— 6.4 uM

0.0 T T T T T
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

BTCI (mM)

Curva de Michaelis-Menten para los péptidos Bcl-4, Bcl-13 y Bcl-14 frente a la AChE,
realizadas con el software GraphPad Prism 7.
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Los cuatro andlogos evaluados demostraron actuar a través de un tipo de
inhibicién no competitiva tanto frente a la AChE como a la BChE. A diferencia de los
inhibidores competitivos, los no competitivos no impiden la unién del sustrato a la
enzima, de hecho, el inhibidor y el substrato no afectan la unién del otro con la enzima.
Sin embargo, cuando el inhibidor se une, la enzima no puede catalizar su reaccién para
producir el producto. De esta forma, la inhibicién no competitiva actia reduciendo el
nimero de moléculas funcionales de enzima que pueden realizar la catdlisis [332]. Es por
esto que, con un inhibidor no competitivo la reaccién nunca puede alcanzar su Vmax,
hecho que puede ser observado en las curvas de Michaelis-Menten para los andlogos
estudiados (ver Figuras 68 y 69).

Mohan & Gupta han realizado exhaustivas investigaciones sobre las
colinesterasas, y en sus estudios han descripto que los inhibidores de tipo competitivo
actian impidiendo el ingreso del sustrato interactuando con el sitio activo (CAS) tanto de
la AChE como de la BChE; mientras que los inhibidores no competitivos intervienen

principalmente mediante la unidn con el sitio PAS de estas enzimas [177].

Los sitios intervinientes en la catélisis enzimdtica de las colinesterasas se
encuentran en el fondo de una ‘“garganta” o gorge profundo rico en aminoacidos
arométicos conservados [88]. El sitio PAS se encuentra en la entrada del gorge, y tiene la
funcion de posicionar correctamente al sustrato para su interaccion con el sitio activo
catalitico [83; 89]. En la Figura 70 se esquematiza la zona del gorge para ambas
colinesterasas. En esta, se observa como los residuos del sitio PAS (en rojo) se posicionan
en la entrada del gorge, mientras que los residuos del sitio CAS (en verde) se hallan hacia

el centro de las enzimas.

Como ya se menciond, el PAS estd directamente implicado en la estimulacién de
la formacion y agregacion del péptido B-amiloide, produciendo un aumento de la
neurotoxicidad de las fibrillas amiloides de las placas seniles cerebrales [89]. Carvajal e
Inestrosa han descripto cémo a través del sitio PAS la AChE actia como chaperona en el
proceso de agregacion del péptido B-amiloide [78]. Este hecho hace al sitio PAS uno de

los blancos de mayor relevancia en la busqueda de farmacos para la EA.
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FIGURA 70. Representacion de la zona del gorge para ambas colinesterasas. Residuos del sitio PAS se
muestran en rojo, y los residuos del sitio CAS en verde. Imagen realizada mediante el software Discovery
StudioVisualizaer (Biovia).

La inhibicién de tipo no competitiva de las colinesterasas a través de la interaccion
con su sito PAS, ha sido demostrada en diversas investigaciones. Por ejemplo, mediante
el andlisis de cristalografia de rayos X, se observo que el péptido Fasciculina-2 (FAS-2),
potente inhibidor no competitivo de las colinesterasas, estructuralmente esta formado por
una serie de loops que interactian fuertemente con el sitio PAS de la AChE. Uno de sus
loops se une a los residuos Tryl121 y Tyr334, mientras que el otro interacciona con el
Trp279. La gran potencia de inhibicién de la FAS-2 radica en que imposibilita el ingreso
del sustrato al sitio activo bloqueando el gorge al unirse al sitio PAS [89]. Otro ejemplo
de esto, es el péptido Hp-1935, el cual también posee una potente inhibicién del tipo no
competitiva para la AChE. Este demostrd unirse con el Trp279 del sitio PAS a través de
una interaccion del tipo alquil-aromatica con una Lys de su secuencia [43]. El péptido
Hp-1971, aislado junto a Hp-1935, también mostro ser un inhibidor no competitivo, pero
en este caso de la BChE, interactuando con el Tyr332 del sitio PAS de dicha enzima [61].
Ambos péptidos mostraron, mediante andlisis de dindmica molecular, que su interaccién
con el sitio PAS bloqueaba el ingreso del sustrato al sitio catalitico de la enzima [43; 61].
De esta manera, resulta muy alentador que los péptidos Bcl-4, Bcl-5 Bel-13 y Bel-14

demuestren ser potentes inhibidores de la AChE y la BChE de modo no competitivo.
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A modo de complementar los estudios cinéticos, se evalud la reversibilidad de la
inhibicién de los andlogos frente a las colinesterasas. Esto fue llevado a cabo mediante la
evaluacién de la recuperacion de la actividad enzimatica luego de realizar una dilucién

del complejo enzima-inhibidor.

Mediante este tipo de metodologia de puede conocer si el complejo enzima-
inhibidor es capaz de disociarse, a través de un salto en su dilucién. Esto consiste en
obtener primeramente un complejo enzima-inhibidor en condiciones de saturacién, con
la enzima completamente inhibida, para luego diluir rapidamente el complejo y permitir
recuperar la actividad enzimética. La AChE y la BChE fueron pre-incubadas con los
andlogos a concentraciones de 10 x Ki, las cuales fueron posteriormente diluidas 100
veces con solucidén cromégeno-sustrato, alcanzando concentraciones finales de 0,1 x Ki.
Este tipo de ensayos para ser valido requiere de controles que evalien la actividad basal
de la enzima sin inhibidor, y un control de 10 x Ki que permita comprobar la estabilidad

en la inhibicion del complejo enzima-inhibidor [333].

Bcl-4 Bcl-5

100 1004
= ﬁ —_
= I
o 80 O 801
< ™)
= =
.‘.5 601 .'; 60
Z 2
2 407 g 404
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=
s 207 s 207

0-
Basal 10 Kia 0,1 x Ki 10 x Ki Basal 10 Kia 0,1 x Ki 10 x Ki
Bel-13 Bcl-14

100 T 1001
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= =
O 80 O 80
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° =
; 60 Z 601
2 IS
; 40 1:; 40
= 2
< 20 < 20

0-

0-
Basal 10 Kia0,1xKi 10 x Ki Basal 10 Kia 0,1 x Ki 10 x Ki
Gréficas de recuperacién de la actividad enzimadtica porcentual para las enzimas AChE y
BChE frente a los andlogos sintéticos. 10 Ki a 0,1 x Ki: concentracién final del péptido a 10 x ki luego de
la dilucién 1/100 con solucién cromdgeno-sustrato. Basal: actividad enzimdtica sin inhibidor. 10 x Ki:
control de inhibicién enzimadtica a una concentracién de 10 x Ki del andlogo. Los gréficos representan el

porcentaje de actividad enzimdtica luego de 5 min de realizada la dilucion.
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Los resultados de los ensayos de reversibilidad de los andlogos se muestran en la
Figura 71. Al igual que los estudios de cinética, el andlogo Bcl-4 fue evaluado frente a la
AChE, mientras que Bcl-5, Bcl-13 y Bcl-14 frente a BChE. Los porcentajes de
recuperacion de la actividad enzimética fue determinado frente a la actividad basal (en

ausencia de andlogos).

