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RESUMEN

“Actividad inhibitoria sobre enzimas que regulan la glicemia y efecto antioxidante de una

serie nueva de cumarinas sintéticas”

La diabetes mellitus de tipo dos (DMT2) es una enfermedad metabolica caracterizada por un
incremento cronico de la glicemia y un desequilibrio oxidativo que a largo plazo conllevan a la
aparicion de una serie de complicaciones fisiopatologicas, las que se traducen en un elevado
costo social y econdémico. Para el tratamiento de la DMT2 han surgido nuevos blancos
farmacologicos de importancia en el control glicémico, como la glicogeno fosforilasa A (GPa)
que aumenta la glucogenolisis, la a-glucosidasa que cataliza la hidrélisis de disacaridos a
monosacaridos absorbibles; y la proteina tirosina fosfatasa- 1B (PTP-1B) que participa en la
internalizacion del receptor de insulina, aumentando la resistencia a dicha hormona en los
organos periféricos. La DMT2 es una patologia compleja y multietiologica, de gran impacto
mundial, a pesar de los esfuerzos realizados para encontrar un tratamiento adecuado, la mayoria
de los farmacos actuales dirigidos a un solo blanco farmacologico, han sido inadecuados para
alcanzar un control glicémico completamente satisfactorio. En los afios recientes, farmacos
dirigidos a multiples blancos farmacologicos, han permitido estrategias mas efectivas para el

tratamiento de la DMT2 (Zhang et al., 2012).

Las cumarinas, compuestos quimicos formados por la unién de un benceno y una a-pirona, son
una familia de moléculas con diversas actividades farmacoldgicas, entre ellas, han demostrado
poseer efectos hipoglicemiantes y capacidad de aumentar los niveles de insulina plasmaética en
ratas diabéticas. También han demostrado poseer actividad inhibitoria in vitro sobre la a-
glucosidasa, PTP-1B u otras enzimas de importancia en la DMT2. Ademas, a las cumarinas se
le han atribuido considerables efectos antioxidantes lo que secundariamente podria atenuar el
progreso clinico y las manifestaciones fisiopatologicas de la hiperglicemia cronica observada en

la diabetes.

Con la finalidad de encontrar nuevas moléculas que pudiesen conseguir beneficios en el
tratamiento de la DMT?2, en este trabajo se estudio una serie de nuevas cumarinas previamente
sintetizadas, con el fin de estudiar sus efectos inhibitorios sobre las enzimas glicogeno

fosforilasa A, a-glucosidasa y la proteina tirosina fosfatasa-1B; junto con analizar la capacidad

Xiv



antioxidante, debido a la importancia del estrés oxidativo en el desarrollo y progresion de la
DMT?2. Para la seleccion de éstas, se dispuso de una biblioteca de cumarinas previamente
sintetizadas y se realiz6 un andlisis bibliografico con el objetivo de relacionar dichas estructuras
propuestas en la biblioteca, con otras cumarinas o moléculas similares que demostraran
beneficios frente a la diabetes y asi, seleccionar una serie que compartiera los mismos
sustituyentes o bioisosteros de éstos, que podrian tener mejor actividad que las moléculas
reportadas en literatura. Considerando ademas para la seleccion, las cumarinas con estructuras
quimicas con potencial efecto antioxidante. Los objetivos de este trabajo fueron determinar la
potencia inhibitoria, el tipo de inhibicion y las interacciones inhibidor-enzima mas importantes
(mediante docking), frente a GPa, a-glucosidasa y PTP-1B. Ademads, determinar el efecto
antioxidante in vitro frente a los radicales peroxilos (mediante ORAC-FL) e hidroxilos
(mediante EPR) y evaluar la capacidad antioxidante celular (células RAW 264.7) de las

cumarinas seleccionadas.

