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RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer es una patologia neurodegenerativa y multifactorial que representa
en la actualidad una problematica crucial de salud. Es la causa fundamental de demencia en la edad
avanzada y las muertes asociadas a ésta se han visto incrementadas en un 68 % tan sélo en la ultima
década. Mientras la esperanza de vida global aumenta en casi todos los paises, mayor relevancia
adquiere esta problematica de salud. La naturaleza multifactorial de la enfermedad dificulta el
desarrollo de una cura efectiva. La ausencia de una cura real representa un desafio en el escenario
clinico contemporaneo. El péptido beta amiloide ha sido identificado como un factor neurotdxico
clave en esta patologia, asi como el fallo colinérgico. Actualmente, los medicamentos para el
tratamiento sintomdtico del Alzheimer son principalmente inhibidores de la enzima
acetilcolinesterasa. La etiopatogenia compleja del Alzheimer impone el desarrollo de ligandos
multiobjetivos, capaces de atacar simultdneamente a varias de las vias neuropatoldgicas de la
enfermedad. La obtencion de al menos un ligando multiobjetivo contra al menos dos de los
mecanismos patolégicos del Alzheimer fue el objetivo principal de esta tesis. Se planteé como
hipotesis de trabajo, que la obtencién de compuestos hibridos entre benzodihidrofuranos y
chalconas dard lugar a moléculas con actividad neuroprotectora que podran convertirse en
candidatos terapéuticos para el tratamiento del Alzheimer. En esta tesis doctoral, enmarcada en el
campo de la Quimica Bioldgica, se sintetizaron y caracterizaron 15 compuestos hibridos derivados,
por un lado, de un benzodihidrofurano andlogo a la fomannoxinay, por el otro extremo, de diversas
arilcetonas con distintos patrones de sustitucién. Los compuestos fueron sintetizados mediante la
condensacién de Claisen-Schmidt en condiciones alcalinas. Fueron numerados de 3a - 30, vy
caracterizados  estructuralmente mediante técnicas espectroscdpicas convencionales,
determinacién de punto de fusién y espectrometria de masas. Por un lado, la caracterizacion
bioldgica abarcd, en primera instancia, la determinacion de su potencial citotoxicidad, luego de esta
evaluacion preliminar, se procedié a la evaluacidn de su actividad citoprotectora frente a la toxicidad
del péptido beta amiloide. Posteriormente, se determiné para los mejores candidatos la habilidad
para inhibir in vitro la velocidad de agregacién de dicho péptido, asi como su potencial como
moduladores alostéricos positivos de receptores humanos nicotinicos a7. La evaluacion de la
actividad biolégica se concluyd con la confirmaciéon de la actividad neuroprotectora para el
compuesto mas activo bioldgicamente. El desarrollo de estos experimentos nos permitié obtenery

caracterizar un compuesto con estructura tipo chalcona (3c) que posee la capacidad de preservar la



viabilidad celular en la linea celular ensayada (PC-12), la habilidad de inhibir la agregacion del
péptido beta amiloide contrarrestando su citotoxicidad, la capacidad de potenciar la actividad de
receptores nicotinicos del tipo a7, ademas de preservar la funcién sinaptica en cultivos primarios
de neuronas de hipocampo. Todo esto lo convierte en un candidato adecuado para el desarrollo de
estudios posteriores dado que muestra tener efecto de neuroproteccién in vitro mediado por mas

de un mecanismo de accion.



INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes sobre la demencia y la Enfermedad de Alzheimer
1.1.1 Demencia

La demencia constituye en la actualidad un problema de salud fundamental que ademas, representa
una significativa carga fisica, financiera y psicosocial tanto para los pacientes como para sus
familiares e instituciones encargadas de su manejo y cuidado.! Actualmente, a nivel mundial,
alrededor de 55 millones de personas sufren demencia, con mds del 60 % viviendo en paises de
bajos a medianos ingresos. En la medida en que la proporcién de personas envejecidas en la
poblacién se incrementa en practicamente todos los paises, se espera que este nimero aumente a
78 millones en el 2030y a 139 millones en el 2050.2 El término demencia no se utiliza para referirse
a una enfermedad propiamente dicha, sino que mas bien se trata de un sindrome clinico
caracterizado por un deterioro cognitivo progresivo que interfiere con la capacidad de funcionar de
manera independiente.>* Los sintomas de demencia son graduales, persistentes y progresivos, y los
pacientes que sufren demencia experimentan cambios cognitivos, funcionales y de
comportamiento. Su presentacion clinica posee una significativa variacion interindividual, y el
deterioro cognitivo causado puede presentarse como pérdida de memoria, trastornos de la
comunicacién y del lenguaje, agnosia (incapacidad para reconocer objetos), apraxia (incapacidad
para ejecutar tareas previamente aprendidas) y discapacidad o capacidad disminuida en funciones
ejecutivas (razonamiento, juicio y planificacion). Este deterioro cognitivo proviene del dafio a la
corteza cerebral causado por el fallo sindptico, la inflamacién y los cambios en el metabolismo

cerebral.®

Los sintomas conductuales y sicoldgicos de la demencia son las principales complicaciones de esta
condicidn. Los sintomas mas comunes (agitacidn, apatia, agresion, psicosis, alucinaciones y delirios)
constituyen impedimentos importantes para el desempefio y funcionamiento normal y representan
también un riesgo de seguridad tanto para los pacientes como para sus cuidadores.
Desafortunadamente, muchos de los sintomas conductuales y sicoldgicos, tales como el
vagabundeo, acaparamiento, comportamientos inapropiados (desinhibicién sexual, la ingestion de
objetos), comportamiento repetitivo e inquietud no responden bien a la farmacoterapia. En la
versién mas reciente (con relacion al afio 2017) del Diagnostic and Statistical Manual of Mental

Disorders (DSM-V), fue introducido el término desorden cognitivo para reemplazar el término
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demencia. Los seis dominios cognitivos afectados por la demencia son aprendizaje y memoria,
lenguaje, atencion compleja, funcidn ejecutiva, motora perceptiva y cognicién social. El desorden
cognitivo se clasifica como moderado o mayor dependiendo de la severidad de los sintomas. Mas
exactamente, los pacientes con MCI (desorden cognitivo moderado: mild cognitive disorder)
presentan un declive discreto respecto a sus niveles previos de desempefio en uno o mas dominios
cognitivos. Por el contrario, el desorden cognitivo mayor es diagnosticado cuando los déficits en uno

o méas dominios interfieren con la independencia y funcionalidad en las actividades cotidianas.®

1.1.2 Enfermedad de Alzheimer (EA)

La enfermedad de Alzheimer, la causa mas comun de demencia, da cuenta del 60 a 75 % de la
totalidad de los casos.” Mds aulin, mientras que las muertes causadas por otros problemas de salud,
tales como enfermedades cardiacas, ha disminuido en los Ultimos afios, las muertes atribuidas al
Alzheimer se han incrementado en un 68 %, tan sélo en la Ultima década.® El riesgo principal en su
etiopatogenia es la edad, como consecuencia, en la medida que la esperanza de vida global se
incrementa, aumenta paralelamente el nimero de personas afectadas. Estudios han demostrado
que la prevalencia anual en personas de entre 45 y 64 afos es de aproximadamente 24,2 en 100
000, y la incidencia es de 6,3 en 100 000.° No obstante, la enfermedad es mas comun en personas
mayores de 65 afos, y la probabilidad de contraerla aumenta con la edad, doblandose cada cinco
afios a partir de dicho umbral.’® Fue descubierta en 1906 por el neurosiquiatra aleman Alois
Alzheimer con el caso clinico de Auguste Deter; esta paciente de 51 afios experimentaba pérdida de
memoria, complejo de persecucién y alteraciones sicoldgicas. Post mortem, la necropsia mostro,
entre otros hallazgos, lo que hoy conocemos como marcadores distintivos de la enfermedad de
Alzheimer (acumulacion neuronal de proteina tau hiperfosforilada y placas amiloideas en forma de

depdsitos insolubles extracelulares constituidos por el péptido beta amiloide).'2

El origen multifactorial de esta enfermedad hace que la comprensién del proceso etiopatogénico
global resulte sumamente compleja, ya que es el resultado de la interaccién de numerosas variables
como son la susceptibilidad genética, el envejecimiento y factores medioambientales.3*
Histoldgicamente se caracteriza por la presencia de depdsitos extracelulares insolubles constituidos
por el péptido beta amiloide (AB) y enredos u ovillos neurofibrilares derivados de la

hiperfosforilacién de la proteina tau.!® Existe sin embargo, evidencia reciente y creciente indicando
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gue la mayor neurotoxicidad se debe a los oligdmeros solubles de AB y que las placas amiloideas

podrian constituir un mecanismo de defensa secuestrador de estos oligdmeros.¢’

1.1.2.1 Bases moleculares de la EA

Uno de los riesgos para el desarrollo de esta patologia es la historia familiar y la predisposicidon
genética.'® Existen varias mutaciones que han sido asociadas al Alzheimer heredado de manera
autosémica (FAD: Familial Alzheimer’s Disease), que tiene un inicio temprano (menos de 40 afios)*®
y puede ser visto en pacientes tan jovenes como de 25 afios (EOAD: Early Onset Alzheimer’s
Disease).?’ El péptido beta amiloide, que es el componente principal de las placas densas insolubles
amiloideas y de los oligdmeros solubles, es un producto del clivaje de la proteina precursora de
amiloide (APP: Amyloid Precursor Protein). Esta es una proteina transmembrana que desempefia
un papel fundamental en la regulacion de importantes funciones celulares, especialmente en el
sistema nervioso, donde participa en la sinaptogénesis y la plasticidad sindptica. EI dominio
extracelular actia como factor de crecimiento para muchos tipos de células y promueve la
neuritogénesis en neuronas post-mitdticas. Sin embargo, la protedlisis alternativa de esta proteina
da lugar a la formacion de especies neurotdxicas, incluyendo al péptido beta amiloide que, como ya
es conocido, estd implicado de manera esencial en la patogénesis de la EA.21"22 Mutaciones en los
genes que codifican para la APP y para las presenilinas (PSEN1 y PSEN2), que son proteasas parte
del complejo de y- secretasas responsables por el clivaje de la APP, han sido correlacionadas al FAD.
Mas aun, una duplicacién del locus de la APP puede llevar también a la expresion de FAD. Estos
datos sugieren que la disrupcion del metabolismo de la APP es uno de los factores causantes de la
enfermedad.?®>?* Por otra parte, experimentos con neuronas de hipocampo en cultivo primario han
evidenciado una relacién entre las fibrillas de amiloide y la cascada de sefializacion molecular que

desencadena la hiperfosforilacion de la proteina tau.

Se ha estudiado a dos proteinas kinasas involucradas en la fosforilacion anémala de la proteina tau:
la kinasa dependiente de ciclina Cdk5 y la kinasa glicdgeno sintasa GSK3. La kinasa Cdk5 juega un rol
crucial en el desarrollo cerebral y estd asociada con la neurogénesis segln estudios en células
cerebrales y de neuroblastomas. La desregulacidn de esta proteina kinasa como ocurre cuando es
inducida por la acumulacién de amiloide extracelular, resulta en la hiperfosforilacion de la proteina
tau, desencadenando subsiguientemente una secuencia de eventos moleculares que llevan a la

degeneracion neuronal. De hecho, se ha reportado que los inhibidores de Cdk5 y GSK3 brindan
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proteccién contra los procesos de muerte neuronal.?>28 Evidencia derivada de estudios en cultivos
de células cerebrales y en cerebros indica que el estrés oxidativo constituye también un factor
determinante en la modificacion de las vias normales de sefializacion en células neuronales, todo lo
cual conduce a anormalidades estructurales y a la neurodegeneracidn asociada a la patologia del
Alzheimer.?-31 E| péptido beta amiloide (AB) induce la formacién de concentraciones anormalmente
elevadas de especies reactivas del oxigeno y del nitrogeno (ROS y RNS) asi como una deplecién de
los niveles de antioxidantes enddgenos, y esto juega un rol crucial en el dafio y posterior muerte
neuronal. El tejido cerebral de pacientes con EA presenta niveles incrementados de marcadores de
dafio oxidativo como proteinas, nucleétidos y lipidos peroxidados.3? La peroxidacién lipidica,
interrupcién del ADN, el entrecruzamiento de proteinas y el dafio celular oxidativo ha demostrado
ser capaz de acelerar el proceso de envejecimiento y multiples enfermedades crénicas incluyendo
la diabetes, algunos canceres, la artritis, problemas cardiacos (como la ateroesclerosis), y
enfermedades degenerativas como el Parkinson, el Alzheimer y la distrofia muscular.?*3® Los
productos de la peroxidacion de los dobles enlaces en los acidos grasos poliinsaturados de los lipidos
neuronales son moléculas extremadamente reactivas (malonildialdehido, 4-hidroxi-2,3-nonanal y
F2-isoprostanos)®¢3’ que pueden estimular la hiperfosforilacion y la subsecuente disfuncién de la
proteina tau, la disrupcién de las vias de sefializacidn del calcio intracelular y la induccién de la

cascada apoptotica.3®#°

Otro hallazgo patolégico comun en el cerebro con Alzheimer es la presencia de astroglia reactiva
alrededor de las placas neuriticas. La existencia de células microgliales activadas constituye el rasgo
principal y mas caracteristico de neuroinflamacién en el cerebro con Alzheimer. Aunque las células
microgliales constituyen solamente del 10 al 20 % de la poblacién glial, pueden incrementar
rapidamente el niumero de placas neuriticas.** Ademas, la microglia activada es capaz de producir
factores quimiotacticos que contribuyen a mantener la activacién microglial, asi como varias
proteinas del complemento que ejercen citotoxicidad directa. Asimismo, AB puede unirse y activar
al factor del complemento C1qy a través de este mecanismo, activar la via de sefializacién molecular
de la cascada del complemento.**** Este proceso neuropatoldgico tributa también a la
neurotoxicidad mediante la induccidn de mediadores de inflamaciéon como la interleukina 1 (IL-1) y
el factor alfa de necrosis tumoral (TNFa).*> Numerosos estudios aportan evidencia que indica que la
disfuncién mitocondrial es también un evento neuropatoldgico relevante en el Alzheimer.*¢* La

alteracion en el transporte mitocondrial es considerada un factor de impacto en la patogénesis de
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muchas enfermedades neurodegenerativas, incluida la EA.*® Las mitocondrias son organelos
dindmicos que continuamente se combinan y disocian, formando y rompiendo redes dinamicas
mediante procesos opuestos de fusion y fision, respectivamente. En las neuronas sanas la actividad
mitocondrial se correlaciona con la actividad sinaptica y las mitocondrias juegan un papel
fundamental en la regulacion de la apoptosis neuronal.>® Estos organelos tienden a agruparse en los
sitios donde hay incremento en la demanda energética de la neurona. Diversos procesos pueden
inducir a las mitocondrias a formar redes en diferentes partes de la célula, incluyendo la sinapsis,
los sitios axonales de sintesis proteica, o el crecimiento activo de conos.®! En la EA, las mitocondrias
estan redistribuidas lejos de los axones en las neuronas piramidales, y mas aun, las mitocondrias
gue quedan lejos del soma neuronal incrementan su longitud, dejando largos segmentos de
neuronas privadas de mitocondrias, en abierto contraste con la distribucion mds homogénea
caracteristica de las neuronas sanas.>? Estudios post mortem en cerebros con EA han evidenciado
niveles predominantemente superiores de proteinas asociadas a la fisidn que a la fusidn
mitocondrial, sugiriendo que en el cerebro con Alzheimer prima la fisidn mitocondrial sobre la
fusion.>® La propensién a la fragmentacidon mitocondrial caracteristica de EA puede causar la

liberacidn del citocromo c y otras proteinas conocidas inductoras de apoptosis.>*

La hipdtesis colinérgica, por otra parte, da cuenta también de uno de los eventos neuropatolégicos
claves asociados al Alzheimer. De acuerdo con esta hipdtesis, el declive cognitivo y de la memoria
caracteristicos de EA es mayoritariamente causado por una disminucién en los niveles neuronales
de acetilcolina (ACh), lo cual conduce a la pérdida de la transmision colinérgica a nivel sinaptico.
Esto se conoce como fallo colinérgico o en la neutrotransmision colinérgica (mediada por ACh).>®
Producto de esto, multiples estrategias farmacoldgicas han sido desarrolladas con el objetivo de
paliar o ralentizar los sintomas clinicos caracteristicos de EA y restaurar los niveles neuronales de
ACh en la hendidura sindptica; se han empleado, por ejemplo, precursores de ACh o agonistas
colinérgicos para incrementar la sintesis y los efectos de la acetilcolina, respectivamente.”®>” La
hipotesis colinérgica revoluciond el campo de la investigacién del Alzheimer, transportandolo del
campo de lo meramente descriptivo al concepto moderno de neurotransmision sindptica manejado
actualmente.”® Resultd alin més convincentemente validada cuando se observd que los inhibidores
de acetilcolinesterasa inducen mejoras significativas en la sintomatologia clinica de pacientes con la

enfermedad de Alzheimer.>®®! Aunque se han investigado otros mecanismos fisiopatoldgicos

relevantes, los tratamientos que mejoran la funcién colinérgica adn constituyen una herramienta
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critica en el manejo de la sintomatologia clinica de los pacientes con EA.1% ®2 En este contexto, la
potenciacion de los receptores para la ACh constituye una adecuada estrategia para incrementar su
funcién. Un enfoque muy prometedor y relativamente novedoso lo constituye la potenciacién de la
actividad de los receptores humanos nicotinicos a7 (nAChRs). Este receptor es uno de los principales
para la acetilcolina en el sistema nervioso central, se caracteriza por su ubicuidad en el SNC y se
encuentra fundamentalmente en el hipocampo, la corteza cerebral y las regiones subcorticales
limbicas. Estd estrechamente involucrado en la modulacién de circuitos neurales asociados a la
cognicion, la memoria, el aprendizaje, la atencidn y la entrada de informacién sensorial.®3%* El
declive de su actividad se ha visto asociado a varios trastornos neurolégicos y neurodegenerativos
como el Alzheimer, el Parkinson, y la esquizofrenia.®® Para su potenciacion, se han aprovechado las
ventajas de la modulacidn alostérica como una estrategia emergente y muy prometedora, sin
algunas de las desventajas de la modulacién mediante agonistas ortostéricos. La modulacién
alostérica es aquella que ocurre a través de un sitio del receptor que es diferente al sitio donde
naturalmente se une el ligando endégeno (agonista).®® Los Moduladores Alostéricos Positivos
(PAM), por ejemplo, pueden aumentar la respuesta inducida por el ligando enddgeno mediante su
unién al receptor a través de un sitio distinto al sitio de accidn del agonista. Requieren la presencia

del agonista para ejercer su efecto.®’

Como ya se ha mencionado, presentan varias ventajas sobre el empleo de agonistas ortostéricos;
estas ventajas incluyen la conservacion del patron espacial y temporal de activacion del propio
ligando enddgeno (ACh), mayor selectividad, menores efectos adversos y una enorme diversidad
estructural.’87° La mds atractiva de sus ventajas la constituye, sin duda, la ausencia de
desensibilizacién, caracteristica de los ligandos ortostéricos. Pueden ser clasificados en tipo | y tipo
Il. Ambos tipos incrementan el maximo de corriente generada por el ligando enddgeno, sin
embargo, mientras que los de tipo | ejercen poco o ningun efecto en la desensiblizacion, los PAMs
tipo Il disminuyen la velocidad de desensiblilizacién y pueden reactivar receptores de su estado
desensibilizado.5%%% 7! El empleo de PAMs constituye, por tanto, un curso de tratamiento atractivo

para enfermedades caracterizadas por un deterioro cognitivo como el Alzheimer.5% 72
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1.1.2.2. Enfermedad de Alzheimer y enfoque terapéutico actual

La agencia reguladora de medicamentos y alimentos de los Estados Unidos, FDA, ha aprobado dos
categorias de tratamientos para la EA: la primera incluye un anticuerpo monoclonal AB dirigido
(DMT: Disease Modifying Treatment),”>7* y el segundo grupo, que se emplea principalmente para
tratar los sintomas asociados con el Alzheimer, incluye donepezil (o donepezilo), rivastigmina,
galantamina (inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa: AChEl), memantina (regulador de la
transmision glutamaérgica) y una combinacion de donepezil y memantina (tratamiento

sintomatico).”>”’

Los AChEI (donepezil, galantamina y rivastigmina) se conoce que son efectivos en mejorar las
funciones cognitivas en pacientes con EA. Presentan una eficacia similar en Alzheimer de grado leve
a moderado.”® Evidencia encontrada en estudio de metaanalisis en red indica que ni la monoterapia
con AChEI ni en combinacion de éstos con memantina se traduce en una mejora de la funcidn

cognitiva para pacientes con Alzheimer severo.”