Los cuatro anédlogos evaluados lograron recuperar la actividad enzimatica luego
de la dilucién, mostrando actuar de manera reversible. Los resultados para BcI-4 muestran
que luego de la dilucién de 10 a 0,1 x Ki, la actividad de la AChE es recuperada en un 86

% respecto a la actividad del basal.

En relacion a los andlogos que inhiben la BChE, se observé que la actividad de
esta enzima es recuperada al 90 % luego de diluir de 10 a 0,1 x Ki al complejo BChE/Bcl-
5. En lo que respecta a Bcl-13 y Bcl-14, ambos mostraron una recuperacion superior al
95 % de la actividad catalitica de la BChE, luego de la dilucién de los complejos enzima

inhibidor.

En todos los casos los controles de inhibicién del complejo enzima inhibidor a

concentraciones de 10 x Ki se mantuvieron estables durante el periodo del ensayo.

Estos resultados, junto a los obtenidos mediante el estudio de las cinéticas de
inhibicién, permiten evidenciar que los andlogos Bcl-4, Bcl-5, Bcl-13 y Bcl-14 actdan

inhibiendo a las colinesterasas de manera reversible no competitiva.

En lo que respecta al disefio de farmacos para la EA, se busca que los inhibidores
de las colinesterasas actien de modo reversible, a fin de poder realizar una adecuada
modulacién de la actividad enzimatica, y luego disociarse. De lo contario, al utilizar
inhibidores de tipo irreversible se produciria una pérdida total de la funcionalidad normal
de las enzimas [125]. Hasta el momento la EA no posee cura, pero mediante la utilizacién
de inhibidores reversibles de las colinesterasas como terapias, se ha logrado mejorar la
sintomatologia de manera paliativa [125]. Los andlogos estudiados mostraron la

capacidad de actuar de modo reversible frente a las colinesterasas.

Actualmente, de los cinco farmacos aprobados por la FDA para el tratamiento de

la EA, tres corresponden a inhibidores de las colinesterasas: la Galantamina, el
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Donepezilo, y la Rivastigmina (Figura 72) [90]. Estos difieren entre si en sus propiedades

farmacoldgicas.

Donepezilo

Galantamina
(G . Estructura quimica de los inhibidores de colinesterasas Donepezilo, Rivastigmina y
Galantamina para el tratamiento de la EA aprobados por la FDA. Representacion realizada con
ChemBioDraw 12.0 (CambridgeSoft).

El Donepezilo, aprobado en 1996; es un compuesto derivado de la piperidina, el
cual actiia como inhibidor reversible no competitivo y de corta accién. Aunque inhibe
fundamentalmente la AChE, también presenta accidn inhibitoria frente a la BChE [334-
335]. Se ha demostrado que la inhibicion del Donepezilo se da a través de la interaccion
con el sitio CAS y PAS de la AChE, por lo cual presenta un tipo de inhibicién mixta

(competitiva y no competitiva) [336-337].

Por su parte, la Rivastigmina, aprobada en el 2000, es un inhibidor semisintético
derivado de la fisostigmina. Su inhibicién es dual, tanto de AChE como de BChE. Este
farmaco es capaz de formar un complejo carbamilado con la serina del CAS, por lo cual,
es descripto como un inhibidor pseudoirreversible debido a su alta duracién en la
interaccidn con las colinesterasas, inactivandolas durante 8,5 (para la AChE) y 3,5 horas

(para la BChE) [338-339]

La Galantamina, aprobada en el afio 2001, es un alcaloide aislado de la planta
Galanthus woronowii, que actia como inhibidor de tipo reversible competitivo, que si
bien su principal blanco es la AChE también posee inhibicion frente a la BChE [340-
341].
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Un anélisis comparativo de las actividades inhibitorias y los mecanismos de
accion entre los farmacos inhibidores de las colinesterasas aprobados por la FDA y los
andlogos mads activos aqui estudiados se muestra en la Tabla 19.

Informacién sobre la inhibicién de las colinesterasas por parte de los fairmacos aprobados
por la FDA y los andlogos peptidicos méds activos

IC50 (uM)
Compuesto @ Tipo de Inhibicién Reversibilidad
AChE BChE
Galantamina
0,80 £ 0,06 B4 6,60 + 0,00 B4 Competitiva Reversible
(Alcaloide)
Donepezilo Répidamente
0,02 + 0,00 343 7,42 + 0,40 B4 Mixta
(Piperidina) reversible
Rivastigmina
34,17 = 6,00 0,08 +0 Competitiva Pseudoirreversible
(Carbamato)
Bcl-4 (Péptido) 0,90 +0,40 NI No competitiva Reversible
Bcl-5 (Péptido) NI 0,82 +0,05 No competitiva Reversible
Bcl-13 (Péptido) NI 14,42 + 1,00 No competitiva Reversible
Bcl-14 (Péptido) NI 2,12+ 0,00 No competitiva Reversible

@ La naturaleza quimica del compuesto se denota entre paréntesis.

Los andlogos peptidicos estudiados en la presente tesis presentaron una notable
inhibicién de las colinesterasas alcanzando, e incluso superando, los valores de inhibicién
los farmacos comerciales. Para la AChE, se pudo observar que el andlogo Bcl-4 presentd
una actividad inhibitoria superior a la Rivastigmina. Alcanzando el 50 % de inhibicion de
la AChE a una concentracién de 0,90 uM, mientras que la Rivastigmina lo alcanza a 4,15
UM, una concentracion cuatro veces superior. Ademds, Bcl-4 posee una potencia de
inhibicién igual a la de la Galantamina. De la comparacién con el Donepezilo, que al
igual que Bcl-4, presenta inhibicion del tipo no competitiva para AChE, se observa que
este ultimo posee una potencia de inhibicién menor en un orden de magnitud. Si bien el
Donepezilo resulta més activo, la cercania en sus valores de inhibicién hace que Bcl-4
sea altamente prometedor, ya que este es un andlogo con potencialidad para optimizar su

secuencia y lograr mayor actividad.

En cuanto a BChE, los andlogos Bcl-5 y Bcl-14, presentaron una importante
capacidad inhibitoria, con valores IC50 que superan notablemente a tanto a la actividad
de la Galantamina como la del Donepezilo frente a esta enzima. Bcl-5 alcanz6 los valores

de inhibicién de la Galantamina y el Donepezilo a una concentracion seis y siete veces
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menor. Por su parte, Bcl-14 igual6 la inhibicion de mencionados farmacos a

concentraciones entre ocho Yy nueve veces menor.