Como resultado se obtuvo que varias cumarinas (CUM 11,16,17,18 y 19) inhibieron de forma
potente a a-glucosidasa y a PTP-1B en un rango micromolar, siendo significativamente mas
potentes que los inhibidores estandar utilizados; CUM 16 y 17 ademads lograron inhibir a GPa.
Todas las cumarinas se unieron al sitio catalitico de a-glucosidasa, en una zona mas externa que
el sustrato, pero de importancia para su anclaje, logrando de esta forma, la inhibicién de la
enzima sin competir de forma directa con el sustrato. Para GPa y PTP-1B no se pudo determinar
el sitio de unidn de las cumarinas, pero es probable que se unan en el sitio alostérico. En todas
las enzimas se describieron diversas interacciones aromaticas e hidrofobicas con las cumarinas,
teniendo gran importancia los sustituyentes tipo aromaticos. Todas las cumarinas demostraron
actividad antioxidante moderada frente a ambos radicales, peroxilo e hidroxilo, ademas de cierta
actividad antioxidante celular logrando atravesar las membranas citoplasmaticas celulares. En la
serie de cumarinas analizadas, destacan como inhibidoras enzimaticas las bromotiofeno
cumarinas, especialmente CUM 16, ya que inhibe con gran potencia a las tres enzimas en
estudio, a-glucosidasa (Clso: 2,19 uM + 0,17), GPa (Clso: 5,21 uM £ 0,51) y PTP-1B (Clso: 2,10
uM = 0,28), ademas, esta cumarina manifesté un indice ORAC-FL de 1,59 + 0,01; atrapamiento
del radical hidroxilo en 29,3 % + 7,5 mediante EPR no catalitico y un 56,9 % + 15,6 mediante
EPR fotolitico y actividad antioxidante celular de 27,2 % + 0,4. Por lo tanto, es una excelente

candidata para proseguir con estudios preclinicos como tratamiento farmacoldgico para DMT2.
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SUMMARY

"Inhibitory activity on enzymes that regulate the glycemia and antioxidant effect of a new

series of synthetic coumarins"

Diabetes mellitus type two (DMT2) is a metabolic disease characterized by a chronic increase in
glycaemia and an oxidative imbalance that in the long term lead to the appearance of a series of
physiopathological complications, which leads to a higher economic and social cost. For the
treatment of DMT2, new pharmacological targets of importance in glycemic control have
emerged, such as glycogen phosphorylase A (GPa) that increases glycogenolysis, a-glucosidase
that catalyzes the hydrolysis of disaccharides to absorbable monosaccharides; and the protein
tyrosine phosphatase-1B (PTP-1B) that participates in the internalization of the insulin receptor,
increasing the resistance to said hormone in the peripheral organs. DMT2 is a complex and
multietiological pathology, with great global impact, despite the efforts made to find an adequate
treatment, most of the current drugs focused to a single pharmacological target, have been
inadequate to achieve a completely satisfactory glycemic control. In recent years, drugs aimed at
multiple pharmacological targets have allowed more effective strategies for the treatment of

DMT?2 (Zhang et al., 2012).

The coumarins, chemical compounds formed by the union of a benzene and an a-pyrone, are a
family of molecules with diverse pharmacological activities, among them, they have
demonstrated to have hypoglycemic effects and capacity to increase the plasma insulin levels in
diabetic rats. They have also shown to have inhibitory activity in vitro on a-glucosidase, PTP-1B
or other enzymes of importance in DMT2. In addition, coumarins have been attributed
significant antioxidant effects which could secondarily attenuate the clinical progress and

pathophysiological manifestations of chronic hyperglycemia observed in diabetes.

With the purpose of finding new molecules that could bring benefits in the treatment of DMT2,
in this work we studied a series of new coumarins previously synthesized, in order to study their
inhibitory effects on the enzymes glycogen phosphorylase A, a-glucosidase and protein tyrosine
phosphatase-1B; along with analyzing the antioxidant capacity, due to the importance of
oxidative stress in the development and progression of DMT2. For the selection of these, a
library of previously synthesized coumarins was available and a bibliographic analysis was

carried out in order to relate these structures proposed in the library, with other coumarins or
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similar molecules that demonstrate benefits against diabetes and thus select a series that shared
the same substituents or bioisosters, which could have better activity than the molecules reported
in literature. Considering also for the selection, the coumarins with chemical structures with
potential antioxidant effect. The objectives of this work were to determine the inhibitory
potency, the type of inhibition and the most important inhibitor-enzyme interactions (through
docking), against GPa, a-glucosidase and PTP-1B. In addition, determine the antioxidant effect
in vitro against the peroxyl radicals (by ORAC-FL) and hydroxyls (by EPR) and evaluate the
cellular antioxidant capacity (RAW 264.7 cells) of the selected coumarins.