Basado en la Subescala Cognitiva de Evaluaciéon del AD (ADAS-Cog), AChEI, la cerebrolisina, la
huperzina Ay Ginkgo biloba resultaron también efectivos en la mejora de la condicién cognitiva de
pacientes con EA. Asimismo, basado en el Examen de Estado Mini-mental (MMSE) los autores
encontraron también que los AChEI, la huperzina Ay las estatinas resultaron efectivas.® Este dltimo
estudio reportd la evaluacién clinica global cognitiva y conductual, asi como actividades de la vida

diaria como indicadores de eficacia.

En otro rengldon, la IVIG (inmunoglobulina intravenosa) constituye un método pasivo de
inmunoterapia. IVIG y las inmunoterapias pasivas anti AB como el bapineuzumab intravenoso
fueron evaluadas como candidatos terapéuticos para el AD en ocho estudios. En la evaluacion de la

|81

eficacia cognitiva de estas inmunoterapias en el AD leve a moderado, Foroutan et al®* encontré una

mejora estadistica, aunque no clinicamente significativa de la funcién cognitiva.

Estudios de metaandlisis realizados con memantina evidencian que su prescripcion resultd eficaz
para pacientes con Alzheimer de moderado a severo, induciendo una ralentizacién del deterioro
cognitivo, aunque aparentemente, resulta mds eficaz en pacientes con Alzheimer avanzado.®?%

Ninguna de estas estrategias, sin embargo, representa una cura real para la enfermedad. Queda aun
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un largo camino para encontrar un abordaje farmacolégico idéneo para la mejora definitiva de las
funciones cognitivas de pacientes con EA, enfocado directamente en los mecanismos bioldgicos
celulares y moleculares del Alzheimer. La naturaleza multifactorial de esta patologia apunta a la
necesidad de una estrategia basada en ligandos multitarget dirigidos capaces de atacar eficazmente

a mas de uno de los mecanismos de la patogénesis del Alzheimer.

1.2 Linea celular PC-12. Modelo para estudio de EA

PC-12 es una linea celular derivada de feocromocitoma de médula adrenal de rata, con un origen
embriogénico en la cresta neural con una mezcla de células neuroblasticas y eosinofilicas, que
observa un linaje ectodérmico. Dado que comparte este origen embrionario con las neuronas, las
células cromafinicas y su versidon de linea celular, PC-12, comparten con las neuronas varias
propiedades celulares y moleculares. Adicionalmente, las células PC-12 pueden, bajo la influencia
de factor de crecimiento nervioso (NGF) diferenciarse en fenotipos neuronales mediante la
expresién de proyecciones tipo dendritas.?>8 Esta linea celular posee, por lo tanto, gran versatilidad
para su manipulacién farmacoldgica y presenta, ademas, como innegables ventajas para su uso, su
facilidad de cultivo, y una gran cantidad de informacién de respaldo respecto a su proliferaciéon y
diferenciacion.?’-%8, Todos estos factores hacen de esta linea un excelente modelo para trabajar en
el tamizaje y caracterizacion molecular preliminar, antes del empleo de cultivos primarios que
implica el uso de embriones de raton para la obtencién de las neuronas. Aunque el uso mas
predominantemente extendido de estas células es el estudio de la actividad neurotodxica de diversas
sustancias, esta linea celular es también ampliamente utilizada como modelo para enfermedades
neurodegenerativas. La enfermedad de Alzheimer, por ejemplo, puede ser modelada mediante la

administracion exdgena del péptido B-amiloide.®

1.3 Benzofuranos: espacio quimico neuroprotector

La exploracidon de la naturaleza y su vasto arsenal de compuestos bioactivos se remonta
practicamente a los albores de la humanidad. Aun hoy, la naturaleza constituye el mayor laboratorio
y es fuente inagotable de sustancias bioactivas.®®®! Los organismos vivos, como las plantas,
producen una gran variedad de compuestos organicos, de los que la gran mayoria no participa
directamente en el crecimiento y desarrollo del organismo. Estos compuestos se conocen como

metabolitos secundarios, y muchos de ellos han demostrado tener un rol importante en
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mecanismos de defensa y supervivencia de los organismos. Son el resultado de millones de afios de
adaptaciones evolutivas especialmente disefiadas para garantizar la supervivencia en el medio, y
esta singularidad los hace especialmente aptos para su estudio como potenciales precursores de

nuevos y mas potentes farmacos.%2%

El reino Fungi, por ejemplo, resulta particularmente prolifico en cuanto a compuestos bioactivos de
bajo peso molecular, y el creciente nimero de secuencias gendémicas flungicas estudiadas, ha
demostrado indiscutiblemente que el potencial biosintético de estos organismos esta lejos de haber
sido totalmente explotado.’® Entre estos compuestos se encuentran los benzofuranos y
benzodihidrofuranos. Estos constituyen compuestos heterociclicos altamente bioactivos, que
pueden encontrarse en mdltiples productos naturales.®® Exhiben muchas actividades
farmacoldgicamente relevantes que incluyen, pero no se limitan a, antibacteriana, antiflngica,
analgésica, antiinflamatoria y anticonvulsivante.?®7%8% Sin embargo, durante los ultimos afios, su
propiedad mas atractiva, ha sido indiscutiblemente, su actividad neuroprotectora vy, por
consiguiente, su uso potencial en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas como el
Alzheimer.% 19101 Con relacidn a esto, se ha encontrado que especificamente en el Alzheimer, se
han reportado benzodihidrofuranos como inhibidores del proceso de agregacion del péptido beta
amiloide mediante su unién a dicho péptido. 21 Mas aun, se ha propuesto el uso de esta
propiedad para la deteccidn in vivo de placas amiloideas. Hace unos afios (2018), se logré aislar y
caracterizar el benzodihidrofurano fomannoxina, metabolito secundario principal del hongo
comestible y con propiedades antioxidantes Aleurodiscus vitellinus, endémico de la Patagonia
andina. Este compuesto demostrd ser capaz de prevenir la toxicidad de AB en la linea celular PC12
y de incrementar la actividad sindptica de la red neuronal en células nerviosas de hipocampo

embrionario. 104 105,106,107,102,108-109

14 Chalconas: estructuras privilegiadas en la quimica medicinal

La diversidad de compuestos bioactivos presentes en la naturaleza no se limita a los
benzodihidrofuranos solamente. Esto hace que muchas veces se emulen los nucleos quimicos con
actividad terapéutica presentes en muchos de los organismos vivos. Las chalconas, por ejemplo,
constituyen una familia de compuestos con un extraordinario perfil de actividades bioldgicas. Desde
el punto de vista quimico, son 1,3 difenil-2-propen -1- onas y constituyen un subgrupo dentro de la

familia de los flavonoides (Figura 1.1). Biosintéticamente, constituyen precursores de cadena
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abierta para la obtencion de flavonoides e isoflavonoides.'%!!! Devienen estructuras sumamente
atractivas para el investigador de quimica farmacéutica debido al gran nidmero de hidrégenos
reemplazables que poseen, lo cual permite la obtencion de multiples derivados con un vasto

espectro de actividades biolégicas.

¢
Figura 1.1. Estructura base de las chalconas (creacion propia)
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Entre las actividades reportadas para estos compuestos se encuentran la antiinflamatoria,*** anti-

113 114 115

gota, antihistaminica,*** antioxidante,*™ e incluso han evidenciado actividad neuroprotectora
mediante la inhibicidn de complejos enzimaticos que inciden en la hiperfosforilacién de la proteina
tau.'® Dos chalconas han sido introducidas con éxito en la practica clinica: la metochalcona, una
droga colerética, y la sofalcona, un agente antiulceroso (Figura 1.2). El amplio espectro de actividad
de estos compuestos sugiere un perfil de acciones terapéuticas potencialmente muy amplio que
representa un interesante desafio para el desarrollo clinico. Este comportamiento es mayormente
atribuido a la naturaleza electrofilica del sistema carbonilico a-B insaturado caracteristico de estos

compuestos. 117118

0._OH

o o9 T .

Metochalcona Sofalcona

Figura 1.2. Chalconas aprobadas en la practica clinica (creacién propia)

Debido a su caracter electrofilico (son uno de los aceptores de Michael mas conocidos) pueden
formar enlaces irreversibles con diversas macromoléculas bioldgicas. Resulta facil comprender que
esta reactividad puede verse modificada variando el patrén de sustitucion tanto de los anillos
aromaticos como del sistema vinilico. La intuicién quimica nos dice que la modificaciéon de la
electrofilia del sistema se reflejara en su comportamiento quimico-farmacolégico en los sistemas
bioldgicos. Los aceptores de Michael son generalmente biolégicamente activos y se encuentran
involucrados en multiples vias de sefializacién celulares. Constituyen, por tanto, importantes

herramientas en la investigacidn quimico-bioldgica.'%?° Pueden formar enlaces covalentes con los

10



INTRODUCCION

grupos sulfhidrilos de las cisteinas u otros tioles para obtener el correspondiente aducto de Michael,
modulando consecuentemente la actividad bioldgica. Se ha visto que las chalconas, por ejemplo,
pueden modular la via del Keap1l vy liberar el factor Nfr2 el cual, una vez translocado al nucleo de la

célula induce la activacion del sistema antioxidante enddgeno.'?!

1.5 Biosintesis y rutas sintéticas para la obtencion de chalconas

Las chalconas son uno de los principales precursores en la biosintesis de flavonoides, isoflavonoides,
antocianidinas, proantocianidinas, y otros compuestos polifenélicos.'?? La chalcona sintasa (CHS) es
la enzima principal para la biosintesis de chalconas.’?*'?* La fenilalanina es el precursor principal,
que sufre desaminacién de la cadena alifdtica para formar el acido cinamico. Este proceso es
catalizado por la fenilalanina amonio-liasa (PAL) y seguido por la hidroxilacién en posicion para del
anillo aromatico, mediada por la cinamato -4- hidrolasa (C4H) para formar el 4cido p — coumarico.
La sustitucién del grupo hidroxilo catalizada por la Succinil-CoA tiene lugar en el grupo carboxilo
alifatico del acido p-coumdrico para dar lugar al p-coumaroil CoA mediante la enzima 4-coumaroil-
CoA ligasa (4CL). CHS cataliza la condensacion de tres moléculas de malonil CoA y p-coumarail
sucesivamente. El proceso biosintético incluye también descarboxilacién, ciclizacién, vy

aromatizacion del malonil CoA (Figura 1.3).
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Figura 1.3. Ruta biosintética de las chalconas (elaboracién propia)

Las chalconas pueden ser facilmente sintetizadas mediante la condensacién de Claisen-Schmidt, que
implica la condensacién alddlica mixta de aldehidos y cetonas catalizada mediante un acido o una

base, seguido de deshidratacién (Figura 1.4). Para favorecer el producto de la condensacion cruzada,

11
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suelen emplearse aldehidos aromaticos con metil cetonas también aromadticas. Las chalconas
obtenidas son estructuras completamente conjugadas, con una deslocalizacién de sus electrones .
La estabilidad que le brinda a la estructura final el doble enlace conjugado con ambos anillos

aromaticos es la fuerza motriz tras la deshidratacidon que ocurre tras la condensacion.

catalisis acida |
©/\ 0 basica Q F O

Figura 1.4. Esquema general de la reaccién de Claisen-Schmidt (elaboracion propia)

1.6 Mecanismos de neuroproteccion: enfoque farmacoterapéutico actual

La neuroproteccion se refiere a los mecanismos y estrategias empleadas para defender al sistema
nervioso central, ya sea contra una lesién aguda como trauma, evento isquémico, hemorragias, etc;
o contra desérdenes neurodegenerativos cronicos como el Alzheimer, Parkinson, epilepsia, entre
otros.’® Los mecanismos celulares subyacentes tras la neurodegeneraciéon han sido objeto de
interés durante las Ultimas décadas. Aunque las enfermedades neurodegenerativas como el
Alzheimer, el Parkinson, Huntington, y la esclerosis lateral amiotréfica poseen patologias
especificas, comparten entre si mecanismos neuropatoldgicos como la agregacién proteinica, el
dafio oxidativo, neuroinflamacién, apoptosis y disfuncion mitocondrial, fendmenos todos que
contribuyen a la pérdida neuronal. La investigacion actual en estas areas se ha enfocado
fundamentalmente en el desarrollo de terapias de neuroproteccién orientadas a contrarrestar cada
uno de estos mecanismos. Las multiples vias neuropatoldgicas asociadas a la pérdida de sinapsis y
a la neurodegeneracién imponen como conclusidn acertada que dificilmente una mono terapia sera
enteramente satisfactoria y que, por el contrario, multiples agentes trabajando mediante diversos
mecanismos o, ligandos novedosos capaces de atacar mds de un mecanismo neuropatoldgico
ofrecen la mejor alternativa para el desarrollo de una terapia neuroprotectora eficaz.'*® Las
estrategias terapéuticas empleadas para incrementar los procesos neuroprotectores incluyen el
empleo de compuestos con actividad antioxidante como la rasagilina, y la CoQ10 oral que demostré
ser capaz de ralentizar el deterioro motriz en un estudio aleatorizado realizado por 16 meses en
pacientes con Parkinson moderado.’”” Han sido empleados también antioxidantes como los
lazaroides, y los 2-metilaminocromanos para inhibir el incremento de la peroxidacion lipidica y de

4cidos nucleicos y proteinas, asociado al dafio oxidativo en el Alzheimer.1212° por otra parte, la
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activacion excesiva del receptor para N-metil-D-aspartato (NMDA) ha sido implicada en la

fisiopatologia de diversas enfermedades neurodegenerativas y eventos isquémicos.**°

Varios antagonistas de este receptor han sido estudiados para el tratamiento de Parkinson y tanto
la amantadina como el dextrometorfano han mostrado efectos anti-diskinéticos.'**32 En el caso del
Alzheimer, uno de los pocos medicamentos anti-Alzheimer aprobados por la FDA es un antagonista

)13 Se han empleado también medicamentos

de receptores de NMDA (memantina
antiinflamatorios como estrategia de neuroproteccién, ya que hay evidencia de que la inflamacién
sistémica puede promover la activacion de la microglia, conocido desencadenante de
neuroinflamacion.®* La minocliciina, un derivado de las tetraciclinas ha mostrado la habilidad de
reducir la activacién de la microglia,’*® y el uso de antiinflamatorios no esteroidales (AINE) ha sido
asociado a una reduccidn del 45 % en el riesgo de desarrollar Parkinson.'*® Asimismo, estudios
clinicos demuestran que los AINE podrian inducir un retraso en la aparicién del Alzheimer o, retrasar
su progresion.’®” Los compuestos con actividad antiinflamatoria como los glucocorticoides, los
antimalaricos, y las colchicinas constituyen, por esta razén, potenciales areas de interés. El
tratamiento con prednisona ha demostrado ser capaz de suprimir los niveles séricos en las proteinas
de fase aguda en pacientes con Alzheimer. La neurohormona melatonina ejerce efecto inhibitorio
en la agregacidn del péptido beta amiloide, la oxidacidn, y la inflamacidn in vitro, asi como mejoras
en el comportamiento en modelos animales.’3® En otro rengldn, y en aras también de optimizar los
procesos de neuroproteccion, las propargilaminas han demostrado ser potentes agentes anti-
apoptodticos tanto en estudios in vitro como in vivo ya que estos péptidos pueden prevenir la
permeabilizacién mitocondrial, la liberacién del citocromo C, la activacién de las caspasas y la

translocacion nuclear de la gliceraldehido -3-fosfato deshidrogenasa.!®

1.7  Compuestos hibridos benzodihidrofuranos y chalconas

Por todas las razones expuestas anteriormente, en este trabajo se trazé como objetivo la obtencion
de una serie de compuestos hibridos a partir de un ndcleo derivado del benzodihidrofurano natural

fomannoxina (Figura 1.5), neuroprotector,®®

y nucleos de chalconas. La conjugacidn extendida de
este sistema nos permitiria modificar, idealmente ampliar, el espacio quimico neuroprotector del

benzodihidrofurano (Figura 1.6).
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Figura 1.5. Estructura de la fomannoxina (elaboracion propia)
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Figura 1.6. Propuesta de sintesis (elaboracién propia)

Por las razones de tiempo impuestas por la contingencia sanitaria, solamente se estudiaron los
efectos del patrén de sustitucién halogenada. Ante la necesidad de limitarnos a la exploracién de
un solo patrdn de sustitucion, seleccionamos la halogenada ya que la insercién de halégenos ha sido
una estrategia ampliamente utilizada en el desarrollo de medicamentos.**? Un numero
significativo de candidatos terapéuticos y medicamentos ya aprobados en la practica clinica son
compuestos halogenados. Durante mucho tiempo, la insercion de haldégenos se realizaba
mayormente con el objetivo de explotar sus efectos estéricos; sin embargo, el impacto de os
haldgenos en el disefio y desarrollo de medicamentos va mucho mas alla que la simple generacion
de un impedimento estérico. Por ejemplo, la formaciéon de los enlaces de halédgenos en los
complejos ligando-objetivo es un tipo de interaccion intermolecular que contribuye favorablemente
a su estabilidad. Asimismo, la insercién de haldégenos ha sido ampliamente utilizada para
incrementar la permeabilidad a través de la membrana de los candidatos terapéuticos y sus niveles
de absorcidn por via oral.}* Adicionalmente, su inclusién aumenta la permeabilidad a la barrera
hematoencefalica, un prerrequisito esencial para medicamentos que actien a nivel central.* La
naturaleza voluminosa de estos sustituyentes puede inducir cambios conformacionales en la
manera en que el ligando se une a la diana molecular. Esta estrategia es vdlida tanto para agonistas
como para antagonistas.'*° La propuesta de nuestra investigacion se centra en que los compuestos
sintetizados en este estudio, con una estructura hibrida tanto de benzodihidrofurano como de
chalconas, tendran la capacidad de atacar al menos dos de los eventos neuropatolégicos asociados

al Alzheimer.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2. HIPOTESIS

La sintesis de compuestos tipo chalcona a partir de benzodihidrofuranos y metil cetonas aromdticas
dara lugar a moléculas con actividad neuroprotectora capaces de convertirse en candidatos

terapéuticos eficaces contra la enfermedad de Alzheimer u otras patologias neurodegenerativas.

3. OBIJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar los potenciales efectos neuroprotectores frente a la toxicidad del péptido B-amiloide de una

serie de derivados hibridos de chalcona-benzodihidrofurano.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

X Sintetizar y caracterizar una serie de arilcetonas a, B-insaturadas (chalconas) unidas a un
derivado del anillo benzodihidrofurano analogo a fomannoxina.

X Evaluar la actividad citotdxica de los derivados hibridos de chalcona y benzodihidrofurano.

<> Evaluar los efectos citoprotectores de los derivados hibridos frente a la toxicidad del péptido
B-amiloide en linea celular PC-12.

X Evaluar cambios en la agregacion del péptido B-amiloide en presencia de los compuestos

hibridos sintetizados.

X3

%

Evaluar el efecto de modulacion alostérica positiva (PAM) potencial de los compuestos

hibridos sintetizados en receptores humanos nicotinicos a7.