Una de las caracteristicas mds importantes a la hora de la seleccién de candidatos
a lideres farmacoldgicos en etapas de investigacion preclinicas, es la potencia de estos.
Es decir que aquellos compuestos que logren alcanzar la actividad deseada a una menor
dosis, o concentracion, serdn mds prometedores para avanzar en las etapas posteriores de
estudio [344]. En lo que respecta a las investigaciones en inhibidores enzimaticos, se tiene
como criterio que valores de IC50 del orden de 1 uM son considerados prometedores, y
muy prometedores a partir de 1 nM; por otro lado, valores que superen estos ordenes (1
uM) son catalogados como de baja actividad y la relacion/ costo beneficio para la
generacion de nuevos farmacos no seria optima. Para el caso de los analogos Bcl-4 y Bcl-

5, estos primeros valores de inhibicidn alcanzados resultan sumamente prometedores.

A modo de profundizar en el anélisis sobre el mecanismo de inhibicién de los
andlogos Bcl-4 y Bcl-5 frente a la AChE y BChE, respectivamente, se utilizaron
herramientas computacionales. Las herramientas computacionales son utiles para adquirir
conocimiento acerca de la interaccién entre la proteina-ligando, brindando informacién

sobre los residuos que se encuentran involucrados en la inhibicion.

Inicialmente se realizé un estudio de docking utilizando el servidor HADDOCK.
Este incluye una funcién de score que asigna un Z-score a los grupos o clusters de las
configuraciones encontradas, indicando a cuantas desviaciones estandar del promedio de
los clusters se encuentra el modelo, cuanto mas negativo es el Z-score mejor es el modelo.
En el caso del docking del péptido Bcl-4 frente a AChE el Cluster 3 fue el de mejor
puntaje, con un Z-score de -79.5 + 3.0. Las mejores conformaciones de cada cluster se
utilizaron como estructuras de base para comenzar con los estudios de dindmica
molecular. Como se menciond anteriormente, esta metodologia es la mas adecuada para
la evaluacién de la interaccidn proteina-ligando ya que predice, a diferencia del docking,
la evolucién dependiente del tiempo [345]. Por lo cual se simulé mediante dindmica
molecular el comportamiento de los complejos Bcl-4/AChE obtenidos con el docking en

solvente explicito durante 100 ns.
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Posteriormente se evalud la estabilidad del sistema a lo largo de la simulacién con
el pardametro RMSD. El mismo es una medida de la estabilidad estructural que calcula la
distancia promedio entre los 4&tomos de una estructura en un periodo de tiempo. Cuando
se corre una simulacién de dindmica molecular el sistema se traslada del origen y va
rotando, y para poder hacer un andlisis confiable de los resultados deben utilizarse las
estructuras provenientes de una region temporal estable dentro de la secuencia. La Figura
73 muestra los resultados del andlisis de RMSD para el esqueleto o backbone y para el
total de los atomos del sistema. Mediante este anélisis se observdé un aumento en las
primeras etapas de la simulacién, luego; a partir de los 12,5 ns hubo un cambio estructural
seguido de una estabilizacién que se mantuvo hasta el final de la simulacién, observada
tanto en el backbone como en el total de los atomos del sistema, con valores de RMSD
oscilantes entre de 1,5 y 2 A, respectivamente. Esto indicé que el sistema logré alcanzar

un equilibrio estructural dentro de los 100 ns de simulacion.

25
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FIGURA 73. Grafico del parametro de RMSD versus tiempo de simulacién para el complejo Bcl-
4/AChE, para la el backbone y el total de los atomos del sistema.

Posteriormente, la obtenciéon de la estructura mas representativa entre las
generadas durante la simulacién, se realizé mediante la aplicaciéon de un algoritmo de
clustering a las estructuras generadas en los ultimos 10 ns de simulacién, y se considerd
representativa la estructura mas cercana al centroide del cluster mas poblado. La
estructura representativa para el péptido Bcl-4/AChE es mostrada en la Figura 74. En
esta, se puede observar al péptido Bcl-4 (azul) interactuando con los residuos de la AChE

(rojo), y ademds bloquenado el ingreso al sitio catalitico de la enzima.
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Representacion de la interaccion entre el andlogo Bcl-4 (azul) con residuos de la AChE
(rojo). Imagen obtenida a partir del andlisis con el software Discovery Studio (Biovia).

Una observacion mas detallada de la interaccion puede observarse en las Figuras
75y 76, donde se muestra la interaccion entre los residuos del ligando y la enzima en 3D
y 2D, respectivamente. En estas figuras se puede observar al péptido Bcl-4 interactuar
con tres de los cinco residuos del sitio PAS de la AChE (Asp72, Trp279 y Trp334). En
base a esto, el Asp72 presenta interaccion del tipo puente hidrogeno y cargas atractivas
con el residuo Arg9. En lo que respecta al Trp279, este interacciona a través de su anillo
inddlico, formando un enlace de tipo Pi-catién con el nitrégeno secundario de la Arg9, y
mediante un enlace de tipo m-alquil con los carbonos 3 y 4 del mismo residuo. Por otro
lado, la Try334, uno de los residuos claves del sitio PAS, interacciona mediante su anillo
aromético con el nitrégeno secundario de la Arg9, por un enlace de tipo Pi-catién y a
través de un enlace de tipo puente hidrégeno entre su oxigeno carboxilico con el protén
de una de las aminas primarias de la Arg9. Por otro lado, se puede observar otras
interacciones que logran estabilizar la unién entre el ligando y la enzima (Cys6/GIn74,

Arg9/Asn280 y Argl/Asp285).
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TRP279

FIGURA 75. Visualizacién de las interacciones (lineas rojas) entre residuos del andlogo Bcl-4 y residuos
de la AChE (gris). Imagen obtenida a partir del andlisis con el software Discovery Studio (Biovia).
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FIGURA 76. Representacion 2D de las interaccidnes entre los residuos de Bcl-4 y la AChE. Las lineas
entrecortadas represetan cada tipo de interaccion. Imagen obtenida a partir del andlisis con el software
Discovery Studio (Biovia).

Adicionalmente, y con el objetivo de conocer cuales fueron los residuos de la
enzima con los cuales hubo mayor interaccion, se realizo un analisis de cdlculo de energia
de interaccion por residuo utilizando método MM-GBSA (Figura 77). Este célculo se
realiz6 sobre un conjunto de estructuras provenientes de los ultimos 10 ns de simulacién,
por lo que resulta representativo de la interaccién promedio de cada residuo con la enzima
durante el lapso de tiempo y, potencialmente, aporta informacion confiable sobre la

importancia de cada residuo. Se pudo observar que los residuos de la AChE que mads
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fuertemente interacctuaron con Bcl-4 son la Try334, el Trp279 y la Asp285, con AG de -
4,95, -4,88 y -2,86 Kcal/mol, respectivamente.
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FIGURA 77. Energia de interaccién entre el andlogo Bcl-4 y los residuos de AChE. Los datos expresan
el AG total calculado con el método MM-GBSA. Aquellos residuos con mayor energia de interaccién son
indicados.

El mismo andlisis de descomposicion por residuo se realizé para los residuos del
péptido Bcl-4 (Figura 78). Los resultados mostraron que la mayor contribucién al enlace
con AChE esta dada por la Arg9 con un AG de -7,54 Kcal/mol, seguida por la Argl con
un AG de -3,52 Kcal/mol. Ademads, se observo que la Cys5 no favorece la interaccién con

un AG positivo de 0,47 Kcal/mol.