As a result, it was obtained that several coumarins (CUM 11,16,17,18 and 19) potently inhibited
a-glucosidase and PTP-1B in a micromolar range, being significantly more potent than the
standard inhibitors used; CUM 16 and 17 also managed to inhibit GPa. All the coumarins were
linked to the catalytic site of a-glucosidase, in a zone more external than the substrate, but of
importance for its anchoring, thus achieving the inhibition of the enzyme without competing
directly with the substrate. For GPa and PTP-1B the binding site of the coumarins could not be
determined, but it is likely that they bind at the allosteric site. In all the enzymes, various
aromatic and hydrophobic interactions were described with the coumarins, therefore the

aromatic type substituents having great importance.

All the coumarins demonstrated moderate antioxidant activity against both radicals, peroxyl and
hydroxyl, as well as certain cellular antioxidant activity, crossing the cellular cytoplasmic

membranes.

In the series of coumarins analyzed, bromotiophene coumarins stand out as enzymatic inhibitors,
especially CUM 16, since inhibit with high potency the three enzymes under study, a-
glucosidase (ICso: 2.19 uM + 0.17), GPa ( ICso: 5.21 puM £ 0.51) and PTP-1B (ICso: 2.10 pM =
0.28), in addition, this coumarin showed an ORAC-FL index of 1.59 + 0.01; scavenging of the
hydroxyl radical in 29.3% + 7.5 by non-catalytic EPR and 56.9% =+ 15.6 by photolytic EPR and
cellular antioxidant activity of 27.2% =+ 0.4. Therefore, it is an excellent candidate to continue

with preclinical studies as a pharmacological treatment for DMT?2.
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1. INTRODUCCION

1.1. Marco Teorico

1.1.1.Antecedentes de diabetes mellitus tipo dos

En el afio 2015, la Federacion de Diabetes Internacional (IDF) estim6 que el nimero de adultos
diabéticos era de 415 millones a nivel mundial (1 de cada 11 personas) y mas del 90% de los
casos diagnosticados correspondian a DMT2, produciendo una alta tasa de mortalidad (cinco
millones de muertes por diabetes solo para el afio 2015) y un alto costo econémico asociado al
tratamiento de la patologia (673-1197 billones de dodlares para el mismo afio). Ademas, la
organizacion mundial de la salud (OMS) registrdé que mas del 80% de las muertes por diabetes,
ocurre en paises de bajo a medianos ingresos y estima que esta patologia sera la séptima causa
de muerte en el afio 2030. En el afio 2007 el ministerio de salud de Chile report6 que el 7% de la
poblacion padecia de diabetes y de ellos cerca del 99% correspondian a DMT2. Actualmente,
segin la ultima encuesta nacional de salud (2009-2010), el porcentaje de pacientes
diagnosticados con diabetes (glicemia > 126 mg/dl con ayuno > § h o autoreporte de diagnostico
médico) ha aumentado a un 9,4% con una mayor prevalencia en personas con menor nivel

educacional.

La DMT2 es una enfermedad metabodlica caracterizada por un incremento crénico en la
glicemia, como consecuencia de una falla en la secrecion de insulina pancredtica, resistencia a la
insulina en los tejidos blancos, y estimulacion de la via sintética de glucosa en el higado. Estos
signos promueven varias complicaciones a largo plazo, como enfermedades cardiovasculares,
neuropatias, retinopatia y nefropatia; que se traducen en un elevado costo social y econémico,
por lo que se considera como una patologia de gran impacto en la salud publica (Pari &

Rajarajeswari, 2009; Tsitsanou et al., 2013; Tang et al., 2003; Kato et al., 2010).

La DMT2 posee multiples factores de riesgos que se relacionan con el estilo de vida actual,
destacandose la mala alimentacion, sedentarismo, sobrepeso, e hipertension arterial, entre otros.

Aunque existen medicamentos en uso clinico para el tratamiento sintomatico de esta patologia,
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estas terapias son inadecuadas para el 30-40% de los pacientes, lo que promueve la busqueda de

nuevas moléculas con eficacia clinica (Varga et al., 2013).