X3

%

Evaluar los efectos neuroprotectores de los derivados hibridos con los mejores resultados de
citoprotecciéon frente a la toxicidad del péptido B-amiloide, en la viabilidad celular y en la
expresion de biomarcadores indicadores de funcién mitocondrial (mitofusina 1) e incremento

de los niveles de glicoproteina presinaptica SV-2.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Técnicas de caracterizacion

Los compuestos sintetizados 3a-3o0 fueron caracterizados por Espectroscopia Infrarroja con
transformada de Fourier (FTIR), Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de H y 13C,
Espectrometria de Masa, y punto de fusién (no corregido). Los espectros de IR fueron registrados
en un espectrofotémetro marca NICOLET FTIT, modelo MAGNA 550. Se preparan disoluciones
sélidas de la muestra a analizar al 1 % m/m en KBr, luego se comprime hasta formar una pastilla y
se analiza en la zona del infrarrojo medio (4000 — 400 cm™) informandose los valores de frecuencia
también en cm™. Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de H y de 13C fueron medidos en
un equipo Bruker Ascend-400 MHz (400 MHz para H y 100,6 MHz para 3C); los desplazamientos
guimicos son informados en ppm (8), relativos a las sefiales del solvente residual y estan dados con
relacidn al tetrametilsilano (TMS). Las constantes de acoplamiento (J) estan reportadas en Hertzios
(Hz). Las integrales corresponden al nimero de hidrégenos y todos los experimentos se desarrollan
a temperatura ambiente. Para los experimentos de 'H se disuelven 10 mg de muestra en 0,60 mL
de un solvente deuterado y para los experimentos de 3C se disuelven 20 mg en 0,60 mL de solvente
deuterado. Los espectros fueron analizados con el programa MestreNova 14.2.0.1% La abreviacion
de multiplicidad utilizada es: singlete (s), doblete (d), dobletes de dobletes (dd), doblete de tripletes
(dt), triplete de tripletes (tt), quinteto (q), sexteto (sxt), y sefial ancha (bs: por sus siglas en inglés).
Los espectros de masa fueron obtenidos mediante un espectrémetro de masa QqToF Impact H.D,
marca Bruker Daltonics GmbH, de Alemania, equipado con una fuente de ionizacién por electrospray
(ESI) acoplado a cromatografia liquida. Se empled un sistema cromatografico de UPLC Agilent 1290
Infinity Il (Agilent Technologies) con un detector U.V. de longitud de onda variable (G7114B —
modelo 1260 Infinity Il — VWD, acoplado al espectrometro de masa de alta resolucién QqTOF (Bruker
Daltonics - Impact, Rheinstetten, Alemania). La adquisicién y el procesamiento de los datos se llevd
a cabo con el software Data Analysis® (Bruker Daltonics GmbH, Bremen, Alemania). Se utilizé una
columna Betasil-C8 (10 x 0,2 mm). Las fases mdviles empleadas fueron Solvente A- Agua y Solvente
B-Acetonitrilo, ambas acidificadas con acido férmico al 0,1 %. El perfil de gradiente fue de 90 — 100
% de B durante cinco minutos, y se mantuvo en 100 % de solvente B durante un minuto, con una
velocidad de flujo de 0,2 mL/min; después de eso, el sistema es llevado a las condiciones iniciales, y
la columna se reacondiciona por un minuto. Se inyectan 1 - 2 uL de muestra disuelta inicialmente

en metanol/agua (9:1 v/v). El experimento de iones totales se desarrollé en el modo positivo de
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ionizacion en un rango de masas de m/z 100 a 1500. Las condiciones de la fuente de ionizacion
fueron: nebulizador 4 bar, velocidad de flujo 8 L/min, temperatura 180 °C, voltaje de End Plate y de
capilar 450 V y 4500 V, respectivamente. La calibracion fue realizada con una solucién de formiato
de sodio 1 mM con masas de referencia de 100 — 1500; después de la corrida, los datos de masa son
recalibrados con el mismo agente de calibracion en el mismo rango de masas. La mediciéon del punto
de fusion fue realizada en un microscopio dptico de luz polarizada Olympus BX51 con platina
calentable INSTEC-HCS 302, conectado a un controlador de temperatura LINKAN TMS94,

informando la temperatura en grados Celsius (°C).

4.2  Sintesis y caracterizacion quimica de los compuestos hibridos benzodihidrofurano-

chalconas:

4.2.1 Metodologia sintética

Los compuestos hibridos de benzodihidrofuranos y chalconas fueron obtenidos mediante la
condensacién de Claisen-Schmidt desarrollada en condiciones basicas. La reaccidn se llevd a cabo
entre el 2,3 dihidrobenzofurancarboxaldehido y distintas acetofenonas con diferentes patrones de

sustitucion (Figura 4.1).

Q
» 9
P> 2n —
O/ R/ A
I P
O NaOH (10% EtOH) g 0
1 3

Figura 4.1. Esquema de sintesis de las chalconas. (elaboracidn propia)

4.2.2 Protocolo de sintesis y caracterizacidén de los productos

A una disolucién de 2n [1,0 mmol (2a: 120 mg; 2b, 2c, 2d: 138 mg; 2e, 2f: 156 mg; 2g: 174 mg; 2h,
2i, 2j: 155 mg; 2k: 189 mg; 2l, 2m: 199 mg; 2n, 20: 246 mg)] en 1,0 mL de etanol se adiciona, de una
vez, 1[0,90 mmol (133 mg)]. Posteriormente, se adiciona el hidréxido de sodio [0,25 mmol (10 mg)]
y la mezcla se deja reaccionar durante dos horas a temperatura ambiente con agitacién constante.
El sélido obtenido es filtrado mediante filtracidon simple y lavado con etanol. El sélido se deja secar
al aire durante 24 horas y luego se recristaliza a partir de etanol en la mayoria de los casos, y metanol

y mezcla de diclorometano y metanol para las dos chalconas iodadas.
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(E)-3-(2,3-dihidrobenzofurano-5-il)-1-fenilprop-2-en-1-ona (3a): Rendimiento: 72%, pf: 124-126 °C.

'H NMR (DMSO-ds): 6 8.13 (d, J = 7.7 Hz, 2H), 7.86 (s, 1H), 7.78 (d, J = 15.3 Hz, 1H), 7.71 (d, ) = 15.4
Hz, 1H), 7.65 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.62 (t, J = 9.2 Hz, 1H), 7.56 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 6.84 (d, J = 8.3 Hz, 1H),
4.61 (t, J = 8.7 Hz, 2H), 3.23 (t, J = 8.7 Hz, 2H). 3C NMR: § 194.35, 167.64, 149.94, 143.32, 138.26,
136.16, 134.12, 133.99, 133.76, 132.82, 130.80, 124.16, 114.71, 77.16, 33.95. HRMS (ESI-FT-ICR)
m/z: Calcd. para Ci17H140,H [M + H]* 250.0094 encontrado 251.1062.

(E)-3-(2,3-dihidrobenzofurano-5-il)-1-(2-fluorofenil)prop-2-en-1-ona (3b): Rendimiento: 53%, pf:

77-79 °C. 'H NMR (CDCl5): 6 8.13 (d, J = 7.7 Hz, 2H), 7.86 (s, 1H), 7.78 (d, J = 15.3 Hz, 1H), 7.71 (d, J =
15.4 Hz, 1H), 7.65 (t, J = 7.4 Hz, 1H), 7.62 (t, J = 9.2 Hz, 1H), 7.56 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 6.84 (d, J = 8.3 Hz,
1H), 4.61 (t, J = 8.7 Hz, 2H), 3.23 (t, J = 8.7 Hz, 2H). >*C NMR: 6 189.25 (d, J = 3.7 Hz), 162.91, 161.16
(d, J=252.6 Hz), 145.50, 133.65 (d, J =9.5 Hz), 131.02 (d, J = 4.1 Hz), 130.58, 125.15, 123.70 (d, J =
167.0 Hz), 122.94 (d, J = 6.9 Hz), 116.57 (d, J = 23.4 Hz), 109.95, 72.09, 29.35. HRMS (ESI-FT-ICR)
m/z: Calcd. para C17H13FO,H [M + H]* 268.0900 encontrado 269.0970.

(E)-3-(2,3-dihidrobenzofurano-5-il)-1-(3-fluorofenil)prop-2-en-1-ona_(3c): Rendimiento: 80%, pf:

149-151 °C. *H NMR (CDCl3): 6 8.12 (t, J = 1.8 Hz, 1H), 7.92 (dt, J = 7.8, 1.2 Hz, 1H), 7.79 (d, J = 15.5
Hz, 1H), 7.69 (ddd, J = 7.9, 2.0, 1.0 Hz, 1H), 7.54 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 7.44 (dd, J = 8.3, 1.8 Hz, 1H), 7.37
(t,J=7.9 Hz, 1H), 7.31 (d, J = 15.5 Hz, 1H), 6.82 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 4.65 (t, J = 8.7 Hz, 2H), 3.26 (t, J =
8.7 Hz, 2H). 3C NMR: & 189.31, 163.00 (d, J = 244.5 Hz), 163.00, 146.12, 140.94, 140.88, 130.49,
130.31 (d, J = 7.4 Hz), 128.42, 127.69, 125.19, 124.16 (d, J = 2.4 Hz), 119.59 (d, J = 21.9 Hz), 118.67,
115.33 (d, J = 22.1 Hz), 110.04, 72.12, 29.37. HRMS (ESI-FT-ICR) m/z: Calcd. para C17H13FO,H [M +
H]* 268.0900 encontrado 269.0970.

(E)-3-(2,3-dihidrobenzofurano-5-il)-1-(4-fluorofenil)prop-2-en-1-ona (3d): Rendimiento: 68%, pf:

155-157 °C. *H NMR (CDCls): & 8.04 (dd, J = 8.6, 5.6 Hz, 2H), 7.78 (d, J = 15.5 Hz, 1H), 7.52 (d, / = 1.8
Hz, 1H), 7.43 (dd, J = 8.3, 1.9 Hz, 1H), 7.35 (d, / = 15.5 Hz, 1H), 7.16 (t, J = 8.6 Hz, 2H), 6.82 (d, / = 8.3
Hz, 1H), 4.64 (t, J = 8.7 Hz, 2H), 3.25 (t, J = 8.7 Hz, 2H). 3C NMR: & 188.96, 165.57 (d, J = 253.9 Hz),
162.86, 145.52, 135.07, 131.05 (d, J = 9.1 Hz), 130.30, 128.35, 127.78, 125.13, 118.71, 115.75 (d, J =
21.6 Hz), 109.99, 72.08, 29.38. HRMS (ESI-FT-ICR) m/z: Calcd. para C17H13FO,H [M + H]* 268.0900
encontrado 269.0967.
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(E)-1-(3,4-difluorofenil)-3-(2,3-dihidrobenzofurano-5-il)prop-2-en-1-ona_(3e): Rendimiento: 91%,

pf: 159-161 °C. *H NMR (CDCls) & 7.77 (ddd, J = 10.5, 8.0, 2.0 Hz, 1H), 7.72 (d, J = 15.4 Hz, 1H), 7.75 -
7,74 (bs, 1H), 7.45 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 7.36 (dd, J = 8.3, 1.8 Hz, 1H), 7.23 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 7.20 (td,
1=9.8,6.8Hz, 1H), 6.74 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 4.58 (t, J = 8.7 Hz, 2H), 3.18 (t, J = 8.7 Hz, 2H). 3C NMR: &
187.41, 162.76, 153.04 (dd, J = 256.0, 13.0 Hz), 150.14 (dd, J = 250.6, 13.0 Hz), 145.92, 135.44 (t, J =
3.9 Hz), 130.20, 128.12, 127.23, 124.95 (dd, J = 7.3, 3.7 Hz), 124.89, 117.59, 117.51 (d, J = 18.9 Hz),
117.20 (d, J = 17.7 Hz), 109.72, 71.81, 29.01. HRMS (ESI-FT—ICR) m/z: Calcd. para C17H12F,02H [M +
H]* 286.0805 encontrado 287.0872.

(E)-1-(2,5-difluorofenil)-3-(2,3-dihidrobenzofurano-5-il) prop-2-en-1-ona (3f): Rendimiento: 58%, pf:

109-111 °C. *H NMR (CDCl5) 6 7.72 (dd, J = 15.7, 1.9 Hz, 1H), 7.50 (d, J = 1.7 Hz, 1H), 7.49 (dt, J = 8.1,
5.0, 3.1 Hz, 2H), 7.40 (dd, J = 8.3, 1.8 Hz, 1H), 7.22 (dd, /= 15.7, 2.6 Hz, 1H), 7.18 (td, /= 8.1, 7.6, 4.3
Hz, 1H), 7.13 (td, J = 9.3, 4.3 Hz, 1H), 6.81 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 4.64 (t, / = 8.7 Hz, 2H), 3.24 (t, J = 8.7
Hz, 2H). 3*C NMR: & 187.62 (d, J = 5.1 Hz), 163.14, 158.76 (d, J = 244.9 Hz), 157.11 (d, J = 248.3 Hz),
146.24, 130.77, 128.44, 127.51, 125.27, 122.13 (d, J = 7.8 Hz), 120.26 (dd, J = 25.1, 9.8 Hz), 118.01
(dd, J = 27.1, 8.8 Hz), 117.10 (dd, J = 25.1, 4.5 Hz), 110.02, 72.14, 29.32. HRMS (ESI-FT-ICR) m/z:
Calcd. para Ci17H12F20,H [M + H]* 286.0805 encontrado 287.0876.

(E)-3-(2,3-dihidrobenzofurano-5-il)-1-(2,4,5-trifluorofenil) prop-2-en-1-ona (3g): Rendimiento: 26%,

pf: 117-119 °C. *H NMR (CDCl3) 6 7.76 (dd, J = 15.6, 1.9 Hz, 1H), 7.71 (dt, J = 9.8, 8.0 Hz, 1H), 7.51 (d,
J=1.9 Hz, 1H), 7.41 (dd, J = 8.4, 1.8 Hz, 1H), 7.22 (dd, J = 15.6, 2.9 Hz, 1H), 7.02 (td, J = 9.8, 6.0 Hz,
1H), 6.81 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 4.65 (t, J = 8.7 Hz, 2H), 3.25 (t, J = 8.7 Hz, 2H). *C NMR: 6 185.98 (d, J =
3.8 Hz), 163.21, 156.93 (ddd, J = 253.0, 10.0, 2.4 Hz), 152.69 (dt, J = 259.0, 15.1, 12.4 Hz), 147.25
(ddd, J = 247.5, 13.0, 3.8 Hz), 146.34, 130.81, 128.47, 127.45, 125.31, 123.85 (dt, J = 16.0, 4.1, 3.5
Hz), 121.70 (d, J = 8.1 Hz), 119.09 (dd, J = 20.2, 4.8 Hz), 110.04, 106.64 (dd, J = 30.0, 20.9 Hz), 72.15,
29.31. HRMS (ESI-FT-ICR) m/z: Calcd. para Ci7H11F30,H [M + H]* 304.0711 encontrado 305.0796.

(E)-1-(2-clorofenil)-3-(2,3-dihidrobenzofurano-5-il)prop-2-en-1-ona (3h): Rendimiento: 87%, pf: 95-

97 °C. 'H NMR (CDCls): & 7.48 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 7.47 (dd, J = 8.0, 1.3 Hz, 1H), 7.42 (d, J = 15.9 Hz,
1H), 6.99 (d, J = 15.9 Hz, 1H), 6.81 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 4.66 (t, J = 8.7 Hz, 2H), 3.26 (t, J = 8.7 Hz, 2H).
13C NMR: 6 194.11, 163.09, 147.09, 147.06, 139.61, 131.32, 131.22, 130.69, 130.65, 130.37, 130.34,
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129.36, 128.46, 127.38, 126.90, 125.13, 123.66, 109.99, 77.44, 77.41, 77.12, 76.80, 72.13, 29.31.
HRMS (ESI-FT-ICR) m/z: Calcd. para Ci7H13ClO,H [M + H]* 284.0604 encontrado 285.0686.

(E)-1-(3-clorofenil)-3-(2,3-dihidrobenzofurano-5-il)prop-2-en-1-ona (3i): Rendimiento: 54%, pf: 118-

120 °C. 'H NMR (CDCl3): § 7.96 (t, J = 1.9 Hz, 1H), 7.87 (dt, J = 7.7, 1.3 Hz, 1H), 7.79 (d, J = 15.6 Hz,
1H), 7.54 (d, J = 2.4 Hz, 1H), 7.52 (dt, J = 7.7, 2.2, 1.2 Hz, 1H), 7.44 (dd, J = 7.9, 2.6 Hz, 1H), 7.43 (t, J
=7.7 Hz, 1H), 7.31 (d, / = 15.5 Hz, 1H), 6.82 (d, / = 8.3 Hz, 1H), 4.64 (t, J = 8.7 Hz, 2H), 3.25 (t, /= 8.7
Hz, 2H). **C NMR: 6 189.18, 163.01, 146.15, 140.34, 134.92, 132.49, 130.53, 129.99, 128.57, 128.40,
127.62, 126.54, 125.18, 118.51, 110.00, 72.11, 29.33. HRMS (ESI-FT-ICR) m/z: Calcd. para
C17H13CIOzH [M + H]* 284.0604 encontrado 285.0684.

(E)-1-(4-clorofenil)-3-(2,3-dihidrobenzofurano-5-il)prop-2-en-1-ona (3j): Rendimiento: 35%, pf: 157-

159 °C. 'H NMR (CDCls): 6 7.95 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.78 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 7.52 (d, J = 1.9 Hz, 1H),
7.46 (d, J= 8.5 Hz, 2H), 7.43 (dd, J = 8.3, 1.9 Hz, 1H), 7.33 (d, J = 15.5 Hz, 1H), 6.81 (d, J = 8.3 Hz, 1H),
4.64 (t, J = 8.7 Hz, 2H), 3.25 (t, J = 8.7 Hz, 2H). *C NMR: 6 189.27, 162.94, 145.82, 138.98, 137.03,
130.40, 129.92, 128.96, 128.38, 127.71, 125.16, 118.58, 110.01, 72.10, 29.36. HRMS (ESI-FT-ICR)
m/z: Calcd. para C17H13CIO>H [M + H]* 284.0604 encontrado 285.0685.

(E)-1-(3,4-diclorofenil)-3-(2,3-dihidrobenzofurano-5-il)prop-2-en-1-ona (3k): Rendimiento: 77%, pf:

153-155 °C. *H NMR (CDCls): 6 8.08 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 7.83 (dd, J = 8.5, 2.1 Hz, 1H), 7.81 (d, J = 15.3
Hz, 1H), 7.57 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.54 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 7.44 (dd, J = 8.4, 1.8 Hz, 1H), 7.29 (d, J = 15.5
Hz, 1H), 6.82 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 4.65 (t, J = 8.7 Hz, 2H), 3.26 (t, J = 8.7 Hz, 2H). 3C NMR: & 188.07,
163.19, 146.57, 138.36, 137.08, 133.30, 130.81, 130.66, 130.49, 128.48, 127.55, 125.28, 117.99,
110.09, 72.16, 29.34. HRMS (ESI-FT-ICR) m/z: Calcd. para Ci;H1,CL,O.H [M + H]* 318.0214
encontrado 319.0294.

(E)-1-(3-bromofenil)-3-(2,3-dihidrobenzofurano-5-il)prop-2-en-1-ona (3l): Rendimiento: 98%, pf:

129-131 °C. *H NMR (CDCls): 6 8.12 (t, J = 1.8 Hz, 1H), 7.92 (dt, J = 7.8, 1.2 Hz, 1H), 7.79 (d, J = 15.5
Hz, 1H), 7.69 (ddd, J = 7.9, 2.0, 1.0 Hz, 1H), 7.54 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 7.44 (dd, J = 8.3, 1.8 Hz, 1H), 7.37
(t,J = 7.9 Hz, 1H), 7.31 (d, J = 15.5 Hz, 1H), 6.82 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 4.65 (t, J = 8.7 Hz, 2H), 3.26 (t, J =
8.7 Hz, 2H). 3C NMR: & 189.20, 163.06, 146.26, 140.61, 135.45, 131.54, 130.57, 130.29, 128.44,
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127.67, 127.02, 125.23, 123.02, 118.55, 110.05, 72.14, 29.37. HRMS (ESI-FT-ICR) m/z: Calcd. para
C17H13BrOzH [M + H]* 328.0099 encontrado 329.0177.

(E)-1-(4-bromofenil)-3-(2,3-dihidrobenzofurano-5-il)prop-2-en-1-ona (3m): Rendimiento: 55%, pf:

165-167 °C. *H NMR (CDCls): & 7.82 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.73 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 7.57 (d, J = 8.6 Hz,
2H), 7.47 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 7.37 (dd, J = 8.3, 1.8 Hz, 1H), 7.27 (d, J = 15.5 Hz, 1H), 6.76 (d, J = 8.3 Hz,
1H), 4.59 (t,J=8.7 Hz, 2H), 3.20 (t, J = 8.7 Hz, 2H). *C NMR: & 189.44, 162.94, 145.88, 137.44,131.94,
130.41, 130.04, 128.38, 127.68, 127.64, 125.16, 118.53, 110.00, 72.10, 29.35. HRMS (ESI-FT-ICR)
m/z: Calcd. para Ci7H13BrO;H [M + H]* 328.0099 encontrado 329.0180.

(E)-3-(2,3-dihidrobenzofurano-5-il) -1-(3-iodofenil)prop-2-en-1-ona (3n): Rendimiento: 62%, mp:

133-135 °C. *H NMR (CDCl3): 6 8.31 (t, J= 1.4 Hz,, 1H), 7.95 (dt, J = 7.8, 1.4 Hz, 1H), 7.89 (dt, J = 7.8,
1.7, 0.9 Hz, 1H), 7.78 (d, J = 15.5 Hz, 1H), 7.54 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 7.43 (dd, J = 8.3, 1.8 Hz, 1H), 7.30
(d,J=15.5 Hz, 1H), 7.23 (t, J = 7.8 Hz, 1H), 6.82 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 4.65 (t, J = 8.7 Hz, 2H), 3.26 (t, J =
8.7 Hz, 2H). 3C NMR: § 188.72, 162.71, 145.82, 141.00, 140.29, 137.08, 130.23, 130.05, 128.09,
127.34, 127.28, 124.88, 118.18, 109.70, 94.21, 71.80, 29.04. HRMS (ESI-FT—ICR) m/z: Calcd. para
C17H13102H [M + H]* 375.9960 encontrado 377.0044.

(E)-3-(2,3-dihidrobenzofurano-5-il) -1-(4-iodofenil)prop-2-en-1-ona (30): Rendimiento: 48%, pf:

155-157 °C. *H NMR (CDCls) :6 7.85 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.78 (d, J = 15.5 Hz, 1H), 7.71 (d, J = 8.5 Hz,
2H), 7.52 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 7.42 (dd, J = 8.3, 1.8 Hz, 1H), 7.31 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 6.81 (d, J = 8.3 Hz,
1H), 4.64 (t,J=8.7 Hz, 2H), 3.25 (t,J = 8.7 Hz, 2H). >*C NMR: & 189.61, 162.83, 145.78, 137.88, 137.82,
130.30, 129.84, 128.26, 127.57, 125.05, 118.39, 109.89, 100.19, 71.97, 29.24. HRMS (ESI-FT-ICR)
m/z: Calcd. para Ci7H13102H [M + H]* 375.9960 encontrado 377.0042.