Descomposicion de energia por residuo de Bcl-4
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FIGURA 78. Energia de interaccion de los residuos del andlogo Bcl-4 y la AChE. Los datos expresan el
AG total calculado con el método MM-GBSA. Menor energia representa una mayor fuerza de interaccion.

Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas | Lic. Roque Spinelli = 215



Capitulo III — Resultados y Discusiones

A modo de resumen de este andlisis de dindmica molecular para el complejo
Bcl4/AChE, se pudo observar que el péptido interacciona principalmente con residuos
del sitio PAS. Siendo las interacciones entre la Tyr334 y el Trp279 con la Arg9 las que
mads contribuyen al enlace. Reportes previos han demostrado que los residuos con los que
interacciona Bcl-4, son también los que interaccionan con varios inhibidores de gran
portencia. El péptido Fas-2 lleva a cabo su inhibicién principalmente mendiante la
interaccion con los residuos Try121, Trp279y Tyr334, de la TcAChE [346]. Por otro lado,
el farmaco Donepezilo, interacciona a través del residuo Trp279 mediante una fuerte

interaccion de tipo m-w [347].

Interaccion Bcl-5/BChE

Por otro lado, se estudi6 la interaccion entre el péptido Bcl-5 y la BChE. Para ello
se procedié de igual modo que lo realizado para el caso anterior. El cluster de docking
mejor puntuado identificado por el HADDOCK presenté un valor de Z-score de -84,1 +
1,8. Las mejores estructuras dentro de éste cluster se utilizaron para la dindmica
molecular. En la Figura 79 se muestra el resultado del analisis de RMSD, del cual se
observo que tanto los dtomos del backbone como el total de los d&tomos alcanzaron la
estabilidad durante la simulacién con valores de RMSD entorno a los 1,5 y 2,5 A,

respectivamente.
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FIGURA 79. Grafico del parametro de RMSD versus tiempo de simulacién para el complejo Bcl-
5/BChE, para la el backbone y el total de los atomos del sistema.

Se selecciond una estructura representativa mediante el algoritmo de clustering.

En la Figura 80 se muestra la interaccién de BcI-5/BChE. Se puede observar que el
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péptido (verde) se posiciona sobre la superficie de la enzima interactuando con multiples

residuos de la BChE (rojo).

Representacién de la interaccion entre el andlogo Bcl-5 (verde) con residuos de la BChE
(rojo). Imagen obtenida a partir del andlisis con el software Discovery Studio (Biovia).

El andlisis de las interacciones 3D y 2D se muestran en las Figuras 81 y 82. En
ellas se puede observar que, los extremos N-terminal y amida-terminal del péptido son
los que principalmente participan de la interaccidn, siendo el extremo amida-terminal el
que mayor nimero de interacciones presenta. Se puede ver que la Tyr8 de Bcl-5 forma
un puente de hidrégeno con el oxigeno fendlico de la Try332, que forma parte del sitio
PAS de la BChE. Ademas, la Argl0 interactia mediante un puente de hidrégeno y enlace
alquilo con la Ala277, que algunos autores la han catalogado como parte del sitio PAS
[86]. A estas interacciones se le suma el hecho que el péptido esta notablemente enlazado
mediante puentes de hidrégeno con otros residuos que forman parte de gorge a la entrada

del sitio catalitico (GIn71, Ser72, Val280, Tyr282, Gly283 y Thr284) [86].
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TYRS42

FIGURA 81. Visualizacidén de las interacciones (lineas rojas) entre residuos del andlogo Bcl-5 y residuos
de la BChE (gris). Imagen obtenida a partir del andlisis con el software Discovery Studio (Biovia).
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FIGURA 82. Representacion 2D de las interacciones entre los residuos de BcI-5 y la BChE. Las lineas
entrecortadas represetan cada tipo de interaccidon. Imagen obtenida a partir del andlisis con el software
Discovery Studio (Biovia).
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El andlisis MM-GBSA de descomposicion de energia por residuos muestra que la
interaccion de los residuos Tyr332, Ser287, Thr284, Ala277 y GIn71 de la BChE
predominanan en la interaccién global con el péptido Bcl-5, con valores de AG de -4,43,
-4,18, -3,94, -3,67, y -2,57 Kcal/mol, respectivamente (Figura 83). Interesantemente, el

residuo Tyr332 del sitio PAS es el que mayor energia de interaccion de enlace posee.
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FIGURA 83. Energia de interaccion entre el andlogo Bcl-5 y los residuos de BChE. Los datos expresan
el AG total calculado con el método MM-GBSA. Aquellos residuos con mayor energia de interaccién son
indicados.

En lo que respecta al analisis de interaccion de los residuos del péptido Bcl-5
(Figura 84), se observé que la Thr9 posee una elevada energia de enlace con un valor de
AG de -7,13 Kcal/mol. Esto es debido a que esta interaccidn se presenta con los residuos
Thr284, Ser287, Asn289, y Gly283 de la enzima mediante puente hidrégeno, lograndose
una fuerte unién del péptido a la enzima. Por otro lado, la Tyr8 que interacciona con la
Tyr332 del sitio PAS posee una energia de enlace de -4,99 Kcal/mol. Por otro lado, se
pudo observar que los residuos Aspl y Asp3, desfavorecen a la interaccién enzima-

ligando, con AG positivos.
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Descomposicion de energia por residuo de Bcel-5
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FIGURA 84. Energia de interaccion de los residuos del andlogo Bcl-5 y la BChE. Los datos expresan el
AG total calculado con el método MM-GBSA. Menor energia representa una mayor fuerza de interaccion.

Los resultados obtenidos mediante estudios de dindmica molecular para el
complejo BcI-5/BChE evidenciaron que este andlogo interacciona con el residuo Try332,
que forma parte del sitio PAS de la BChE. Y ademds, que el complejo enzima-ligando
esta fuertemente estabilizado por interacciones de puentes de hidrégenos con otros
residuos de la enzima. En cuanto a péptidos inhibidores de la BChE reportados, Hp-1971,
también mostro interactuar con el Tyr332, bloqueando el gorge, y evitando asi el ingreso

del sustrato al sitio activo de la enzima [61].

Los estudios computacionales permitieron adquirir valiosa informacién sobre los
complejos enzima-inhibidor. En cuanto a los andlogos Bcl-4 y Bcl-5 se pudo conocer en
profundidad como se lleva a cabo su interaccion con la AChE y BChE. Ademas, se logré
evidenciar que las analogos interaccionan con las enzimas correspondientes mediante el
sitio PAS. Previamente, los estudios cinéticos para estos andlogos mostraron que la
inhibicién que produce es del tipo no competitiva, hecho que se corrobora con los

resultados de dindmica molecular.

I11.4. Los analogos como agentes multimoduladores de las vias

patologicas de la EA

Se ha demostrado que la EA es una compleja enfermedad de naturaleza
multifactorial, cuya etiologia exacta no es conocida totalmente, pero si se han

identificados factores como, la actividad colinérgica cerebral reducida, los agregados de
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placas AP, la agregacion de microtubulos de la proteina t, la sobreexpresion de las MAOs,
la neuroinflamacién y el estrés oxidativo, y dishomeostasis de biometales, considerados

las principales rutas patolégicas involucradas en la enfermedad [68-69].