Es importante mencionar que la diabetes esta asociada con un incremento en la generacion de
especies reactivas del oxigeno y/o un dafio en el sistema de defensa antioxidante, resultando en
un estrés oxidativo, el cual posee un rol pivotal en el desarrollo, progreso y complicaciones de
la enfermedad. Dentro de las alteraciones se ha observado un aumento de especies reactivas del
oxigeno (EROs), aumento de la peroxidacion lipidica, dafios en el metabolismo del glutation y
alteraciones en las actividades de las principales enzimas antioxidantes como la superoxido
dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GPx) (Rajarajeswari & Pari, 2011). El
estrés oxidativo finalmente puede conducir a fragmentacion del DNA, peroxidacion de
fosfolipidos, disfunciéon mitocondrial y disrupcién celular, que generan fallas en las células 3

pancreatica y resistencia a la insulina (Castellano et al., 2013).

1.1.2. Receptor de insulina y su cascada de sefializaciéon

La insulina es una hormona liberada por las células beta pancreéticas en respuesta a niveles
elevados de nutrientes en sangre, su principal funcién es la de mantener la concentracion de
glucosa en sangre en un rango normal, entre 80-105 mg/dl, favoreciendo la entrada y
almacenamiento de este nutriente en musculo y tejido adiposo, mientras que en el higado se
favorece su almacenamiento y se inhibe su produccion. Las acciones de la insulina son
mediadas por cascadas de sefializacion intracelular, en las cuales la fosforilacion inicial del
receptor en residuos de tirosina (Tyr) lleva a wuna serie de eventos de
fosforilacion/defosforilacion de cinasas. El receptor de insulina (IR) es una glucoproteina
heterotetramera compuesta por dos subunidades o y dos subunidades  unidas por puentes
disulfuro. Dos vias principales de transduccion son activadas por accién de la insulina: la via de
fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K) y la via de cinasas activadas por mitégenos (MAP cinasas)

(Figura 1) (Olivares & Arellano, 2008).
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La via de la PI3K es el principal mecanismo por el que la insulina ejerce sus funciones en el
metabolismo de la glucosa y de lipidos; ésta se inicia cuando el receptor activo y
autofosforilado, interacciona con el sustrato del receptor de insulina (IRS) y lo fosforila. IRS al
ser fosforilado se convierte en sitio de union y activacion de proteinas que contienen dominios
SH2, como es el caso de PI3K, que funciona como proteina adaptadora, el cual se une a IRS y
provoca cambios alostéricos dando por resultado la activacion de la subunidad catalitica de
PI3K. Este a su vez fosforila a PI4-P (fosfatidilinositol 4-fosfato) y PI4,5-P> (fosfatidilinositol
4,5-bisfosfato), generando los productos PIP: (PI3,4-bisfosfato) y PIPs (PI3.4,5-trisfosfato),
respectivamente. PIPssirve como sitio de union para cinasas de serina (Ser) como Akt (proteina
cinasa B). Esta cinasa regula varios de los efectos metabolicos de la insulina a través de la
fosforilacion de la glucégeno sintasa cinasa 3 (GSK3, inactivandola), activandose la glucogeno
sintasa (GS), cuya actividad es inhibida por GSK3. Akt también fosforila a la sintasa de 6xido
nitrico inducible (iNOS, actividndola). Finalmente, la insulina promueve la translocacion del
transportador de glucosa GLUT4 de compartimentos intracelulares a la membrana plasmatica,
por una via que depende de la activacion de PI3K y de Akt (Olivares & Arellano, 2008; Gum et
al., 2003).
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Figura 1. Cascada de seifializacion del receptor de insulina. Activacion de la via de la PI3K/Akt por
la insulina. Esta via representa el principal mecanismo por el que la insulina ejerce sus funciones en el
metabolismo (Olivares & Arellano, 2008).
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1.1.3.Enzimas que participan en el control de la glicemia

1.1.3.1. a-glucosidasa

La a-glucosidasa es una enzima de tipo carbohidrasa localizada en la membrana superficial de
las microvellocidades de las células intestinales y cataliza la hidrdlisis de disacaridos a
monosacaridos absorbibles (Figura 2). Esta enzima se ha encontrado en varios sistemas, desde
microorganismos hasta plantas y animales mas evolucionados. La inhibicion de la a-glucosidasa
suprime el influjo de glucosa desde el intestino a los vasos sanguineos, por lo que podria
disminuir significativamente el incremento de glicemia postprandial, posterior a una dieta rica
en carbohidratos y por lo tanto, es un importante blanco para manejar la hiperglicemia ligada a

DMT?2 (Park et al., 2011; Lordan et al., 2013).