4.3 Determinacion de la actividad biolégica de los compuestos hibridos

benzodihidrofurano-chalconas

Para la caracterizacién bioldgica de los compuestos sintetizados primero se evalué su citotoxicidad
en la linea celular PC-12 mediante el ensayo colorimétrico de determinacién de viabilidad de MTT
((3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5 bromuro de difeniltetrazolio)).}*® Las células PC-12 son mantenidas

en medio de cultivo DMEM suplementado con suero bovino fetal (5 %), suero de caballo (5 %),

21



PARTE EXPERIMENTAL

penicilina y estreptomicina (1 %) a 37 °C con CO; al 5 %. Las células se utilizaron después de alcanzar
una confluencia de ~ 80 %, a una concentracion de 2 x 10*células por pocillo. Una vez comprobada
la no citotoxicidad de los compuestos se realizaron los restantes ensayos de caracterizacion
biolégica. En primera instancia se realiza la determinacidn de actividad citoprotectora frente a la

toxicidad del péptido beta amiloide (AB).

4.3.1 Evaluacién de citotoxicidad

La evaluacion de la citotoxicidad se realizé determinando la viabilidad celular después de un periodo
de incubacion de 24 horas con cada uno de los compuestos sintetizados. La determinacion de la
viabilidad se realiza mediante el ensayo colorimétrico de viabilidad celular de MTT. El método se
fundamenta en la capacidad reductora mitocondrial de las células vivas, especificamente del
complejo Il de la cadena transportadora de electrones de la mitocondria, conocido también como

7 para transformar a las sales solubles de MTT (de color amarillo) en

succinato deshidrogenasa,*
cristales insolubles de formazan (de color purpura). Los cristales obtenidos se disuelven en alcohol
isopropilico y la absorbancia es medida a dos longitudes de onda en un lector de microplacas. Esta
absorbancia se relaciona directamente con la viabilidad celular. Las diferentes concentraciones de
los compuestos (rango amplio de 1 — 1000 nM: 1, 3, 10, 30, 100, 300, y 1000 nM) se incubaron por
24 horas a 37 °C en microplacas Costar de 96 pocillos con 2x10* células PC-12 células por pocillo.
Posteriormente, se extrajo el medio y se reemplazd con 100 pL de disolucion MTT (1 mg/mL) y se
incubd por un periodo de 2 horas a 37 °C. A continuacidn, los cristales de formazan obtenidos se
solubilizaron en alcohol isopropilico durante 15 minutos a 37 °C vy, finalmente, se midid la
absorbancia en un lector de microplacas NOVOstar (BGM, Alemania) a dos longitudes de onda: 560

y 620 nm. Los datos se procesaron usando el Software NovoStar para las diferentes condiciones

experimentales.

La evaluacion se realiza comparando la viabilidad obtenida para cada concentracion de los
compuestos con la viabilidad obtenida para el grupo control negativo (células no tratadas), cuyo
valor se considera como el 100 %. El criterio de no citotoxicidad es la ausencia de diferencias
estadisticamente significativas entre la viabilidad de los grupos expuestos y el grupo control, con un
95 % de confianza. Se consideraron valores estadisticamente significativos: *p<0.05, **p<0.01 y

***p <0.001 versus control. Todos los analisis se realizaron utilizando el software GraphPad Prism
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(GraphPad Prism, CA, USA). Se incluye también un grupo control positivo de muerte celular tratado

con dimetilsulféxido (DMSO) al 50 % v/v.

Para el ensayo de viabilidad celular, se preparé una solucién stock 100 uM en DMSO. Para los
ensayos siguientes, las disoluciones stocks se someten a tres diluciones seriadas en Solucion de
Buffer Fosfato Dulbecco® (DPBS) para obtener las concentraciones 10 000, 1000 y 100 nM y alcanzar

las concentraciones finales por pocillo establecidas para los experimentos.

4.3.2 Evaluacién de actividad citoprotectora de los compuestos sintetizados

La evaluacién de la actividad citoprotectora se realizdo empleando el mismo protocolo experimental
descrito anteriormente para determinar la citotoxicidad de los compuestos sintetizados. Se
monitored el impacto de la coincubacién de los compuestos con oligdmeros solubles de AB (OS- AB),
a las mismas concentraciones evaluadas en el experimento de citotoxicidad, en la viabilidad de
células PC-12 frente al estimulo citotdxico de AB. Siguiendo el mismo protocolo experimental ya
descrito, las células se coincuban por un periodo de 24 h a 37 °C con los compuestos sintetizados y
con el péptido beta amiloide a una concentracién de 0,5 uM.

Para agregar el péptido beta amiloide y obtener los oligdmeros solubles (OS), AB1.40 (Peptide, Bogart,
GA, USA) se reconstituye en DMSO a una concentracion de 2,3 mM. Se toma una alicuota de 2 uL
de este stock y se disuelve en buffer fosfato salino (PBS) hasta alcanzar una concentracion de 80
UM. Esta solucion es sometida a agitacion vertical a 500 rpm con un agitador magnético por dos
horas a 37 °Cy dos horas a temperatura ambiente. El péptido es utilizado a una concentracién de
0,5 uM.

Se considera un grupo control negativo (células no tratadas), y un grupo control positivo (células
incubadas solamente con OS-AB). En todos los casos la incubacidn con el péptido solamente (control
positivo) reduce de manera significativa los valores de viabilidad con respecto al grupo control
negativo, y se evalua si la coincubacién con AP y las distintas concentraciones de los compuestos
resulta en valores de viabilidad superiores a los obtenidos para el control positivo. Se considera
criterio de citoproteccion un aumento estadisticamente significativo de la viabilidad celular con
respecto al grupo control tratado solamente con AB. (*p < 0,5). Se incluye también un grupo control

positivo de muerte celular tratado con dimetilsulféxido (DMSO) al 50 % v/v.
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4.3.3 Evaluacién de los cambios en la agregacién de AB en presencia de los compuestos

sintetizados

La evaluacidon de los cambios en la agregacion del AB en presencia de los compuestos sintetizados
se realizé evaluando el efecto de éstos en la cinética y perfil de agregacion del AR mediante el
monitoreo de la capacidad del péptido de agregarse y acomplejarse con el compuesto fluorescente
Tioflavina T (ThT). El péptido beta amiloide, al agregarse, se acompleja con ThT y hay un aumento
de la fluorescencia. La fluorescencia emitida permite conocer la progresién del proceso de
agregacion de los mondmeros del péptido. A mayor agregacién, mayor formacién del complejo vy,
por consiguiente, se observard un incremento en la fluorescencia emitida por el sistema. El ensayo
de agregacion de AB se realizé en una placa de 96 pocillos en presencia y ausencia de los compuestos
disueltos en buffer DPBS con 20 uM de ThT (ThT, Sigma Aldrich). El proceso de agregacion se siguié
midiendo la fluorescencia del complejo ThT-AB (longitud de onda de excitacion: 440 nm, de emisidn:
485 nm), cada tres minutos durante cuatro horas. La placa se mantiene a una temperatura de 37 °C

con una agitacion orbital de 500 rpm.

4.3.4 Evaluacién del efecto de modulacién alostérica positiva de los compuestos sintetizados en

receptores humanos nicotinicos a7

La evaluacién del potencial efecto de modulacidon alostérica positiva (PAM: Positive Allosteric
Modulation) en receptores humanos nicotinicos a7 se realizé utilizando la técnica electrofisioldgica
de whole cell con una configuracidn estandar de agarradera de voltaje de dos electrodos. El método
consiste en registrar el maximo de corriente obtenida cuando la acetilcolina se une al receptor
nicotinico y evaluar si esta respuesta es potenciada o no por la presencia de los compuestos unidos
al sitio alostérico del receptor. El ensayo se realizé en ovocitos de sapos Xenopus laevis, en los que
se expresa de manera heterdéloga el receptor humano nicotinico a7 mediante la coinyeccién de ADN
complementario de a7 y una chaperona molecular adecuada (NACHO, en este experimento). Los
animales fueron almacenados y cuidados siguiendo el cédigo de lineamientos practicos del Reino
Unido. Los ovocitos se colectaron en una habitacidon regulada en la instalacion de Servicios

Biomédicos en la Universidad de Oxford.

Los sapos adultos hembra Xenopus laevis fueron adquiridos de Xenopus 1 (M, Estados Unidos). Los

animales fueron almacenados en instalaciones con clima e iluminacién regulados y se emplearon un
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total de 50 sapos. Los sapos se anestesiaron mediante inmersién en tricaina al 0,5 % hasta que no
se observd respuesta al estimulo de pinchazo en el dedo. Posteriormente se decapitan y los |6bulos
ovaricos son cosechados e incubados en colagenasa tipo IA a 2 mg/mL a temperatura ambiente por
dos horas para aislar y defolicular los ovocitos. El procedimiento de incubacion en colagenasa se
llevd a cabo en una solucién (OR2) conteniendo 82 mM de NaCl, 2 mM de KCI, 2 mM de MgCl;, 5
mM HEPES; pH 7,6. Los ovocitos fueron mantenidos a 18 °C hasta el momento de su uso en la misma
solucidn (menos la colagenasa), suplementada con 20 mg/mL de neomicina, 100 Ul/mL de penicilina

y 100 mg/mL de estreptomicina.

4.3.4.1 Ovocitos de Xenopus: expresion del receptor nicotinico para acetilcolina (nAChR) y registros

por agarradera de voltaje de dos electrodos

Los experimentos electrofisioldgicos se llevaron a cabo en receptores humanos nicotinicos a7
expresados heteroldgamente en ovocitos de Xenopus. Para ello, los ovocitos se inyectaron con
a7cADN, vy los registros se realizaron utilizando procedimientos estandares, de acuerdo a técnicas
previamente descritas.’* El a7cADN se coinyectd con la chaperona NACHO en una proporcidon de 1
a7: 0,01 NACHO. La coinyeccidn del ADN complementario con proteinas chaperonas moleculares
incrementa notablemente la expresidn superficial del receptor.®® La expresidon del receptor se
examind no antes de dos dias después, de acuerdo a metodologias previamente descritas.'*® Los
ovocitos se empalaron con dos electrodos llenos con KCl a 3 M, y su potencial de membrana se
mantuvo a - 60 mV durante el experimento. Todos los registros se realizaron a 18 °C, y las células
fueron perfundidas con solucion OR2 a pH 7,4. Las corrientes se registraron mediante una
plataforma automatizada equipada con una configuracién estandar de agarradera de voltaje de dos
electrodos (HiClamp; Multi Channel Systems, Reutlignen, Alemania). Este sistema difiere de la
electrofisiologia estandar y de otras plataformas automatizadas en el hecho de que, en lugar de
aplicar el compuesto a evaluar en perfusidn, el ovocito es movido a un pocillo de una microplaca de
96 pocillos conteniendo 230 pL de la solucién deseada. Los experimentos solamente se llevan a cabo
si el potencial en reposo de los ovocitos empalados era superior a -10 mV y si la corriente total
sostenida era menor que 0,2 HA. Los datos son filtrados a 10 Hz, capturados a 100 Hz usando un
sistema de adquisicién de datos propio y un software de andlisis Matlab (Mathworks Inc, Natick,
Massachusetts, Estados Unidos). Los ligandos se prepararon como soluciones stocks concentradas
en DMSO y luego se diluyeron en el medio de registro hasta obtener las concentraciones de prueba

deseadas. Para determinar la eficacia potenciadora de los ligandos evaluados, se coaplicé una sola
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concentracién de prueba (10 uM) con una ECyo de ACh (concentracion efectiva para producir el 20 %

del maximo de corriente: 30 uM para a7).

La estructura cristalina del nAChR a7 en conformacion abierta (PDBID:7EKT)* se obtuvo del Banco
de Datos de Proteinas RCSB,**® mientras que los &tomos no proteinicos fueron eliminados utilizando
el software Pymol.’*! Los modelos de los compuestos se dibujaron utilizando el software Spartan
18. La optimizacidn de energias y el analisis conformacional también fueron realizadas utilizando
este software y almacenados en formato mol2 . Ademds, todos los compuestos fueron almacenados
digitalmente en formato pdbqt usando la aplicacién AutoDockTools.'*? Para la realizacién de los

experimentos de docking molecular se empled el AutoDock Vina (version 1.1.1)%3

que es empleado
para calcular la energia de enlace de los compuestos con mejor ajuste. Para realizar el acoplamiento
del sitio activo, los mapas reticulares se calcularon usando la opcion de autogrid y centrado en los
sitios activos. Los volumenes escogidos para los mapas reticulares se conformaron con 30 X 30 X 30
puntos, con un espacio interreticular de 0,375 A. El analsis de las interacciones moleculares de los

compuestos en el sitio activo en las proteinas se desarrollé utilizando el software BIOVIA Discovery

Studio Visualizer v.21.1.0.20298.%*

4.3.5 Evaluacidn de la actividad neuroprotectora de los compuestos sintetizados

La evaluacion de los efectos neuroprotectores de los compuestos se realizé mediante técnicas de
inmunofluorescencia en neuronas de hipocampo embrionario de ratén C57BL/6 (E18). Las neuronas
fueron expuestas a distintas condiciones experimentales y se realizé el marcaje de indicadores de
morfofuncionalidad neuronal y de preservacion de la red sindptica. Este ensayo se realizé con los
compuestos con mejores efectos de citoproteccién, con el objetivo de evaluar si podian prevenir el
dafio asociado a AP en la organizacidn sindptica neural de cultivos primarios de neuronas de
hipocampo. Las neuronas fueron marcadas con anticuerpos para la proteina SV2 presinaptica,
glicoproteina de vesicula sindptica esencial para la neurotransmision,® y anticuerpos para
mitofusina 1 (MFN1),%® proteina mitocondrial indicadora de uno de los procesos de la dindmica
mitocondrial (fusion) y, por lo tanto, de la salud de estos organelos y, ademas, con MAP-2, proteina
estructural citoesquelética. Se evaluaron los cambios en los marcadores de SV2 y MFN1 mediante

técnicas de microscopia de fluorescencia confocal.

4.3.5.1 Cultivos de neuronas de hipocampo
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Cultivos primarios de neuronas de hipocampo embrionario de ratéon C57BL/6 (E18) fueron
sembrados en placas pretratadas con polilisina a una densidad de 320 000 células/mL. Los cultivos
se mantuvieron en medio esencial minimo (MEM), suplementado con suero de caballo (10%), DNasa
(4 pg/mL) y L-Glutamina (2mM) durante las primeras 24 h. Transcurrido este tiempo, se cambid por
un medio de alimentacion conteniendo MEM suplementado con suero de caballo (2%), suero fetal
bovino (2%) y N3 (0,5%). N3 es un suplemento que contiene BSA (1 mg/mL), putrescina (4mg/mL),
insulina (1,25 mg/mL), selenito de sodio (1 pg/mL), TH3 (2 ug/mL), progesterona (1,25 pg/mL) y
corticosterona (4 pg/mL). Las neuronas fueron mantenidas en una incubadora termorregulada a 37

°Ccon 5% de CO,, y se utilizaron a los 10 dias de incubacién in vitro (DIV).

4.3.5.2 Inmunofluorescencia

Los cultivos primarios de neuronas de hipocampo de 10 DIV se sometieron a tratamientos crénicos
de 24 h con OS-AB (0,5 uM), el compuesto 3c a las concentraciones de 3 y 300 nM y OS-A mas el
compuesto 3c¢ a las concentraciones de 3 y 300 nM. Se incluyd un control negativo de neuronas no
tratadas. Luego de los tratamientos, las neuronas fueron fijadas con paraformaldehido al 4% por 15
minutos. La permeabilizacién y bloqueo se realizé de manera simultanea con una solucién de suero
de caballo al 10% en PBS y Triton X-100 al 0,1%, durante 20 minutos. Para detectar la glicoproteina
Synaptic Vesicle 2 (SV2), se empled un anticuerpo especifico para SV2, anti-SV2, (1:200, mouse,
Hybridoma Bank); anti-mitofusina 1, (1:200, rabbit, Novus Biologicals) para detectar a la mitofusina
1, y para identificar la estructura neuronal se empleé la Proteina Asociada a Microtubulo 2 marcada
mediante MAP-2 anticuerpo, (1:200, guinea pig, Santa Cruz) incubados por 90 minutos a
temperatura ambiente. Para la deteccién y marcaje de estos anticuerpos primarios, se utilizaron los
anticuerpos secundarios asociados a fluoréforos Cy3 Donkey (1:200, anti-rabbit, Jackson Immuno
Research Laboratories), Alexa Fluor 488 (1:200, mouse) y Alexa Fluor 647 (1:200, anti-guinea pig,
Abcam) para detectar a MFN1, SV2 y a MAP-2, respectivamente. Esta incubacion se realizé por 60
minutos a temperatura ambiente. EI montaje de las células se realizd con el medio fluorescente
Dako (Dako, USA) mientras que la localizacién espacial de AB se determiné mediante el uso de una
forma fluorescente del péptido (AB1-40 TAMRA-labeled, Anaspec) y correlacionada con MAP-2. Las
imagenes fueron obtenidas en el Centro de Microscopia Avanzada Bio-Bio, de la Universidad de
Concepcién, empleando para ello un microscopio confocal espectral LEICA SP-8 y el software Nis
Elements 4.20.01 (Nikon). Las microfotografias se analizaron usando el software MacBiophotonics

Imagel. Para medir los niveles de la proteina de dinamica mitocondrial MFN1, se tomaron 3
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Regiones de Interés (ROls: Region Of Interest) al azar (de un area determinada) en el soma neuronal,
para cuantificar la intensidad de fluorescencia entre los distintos tratamientos. Con el fin de medir
la inmunorreactividad de la proteina sinaptica SV2, se analizaron ROIs de un area estandar en los

procesos primarios de las neuronas.

4.4 Andlisis estadistico

Los resultados fueron graficados como promedio * error estandar de la media y expresados como
porcentaje con respecto al control sin tratamiento. El andlisis estadistico se efectué mediante
ANOVA de una via y se consideraron valores estadisticamente significativos: *p<0.05, **p<0.01 y
***p <0.001 versus control; y #p<0.05, ##p<0.01 y ###p<0.001 versus SO-AB. Todos los analisis se

realizaron utilizando el software GraphPad Prism (GraphPad Prism, CA, USA).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Sintesis y caracterizacion quimica de los derivados hibridos de benzodihidrofurano-

chalconas

Se sintetizaron 15 cetonas a,B-insaturadas (chalconas), numeradas como 3a - 30 (Figura 5.1)
empleando el método de condensacidn aldédlica de Claisen-Schmidt entre un aldehido aromatico,
derivado del benzodihidrofurano de origen natural fomannoxinal® y distintas acetofenonas. La
acetona fue adicionada en un ligero exceso para incrementar la proporcidn del enolato con respecto
al aldehido que sufrira la adicion nucleofilica, asegurando un mayor rendimiento en la obtencidn del

producto de la condensacién cruzada. Las chalconas sintetizadas fueron obtenidas con un

rendimiento de bueno a excelente, entre 50 a 98 % (Tabla 5.1).

(o] (o]
Cl
3a (72%) F 3e (91%) 3i (54% 3m (55%
F o - 0 | 0
z 7 z
oD OOOCk m oD UL
3b (53%) 3f (58%) 3j (35%) 3n (62%
(6]
F F
3¢ (80%) 39 (26%) 3k (77%) 30 (48%
cl o
O
3d (68%) 3h (87%) (98%)

Figura 5.1. Chalconas obtenidas mediante la condensacién de Claisen-Schmidt (elaboracién propia)

Todos los productos obtenidos fueron sdlidos cristalinos de color amarillo intenso o naranja,
coloracién caracteristica de estas estructuras con extensa conjugacién. Se determind el punto de
fusidn para todos los compuestos sintetizados (Figura 5.1). En el esquema metodolégico de reaccion
utilizado, se encuentra altamente favorecida la formacion del producto de la condensacién cruzada
entre el aldehido y la cetona, dado que sélo la cetona puede formar el enolato, que es el agente

nucleofilico que se adiciona al grupo carbonilo del aldehido aromatico.