La eficiencia clinica de las terapias actuales para la EA es limitada, ya que la gran
complejidad de esta hace que se requiera administrar varios farmacos a los pacientes que
la padecen. Es por esto, que en los tltimos tiempos las investigaciones en el desarrollo de
nuevos farmacos se han enfocado en el desarrollo de terapias de tipo MTDLs. La
estrategia de MTDLs consiste en la utilizacién de una sola molécula capaz de modular
multiples vias patoldgicas vinculadas, para alterar el curso de la Enfermedad o incluso
curarla [184; 348]. Los MTDLs pueden ser de una molécula individual con una multiple
bioactividad, o bien pueden disefiarse a través de la unién de dos farmacoéforos, con

actividades diferentes, mediante un linker para formar un hibrido [184].

Esta estrategia de disefio se ha aplicado con éxito en inhibidores de las
colinesterasas, proporciondndoles multifuncionalidad, ademés de mejorar su actividad.
Por ejemplo, un hibrido disefiado de Rivastigmina-Calcona ha logrado aumentar la
actividad inhibitoria de la Rivastigmina frente a la AChE, generando una potente
molécula dual para ambas colinesterasas [349]. Algo similar fue realizado con la
Galantamina, en donde se sintetizaron hibridos de Galantamina y péptidos, los cuales
lograron generar actividad inhibitoria frente a BChE, y también incrementar

notablemente la inhibicion de AChE [350].

En la presente tesis, varios de los péptidos aislados de la piel de la especie B.
cordobae han demostrado ser capaces de actuar en la modulacion de los blancos
terapéuticos de la EA. Entre ellos se puede mencionar a los péptidos Bcl-4, Bel-7, Bel-8,
Bcl-13, Bel-14, y Bcel-15 con bioactividad a concentraciones no mayores a los 200 uM

al menos frente a dos de los blancos terapéuticos de la EA.

El péptido Bcl-4 por su parte, resulté ser el mas prometedor de los péptidos
estudiados como candidato a MTDL, presentando una potente actividad moduladora de
las enzimas AChE y MAO-B, ademds de mostrar actividad antioxidante y quelante del
ion metdlico Fe**. No obstante, el andlogo Bcl-4 no presenta la capacidad de inhibir la
enzima BChE. La BChE representa un blanco fundamental en la teoria colinérgica de la
EA, debido a que cuando la funcién hidrolitica de la AChE es inhibida, la BChE es capaz

de suplantar su funcién manteniendo reducidos los niveles del neurotransmisor
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acetilcolina, disminuyendo asi la sinapsis colinérgica [82; 164]. El més potente de los
andlogos estudiados en la inhibicién de la BChE fue el péptido BcI-5, con valores de IC50
y Ki de 0,82 y 2,97 uM, respectivamente. Notablemente, BcI-5 presentd solamente
actividad sobre esta enzima y no sobre las demds vias estudiadas. Los valores de
inhibicién que presenta Bcl-5 superan en algunos casos a los inhibidores comerciales de
la BChE (Galantamina y Donepezilo). Esto hace que Bcl-4 y Bcl-5 sean excelentes
candidatos para la futura generacion de una molécula hibrida con capacidad de MTDL

frente a las cinco rutas patoldgicas mencionadas de la Enfermedad de Alzheimer.
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Conclusiones

Durante este primer capitulo se estudiaron cinco extractos obtenidos mediante
extraccion con solventes, pertenecientes a las familias Hylidae y Leptodactylidae del

Litoral argentino.

La caracterizacion analitica llevada a cabo mediante cromatografia,
espectrometria de masas, geles de electroforesis y dcido bicinconinico, mostré que los
extractos son de una amplia complejidad, estando constituidos tanto por péptidos como

por proteinas. Solamente se observo la presencia de alcaloides en uno de los extractos.

El estudio de actividad bioldgica in vitro frente a las colinesterasas (AChE y
BChE) puso de manifiesto la capacidad inhibitoria de dos de los extractos estudiados: B.
cordobae y P. minuta (Hylidae). Los andlisis de las cinéticas de inhibicién permitieron
concluir que B. cordobae poseen una inhibicién de tipo no competitiva, mientras que P.
minuta presentd una inhibicion competitiva frente a las colinesterasas. Mediante la TLC-
bioautografia, se evidencié que compuestos de naturaleza peptidica y/o proteica son
fundamentalmente los responsables de la inhibicién de las colinesterasas en ambos
extractos. Ademds, ambos extractos mostraron ser activos contra otros blancos
terapéuticos fundamentales en las terapias frente a la EA, al inhibir la enzima MAO-B,

poseer actividad antioxidante y ser capaz de quelar biometales como el hierro.

Respecto a la toxicidad, el extracto de P. minuta no resulto ni hemolitico ni
citotoxico a las concentraciones que resulto activo; mientras que B. cordobae presentd

cierto grado de toxicidad, aunque impero su bioactividad.

Con esto se demuestra y confirma la potencialidad que poseen las especies de
anfibios como agentes multi-objetivo de los blancos terapéuticos de la Enfermedad de
Alzheimer, sentando las bases necesarias para continuar con el estudio en profundidad de
las especies B. cordobae y P. minuta a fin de aislar los péptidos bioactivos que las

constituyen.
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En este segundo capitulo, se realizé la purificacion mediante HPLC en fase
reversa de los extractos activos de las especies B. cordobae y P. minuta. A las fracciones
purificadas se les evalud la capacidad inhibitoria frente a las enzimas colinesterasas AChE
y BChE. Se obtuvieron y analizaron las fracciones Bcl y Bell de B. cordobae y Pmll de
P. minuta. Se realiz6 el secuenciamiento peptidico de novo a través de espectrometria de
masa en tindem (ESI-MS/MYS) de las dichas fracciones bioactivas. Mediante el estudio
peptidémico se lograron identificar 135 secuencias, de las cuales 19 fueron seleccionadas
(en funcién de su Score de confianza) para continuar con las investigaciones. De estas 19

secuencias, 15 fueron de la fraccién Bcel, 3 de Bell y solo 1 de Pmll.

Los estudios in sillico de caracterizacion fisicoquimica permitieron comprobar
que las secuencias son de tipo carboxiamida, hecho comin en péptidos naturales.
Ademais, se pudo observar que los péptidos son de una longitud de cadena relativamente
corta, cargados tanto positiva como negativamente, y de media a baja hidrofobicidad.
Estos parametros se mostraron en concordancia con los reportados para péptidos
bioactivos. Por otro lado, se utilizaron herramientas computacionales para predecir las
estructuras secundarias de los péptidos, encontrdndose que estos poseen regiones tanto de

hélices a como de Coil, no observandose conformacion § o lamina plegada.

Se llevaron a cabo estudios comparativos de las secuencias identificadas frente a
secuencias peptidicas reportadas en base de datos, a fin de conocer la novedad de estas.
En base a esto se pudo concluir que las secuencias son novedosas, presentando una
similitud no mayor al 45 % con secuencias reportadas. Notablemente, en su mayoria las

similitudes se hallaron con PAMs aislados de pieles de anfibios.

Por dltimo, los estudios evolutivos de las secuencias permitieron evidenciar

péptidos filogenéticamente relacionados entre si.

Durante este capitulo se realizd la sintesis quimica en fase s6lida mediante
metodologia Fmoc de diecinueve péptidos identificados de los extractos de las pieles de

B. cordobae y P. minuta. Estos andlogos generados fueron evaluados frente a los cinco
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blancos terapéuticos de la EA, como agentes antioxidantes y quelantes, y frente las

enzimas MAO-B, AChE y BChE.

Se observo para las colinesterasas que los péptidos de la serie B¢l fueron los més
activos. Frente a la AChE, Bcl-4 fue el de mayor actividad, con valores de inhibicién que
superan o estdn en el orden de actividad de los farmacos comerciales. Ademas, Bcl-4
mostro inhibir la AChE de forma reversible no competitiva, mediante la interaccion con
los residuos del sitio PAS. En cuanto a la BChE, los andlogos de mayor actividad fueron
Bcl-5, Bcl-13 y Bcl-14, resultando todos ser inhibidores de tipo reversible no
competitivos. Bcl-5, fue notablemente activo, con valores que superan tanto a los

farmacos Galantamina y Donepezilo.

La actividad de MAO-B se vio inhibida por los andlogos Bcl-4, Bcl-13, Bel-14 y
Bcl-15. Dentro de los cuales Bcl-4 resulté el de mayor potencia. Estos estudios,
evidenciaron la capacidad de los andlogos Bcl-4, Bel-13 y Bel-14 de modular tanto a las
enzimas colinesterasas como a la monoamino oxidasa B. Por otro lado, los andlogos
mostraron la capacidad de actuar como agentes neuroprotectores, presentando actividad
antioxidante y quelante del ion Fe?*. Los andlogos Bcl-15 y Bcl-4 fueron notablemente
antioxidantes, mientras que BcI-4, ademds, fue capaz de quelar al Fe?*. Los andlogos mds

activos no resultaron hemoliticos a concentraciones de bioactividad.

Los analisis de bioactividad in vitro, los estudios cinéticos, asi como los estudios
computacionales de docking flexible y dindmica molecular, pusieron de manifiesto que
los andlogos de la serie Bcl poseen la capacidad de actuar como agentes
multimoduladores de las vias involucradas en la Enfermedad de Alzheimer, siendo

sumamente prometedores para la futura generacion de moléculas terapéuticas.
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Material Anexo
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FIGURA Al. Curva de dosis respuesta de la actividad enzimadtica de la AChE frente a los extractos.
Grifico realizado con el software R, y el paquete ggplot2.
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FIGURA A2. Curva de dosis respuesta de la actividad enzimatica de la BChE frente a los extractos.
Grifico realizado con el software R, y el paquete ggplot2.
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FIGURA A3. Curva de dosis respuesta de la actividad enzimética de la MAO-B frente a los extractos de
P. minuta y B. cordobae. Griéfico realizado con el software R, y el paquete ggplot2.
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FIGURA A4. Curva de dosis respuesta de la actividad antioxidante de los extractos, expresada como %
de radical DPPH. Grifico realizado con el software R, y el paquete ggplot2.
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secuencias de Score < 80 % identificadas de B. cordobae y P. minuta mediante el anélisis proteémico del software Peaks Studio y ESI-MS-MS

Acrénimo Secuencia® g‘; Iﬁ.il;::;l; Ionm/z  z MoIl)eez::lar % Local de confianza®
Serie Bel

Bcl-16 TM(Ox)ELAHQR 79 501,2406 2 1000,476 939599 99 88 53 56 52
Bcl-17 HTANHPLDRKR 79 672,8699 2 1343,717 88 91 96 84 96 96 88 56 54 61 61
Bcl-18 GSKAFALAATR 79 546,817 2 1091,6086 76 8289 87 77 87 89 73 60 61 90
Bcl-19 GSKKFPGQFLR 79 632,866 2 1263,7087 80 8097 94 8894 91 50 61 80 52
Bcl-20 TLAFVELAKGV 79 574,3381 2 1146,6648 65 57 62 8592 98 98 94 83 65 66
Bcl-21 SGKVYVPASAR 78 567,8225 2 1133,6191 8283555267 10086 77 77 83 95
Bcl-22 VLYPDFVFYAPR 78 743,9006 2 1485,7656 43 474893 93 96 98 96 65 8590 79
Bcl-23 KKFATVSLPR 78 573,8582 2 1145,6921 28 8073979898 95 77 82 48
Bcl-24 TLPAQVVAARAD 77 606,3397 2 1210,667 929397 98 7293 93 86 79 44 44 38
Bcl-25 TPTVSLPGV 77 4357541 2 8694,858 73739390 81 76 65 69 70
Bcl-26 RKYVKSVR 77 518,3254 2 1034,6348 44 58 52 85 96 96 97 87
Bcl-27 EEHQQVVSR 77 556,2769 2 1110,5417 91 9592 44 47 66 90 94 72
Bcl-28 PSAPDHLGFYR 77 630,3107 2 1258,6094 3748549393979796 838361
Bcl-29 HGKKGVPFGF 76 537,3032 2 1072,5.818 71727363 637882889376
BclI-30 EPKPVADTLSR 76 606,8271 2 1211,6509 60 60 62 83 8994 94 96 75 76 45
Bcl-31 QAAGVDTDGHLLGV 76 676,8413 2 1351,6731 56 69 76 67 67 839293929194 84 45 50
Bcl-32 PTGYGTTVFLTR 76 656,8459 2 1311,6824 50577792 80 818887907579 52
Bcl-33 GSKLHPERKAAA 75 632,8603 2 1263,7046 71 819178789089 6947677171
Bcl-34 GSAAFLDKSQR 75 590,3145 2 1178,6042 85869577 677595 73 6555 54
Bcl-35 FKKNADEVGGEAVAR 75 7959192 2 1589,8162 3264 51 68 98 99 99 99 96 92 90 85 37 37 80
Bcl-36 HGCGYGFHLHGER 75 735,3228 2 1468,6418 34 4567959691 87 89 96 88 68 69 50
Bcl-37 HTEVGKKKGFT 75 616,3488 2 1230,6721 515971929193 82876870 54
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Bcl-38 SADVGPVAAAGAR 74 571,2976 2 1140,5886 343843 96 96 88 82 86 86 73 74 80 91
Bcl-39 KKFLSGEDR 74 540,2963 2 1078,5771 28 54 55 85 91 85 86 98 87
Bcl-40 KCKVVAA 74 359,7195 2 717,4207 417685927676 76

Bcl-41 FAKKGPAVSPLVPR 74 7339492 2 1465877 65 63 81 92 92 89 88 96 96 67 55 55 53 44
Bcl-42 SPLLNAFER 74 523,7821 2 1045,557 54548992 7283788261
Bcl-43 FAGKGTKFLR 74 562,8373 2 1123,6501 62587279 848797747651
Bcl-44 GSVVPPAVT 74 413,7384 2 825,4596 78799598 48 72 60 61 72
Bcl-45 AAAFKKAA 74 389,231 2 776,4544 899074 6371497678