Tabla 5.1. Resumen 15 compuestos sintetizados.
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FORMULA PUNTO DE
CHALCONA RENDIMIENTO COLOR .
MOLECULAR FUSION

3a C17H1402 72 % Amarillo claro 124-126°C
3b C17H13FO; 53% Amarillo intenso 77-79°C
3c Ci7H13FO; 80 % Amarillo intenso 149-151°C
3d Ci7H13FO, 68 % Amarillo intenso 155-157°C
3e C17H12F20, 91% Amarillo intenso 159-161°C
3f Ci17H12F20, 58 % Amarillo intenso 109-111°C
3g C17H11F30; 26 % Amarillo intenso 117-119°C
3h C17H13ClO; 87 % Amarillo intenso 95-97°C
3i C17H13ClO; 54 % Amarillo intenso 118-120°C
3j C17H13ClO; 35% Amarillo intenso 157-159°C
3k C17H12Cl,0; 77 % Amarillo intenso 153 -155°C
3l C17H13BrO; 98 % Amarillo intenso 129-131°C
3m Cy7H13BrO; 55% Amarillo intenso 165-167 °C
3n C17H1310, 62 % Amarillo 133-135°C
30 Cy7H13102 48 % Color ladrillo 155-157°C

Adicionalmente, como la cetona es aromatica, la formacién del enolato es permitida sélo en una

direccién. Por otro lado, el aldehido aromatico, al no tener protones a no puede dar lugar a la

formacidn del enolatoy, al mismo tiempo, es mas reactivo hacia la adicidn nucleofilica que la cetona,

por lo que el producto de la condensacién cruzada se encuentra mucho mas favorecido que el

producto de la autocondensacion (Figura 5.2). El método, Claisen-Schmidt, es una técnica simple,

versatil, y muy econémica para la obtencién de estos productos. Constituye una metodologia de

sintesis muy empleada en quimica organica ya que permite la formacién de nuevos enlaces carbono-

carbono de manera sencilla, en condiciones generalmente nobles (temperatura ambiente, presion

normal, etc.) y con buenos rendimientos.

157-158
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Figura 5.2. Mecanismo de accién en condensacién de Claisen-Schmidt. (elaboracién propia)
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En nuestro caso, sin embargo, tuvimos tres excepciones con relacion al rendimiento caracteristico

de la reaccién que fueron los compuestos 3g, 3j, y 30 (Figura 5.3).

oD LoD O

31 30

Figura 5.3. Excepciones al rendimiento caracteristico de la reaccion. (elaboracién propia)

Compuesto 3g, en este caso, la acetofenona de partida esta tri sustituida con fldor, y el anillo
aromatico esta fuertemente desactivado por el efecto inductivo de los tres halégenos. Este efecto
desactivante, aunque aumenta la acidez de los tres protones alfa, provoca que el enolato obtenido
sea un atacante nucleofilico mas débil ya que la carga negativa sobre el carbanidn se encuentra
comprometida con un grupo carbonilo electrénicamente deficiente. Esta menor reactividad como
atacante nucleofilico podria ser la causa del rendimiento excepcionalmente bajo obtenido para esta
reaccion en particular. Se ha visto, en chalconas fuertemente desactivadas como las nitrochalconas,
gue la reaccidon de condensacion no conduce al producto esperado en las condiciones alcalinas
convencionales, en casos como este, el empleo de catalizadores acidos, seguido de la neutralizacion
por la correspondiente base, ha permitido la obtencidn del precipitado con el producto de la

condensacién cruzada.**?

Compuestos 3j y 30; durante la sintesis de estas dos chalconas hubo diferencias importantes en los
procesos de purificacion en comparacién con los otros compuestos. El crudo de la reaccidn para 3j,
resulté ser desde el principio mas dificil de trabajar, de ahi este bajo rendimiento. Para el
tratamiento posterior a la obtencién del crudo, fue necesario realizar un paso adicional de filtracion

en caliente; dado que no se observé la solubilizacién total del residuo en el disolvente a ebullicién.'®®

Por otro lado, para la obtencién del compuesto para iodado, 30, fue necesario aumentar la
temperatura a 40 °C para obtener el producto final. Esta menor reactividad podria ser la causa tras

el menor rendimiento obtenido para esta condensacion.
El proceso de purificacion de todos los compuestos contempld filtracién simple, seguida por

recristalizacién. El solvente de recristalizacién utilizado en todos los casos fue el etanol, excepto

para las dos chalconas iodadas: 3n, y 30, donde la recristalizacion se realizé a partir de metanol, y
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de una mezcla adecuada de diclorometano y metanol, respectivamente. La condensacién de
Claisen-Schmidt es el método principal para la sintesis de chalconas mediante el uso de bases o
acidos fuertes como el hidréxido de sodio, de potasio, acido clorhidrico, y cloruro de aluminio.®! Es
una variacién especifica de la condensacidn aldélica donde la reaccidn tiene lugar entre una cetona
enolizable, y un aldehido aromdtico que, desde luego, no presenta hidrégenos a. Las
condensaciones alddlicas mixtas que usan aldehidos aromaticos siempre implican la deshidratacién
del producto de la adicidn mixta, y forman un producto en el que esta conjugado el doble enlace,
tanto con el anillo aromatico como con el grupo carbonilo.'®? La reaccién lleva su hombre en honor
a dos de sus investigadores pioneros: Rainer Ludwig Claisen, y J. Gustav Schmidt, que publicaron
independientemente sobre esta reaccion en 1880.1%31%* Algunos catalizadores organometalicos
como el Zn(bpy)OAc han sido reportados también para esta reaccién. %> La condensacién de Claisen-
Schmidt puede llevarse a cabo con y sin solvente. Se han reportado reacciones de Claisen-Schmidt
realizadas en ausencia de solvente utilizando materiales de silica mesoporosa como una estrategia
para reducir la contaminacidn ambiental.'®¢%%” La evolucion de la reaccién fue monitoreada por
Cromatografia en Capa Delgada, y revelada por UV visible y p-anisaldehido. Posteriormente, los
productos fueron caracterizados por técnicas espectroscdpicas como FTIR, y resonancia magnética
nuclear. Se completd la caracterizacidn fisica de los compuestos con la determinando su punto de
fusion (Tabla 1). La caracterizacién quimica fue complementada mediante espectrometria de masa

(Figura 5.7).
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Figura 5.4. Espectro FTIR del compuesto 3d. (elaboracion propia)

A modo de ejemplo, la caracterizacion por espectroscopia infrarroja del compuesto 3d (Figura 5.4)
muestra, aunque con baja intensidad, las bandas ubicadas ligeramente por encima de los 3000 cm-
! caracteristicas de los estiramientos Cspz-H. Justo por debajo de 3000, en 2968 y en 2908 cm™ se
pueden apreciar las bandas caracteristicas de estiramientos Csps — H. Asimismo, el espectro
evidencié la presencia de sefiales tipicas como la banda de absorcién a 1653 cm?, asociadas al
estiramiento C-O de grupos carbonilos a,f insaturados. Se observa, ademas, una banda intensa en
la zona de la huella, caracteristicas del estiramiento asimétrico en éteres alquilicos, asociada al
fragmento de benzodihidrofurano de la estructura. También se distingue, a 1572, una banda
correspondiente a los estiramientos entre carbonos sp; de anillos aromaticos. En la zona de la huella
pueden verse también, a 931 y 816 cm™ bandas caracteristicas de flexiones fuera del plano de C-H

en anillos aromaticos.

La determinacidon espectroscépica por RMN H y de 3C confirmd que se obtuvo la estructura
deseada. Los espectros de los diferentes compuestos mostraron aspectos comunes a todos los
espectros obtenidos que adquieren especial relevancia para la confirmacién de la estructura. Los

espectros por RMN *H exhibieron sefiales consistentes con la caracterizacién quimica reportada en
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la literatura para este tipo de compuestos.’®®1%° Para todas las chalconas, las sefiales
correspondientes a los protones vinilicos se observan fuertemente desapantalladas, en la region
correspondiente a los protones aromaticos, esto es debido a la extensa conjugacion caracteristica
de estas estructuras donde todos los dobles enlaces estdn conjugados. El compromiso de los
electrones m del doble enlace vinilico con la conjugacién extendida del sistema, da como resultado
una disminucion en la densidad electrénica de los carbonos vinilicos que se traduce en el
desapantallamiento de los protones enlazados a ellos. Se observan fundamentalmente como dos
dobletes con constantes de acoplamiento (3Juy) entre 15 y 17 Hz, consistente con la configuracién
trans preferente para estos compuestos, y centrados aproximadamente entre 7,4y 7,7 ppm donde
el corrimiento a campo mas bajo se corresponde con el protén vinilico mas alejado del grupo
carbonilo (Figura 5.5.). De manera general, en todos los espectros las sefiales correspondientes al
fragmento del aldehido aromatico son muy similares dado que esta porcién de la molécula se
mantiene inalterada en todas las chalconas. Para profundizar en los detalles referentes a estas
sefiales, caracteristicas a todos los espectros obtenidos, tomaremos como ejemplo la
caracterizacion de la arilcetona 3d, monosustituida en posicidn para con un dtomo de fldor (Figura

5.5).

En primera instancia, y haciendo el andlisis de campo alto a bajo, para todos los espectros se
observan dos sefales caracteristicas. Dos tripletes, correspondientes a los Unicos cuatro protones
alifaticos de la estructura (protones unidos a los carbonos 18 y 19). De estos dos tripletes, el mas
desapantallado, a 4,64 ppm, es la sefial correspondiente a los protones del carbono enlazado
directamente al oxigeno, mientras que la sefial mas apantallada del espectro a 3,25 ppm

corresponde a los otros dos protones alifaticos de la estructura (unidos al carbono 19).
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Figura 5.5. Espectro RMN *H de chalcona 3d. *H NMR (400 MHz, CDCls) 6 8.04 (dd, J = 8.6, 5.6 Hz, 2H),
7.78 (d, J = 15.5 Hz, 1H), 7.52 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 7.43 (dd, J = 8.3, 1.9 Hz, 1H), 7.35 (d, J = 15.5 Hz, 1H),
7.16 (t,J = 8.6 Hz, 2H), 6.82 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 4.64 (t, J = 8.7 Hz, 2H), 3.25 (t, J = 8.7 Hz, 2H). (elaboracidn
propia)

A continuacién, en 6,81 ppm se observa un doblete, sefial correspondiente a un Unico nucleo con
acoplamiento /iy (8,3 Hz), generada por el protén en 13. Esta sefial acopla con un doblete de
dobletes centrado en 7,43 ppm correspondiente al protéon en 12. El desdoblamiento mds pequefio
para esta sefial tiene un valor de J igual a 1,9 Hz, caracteristico de un acoplamiento en */,.4 en un
anillo aromatico, el que se espera ocurra con el protén en 16 a 7,52 ppm. Tal como ya habiamos
mencionado, y en concordancia con lo reportado en bibliografia para este tipo de compuestos,
todos los espectros muestran las sefiales de los dos protones vinilicos de la estructura, fuertemente
desapantalladas en la region del espectro caracteristica de las sefiales aromaticas. Estas se
presentan en casi todos los casos como dos dobletes, con constantes de acoplamiento entre 15y
16 Hz, en virtud de la configuracidon trans del producto de la reaccion. Las sefales descritas
anteriormente son comunes a casi todos los compuestos sintetizados, con diferencias sutiles en los
desplazamientos quimicos. Los cambios mas importantes observados entre los espectros responden

a los protones que se ubican sobre el anillo sustituido con halégenos ya que este patron de
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sustitucidn varia de un caso a otro. Para el compuesto 3d (Figura 5.5), se observa un triplete
centrado en 7,16 ppm generado por dos protones, correspondiente a la sefial de los hidrégenos en
3y 1, la multiplicidad de esta sefial estd en concordancia con el acoplamiento /i y el 3Je, cuyos
valores son similares. Finalmente, en 8,06 se observa la sefial mas desapantallada del espectro
correspondiente a los protones 4 y 6, esta corresponde a un dd, que se genera por un acoplamiento
3Jan ¥ un “ey. Las variaciones observadas entre los espectros son diferencias tanto en los
desplazamientos como en la multiplicidad de las sefiales. Se desarrollaron experimentos
bidimensionales cuando la caracterizaciéon por RMN H y 3C no fue suficiente para elucidar
totalmente la estructura. Esto fue necesario en los compuestos fluorados dada la complejidad de
las sefiales obtenidas por el acoplamiento del *°F con los protones vecinos. La caracterizacién por
RMN de 3C también nos permitié verificar la presencia de sefiales importantes para la confirmacién

estructural (Figura 5.6).
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Figura 5.6. Espectro RMN de 3C de chalcona 3d 3C NMR (101 MHz, CDCls) 6 188.96, 165.57 (d, J =
253.9 Hz), 162.86, 145.52, 135.07, 131.05 (d, / = 9.1 Hz), 130.30, 128.35, 127.78, 125.13, 118.71,
115.75 (d, J = 21.6 Hz), 109.99, 72.08, 29.38. (elaboracidn propia).

Las sefiales en 29,38 y 72,08 ppm se corresponden a los carbonos 19 y 18 respectivamente, dado

que el carbono 18 se encuentra directamente enlazado al atomo de oxigeno es el mas
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desapantallado de estos dos. A continuacidn, se realizé la asignacidon de los carbonos del anillo
aromatico fluorado ya que, para esto, las constantes de acoplamiento (bien tipificadas para el
acoplamiento 3C-1°F) resultan una herramienta muy util.}’° Centrada en 115,75 ppm se observa el
doblete generado por los carbonos 1y 3, con un valor de 2Jc¢r = 21,6 Hz. A los 131,05 ppm se ve un
doblete asociado a los carbonos 4 y 6, facilmente identificable por la constante de acoplamiento de
3Jcr=9,1 Hz. En 164,31 y 166, 83 aparecen dos sefiales que constituyen un doblete centrado en
165,57 ppm, con un valor de YJcrde 253,9 Hz asociado al carbono 2, directamente enlazado al flor.
Puede observarse también, la seial caracteristica del grupo carbonilo, correspondiente a la sefial a
campo mas bajo del espectro y centrada en 188,96 ppm. Para la caracterizacidn por espectrometria
de masa, se empled como procedimiento de ionizacién la técnica de electrospray y las muestras
fueron previamente disueltas en una mezcla de metanol: agua (9:1 v/v). Dado que esta es una

técnica de fragmentaciéon blanda,'’*

s6lo se espera ver el fragmento correspondiente al ion
molecular para la confirmacion de la estructura, y esto se observa en todos los compuestos lo que
confirma que en todos los casos se obtuvo la estructura final deseada. No se espera ver
fragmentaciones menores y, para los espectros obtenidos para los compuestos sintetizados se
pueden ver algunas fragmentaciones, pero los fragmentos obtenidos son de una abundancia

relativa muy baja como para ser considerados relevantes (Figura 5.7).
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Figura 5.7. Espectro de masa del compuesto 3d. (elaboracién propia).
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Todos los compuestos sintetizados se caracterizaron por espectroscopia FTIR y de resonancia

magnética nuclear y también por espectrometria de masa.

5.2. Evaluacion de citotoxicidad de los compuestos sintetizados

Los compuestos hibridos obtenidos fueron evaluados como potenciales agentes citoprotectores
contra la toxicidad asociada al péptido beta amiloide, conocido factor neurotdxico, clave en la
neurodegeneracidon asociada a la enfermedad de Alzheimer. Como elemento indispensable,
preliminar a la evaluacién bioldgica de estos compuestos, en el contexto de su potencial insercion
en la practica clinica a largo plazo, es necesario determinar su citotoxicidad en un determinado
rango de concentraciones. Para evaluar la citotoxicidad potencial de cada compuesto, células de la
linea PC-12 fueron incubadas por un periodo de 24 h a 37 °C con concentraciones de 1, 3, 10, 30,
100, 300 y 1000 nM, y luego se determind la viabilidad celular. Como control de toxicidad celular se
empled el solvente anfipatico DMSO al 50 % v/v. Este solvente es ampliamente utilizado en la
solubilizacidon de compuestos con aplicaciones terapéuticas y se sabe que a concentraciones de 0,1
- 0,5 % v/v puede ser empleado para cultivos celulares sin observarse efectos citotdxicos.'’?
Concentraciones superiores al 5 % sin embargo, son altamente citotdxicas y resultan en la muerte
celular. 73 El mecanismo sugerido para la citotoxicidad del DMSO es la alteracién de las propiedades
fisicas de los fosfolipidos de las membranas. Es un solvente aprdtico y a la vez, altamente polar.
Como molécula anfipatica, DMSO puede interactuar con la membrana citoplasmatica induciendo la
formacion de poros, lo que contribuye a una disminucién en la selectividad de la membrana y al
incremento de la permeabilidad celular.t’217® Las alteraciones en la estructura y funcionalidad de la
membrana celular pueden derivar facilmente en muerte celular debido esencialmente a la

alteracion de la homeostasis celular.’**7>

Los resultados de citotoxicidad se muestran en la tabla 5.2 y se expresan como porcentaje respecto
al grupo control (células no tratadas con ninguno de los compuestos), cuya viabilidad es considerada
como el 100 %. Se consideré como efecto citotdxico la disminucidn estadisticamente significativa
del porcentaje de viabilidad con p < 0,0001. Los resultados obtenidos muestran, de manera general,
gue las chalconas sintetizadas son no citotdxicas para la mayoria de las concentraciones evaluadas.
Los compuestos hibridos 3¢, 3d, 3i, y 3j mostraron ser no citotéxicos a ninguna de las

concentraciones evaluadas (Figura 5.8).
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Figura 5.8. Ensayo de viabilidad de chalconas en células PC-12. Efecto de las chalconas 3c, 3d, 3i, y 3j
en la viabilidad de células PC-12 expuestas a un amplio rango de concentraciones: 1 — 1000 nM por 24
h. DMSO al 50% fue empleado como control positivo de muerte celular. (elaboracion propia).

Como elemento a destacar, llama la atencion, no sélo que el compuesto 3l no sea citotéxico a la
mayor de las concentraciones evaluadas (y si a todas las restantes), sino también el hecho de que el
compuesto 3g sélo resulte citotdxico a la concentracién menor probada. Como consecuencia de la
citotoxicidad mostrada en casi todas las concentraciones, no se evalud el efecto citoprotector de la
chalcona 3l. Resulta llamativo también el comportamiento de la chalcona 3m donde dos de las
concentraciones resultaron citotéxicas para las células PC-12. Se advierte que, en ambos casos, el
patrén de sustitucidén es con bromo, halégeno de mayor tamafio que el cloro y el fldor. Se ha visto
gue, para el caso de las chalconas halogenadas, el estudio de la relacion estructura —actividad revela
un incremento en la inhibicion del crecimiento celular en la medida que el sustituyente en el anillo
B pasa de F a Cly de Cl a Br. Este efecto se ha visto correlacionado con un incremento en la actividad

antiproliferativa debido a que inducen el arresto del ciclo celular.!’® En este mismo contexto destaca
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el reporte de una chalcona bromada con actividad antiproliferativa que suprime el crecimiento de
células tumorales géstricas in vitro.”” El efecto citotéxico de los compuestos antiproliferativos, o ya
con probada actividad antitumoral, ha sido ampliamente estudiado tanto en células nerviosas, como
en células PC-12 no diferenciadas. Estudios realizados han demostrado que compuestos con
actividad antitumoral exhiben una potente citotoxicidad contra células PC-12 no diferenciadas. La
sensibilidad de estas células a las drogas anticancerigenas, de hecho, se incrementa notablemente
cuando se diferencian a células de tejido nervioso.'’® Los resultados del ensayo de determinacién

de citotoxicidad han sido tabulados para su mejor lectura y comprension (Tabla 5.2).

Tabla 5.2. Evaluacién de la citotoxicidad intrinseca de las chalconas en el rango de concentraciones 1 —

1000 nM.

Chalconas 1 3 10 30 100 300 1000
3a - - - - X - X
3b - - - X - - -
3c - - - - - - -
3d - - - - - - -
3e X X -
3f - - -
3g X - - - - - -
3h - X X - - - -
3i - - - - - - -
3j - - - - - - -
3k -
3l
3m
3n - X - - - - -
30 - X - - - - -

X = Concentraciones que disminuyeron la viabilidad celular de manera estadisticamente significativa en
comparacién con el grupo control.