Bcl-46 VPLHQQAAM(Ox)R 74 583,8041 2 1165,6025 69 79 97 95 62 57 88 67 67 55
Bcl-47 EPALDDSAYGSR 73 640,7801 2 1279,5681 80939790 90 85 59 55 55 54 64 56
Bcl-48 TM(Ox)SFTTTAPST 73 580,7628 2 1159,5068 68 70 86 89 94 88 71 57 54 5571
Bcl-49 TPVDHEVLLVHA 73 665,3665 2 1328,7087 716773 68 65739097 96 61 66 49
Bcl-50 GSLPLAGSAVLTR 73 621,3589 2 1240,7139 555477 54 48 54 92 95 98 96 83 87 55
Bcl-51 FTKKSPATAVGSR 73 675,385 2 1348,7463 3433389699 97 96 98 72 63 61 86 76
Bcl-52 SGFVRKSVR 73 518,3061 2 1034,5984 7476 82 63 42 66 79 94 81
Bcl-53 KKFALEPGVPR 73 621,3766 2 1240,729 28 86 72 91 93 96 69 60 68 78 60
Bcl-54 KKFATVSLPR 73 573,8586 2 1145,6921 28 8474 96 97 97 94 59 62 37
Bcl-55 HRVVLSMAA 73 492,2776 2 982,5382 7272 8573 47 48 84 86 87
Bcl-56 PSALAGHDNR 73 519,2573 2 1036,5049 35475699 96 93 88 72 75 65
Bcl-57 FAKKFPSLVGR 73 6253805 2 1248,7341 89 878893 67767268 575745
Bcl-58 CHYDESGPSLVHR 73 750,3378 2 1498,6624 28524474 88999894 87757573 58
Bcl-59 SGKFSAGGNLFR 72 620,8301 2 1239,636 7672 62 61 79 68 66 78 69 83 92 62
Bcl-60 DNGVPEANEALER 72 707,354 2 14126,531 63 5568 729191927390 86 59 62 39
Bcl-61 FKGRTTLR 72 489,796 2 977,577 62 67 8082 887676 45

Bcl-62 SGGFRSEKATVASGV 72 726,8799 2 1451,7368 8084 4741 4096 97 98 99 91 86 68 59 46 47
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Bcl-63 GSLAAFEEKTR 72 604,8221 2 1207,6196 68 68 91 90 67 68 90 41 51 86 72
Bcl-64 KKFHLTDAER 72 622,8401 2 1243,6672 2833767194 8383889071
Bcl-65 AAPLEVLYMR 72 581,8135 2 1161,6216 75858691 84 76 63 54 50 52
Bcl-66 SGKYLGELLR 72 5683312 2 1134,6396 8084 8455415198918743
Bcl-67 KATRRGSAA 71 459,2686 2 916,5202 6567 5759 53 82 83 89 89
Bcl-68 RFKTLAGR 71 4747907 2 947,5665 57523961 84 909097
Bcl-69 TEMALLESR 71 5252662 2 1048,5222 3543459798 92 83 84 65
Bcl-70 GSLLARGLNVR 71 5783571 2 1154,6882 67 67 8870 51 63 88 80 64 88 59
Bcl-71 AFKKTVDLPR 71 587,8555 2 1173,687 494871 809393 8672 74 46
Bcl-72 SGAAFKGQNLAR 71 610,3364 2 1218,647 87878663 61 70 63 49 61 85 88 54
Bcl-73 YLVKGSCGSLGV 71 591,8117 2 1181,6113 304053989388 797589905859
Bcl-74 TPMRSGPEPLLR 71 677,3744 2 13527234 5857 6776 66 52 67 94 93 8391 49
Bcl-75 SGKFLLVENR 71 581,838 2 1161,6506 858556516199 78647061
Bcl-76 KTGPPVAGDDAPGV 71 427,5544 3 1279,6409 60 46 40 38 56 68 9397 94 89 87 81 71 74
Bcl-77 KNVHVLTVDAAA 71 619,3527 2 1236,6826 474144 589593717190 79 8080
Bcl-78 AANKKRAA 71 4152546 2 828,4929 8079 51 63 53 659678
Bcl-79 TFGLPLPVTKAKTT 70 7374376 2 1472,8601 596171757484 6765736959 789061
BcI-80 YDEALDHDGVVEVPR 70 857,4053 2 1712,8005 536952 81949797 94 84 8590 51 36 35 39
Bcl-81 PSDGFSFLLHVPGT 70 7373772 2 1472,73 68 70 83 85 84 84 8277 51 55 60 55 57 75
Bcl-82 SGRFLAVELTGK 70 639,3696 2 1276,7139 78 78 81 61 52 88 93 95 93 50 36 37
Bcl-83 PSENPVKHRGKT 70 6753685 2 1348,7212 555877708994 94 63 45 68 74 54
Serie Bell
Bcll-4 DETFEEAGATGR 79 641,7813 2 1281,5474 84 839599 98 81 77 44 48 70 86 90
Bcll-5 TLPAQVVAARAD 78 606,3416 2 1210,6670 949394 94 64 8891 90 85 51 51 40
Bcll-6 APGQVRAKKATR 78 321,4482 4 1281,7629 77 69 76 46 60 62 96 97 86 84 96 85
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Bcll-7 KVAAVGVAK 77 42177752 2 841,5385 97 90 87 49 40 50 93 93 96

Bcll-8 VPSGPDGR 77 392,7004 2 783,3875 27858474 73 90 96 85

Bcll-9 KPLLKTESAKSAKSK 77 808,4896 2 1614,668 8070 73 94 94 86 77 77 78 80 51 54 85 93 56

BclI-10 SPLGANTPKPED 76 613,3066 2 1224,5986 74779070 61 62 89 94 91 75 76 53

Bell-11 KPLKTESAKSAKSK 76 3764775 4  1501,8828 60 59 71 92 95 88 82 83 88 55 55 82 94 53

Bcll-12 EEAGM(Ox)GSSHE 76 525,1926 2 10483767 96 83 53 50 63 76 79 83 98 74

Bcll-13 KPRKADGDSKVEKSKGK 75 4652676 4  1857,0432 535456 58 73 84 81 86 91 93 94 86 69 65 84 92 60

Bcll-14 QGGVPAVAKAKTR 75 4282619 3 12817517 739294 53 36 32 47 98 99 96 90 91 71

Bcll-15 EPAAM(Ox)M(Ox)PCH 74 509,6960 2 10173718 91 88 8079 79 79 59 66 46

Bcll-16 M(Ox)ETREHCH 74 5297101 2 10574070 95826565 76 58 81 69

Bcll-17 KPLLKTESAKSAKSK 74 4047487 4 1614,9668 81 66 68 91 9390 80 73 75 85 48 47 71 88 47

Bcll-18 HCEKQEEFSSSEE 73 7848093 2 1567,6096 49697971 54 91 86 55 82 78 81 81 76

Bcll-19 PSGPCAAGAVGLDGEPGPSG 73 8483866 2  1694,7568 405257 52 g; g‘l‘ 2471 ;2 % 2‘2‘ 735132