Pese a los casos de las chalconas 3l, 3m y 3e donde se observd una disminucidon importante en la
viabilidad celular, se observd no citotoxicidad para la mayoria de los compuestos sintetizados. La
citotoxicidad constituye una propiedad critica en la determinacion del destino de las moléculas
pequefias en el campo del desarrollo de medicamentos. Es esencial que la citotoxicidad
guimicamente inducida por los compuestos en evaluacién pueda predecirse con una elevada
confiabilidad antes de que los candidatos pasen a etapas mas avanzadas de su evaluacidn, incluso,
idealmente, antes de su misma sintesis. Dado que la muerte celular no regulada esta asociada a
multiples enfermedades humanas, incluyendo el cancer, la neurodegeneracién, los accidentes

cerebrovasculares, etc., pequefias moléculas capaces de modular la viabilidad celular (en uno u otro
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sentido), constituyen candidatos prometedores para el desarrollo de potenciales agentes
terapéuticos contra el cancer, (en el caso de muerte celular), y para el tratamiento de trastornos

neurodegenerativos (en el caso de recuperacién o rescate celular).t”®

Este estudio se ha enfocado en la neuroproteccion, por lo que los candidatos deseables son aquellos
gue no generen citotoxicidad o cuyos resultados de viabilidad sean incluso superiores a los del
control, pero se han observado compuestos que modulan la viabilidad celular en las dos maneras
posibles. En los casos en los que pueden apreciarse incrementos en la viabilidad celular para algunas
concentraciones de compuestos, esto puede atribuirse igualmente al aumento esperado en la
poblacién celular durante su crecimiento, hecho que ocurre a pesar de emplearse densidades
celulares estandarizadas al comienzo de los experimentos. En casos como estos, naturalmente la
concentracién o condicién a la cual se percibe este incremento es no citotéxica para la linea celular.
Es necesario también explicar la aparente aleatoriedad para algunas de las concentraciones mas
bajas, que exhiben un efecto citotéxico donde otras concentraciones mads elevadas no lo hacen. Este
comportamiento no resulta inusual en la evaluacién biolégica de compuestos bioactivos, no siempre
se encuentra la deseada correlacidn ascendente en la curva dosis-respuesta dado que, a diferentes
concentraciones, estos compuestos podrian activar mecanismos celulares y moleculares
completamente diferentes que darian pie a los resultados “andmalos” observados por el
investigador. Este fendmeno se pudo ver no sélo en este experimento de evaluacién de
citotoxicidad, sino que también se observd en la busqueda del efecto bioldgico de citoproteccion
contra la toxicidad de AB. Este comportamiento de curva dosis -respuesta no monotdnica, ha sido
reportado con anterioridad, especialmente para disruptores endocrinos, donde se puede observar
a menudo una falta de linealidad en la relacidn dosis-respuesta, exhibiendo en ocasiones curvas en
forma de U.®° Las curvas no monotdnicas de dosis-respuesta pueden resultar de multiples
mecanismos. En algunos casos, dosis muy bajas pueden estimular la produccién de mas receptores,
resultando en un incremento de la respuesta, mientras que dosis mas elevadas pueden inhibir a
dichos receptores. 8118 En este trabajo se precisaria de una caracterizacion farmacolégica mas
profunda en aras de arrojar luz sobre el mecanismo especifico en cada caso, pero es una manera de
explicar esta aleatoriedad que resulta tan llamativa. Las curvas no monotdnicas de dosis — respuesta
no son exclusivas de reguladores endocrinos, también pueden observarse en células, tejidos y
poblaciones humanas y animales en respuesta a nutrientes, vitaminas, compuestos farmacoldgicos,

entre otros.'®3
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5.3. Evaluacion de actividad citoprotectora de los compuestos sintetizados

Para evaluar la actividad citoprotectora de los compuestos sintetizados contra la toxicidad asociada
al péptido beta amiloide, se utilizé el mismo disefio experimental descrito anteriormente. Con este
diseno, fue evaluado el efecto citoprotector de estas chalconas en células PC-12 tratadas por 24 h
con oligdmeros solubles del péptido beta amiloide OS-AB (0,5 uM) en el mismo rango de
concentraciones evaluadas en el experimento de citotoxicidad. Se encontré que 8 de los 14
compuestos ensayados exhibieron un efecto protector contra la toxicidad del péptido AB, en al
menos una de las concentraciones testeadas mediante la recuperacién de la viabilidad celular en
células expuestas simultdneamente a AB y a los compuestos, en comparacidn con los valores de

viabilidad reducida observados en las células expuestas solamente al péptido (Tabla 5.3).

Los resultados de actividad citoprotectora se muestran en la Tabla 5.3. Como elemento a destacar,
el compuesto 3j mostrd tener actividad citoprotectora a cinco de las siete concentraciones
evaluadas. Las células PC-12 expuestas solamente a OS-AB mostraron una viabilidad reducida de 62
1+ 5 % con respecto al grupo control. La coincubacion con 3jindujo una recuperacion de la viabilidad
celular del 62,5 % obtenido para el grupo control positivo a 77,7; 79,0; 85,6; 83,1; y 88,6 % para las
concentraciones de 1, 10, 30, 300, y 1000 nM respectivamente. Para las concentraciones de 3 y 100
nM también se observod un incremento de la viabilidad hasta 76,6 y 74, 3 % respectivamente. Estos
valores, pese a ser significativamente menores que el 100 % de viabilidad del grupo control son
también estadisticamente superiores a los valores de viabilidad reducida obtenidos cuando se
incuba con AB solamente. El efecto de citoproteccién se observé de manera concentracion —
dependiente para 100, 300 y 1000 nM. Concentraciones inferiores a 30 nM exhibieron un
comportamiento similar. Los resultados mds prometedores, sin embargo, fueron encontrados para
los compuestos 3¢, 3g, y en menor medida, 3d, convirtiéndose éstos en los mejores candidatos para

una caracterizacién farmacoldgica mas profunda (Figura 5.9).

Tabla 5.3. Evaluacién del efecto citoprotector de las chalconas en el rango de concentraciones evaluado
de 1-1000 nM

Concentraciones que mostraron efecto citoprotector.
Chalconas 3 10 30 100 300 1000
3a - - - - - X
3b - - - - X X
3c X - - X X R
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3n - - - - - - -

30 - - - - - - -
X = concentraciones que mostraron efecto citoprotector contra la citotoxicidad de AB (se observé un
incremento estadisticamente significativo en los valores de viabilidad en comparacién con los valores de
viabilidad reducidos observados para el grupo tratado solamente con AB)

3c+AB 3d +AB 3g +Ab

150+ . 150= 1504

sk

1004 100+

50

VIABILIDAD
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Figura 5.9. Efecto citoprotector de las chalconas 3c, 3d, y 3g sobre la viabilidad de células PC-12
expuestas al rango de concentraciones de 1 — 1000 nM de estos compuestos durante 24 horas y a OS-
AP a una concentracién de 0,5 uM. Se empleé DMSO al 50 % como control positivo de muerte celular
(n=3). (elaboracién propia).

Para el compuesto 3c, la viabilidad celular se recuperd en mas de un 50 % en comparacion con los
valores de viabilidad observados para el grupo tratado solamente con OS-AB a la concentracion de
300 nM; también se obtuvieron buenos valores de recuperacion de viabilidad a concentraciones
menores (3 y 100 nM): 38 % en ambos casos. De los tres compuestos con mejores resultados, la
menor actividad se observé para la chalcona 3d para la cual se observd una recuperacién de la
viabilidad de un 35 %, y solamente para la mayor de las concentraciones probadas: 1000 nM. La
chalcona 3g indujo una recuperacion de la viabilidad celular del 61 % a una concentracién tan baja

como 3 nM, y de 38 % a 1000 nM.
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De manera general, las chalconas, al igual que las moléculas que contienen nucleos de
benzofuranos, han probado ser compuestos quimicos altamente bioactivos.!%® 116 18 Estos
heterociclos oxigenados se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza, y existen
multiples actividades biolégicas reportadas para ellos. En el desarrollo de este trabajo, se pudo
observar que la sustitucidn en posicién meta con el halégeno fllor en los compuestos sintetizados

(3c), rindid excelentes resultados con relacion a la actividad bioldgica evaluada.

Cuando se sustituyen con fllor ambas posiciones, meta y para (3g), los efectos citoprotectores,
como se pudo constatar, se incrementan visiblemente, obteniéndose valores de recuperacion de
viabilidad celular de hasta un 61 % para una concentracion tan baja como 3 nM, sugiriendo un
compuesto bioactivo de alta sensibilidad, y del 38 % a la concentracién superior de 1000 nM. Dado
que AB es un conocido factor neurotdxico estrechamente relacionado con la patogénesis del
Alzheimer, estos hallazgos preliminares constituyeron elementos prometedores y que permitieron
avanzar en la evaluacién de estos compuestos mediante varios ensayos que permitieron abordar
varios de los eventos neuropatolégicos asociados a la EA. En estos primeros experimentos de
citoproteccién fue posible constatar que, efectivamente, el péptido beta amiloide exhibié efectos
citotdxicos en la linea celular PC-12, hallazgo consistente con lo reportado por la literatura. 1818
Esta reportado que el péptido beta amiloide puede inducir apoptosis en células PC-12 no
diferenciadas, asi como desintegracién del citoesqueleto de forma dosis dependiente. Los
microfilamentos y microtubulos son esenciales para el adecuado funcionamiento celular y la
desintegracién del citoesqueleto se ha observado a menudo en células apoptdticas.’®” Se pudo
constatar que, efectivamente la viabilidad fue reducida en todos los experimentos realizados en las
células que fueron tratadas solamente con el péptido, en un rango de 39 — 81 % en comparacidn
con el 100 % de viabilidad del grupo control. Es bien conocido que la deposicién anormal de AB en
placas extracelulares insolubles, conlleva a una diversa variedad de mecanismos téxicos para las

neuronas que incluyen estrés oxidativo,®®1 difusién mitocondrial’®®1°! y excitotoxicidad®?1%

a
través de interacciones con los receptores de neurotransmisores. Asimismo, hay evidencia de que
el péptido beta amiloide induce muerte celular por necrosis en células PC-12, aunque los

mecanismos por los cuales induce la necrosis no estan del todo esclarecidos.941%

Dado que diferentes vias fisiopatoldgicas median la toxicidad del péptido beta amiloide, el objetivo

ideal de esta investigacion fue la busqueda y obtencidn de uno o mas candidatos capaces de atacar
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de manera efectiva al menos dos de estas vias. Con este objetivo, de este primer tamizaje
farmacoldgico realizado en citoproteccidn se pudo comprobar que de las 15 chalconas sintetizadas
y evaluadas, las fluoradas, y cloradas, resultaron ser las mas efectivas para proteger a las células de
la toxicidad asociada al péptido AB, especialmente las fluoro-sustituidas: 3c, 3d, y 3g. Ya fueron
explicados los satisfactorios resultados obtenidos con la sustitucion en posicion meta (3c), que se
vieron notoriamente incrementados con la di sustitucidn en posiciones meta, y orto (3g), por otra
parte, la mera sustitucion en posicion para (3d), arroja resultados mds modestos, con una
recuperacion de la viabilidad celular de un 35 % para la concentracidén superior probada (1000 nM),
aunque sigue siendo un resultado estadisticamente relevante. En el caso de la sustitucién con el
halégeno fluor se pudo observar que la sustitucién en posicién meta resulté mas efectiva que en las
posiciones orto y para solamente. Por el contrario, pudo constatarse el efecto contrario con la
sustitucion con cloro ya que la sustitucion en posicion para resultd ser mas efectiva que cuando se
realiz6 en orto y en meta. La chalcona 3j mostrd efectos citoprotectores a cinco de las siete
concentraciones evaluadas, y aunque los resultados fueron mas bien modestos, aun asi, resultaron
significativamente diferentes de los resultados obtenidos para el grupo control positivo, lo cual es
mas de lo que se pudo observar para las chalconas cloradas en otras posiciones. Durante el
desarrollo de estos experimentos pudo apreciarse que el efecto citoprotector decrece cuando el
patréon de sustitucion halogenada pasa de atomos mas pequefios como el fldor y el cloro, a
halégenos mas voluminosos como el bromo y el iodo. Como es sabido, en este orden aumenta no
solamente el tamafo atdmico sino también la polarizabilidad, que constituye una medida de la
respuesta dinamica de la nube electrdnica al efecto de un ion o de un dipolo cercano. Igualmente,
como parte de esta investigacion, se intentd explorar las conocidas ventajas de la hibridacién
molecular de compuestos ya biolégicamente activos.'*®1%’ Este enfoque se basa en la combinacién
de grupos farmacéforos complementarios de al menos dos compuestos conocidos como bioactivos
gue, mediante una fusién apropiada llevada a cabo en virtud de un disefo quimico - farmacéutico
racional, posibilite la obtencién de compuestos mas activos que los precursores originales. Con
relacion a esto, se contiende que los compuestos hibridos obtenidos en este trabajo, entre
chalconas y benzodihidrofuranos derivados del nicleo de la fomannoxina (compuesto
neuroprotector en el rango de los uM), pueden convertirse en ligandos multiobjetivos capaces de
inhibir al menos dos de los principales eventos neuropatolégicos del Alzheimer. Resulta destacable
gue los compuestos sintetizados en este trabajo exhiben las actividades bioldgicas aqui descritas en

el rango de los nM, siendo, por lo tanto, compuestos de mayor sensibilidad que la fomannoxina. A
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partir de estos resultados de citoproteccidén, se seleccionaron las moléculas 3¢, 3d, y 3g como
candidatos para pasar a las etapas siguientes como parte de una caracterizacion farmacoldgica mas

profunda que permitiera arrojar luz sobre sus posibles mecanismos de accion.

5.4. Evaluacidn de los cambios en la agregacion del péptido 8-amiloide en presencia de los

compuestos sintetizados.

Dando cumplimiento a este objetivo, y en aras de comenzar la elucidacidn de los mecanismos de
accién de los mejores compuestos citoprotectores, se evalué el efecto sobre la agregacién de los
mondmeros del péptido beta amiloide para los compuestos 3c, 3d, y 3g. Resulta pertinente sefalar
que pese a que las chalconas 3¢, y 3g no resultaron efectivas para la mayor parte de las
concentraciones evaluadas, la actividad citoprotectora en aquellas concentraciones que si lo fueron,
hicieron necesario seleccionar a estas moléculas por encima de otros candidatos con efecto
citoprotector a un mayor niumero de concentraciones, pero con una actividad mas bien modesta.
Con estas consideraciones, se evaluaron las tres moléculas seleccionadas para determinar si ejercian
algun efecto sobre las fases del proceso de agregacién del péptido beta amiloide (Figura 5.10). En
este proceso, los mondémeros de AB se combinan inicialmente para formar nicleos de agregacion a
través de una etapa conocida como nucleacién primaria. Los nucleos son definidos como agregados
para los que la adicién de mondmeros ocurre mas rapido que la disociacion.’® La adicién de
mondmeros a estos nucleos, mediante la etapa de elongacidn, da lugar a la formacidn de oligdmeros
solubles, que son intermediarios transitorios que elongan posteriormente dando lugar a la
formacidon de fibrillas. Estas fibrillas pueden disociarse nuevamente mediante procesos
independientes de los mondmeros y la velocidad de dicho proceso dependera solamente de la
concentracién existente de fibrillas. La elongacidon de las fibrillas mediante la adiciéon de
mondmeros, asi como la nucleacidon secundaria, dependerd tanto de la concentracién de
mondmeros como de la concentracidon de fibrillas ya formadas.'® Una vez alcanzada la
concentracién éptima de fibrillas, la superficie de éstas cataliza a su vez la nucleacién de nuevos
agregados a partir del estado monomérico. Este proceso se conoce como nucleacidn secundaria y
una vez que inicia, toma preferencia sobre la nucleacion primaria como fuente principal de nuevos
oligdmeros a difundir al medio y que, a través de la elongacidn, dan lugar a mas fibrillas

(retroalimentacion positiva).
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Figura 5.10. Representacion esquematica de la cascada de auto-agregacion del péptido beta amiloide.
Cdédigo de colores: los mondmeros estan coloreados en verde, los nicleo y oligdmeros solubles
transitorios, en azul y las fibrillas se encuentran coloreadas en rosado. El nimero de circulos es
solamente con propdsitos ilustrativos y no representan el niumero real de subunidades en las
diferentes especies. (elaboracion propia)

El péptido beta amiloide fue incubado en presencia y ausencia de los compuestos a evaluar y
siempre con el fluoréforo tioflavina T (ThT). Durante todo el experimento se midio la fluorescencia
emitida por el complejo formado por la ThT y el péptido beta amiloide al agregarse. Durante la
exposicidn del péptido al compuesto 3g no se observd inhibicion de la fluorescencia, al contrario, se
observé un incremento significativo en los valores de fluorescencia total emitida a lo largo del
experimento que podria deberse a un efecto estabilizador que favorece la agregacion del péptido
para obtener estructuras mas estables, y con un grado mas alto de agregacién. En el caso del
compuesto 3c, sin embargo, se puede ver claramente como en las dos concentraciones probadas
disminuye de manera significativa la fluorescencia emitida por el complejo ThT-AB, evidenciando
gue hay una alteracion importante en el proceso de agregacion del péptido. El compuesto 3¢ mostré
ser capaz de inhibir la cinética de agregacion de los monémeros del péptido, lo cual se refleja en la
disminucién de los valores totales de fluorescencia obtenidos, que dan lugar a menores areas bajo

la curva (Figura 5.11).
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Figura 5.11. Area bajo la curva de la fluorescencia emitida por el complejo ThT-AB en ausencia y en
presencia de los compuestos evaluados. (elaboracidn propia)

Puede verse también como la concentracion superior del compuesto 3d causa un comportamiento
similar; se observa una disminucion estadisticamente significativa en los valores de fluorescencia
obtenidos. Un analisis mas detallado permite ver como durante el transcurso del experimento, la
fluorescencia emitida por el complejo en presencia de los compuestos se va modificando. La
fluorescencia emitida es monitoreada durante un periodo de cuatro horas, en un lapso de 50 ciclos
a través de los cuales puede observarse de manera mas puntual (por ciclo), el comportamiento de
la fluorescencia. De los tres compuestos evaluados, solamente el compuesto 3¢, y el 3d para la
concentracién superior exhibieron actividad inhibitoria sobre la agregacion del péptido beta
amiloide. Para el caso del compuesto 3c, puede verse que, a inicios del experimento,
especificamente en el ciclo 8, la concentracidn superior de 1000 nM inhibe de manera significativa
la agregacion de los mondmeros de AB. El mismo fenémeno puede verse, aunque en menor medida

para la concentracién superior de 3d (Figura 5.12).
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Figura 5.12. Comparacién puntual de fluorescencia emitida en ciclos especificos del experimento.
Ploteo del drea bajo la curva en cada condicién experimental para evaluar el cambio en la
fluorescencia en presencia y ausencia de los compuestos 3c a ambas concentraciones, y del
compuesto 3d a la concentracion superior evaluada. (elaboracion propia)

En el ciclo 18, mas avanzado el experimento puede verse una disminucién consistente de los valores
de fluorescencia emitida, tanto para las dos concentraciones probadas para 3¢, como para la
concentracién superior evaluada para el compuesto 3d. Cercano al final del experimento se observa
que el efecto inhibitorio se mantiene para las dos concentraciones probadas del compuesto 3c pero

no para el compuesto 3d.

49



RESULTADOS Y DISCUSION

3c+AB
0.6=y — AB —— 3c (1000) —— 3c (300)
<
a
=
S 0.4+
w
<
2
g 0.2=
O
]
o2
o 0.0=
o) 5000 10000
—
T
-0.2=
3d +AB
0.6 — AP — 3d (1000) —— 3d (300)
<
a
=
S 04-
w
<
°
i 0.2-
O
N
i
o O0TrTTTTTTTTITTTITTITIITITITITITI T T
) 5000 10000
-
T
-0.2-
3g +AB
0.6 — AP — 3g (1000) — 3g (300)
<
a
=
S 0.4-
w
<
°
& 0.2=
Q
]
o2
o O0TTTTTTTTTTTTTTTTTTITITITIIITTII T T M
] 5000 10000
-
T

-0.2=-

15000

Tiempo (s)

15000

Tiempo (s)

15000

Tiempo (s)

AUC (AU)

AUC (AU)

AUC (AU)

o AR+ ThT
1.5x10 Sk =3 3c 300 +AB
| E=3 3¢ 1000 + AR
K%k
1.0x108
5.0x107
0.0-
A Gy \J
x&(\ va va
SRS
F 0
5
Hl AB+ThT
1.5%108 E= 3d 1000 + AB
+ =1 3d 300 + AR
e
1.0%108
5.0x107
0.0~ T
A &) )
x,((\ Qx?‘ QX?”
IR SRS
) (bb
. Hl AR+ ThT
\ _— =1 3g 300+AR
1.5%x108 - 31 3g 1000+A
1.0%x108
5.0%107 -
0.0- T
,((\ QXV‘Q 0)(v§
g 5
v S &
) er

Figura 5.13. Curvas de fluorescencia y Areas bajo la Curva del péptido AB con y sin los compuestos a)
3¢, b) 3d, y c¢) 3g. AB fue incubado con y sin las chalconas durante 4 horas y la fluorescencia del
complejo ThT - AB se midid durante 50 ciclos a las concentraciones de 300 nM (linea verde) y 1000 nM
(linea azul). (elaboracién propia).
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El compuesto 3c altera el perfil de la cinética de agregacion (figura 5.13) y como ya se habia visto,
disminuye significativamente el drea bajo la curva en el ploteo de la fluorescencia emitida contra el
tiempo. El compuesto 3d altera también el perfil de agregacidon, especialmente al inicio del
experimento para ambas concentraciones, donde la emision de fluorescencia se ve disminuida, lo
cual podria indicar una inhibicién del proceso de nucleacidn primaria, y a mediados del experimento,
alrededor de los 1000 segundos (Figura 5.13) se observa un incremento abrupto de la fluorescencia
especialmente para la concentracion de 300 nM. Este comportamiento podria estar dado por un
aumento en la estabilizacidn de las fibrillas helicoidales caracteristicas de la agregacion del péptido,
aunque es un comportamiento muy puntual. A diferencia de lo observado para 3c no hay una

disminucidn significativa en el drea total bajo la curva de fluorescencia emitida contra el tiempo.