Bcll-20 EESSCDCGE 73 479.6449 2 9572692 999595 75 71 45 50 64 62

Bcll-21 HCEEGTYSEE 73 5922156 2 11824136 5589 96 98 69 52 46 62 86 75

Bcll-22 EEESSCGEEEEKEE 73 5482010 3 1641,5835 96 91 58 57 58 63 58 64 86 95 80 75 81 58

Bcll-23 SPGALGAVGSAGPAGKSGNR 73 5709668 3 1709,8809 354659797473 84979592 94 95 96 93 89
61534548 45

Bcll-24 EPVDDAGEE 72 4806927 2 959,3719 767376 88 61 50 57 73 100

Bcll-25 KTGPEPAPAAKKGSKKAVTK 7 399,6408 5 1993,1682 764345776747 gg 3‘2‘ gé gg 949676 64 67 60

Bcll-26 QGMPVGGVAPSGDGHGGPQG 72 881,3959 2 1760,7900 424358688278 gg 22 Zg ;‘1‘ 678297989493

Bcll-27 EEEAPEEEM(Ox)NFAGE 7 813,8141 2 16256038 98 98 94 81 85 99 100 75 34 39 33 50 60 62

Bcll-28  LAGAGYFGSAALAGSLGPVGHAEGAGGV 72 8054006 3 24132024 o4 936 8986 5986 592 592 ‘;i ‘;36 137 Eﬁ’) 7596 3553 3; 336 o79

Bcll-29 QPVGQQGGKVRAKAKTR 7 362,6190 5 1808,0493 4748 54 65 53 57 88 89 86 68 60 77 79 90 88 94 78
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BclI-30 PSCFAPGNTGSGP 71 596,2542 2 1190,5027 56 69 8373 77656562 8189726571

9376 685471 7763444571928975898973

Bcll-31 EEAAPGEGGEEKNELPDAAMSTGE 71 806,6852 3 2417,0176 6778 76 43 43 54 84 89

Bcll-32 KPRKSEPGCPAKDAGKVTAGKERPTR 71 553,7102 5 2763,4924 876335 g;’ gg ?é Z? 4712 23 ?é 4913 4912 ji 86 8084

Bcll-33 KPAAPPKPTVGPPK 71 346,9622 4 1383,8237 7454 588691837775514141749293

Bcll-34 LGVGVGSSGPVLLGPDGR 71 546,3013 3  1635,8943 555363938269 67 715245437490 81 74 8295 83

Bcll-35 KPLKTESAKSAKSK 71 501,6342 3 1501,8828 656674 88837671 727842447893 58

BclIl-36 LVGPAGARGPSGMTPPL 71 526,6210 3  1576,8396 959598 96 92 69 67 83 88 78 78 85 36 36 35 38 31

BclIl-37 PSGLCEGKHNGELGPGS 70 819,8761 2 1637,7468 48 54 6373 8684 71 54 56 5975 78 86 89 79 68 71

Bcll-38 KPKLLTESAKGTKSK 70 404,7499 4 1614,9668 75564759 89 84 7475 77 84 46 48 81 94 63

BclII-39 KCHEEEEEEVTGE 70 7743163 2 1546,6094 64 4552 83 98 98 98 96 55 43 43 53 84

BclIl-40 KSVTTGAPLLKASKSK 70 324,0008 5 1614,9668 8478 73 56 55557579 87 91 89 514778 74 49
Serie PmII

PmlII-2 HCEEDHDAEERN 78 742,2825 2 1482,5430 5262 849191959998 98 72 44 43

PmlII-3 VVSPAPRP 76 411,7458 2 821,4759 999991 88 83 58 63 27

PmIl-4 EHDGGYGGEFY 75 615,7387 2 12294624 7478 74 56 56 81 83 81 8392 71

PmlII-5 APRPGALL 74 397,7470 2 793,4810 858386464756 89 99

PmlII-6 LLGDADPPAL 73 491,2654 2 980,5178 10098 9290 76 56 41 42 44 91

PmlI-7 VTRPVQY 73 431,7430 2 861,4708 919097 95 45 47 47

PmlII-8 VVSPAPHPQ 73 466,2534 2 930,4923 9090 78 76 80 84 61 47 48

PmII-9 VVSPAPRPQ 72 4757752 2 949,5345 98 9896 97 92 84 31 28 26

PmlI-10 LLGDWGHAL 72 491,2661 2 980,5079 9997 8976 61 54 39 41 92

PmlII-11 VVSPAPRAGPLL 72 588,8593 2 1175,7026 999998 97 93 70 70 50 34 24 38 86

PmlII-12 HDGAGPAAGVPLK 72 5953161 2 1188,6250 85909493 887981 858145364133

Secuenciamiento por ESI-MS-MS. a) M(ox): metionina oxidada. ¢) porcentaje de confianza por aminodacido.
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FIGURA AS5. Perfiles de HPLC en fase reversa para los analogos sintetizados. Columna analitica C18. Gradiente
lineal (5 a 80 %) de solucién A (0,1 % TFA en agua) a solucién B (0,1 % TFA en ACN) por 33 min. Flujo de 0,8
ml/min. Deteccion: 220 nm.
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FIGURA AS (cont.). Perfiles de HPLC en fase reversa para los andlogos sintetizados. Columna analitica
C18. Gradiente lineal (5 a 80 %) de solucién A (0,1 % TFA en agua) a solucién B (0,1 % TFA en ACN)
por 33 min. Flujo de 0,8 ml/min. Deteccién: 220 nm.
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FIGURA A6. Curva de dosis respuesta de la actividad Hemolitica de los andlogos. Gréfico realizado con el software R, y el paquete ggplot.
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FIGURA A7. Curva de dosis respuesta de la actividad antioxidante de los andlogos y el acido ascérbico. Gréfico realizado con el software R, y el paquete ggplot2.
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FIGURA AS8. Curva de dosis respuesta de la actividad quelante de los andlogos y el EDTA. Gréfico realizado con el software R, y el paquete ggplot2.

800

~ EDTA

Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas | Lic. Roque Spinelli | 241



Actividad MAO-B (%)

100

100

~ Bell-1
Bol-1 750- ~ Bell-2
Bel-2 o Bell-3 75.0-
Bal-3 ~ Pmil-1
Bel-4
Bel-5
Bol-6
Bol-7
Bel-8
Bel-9
Bel-10
Bel-11
Bel-12
Bel-13
Bol-14
Bol-15

@
8
o

o
3

Actividad MAO-B (%)
Actividad MAO-B (%)

LK IR AR B R BE N AR BN NI A

250~ 25.0- 25,04

0.00 0.00- 000~

25 50 100 200 400 50 100 ) 200 400 000076 00015 0003 0006 0012 0024 0048 0097 0495
Concentracion (uM) Concentracion (UM) Concentracién (M)

FIGURA A9. Curva de dosis respuesta de la actividad enzimética de la MAO-B frente a los andlogos y la Selegilina. Gréfico realizado con el software R, y el paquete ggplot2.
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