5.5. Estudios de acoplamiento molecular para estudiar las interacciones ligandos—

mondmeros de AR

Para complementar la evaluacidn se realizaron estudios de acoplamiento molecular para elucidar
las interacciones entre los ligandos y el péptido, asi como también si éstas estan
termodinamicamente favorecidas. Se realizaron las predicciones sobre los acoplamientos
moleculares entre los mondémeros de AP vy los diferentes ligandos empleando el software Autodock
Vina. Se observd que todos los compuestos en teoria pueden formar enlaces estables con los dos
mondmeros de AP evaluados 1AML y 1IYT (Figura 5.14), que difieren en sus conformaciones. Para
ambos conféormeros se observaron tres sitios de unidn en su superficie. Un andlisis mas detallado
de las interfases permitié identificar a los aminoacidos involucrados especificamente en cada
interaccién segun el sitio de unién. En el monémero 1AML se pueden describir los sitios 1 (*°KLY,
19FF20, 23D, 9GA%), 2 (‘FRHDS?, 1YE™, 1*HQ1S, 1BV, 22E) y 3 (1°K, 19FF2°, 2EDV?). De manera similar, en
11YT, los aminoacidos N-terminal localizados en los sitios 1 ((EF#, ®HD7, 1%Y), 2 (8S, *EV*?, 1°QK?®, 1°F)

y 3 (*H, KLY, 2°FA%!, 24V) se encuentran esencialmente conservados (Figura 5.14).
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Figura 5.14. Modelo de interaccion de las dos conformaciones de los mondmeros de AB evaluados
con 3¢, 3d, y 3g. Los compuestos fueron evaluados en tres regiones en la superficie de los monémeros
de AB (1AML y 1IYT) (sefialados en la figura con letras minusculas y mostrados en sus respectivas
cajas). Se utilizé un esquema de color de arcoiris en ambas estructuras?®. (elaboracién propia).

El estudio fue complementado con el analisis energético y estructural de los complejos formados
basado en el puntaje obtenido mediante el acoplamiento molecular y, ademas, los valores de
AGeniace Calculados para los complejos mostraron ser favorables para todos los compuestos
evaluados, con puntajes de acoplamiento en el rango de -7 a-5,7, acompafado de valores de AGeniace
entre -52 a -40 kcal/mol (Figura 5.15, Tabla 5.4) avalando asi la espontaneidad de la unién ligando —
monodmero (favorecida termodindmicamente). Es necesario resaltar que, independientemente de
los resultados obtenidos en la prediccidn, lo que realmente pesa en la confirmacidn de la actividad
bioldgica es el resultado observado en el ensayo experimental. Las predicciones in silico sirven como
una herramienta adecuada para optimizar la seleccidn de los candidatos a evaluar o, en este caso,

en que se realizd a posteriori, para explicar la causa subyacente tras los resultados observados.

Asimismo, se estimaron las constantes de inhibicidén (K) para los compuestos 3c, 3d, y 3g (los
compuestos evaluados experimentalmente), y se obtuvieron los valores de 7,34 uM, 20,2 uM, y 14,4
MM respectivamente, para las interacciones de cada uno de los compuestos con 1AML; y 55,7 uM,

66,0 UM, y 55,7 uM para el monémero 1IYT. Tomados en conjunto, estos resultados predicen
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interacciones con las dos diferentes conformaciones del mondmero de AB de manera
estructuralmente estable y, ademas, termodindmicamente favorecida. Nétese como en ambos
casos, el valor de Ki obtenido para 3c es el menor, avalando la mayor potencia de este ligando

especifico para la inhibicidn del proceso de agregacién de AP.
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Figura 5.15. Caracterizacidn estructural y energética de los complejos formados por 3c, 3d, y 3g con
los mondmeros de AB. Los graficos resumen el puntaje de acoplamiento y los valores AGenace

calculados para la interaccién de los compuestos 3¢, 3d, y 3g con los mondmeros de AB 1AML Yy 11YT2%0,
(elaboracion propia)

Es ampliamente conocido que los agregados solubles del péptido beta amiloide estan relacionados
con la pérdida neuronal y sindptica caracteristica de la EA. Estos pequefios agregados, productos
intermedios en la agregacidon de los mondmeros de AP, dificultan la plasticidad sinaptica del
hipocampo, induciendo déficits en el aprendizaje relacionados con un deterioro cognitivo
observable tanto en modelos muridos como humanos.?®? Estos agregados ejercen su efecto de
toxicidad celular a través de diversos mecanismos (estrés oxidativo, disrupcién del Ca%*, alteraciones
en la sefalizacion celular y dafio mitocondrial, entre otros) que involucran principalmente la
permeabilizacién de las membranas celulares mediante su unién no especifica y las interaccion

especifica con receptores de membrana.?%
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Tabla 5.4. Energias de enlace y puntajes de acoplamiento de los compuestos 3¢, 3d y 3g con los
mondémeros de AP ensayados.

1AML 1IVT
Compuesto | Puntajede | AG cniace (kcal/mol) | Puntaje de AG eniace
acoplamiento acoplamiento (kcal/mol)

-7.0 -40.61 -5.8 -35.58

-6.9 -34.63 -5.8 -45.19

-6.8 -35.75 -5.8 -33.58

-6.7 -36.37 -5.7 -34.35

-6.6 -36.89 -5.7 -42.03

3¢ 6.5 34.89 5.7 42.46
-6.4 -38.36 -5.6 -33.47

-6.4 -33.11 -5.6 -39.05

-6.3 -36.14 -5.6 -37.74

-6.3 -31.70 -5.6 -36.46

-6.4 -46.20 -5.7 -36.15

-6.3 -40.31 -5.6 -44.04

-6.3 -39.00 -5.6 -38.23

-6.3 -38.34 -5.6 -39.82

-6.3 -40.19 -5.6 -44.83

3d -6.3 -37.80 -5.6 -36.32
-6.3 -36.29 -5.5 -39.01

-6.2 -42.35 -5.5 -42.90

-6.2 -33.57 -5.5 -32.29

-6.1 -30.84 -5.4 -38.25

-6.6 -38.13 -5.8 -26.21

-6.5 -50.81 -5.8 -47.09

-6.4 -38.25 -5.8 -41.81

-6.4 -52.11 -5.7 -44.97

-6.4 -41.95 -5.7 -47.07

38 6.3 46.57 5.7 -38.78
-6.3 -46.53 -5.6 -41.16

-6.3 -43.47 -5.6 -41.09

-6.3 -44.26 -5.6 -39.70

-6.2 -46.82 -5.5 -42.66

La obtencion de tres compuestos capaces de inhibir el proceso de agregacion de AB, y en el caso de
3¢, incluso desde las fases tempranas de agregacion (durante la propia nucleacion primaria)
impidiendo, o al menos ralentizando la formacidon de oligémeros solubles, resulta un hallazgo
sumamente prometedor, muy atractivo para el desarrollo de estudios posteriores que permitan

profundizar en la caracterizacion bioldgica de estas moléculas.
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5.6. Evaluacion del efecto de modulacidn alostérica positiva de los compuestos sintetizados

en receptores humanos nicotinicos a7

La etapa siguiente de la caracterizacion bioldgica de los compuestos hibridos sintetizados consistid
en la evaluacion de su efecto de modulacién alostérica positiva en receptores humanos nicotinicos
del tipo a7. Once de los compuestos hibridos obtenidos en este trabajo fueron evaluados como
moduladores alostéricos positivos (PAM) en receptores a7. Esta evaluacion fue realizada en la
Universidad Oxford Brookes en Inglaterra, donde cuatro de los compuestos no pudieron ser

disueltos en ninguno de los disolventes probados para el ensayo (Figura 5.16).

Figura 5.16. Derivados de chalconas evaluados como PAM en receptores humanos nicotinicos a7.
Todos los compuestos fueron coaplicados a una concentracién de 10 uM con una ECy de ACh
(elaboracion propia)

En todos los casos la concentracidén evaluada fue de 10 uM. La acetilcolina fue co-aplicada en una
concentracidn equivalente a su ECy (concentracidn necesaria para generar el 20 % del maximo de
corriente: 30 UM para estos receptores), y se midié el efecto de los compuestos en la respuesta
evocada por el neurotransmisor al unirse a su sitio de accién. Todas las respuestas fueron
normalizadas en base a la corriente evocada solamente por el neurotransmisor (control), que fue
considerada como el 100 %. Se pudo comprobar que los compuestos 3c, 3f, y 3n provocaron un
incremento estadisticamente significativo en el maximo de corriente generado por ACh (Figura

5.17).
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Figura 5.17. Efecto funcional de los once compuestos en receptores humanos nicotinicos a7
expresados heteroldgamente en ovocitos de Xenopus. (elaboracién propia).

La chalcona 3¢, meta sustituida con fldor, indujo un incremento del 60 % en la corriente generada
por el neurotransmisor, mientras que la chalcona sustituida en posicion meta con iodo provocé un
incremento de un 100 % ya que la corriente generada es el doble de la inducida por la acetilcolina
por si sola en el grupo control. El maximo de corriente también fue potenciado por 3f. Pese a que el
incremento fue mas bien modesto, fue estadisticamente significativo. Resulta evidente que, para
los dos casos mas relevantes en cuanto a la modulacién alostérica positiva, los resultados fueron
obtenidos para la sustitucidon en posicién meta en la que, entre otros factores que discutiremos con
posterioridad, hay un menor impedimento estérico entre el grupo carbonilo y el halégeno que,
aparentemente, podria dificultar el arreglo conformacional apropiado entre los ligandos ensayados
y el sitio de modulacién alostérica. Se plantea esta suposicién basada en el hecho de que ninguno
de los ligandos sustituidos solamente en posicién orto mostré el efecto potenciador, excepcidn
hecha del compuesto 3f e incluso en este caso, el efecto es muy discreto, y existe también una

sustitucidn en posicion meta.

En el caso del ligando 3c, la sustitucién fue hecha con el flior, que como es bien conocido, no sélo
incrementa el tiempo de vida media de los compuestos, sino que, ademds, aumenta su lipofilicidad,
una caracteristica sumamente deseable para lograr la penetracién de la barrera hematoencefalica.

Los beneficios asociados a la sustitucion con flior en términos de potencia, lipofilia y mejora de las
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propiedades farmacocinéticas en general son bien conocidos y han sido previamente reportados en
la literatura.?®® Sin embargo, y por mucho, los mejores resultados obtenidos en cuanto a la
potenciacion de los receptores a7 se lograron mediante la sustitucion en posicion meta con el
halégeno mas pesado iodo. Los haldgenos, especialmente los mas ligeros como el fldor y el cloro,
son ampliamente utilizados en la quimica medicinal. Durante muchos afios, fueron empleados
fundamentalmente para introducir un impedimento estérico y, hasta no hace aun tanto tiempo,
solamente eran percibidos como entidades moleculares hidrofébicas y bases de Lewis debido a su
electronegatividad. Sin embargo, contrario a esta percepcion, los compuestos que contienen cloro,
bromo, e incluso iodo pueden formar enlaces directos del tipo R-X--Y-R, donde el halégeno X actua
como un acido de Lewis, e Y puede ser cualquier entidad electrodonadora. Esta interaccion es
conocida como enlace de halégeno y ha demostrado ser esencial para estabilizar la unién ligando-
receptor. La formacién de este enlace descansa en el concepto sigma hole (agujero o gap sigma),
gue describe la presencia de un espacio cuya densidad electrénica es mucho mas baja debido a la
anisotropia de la densidad electrénica alrededor del halégeno. Por tanto, el enlace de halégeno estd
dirigido fundamentalmente por la fuerza atractiva entre esta area deficiente en electrones que
constituye el o hole en el halégeno y la interaccion con la correspondiente base de Lewis, donde,

ademas, los efectos de dispersidn y polarizacion juegan un rol decisivo para esta interaccion.

Dado que el oy la polarizabilidad son mayores para el &tomo de iodo, se podria inferir que el efecto
significativamente superior observado en el compuesto 3n bien podria estar asociado a uno o a
ambos efectos.}1% Ademds, el estudio de los moduladores alostéricos de a7 sugiere que estas
moléculas afectan las transiciones energéticas al afectar los maximos de corriente obtenidas (en el
caso de los PAM tipo I) o tanto el maximo de corriente como la duracién de esta respuesta generada
por el agonista (tipo Il: afectan también el tiempo de desensibilizacion y recuperacién del
receptor).?%* Estas diferencias entre los diversos moduladores positivos alostéricos sugieren que
estas moléculas probablemente actien por distintos mecanismos y, por consiguiente, se estén
uniendo al receptor por distintos sitios de accién. En los receptores humanos a7, los PAM que han
demostrado ser mas efectivos son los que se unen al sitio alostérico del dominio transmembrana

205

del receptor,”” por esta razén seria razonable asumir que un halégeno mas voluminoso, y mas

lipofilico pudiera concretar una interaccion méas efectiva con este sitio de accién.?®
Paradodjicamente, la sustitucidn en posicion meta con cloro y bromo (halégenos intermedios entre

el fldor y el iodo por su volumen y polarizabilidad) no generd resultados visibles con relaciéon al
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efecto PAM de estas moléculas por lo que, con el objetivo de profundizar en los resultados practicos
obtenidos a través de los registros electrofisioldgicos, se incorporaron estudios de prediccidn in
silico a través de modelos de docking molecular. El docking molecular es una de las herramientas de
modelado molecular, y es una técnica de gran utilidad para predecir la estructura de los complejos
intermoleculares que se establecen entre dos o mds moléculas. Es particularmente atil para estudiar

las interacciones proteina-ligando, y su objetivo principal es predecir energias y modos de enlace.?”’

Los estudios realizados confirman los resultados obtenidos en la practica ya que las predicciones in
silico resaltaron las interacciones claves presentes entre los compuestos 3¢, 3f, y 3n y el sitio
alostérico localizado en el dominio transmembrana del receptor que podrian explicar las diferencias
en el perfil electrofisiologico de los compuestos sintetizados. La interaccién mas importante en la
potenciacion de la actividad del receptor resulté ser la que ocurre con el aminoacido MET276. En el
camino a esclarecer la naturaleza de las interacciones formadas entre los ligandos y el receptor a7,
los estudios de acoplamiento molecular fueron desarrollados en el sitio alostérico localizado en el
dominio transmembrana de dicho receptor, que es consistente con el sitio de unién reportado para
el modulador alostérico positivo PNU-120596.1*° Los hallazgos indican que el anillo de
benzodihidrofurano, en los ligandos 3n, y 3f genera interacciones fuertes con los aminodcidos
THR273, MET276, ALA298, MET301, ILE239, y LEU269 presentes en las hélices alfa del lado (-) M1
(Figura 5.18), y de éstas, la interaccién a — 1t con MET276 resulta crucial para obtener el efecto de
modulacién alostérica positiva de diversos PAM ya reportados como el PNU-120596, la

208-212

ivermectina, y el recientemente desarrollado por nuestro grupo de trabajo, 3-((6-

(feniletinil)piridin-3-il)oxi)quinoclidina.?*3

Por otra parte, laimportancia de las interacciones del receptor con los sustituyentes del anillo fenilo
de los compuestos estan en consonancia con los resultados practicos obtenidos que muestran que
lainsercidon de un halégeno mas pequeio como el fldor induce una potenciacion relativamente mas
débil sobre la respuesta de la ACh, probablemente porque su insercidon no origina las interacciones
hidrofébicas con LEU246 y MET301 que resultan también importantes para incrementar el efecto

de potenciacién (Figura 5.18)%"3
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Figura 5.18. Modelo de acoplamiento molecular entre 3c, 3n, y el receptor. Centro: estructura
cristalina del receptor humano nicotinico nAChR a7.1*® A y B representan el acoplamiento de los
compuestos 3¢y 3n con el nAChR a7. (elaboracidn propia).

La introduccién de un segundo atomo de fldor disminuye alin mas la actividad ya que se originan
enlaces de halégeno e hidrégeno con los aminoacidos ILE244, ALA298 y PRO240 impidiendo la
interaccion del anillo de benzodihidrofurano con el aminoacido MET276, que es esencial para la
potenciacion alostérica de la actividad del receptor. En contraste, la insercion de un atomo
voluminoso como el iodo (compuesto 3n) favorece las interacciones hidrofébicas con los
aminodcidos LEU247, LEU244 y MET301, lo cual contribuye al incremento de la actividad
potenciadora mediada fundamentalmente por la interaccién o-mt del benzodihidrofurano con
MET276. Los resultados de este ensayo sugieren que las interacciones claves para la potenciacién
de este receptor son, efectivamente, las del tipo o-1t del nicleo de benzodihidrofurano con MET276,
asi como las interacciones hidrofébicas con LEU244, LEU247 y MET301 que generan un efecto
sinérgico con esta actividad. Estos hallazgos son consistentes con los registros electrofisioldgicos
obtenidos. El compuesto 3f, por otra parte, no es capaz de generar las interacciones del tipo o-1t con

MET276, lo cual conduce a la disminucion observada en la actividad del receptor.

La propiedad de potenciar la actividad de los receptores nicotinicos a7 constituye un hallazgo

sumamente relevante en el objetivo de hallar compuestos capaces de ejercer un efecto

neuroprotector mediado por mds de un mecanismo de accion. Estos receptores, ademas de
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encontrarse ampliamente distribuidos en el sistema nervioso central, resultan esenciales en
procesos como el aprendizaje, la cognicién, la memoria de trabajo, etc.214218 |3 estimulacion
directa de estos receptores se ha convertido en un objetivo terapéutico muy prometedor para aliviar
el deterioro cognitivo caracteristico de las demencias debido a su ubicuidad en areas del cerebro
esenciales para la atencién, cognicién,?'® y la memoria como el hipocampo, la corteza cerebral y
estructuras limbicas.??>223, Ademds, se conoce que estdn involucrados en mediar la transmisién
sindptica rapida, la liberacién de neurotransmisores y la plasticidad sindptica.?2*2% Se expresan

226-227

ampliamente tanto presinaptica como postsinapticamente y su activacidon mediante agonistas

o PAMs ha demostrado ser efectiva para mejorar el aprendizaje y la memoria en varios ensayos

conductuales realizados en modelos animales preclinicos de varios trastornos cognitivos.?2823!

El hallazgo de tres compuestos capaces de modular positivamente la actividad de estos receptores
y que, ademas, entre éstos se encuentre la chalcona 3¢, con efectos ya observados de preservaciéon
de la viabilidad celular, citoproteccion contra la toxicidad de AB, e inhibiciéon del proceso de
agregacion de este péptido brindd un escenario sumamente prometedor para el desarrollo de
estudios de confirmacién de la actividad neuroprotectora per se, a ser realizados en cultivos
primarios de neuronas de hipocampo embrionario de ratén. Notese que toda esta caracterizacion
bioldgica preliminar fue realizada en linea celular (PC-12), o sea, células no diferenciadas que adn
no han alcanzado la senescencia. Los estudios para confirmar la actividad neuroprotectora del
compuesto 3c fueron realizados en cultivos primarios de neuronas, lo que permitid ratificar la

capacidad neuroprotectora de este compuesto.

5.7. Evaluacion de la actividad neuroprotectora de los compuestos sintetizados

Para evaluar la actividad neuroprotectora del compuesto 3c se trataron neuronas de hipocampo
embrionario de ratén con OS-AB a una concentracidn de 0,5 UM, y con 3c a las concentraciones de
3y 300 nM, las que resultaron ser mas efectivas en los ensayos de citoproteccién. Para la evaluacion
se utilizé un control negativo (de neuronas no tratadas), un control positivo de neurotoxicidad con
neuronas expuestas solamente al OS-AB, dos grupos tratados solamente con 3¢ a las
concentraciones seleccionadas para observar el efecto que ejercen los compuestos sobre las
neuronas en ausencia de AR, y finalmente, para la determinacidon de la potencial actividad
neuroprotectora como tal, dos grupos de neuronas expuestas simultdaneamente a los ologdmeros

solubles del péptido a la concentracion de 0,5 uM, y al compuesto en las dos concentraciones a
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evaluar: 3 y 300 nM. Para determinar los efectos en la funcion sindptica se realizé el marcaje de la
proteina presindptica SV2,23223* cuyos cambios de inmunorreactividad fueron evaluados mediante
microscopia de fluorescencia confocal y también se realizé el marcaje de la proteina mitocondrial
mitofusina 1 (MFN1), que es una de las proteinas esenciales en la dindmica mitocondrial,
especificamente para la fusién de las mitocondrias y es un indicativo de la salud mitocondrial. Las
mitocondrias saludables constituyen una red de organelos compleja, interconectada y altamente
dindmica, mantenida por eventos permanentes, opuestos y balanceados de fusion y fision
mitocondrial, y este equilibrio resulta esencial para la salud mitocondrial. MFN1 es una de las

proteinas necesarias para este proceso (fusién) y es parte de la familia de las mitofusinas.?>23¢

Ambas proteinas fueron marcadas con anticuerpos primarios que a su vez, fueron marcados con los
correspondientes anticuerpos secundarios: para el caso de la SV2 (proteina presinaptica), el
anticuerpo secundario emite en color verde, mientras que para el caso de la MFN1 (dindmica
mitocondrial), emite en rojo. Las medidas se corresponden con la intensidad de la fluorescencia. Se
analizaron los cambios en los niveles de expresion de los marcadores seleccionados. Para evaluar si
el compuesto 3c podia preservar la estructura y funcionalidad sindptica se midieron los niveles de
expresion de la proteina presinaptica SV2 mediante técnicas inmunocitoquimicas en las neuronas
de hipocampo embrionario de raton. Con este fin se seleccionaron al azar ROIs (region of interest)
en los procesos primarios de las neuronas y se cuantificé la intensidad de la fluorescencia en un area
determinada. 2’ Todos los valores fueron normalizados con respecto a los obtenidos para el grupo
control que fue considerado como el 100 %. Las imagenes fueron analizadas, procesadas y medidas
mediante el software Imagel®, mientras que el procesamiento estadistico fue realizado con el
software GraphPad Prism®. El uso de estos programas permitid cuantificar y comparar
estadisticamente los resultados obtenidos para las distintas condiciones experimentales y detectar
diferencias significativas para un valor de *p < 0.05, **p < 0.01 y ***p < 0.001 versus control; y #p
<0.05, ##p <0.01 y ###p < 0.001 versus SO-AB. Fueron considerados como resultados positivos para
neuroproteccidon un incremento significativo en los niveles de expresién de uno o dos de los

marcadores seleccionados.
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A.” Grupo Control

D. Tratamiento solamente cop 3c é 300 nM

Figura 5.19. Cambios en los niveles de expresidén de SV-2 (fluorescencia en verde) producidos por 3c
y OS-AB en cultivo primario de neuronas de hipocampo de ratén. Imagenes representativas de
microscopia confocal de neuronas de hipocampo (10 DIV. Figura A: neuronas no tratadas. Figura B:
neuronas tratadas con OS-Ap, Figura C: neuronas tratadas con 3c 3 nM, Figura D: neuronas tratadas
con 3¢ 300 nM, Figura E: neuronas tratadas con 3¢ 3 nM + OS-AB, Figura F: neuronas tratadas con 3c
300 nM + OS-AB. (elaboracién propia).
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Se pudo constatar que la exposicién a AB provocd una disminucion significativa en los niveles de
SV2, del 100 % tomado como valor control, al 57 %, avalando los conocidos efectos neurotéxicos
asociados a este péptido. Estudios realizados en autopsias han demostrado que la proteina

presinaptica SV2 se ve considerablemente disminuida en el cerebro con Alzheimer.?8

Los resultados arrojaron que la coincubacién con el compuesto 3¢ no sélo impidio la disminucidn en
los niveles de SV2 inducida por el AB, sino que, ademas, indujo incrementos en sus niveles,
estadisticamente superiores incluso a los niveles de expresién en el grupo control, evidenciando el
efecto de la chalcona 3c en la proteccion de neuronas y de la red neuronal contra el fallo sindptico
inducido por estimulos tdxicos y neurodegenerativos como la exposicion al péptido beta amiloide.
La coincubaciéon con 3c a 3 nM indujo una recuperacion en los niveles de esta proteina de 137 %,
superiores a los observados para el grupo control, y la concentracidn de 300 nM exhibié un
comportamiento analogo con valores de 129 %. Ademas de preservar los niveles de proteina
sindptica frente al AB, los resultados mostraron que la incubacién de las neuronas solamente con 3c
a las dos concentraciones seleccionadas no sélo no indujo un descenso significativo en los niveles
de la glicoproteina presindptica SV2, sino que ademads, por si misma, provocd un incremento
significativo en los niveles de este marcador para la concentracién de 3 nM del 100 % del grupo

control a un 184 %.

Puede observarse en las imagenes como la fluorescencia emitida aumenta cuando las neuronas son
tratadas con el compuesto 3c (Figura 5.19) y podemos constatar que, estadisticamente, también
hay diferencias significativas y cuantificables. (para un valor de *p < 0.05, **p < 0.01y ***p < 0.001

versus control; y #p < 0.05, ##p < 0.01 y ###p < 0.001 versus SO-AB) (Figuras 5.20).

Se analizaron también los cambios en los niveles de expresidn del mediador de dinamica
mitocondrial MFN1, mediante la técnica de inmunocitoquimica en cultivo primario de neuronas de
hipocampo embrionario de ratédn. Para analizar los cambios en sus niveles de expresién, se
seleccionaron tres ROIs al azar en el soma neuronal y se cuantificé la intensidad de la fluorescencia.
Se observé que la exposicidn al compuesto 3¢, indujo una disminucién del 100 % considerado para

el grupo control, a 71 %, en el caso de la concentracion de 300 nM.
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Figura 5.20. A) Efecto de la incubacion con el compuesto 3c en los niveles de proteina presinaptica
SV-2. B) Efecto de la coincubacion con el compuesto 3¢y OS-APB en los niveles de proteina presinaptica
SV-2 para proteger a las neuronas del dafio sinaptico asociado al péptido AB. (elaboracién propia).

No se observé una disminucion estadisticamente significativa para la concentracién de 3 nM (Figura
5.21). La exposicién de las neuronas al péptido AB provocd una disminucion de los niveles de MFN1
a 56,8 %, resultado esperado dado el conocido efecto que tiene este péptido en la induccién de
dafio mitocondrial.?*° La coincubacién con el compuesto 3¢ indujo una recuperacion de este valor a
81% para la concentracion 3 nM y de 76 % para 300 nM, ambos valores superiores a los niveles
reportados para el grupo control positivo pero inferiores a los del grupo control (Figura 5.21.B).
Estos resultados, sin embargo, constituyen algo positivo ya que la coincubacién con el compuesto
fue capaz de prevenir a ambas concentraciones, la disminucidn abrupta en los niveles de MFN1

asociada a la exposicion al péptido beta amiloide (Figura 5.23).
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Figura 5.21. A) Efecto de la incubacién con el compuesto 3c en los niveles de mitofusina 1. B) Efecto
de la coincubacion con el compuesto 3cy el péptido AB en los niveles de mitofusina 1 para proteger
a las neuronas del dafio sinaptico asociado al péptido AB. (elaboracion propia).
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A. Grupo Control

C. 3c3nM+AfB D. 3c300nM +ApB

E. 3c3nM F. 3c3nM

Figura 5.22. Cambios en los niveles de expresion de MFN1 (fluorescencia en rojo) producidos por 3cy
SO-AB en cultivo primario de neuronas de hipocampo de raton. Imagenes representativas de
microscopia confocal de neuronas de hipocampo (10 DIV) tratadas durante 24 h con OS-AB (0,5 uM),
3c (3 y 300 nM) y SO-AB+3c 3 y 300 nM. También se muestra el grupo Control. (elaboracidon propia).
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5.7.1. Discusién de los resultados obtenidos en neuroproteccion

Los efectos neurotdxicos y eventualmente neurodegenerativos del péptido beta amiloide han sido
ampliamente discutidos y reportados. Entre los multiples mecanismos que median su toxicidad, se
encuentra el estrés oxidativo, la difusion mitocondrial, alteraciones en la permeabilidad de la
membrana, inflamacién, disfuncidén sinaptica, y excitotoxicidad mediada por su interaccién con
receptores para neurotransmisores.?*%2% pese a que en las Ultimas décadas se han realizado
considerables esfuerzos para desarrollar estrategias terapéuticas efectivas contra la EA, el
desarrollo de medicamentos anti-Alzheimer no ha gozado de un éxito clinico significativo. La
farmacoterapia aprobada hasta ahora incluye mayoritariamente inhibidores de acetilcolinesterasa
y el antagonista de N-metil-D-Aspartato, memantina.?* Igualmente, se ha investigado el potencial
terapéutico de agentes antioxidantes, antinflamatorios, y de diversos productos naturales y de

origen nutracéutico.?4¢24

Pese a todos estos esfuerzos, el desarrollo de medicamentos anti- Alzheimer ha demostrado ser
excepcionalmente dificil y muchos ensayos clinicos terminan simplemente con resultados
decepcionantes. Una de las razones subyacentes tras esta dificultad, es la extraordinaria
complejidad del proceso etiopatogénico global. Este proceso, que abarca muchisimas causas, desde
susceptibilidad genética, hasta envejecimiento y factores medioambientales®® ha sido también
asociado a siete hipdtesis fundamentales; la cascada amiloidea mediante la toxicidad asociada al
péptido beta amiloide, la hiperfosforilacién de la proteina tau y la formacién de ovillos o enredos
neurofibrilares, el estrés oxidativo, la neuroinflamacién mediada por la activacion de la microglia 'y
de los astrocitos, el impacto de metales pesados, trastornos metabdlicos como la obesidad y la
diabetes mellitus Il, y alteraciones en la transmision colinérgica (neurotransmisién mediada por
ACh).%% La multitud y complejidad de factores asociados a la etiopatogenia de esta enfermedad, ha
impuesto la necesidad de un enfoque moderno, mds dinamico, abocado a la busqueda de ligandos
multi-target dirigidos (MTDLs). La naturaleza multifactorial de la enfermedad requiere de este
disefo dindmico de ligandos con un amplio espectro de actividades, capaces de antagonizar a mas

de uno de los mecanismos neuropatolégicos del Alzheimer.
Hasta ahora el enfoque mayoritariamente mas atractivo ha sido la busqueda de ligandos inhibidores
de la acetilcolinesterasa (enzima responsable de la degradacidn de la ACh) que, ademas, exhiban

otras actividades.?* Nada impide, sin embargo, el abordaje de otros enfoques o disefios en la
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busqueda de moléculas que puedan, de manera efectiva, inhibir varias de las vias de la patogénesis
del Alzheimer. La naturaleza constituye un fabuloso laboratorio, una fuente virtualmente inagotable
de productos con las mas diversas actividades biolégicas. Muy especialmente los metabolitos
secundarios, desarrollados durante millones de afios y conservados evolutivamente para la defensa
y supervivencia de los organismos vivos, exhiben un amplio rasgo de funciones biolédgicas que
representan un campo de investigacidon sumamente atractivo para la quimica biolégica moderna.®*
251 En este contexto, la cuantiosa evidencia existente respecto a las actividades terapéuticas de las
chalconas, incluyendo, pero no limitada a, la actividad neuroprotectora’® llevé a los autores de este
trabajo a investigar los efectos neuroprotectores que se podrian obtener a partir de un compuesto
tipo chalcona con un nucleo de una molécula con actividad neuroprotectora ya demostrada. En la
busqueda de este objetivo se diseiid la sintesis de los 15 ligandos obtenidos a partir de un derivado
de la fomannoxina, benzodihidrofurano con actividad neuroprotectora, 1® y diversas metil cetonas
que permitiera la obtencidn de una bateria de compuestos hibridos tipo chalcona. El objetivo
principal de la investigacidn fue la obtencién de al menos un ligando multiobjetivo capaz de inhibir
al menos dos de las vias de la patogénesis del Alzheimer. Inicialmente se trazaron como objetivos
primarios atacar la cascada amiloidea, ya fuera mediante la inhibicién de la agregacion de AP o,
mediante el bloqueo de su unién especifica, o inespecifica a las membranas celulares; atacar el fallo
colinérgico (mediante la inhibicion de la acetilcolinesterasa o mediante la potenciacién de algunos

de los receptores para la acetilcolina), y el estrés oxidativo.

En este estudio, los resultados permitieron comprobar que de las 15 chalconas sintetizadas, 13
fueron capaces de preservar la viabilidad de las células para la mayor parte de las concentraciones
probadas y, ademas, ocho exhibieron actividad citoprotectora en alguna medida contra la toxicidad
del péptido beta amiloide. También se pudo demostrar que, de esas ocho moléculas, tres
presentaron un interesante perfil de actividades ya que exhibieron, in vitro la capacidad de inhibir
la cinética de agregacidon del péptido beta amiloide, proceso esencial para el desarrollo de su
neurotoxicidad, asi como la propiedad de potenciar la actividad de uno de los receptores nicotinicos
mas ubicuamente distribuidos en el cerebro y esencialmente asociados a la cognicidn, el aprendizaje
y la memoria. Los resultados de esta investigacidon permitieron alcanzar el objetivo de incidir sobre
dos de las vias de la patogénesis del Alzheimer: el fallo colinérgico y la neurotoxicidad asociada con
la casada amiloidea. Todos estos estudios permitieron destacar el perfil bioldgico del compuesto 3c,

gue resultd ser una molécula particularmente bioactiva capaz de contrarrestar la neurotoxicidad del
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péptido beta amiloide en neuronas de hipocampo embrionario de ratdn. No sélo eso, sino que
también incrementé los niveles de proteina presinaptica en las neuronas expuestas al compuesto,
e igualmente, la viabilidad en células PC-12 al ser expuestas solamente a la molécula. A la
concentracién de 3 nM hay un incremento significativo de la viabilidad celular, del valor 100 %
considerado como control a un 133 %. Es notable que esta misma concentracién (3 nM), exhibid
también importantes efectos de citoproteccidon y, muy especialmente, de neuroproteccion ya que
fue capaz de incrementar por si misma los niveles de expresién de la proteina sinaptica SV2 en
neuronas de hipocampo embrionario. En este mismo contexto, fue capaz de preservar a las
neuronas del dafio mitocondrial inducido por AB, conocido evento neuropatoldgico tipico de la
toxicidad asociada a este compuesto. El amplio perfil de actividad de este tipo de moléculas
(chalconas), es mayormente atribuido a la naturaleza electrofilica del sistema carbonilico a, B-
insaturado. Su estructura les permite formar enlaces irreversibles con moléculas biolégicas con el
consecuente impacto en la funcionalidad celular.?®? Su condicién de aceptor de Michael las hace
generalmente muy bioactivas ya que pueden involucrarse en la regulacion de multiples vias de
sefalizacion celular. Pueden, por ejemplo, formar enlaces covalentes con los grupos sulfidrilos del
aminoacido cisteina u otros tioles para obtener el aducto de Michael y constituyen, como ya hemos

visto, atractivos puntos de partida para la investigacidn bioldgica.*

Es evidente que sustituyentes que afecten la electrofilia del sistema influirdn en la reactividad
bioldgica de este tipo de compuestos. En este caso, debido a inevitables limitaciones de tiempo,
solamente se pudo explorar el patron de sustitucion halogenada, debido fundamentalmente al
vasto potencial que poseen los halégenos en el campo de la quimica medicinal.® Se pudo
comprobar que una estructura tipo chalcona halogenada (mono fluorada) protegio no sdélo a células
PC-12, de la toxicidad asociada al péptido beta amiloide sino que ademas, mostré una actividad
neuroprotectora significativa en la red neuronal de hipocampo embrionario contra la toxicidad de
los oligdmeros de AR mediada por la preservacién de la funcién mitocondrial y, muy especialmente,
por el incremento significativo en los niveles de expresion de la proteina sindptica SV-2. Ambos
fendmenos representan un hito significativo desde el punto de vista de la etiopatologia del
Alzheimer ya que sabemos que tanto el dafio mitocondrial como la pérdida de las sinapsis
constituyen rasgos distintivos de la EA.*”"2>3 La relevancia de estos hallazgos se sustenta en que por
una parte, han permitido la obtencién de compuestos con un interesante perfil de actividades

bioldgicos mediante una metodologia sintética sencilla, versatil y econdmica, susceptible de sufrir
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modificaciones quimicas con relativa facilidad que permitan optimizar su espacio quimico de
neuroproteccién y, ‘como resultado, se cuenta ya con una molécula cuyo potencial como ligando
“multitarget” dirigido con efectos neuroprotectores puede ser mas ampliamente estudiado con
vistas a su potencial insercién en la practica clinica. Como proyeccién se impone la realizacién de
estudios mas detallados respecto a la relaciéon estructura-actividad de la chalcona 3c. La
identificacion del grupo (o grupos farmacoforos exactos) arrojaria luz sobre esta relaciény, a su vez,
podria permitir la optimizacién de la estructura de los restantes compuestos obtenidos, enfocada a

ampliar su espacio quimico neuroprotector.
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La utilizacién de una técnica simple, econdmica y versatil permitio la sintesis exitosa de una
bateria de 15 compuestos con la estructura base de una chalcona, a partir de un derivado
del benzodihidrofurano fomannoxina con propiedades neuroprotectoras. Las limitaciones
de tiempo solamente permitieron enfocar el estudio en la insercién de haldgenos;
sustitucion que fue priorizada debido al uso extendido de la sustitucién halogenada en el
desarrollo de medicamentos y las ventajas asociadas a su uso. Los compuestos fueron
obtenidos con un rendimiento de bueno a excelente, pudiéndose explorar las potenciales
propiedades de los diversos patrones de sustitucidon halogenada para ampliar el espacio
qguimico neuroprotector de las chalconas obtenidas a partir del derivado de fomannoxina.
La caracterizacidn quimica y espectroscépica realizada permitié la confirmacién estructural
para todos los compuestos obtenidos.

Se encontré que, de los 15 compuestos sintetizados, ocho exhibieron la capacidad de
citoproteccion; fueron capaces de proteger a células de la linea PC-12 del estimulo téxico
que constituye la exposicion al péptido beta amiloide. De estos compuestos destacaron tres,
ya que mostraron diversos mecanismos para ejercer esta citoproteccién. Los compuestos
3c y 3d exhibieron la capacidad de inhibir el proceso de agregacion del péptido beta
amiloide, que es el mecanismo fundamental mediante el que este péptido adquiere su
toxicidad. La inhibicidn de la agregacion del péptido por el compuesto 3c durante todo el
experimento, incluida la fase de nucleacién primaria, resulta primordial para el efecto de
citoproteccién ya que impide la formacion de los oligdmeros solubles, cuya toxicidad para
las células nerviosas ha sido establecida. De la evaluacion biolégica se pudo obtener
también que tres compuestos ejercieron un efecto de modulacién alostérica positiva (PAM)
sobre los receptores humanos nicotinicos a7. Entre estos compuestos se encontré una vez
mas 3¢, con un efecto dual de citoproteccion mediado por la inhibicion de agregacion del
péptido beta amiloide y por el efecto PAM sobre receptores a7. Los estudios de
acoplamiento molecular realizados permitieron arrojar luz sobre las interacciones
establecidas entre los ligandos y las dianas moleculares, lo cual nos permitié una mejor
comprension sobre la relacién estructura actividad de los compuestos obtenidos. Los

estudios de acoplamiento molecular realizados entre los ligandos obtenidos y las diferentes
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conformaciones de los mondmeros del péptido beta amiloide permitieron entender que la
interaccion fundamental fue el enlace de hidrégeno, establecido fundamentalmente entre
los grupos carbonilo y los hidrégenos de los aminoacidos especificos de los sitios activos.
Igualmente, el cdlculo de los puntajes de acoplamiento y de la variacion de energia libre de
Gibbs asociada a las interacciones, permitié establecer que la unidn del compuesto 3c a
ambos conformeros de los mondmeros de AB se encontraba mds termodindmicamente
favorecida con el consecuente impacto en el proceso de autoagregacion del péptido. Por
otra parte, los estudios de acoplamiento realizados para los resultados obtenidos en el
ensayo de determinacion del efecto PAM permitieron destacar como mas relevante la
interaccion o-m establecida entre los ligandos y el sitio de modulacién alostérica del receptor
a7. La naturaleza mas hidrofdbica de uno de los ligandos iodados favorecié notablemente
esta interaccién y, ademads, permitié las interacciones hidrofdbicas con los aminodacidos
LEU247, LEU244 y MET301, del sitio alostérico, contribuyendo al incremento de la actividad
potenciadora.

Los ensayos preliminares evidenciaron al compuesto 3c como el ligando mas
biolégicamente activo, por lo que la conclusiéon de la caracterizacién bioldgica fue la
determinacién de su actividad neuroprotectora. Esta se determind en neuronas de
hipocampo embrionario de ratén, encontrdndose que el compuesto preservd la viabilidad
de las neuronas expuestas a oligédmeros solubles de AB, y, mas importante alun, incrementd
los niveles de proteina presinaptica SV2 de manera que no sélo preservé la integridad de
la red neuronal ante el estimulo neurotéxico de la exposicién a AR, sino que, ademas,
potencio su conectividad sinaptica. El compuesto previno también el dafio mitocondrial
asociado a la exposicion a AB impidiendo la disminucidén abrupta en los niveles de expresion
de la proteina clave para la fusion mitocondrial mitofusina 1. Estos resultados armonizan
con los hallazgos obtenidos en la caracterizacidn bioldgica preliminar ya que el ligando 3¢
ademas de inhibir la agregacién de AR, también es capaz de potenciar alostéricamente la
actividad de los receptores nicotinicos a7, y ambos mecanismos tributan al efecto de

neuroproteccion.
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