Actualmente se utiliza la acarbosa como farmaco antihiperglicémico en el tratamiento de
DMT?2, que acttia inhibiendo a la a-glucosidasa. Si bien posee buena eficiencia en atenuar el
alza de los niveles de glucosa plasmatica en pacientes, el uso continuado de este fArmaco esta
asociado a efectos adversos indeseados como problemas gastrointestinales y toxicidad hepatica,
es por esta razon que existe el interés de encontrar nuevos inhibidores eficaces, pero con menor

grado de efectos adversos o efectos secundarios no deseados (Lordan et al., 2013).
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Figura 2. Accion de la a-glucosidasa sobre los oligosacaridos. La enzima estimula la absorcion de
glucosa a nivel intestinal. Acarbosa un inhibidor tipo carbohidrato de la enzima que disminuye su
actividad.
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Se han observado distintos tipos de inhibidores de la a-glucosidasa, algunos de éstos contienen
anillos de monosacaridos con multiples grupos hidroxilos, los cuales han mostrado una fuerte
afinidad al sitio de unién de carbohidratos (sitio activo enzimatico), pero que carecen de
especificidad, inhibiendo una serie de isoenzimas (Park et al, 2011).
En la familia de los inhibidores del tipo no-carbohidrato, el residuo aromatico es la clave del
farmacoéforo y se han observado inhibiciones del tipo no competitivas y mixtas, debido al hecho
de que comparten parcialmente los sitios de unioén con los sustratos. En la enzima, por fuera de
la regién que se une al carbohidrato, se han observado sitios de uniéon con aminoacidos de
cadenas laterales con grupos aromaticos e hidrofobicos que interactuan con sustituyentes
aromaticos de los inhibidores, a través de interacciones m-n. Asi, por la introduccion apropiada
de grupos aromadticos en los inhibidores, éstos podrian ser reconocidos por los residuos que
estan por fuera del sitio de union a carbohidratos y obtener de esta forma inhibidores maés

selectivos (Park et al., 2011).

Moorthy y colaboradores, en el afio 2011, sugieren que las moléculas que poseen atomos de
oxigeno unidos por doble enlace, principalmente carbonilos, y grupos aromaticos son favorables
para la actividad inhibitoria de la a-glucosidasa, insinuando que el sitio activo de la enzima
contiene residuos aminoacidicos aromaticos y algunos grupos polares capaces de formar
puentes de hidrogeno o interacciones electroestaticas con los inhibidores. Ademas, demostraron
que la presencia de atomos electronegativos como nitrogeno y oxigeno incrementa la
conectividad molecular, y que la distancia entre los grupos hidrofébicos e hidrofilicos debe ser

pequeiia, los cuales ademas, deben estar balanceados en el area superficial.

Especificamente dentro del sitio activo de la enzima se han observado residuos de Glul94,
Glu508, Glu526, Glu532, Ser217, Tyr533 y Asn216 capaces de formar puentes de hidrogeno e
interacciones polares, junto con residuos de Phe401 y Phe536 que podrian generar interacciones

apolares con los inhibidores (Azam et al., 2012).
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1.1.3.2. Glicégeno fosforilasa A (GPa)

La GPa es la principal enzima regulatoria de la via metabolica del glicogeno, ya que cataliza por
fosforolisis, la degradacion de glicogeno a glucosa uno fosfato (glucosa-1P) (Figura 3). Existen
tres isoenzimas dependiendo de los tejidos en que se expresa: higado, musculo y cerebro. Las
isoenzimas musculares y cerebrales abastecen dichos tejidos en los que se encuentran, gracias a
la utilizacién de la glucosa-1P como fuente de energia metabodlica; mientras que la isoenzima
hepéatica cumple con la funcién de producir glucosa para mantener la glicemia de todo el

organismo, gracias a la exportacion de glucosa hacia los tejidos periféricos (Deng et al., 2005).

Tras la inhibicion de GPa se ha observado una disminucion de la glucogendlisis y de la
produccion de glucosa hepatica, estableciéndola como un blanco farmacolégico para el control

de la salida de glucosa, desde el higado, en la DMT2 (Polyak et al., 2013; Zhang et al., 2012a).
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Figura 3. Accion de la GPa sobre el glicogeno. GPa produce glucosa-1P como producto de la
fosforolisis del glicogeno.

La enzima existe en dos formas interconvertibles: la forma defosforilada, GPb, que es de baja
actividad y baja afinidad por el sustrato; y la forma fosforilada en Ser14, GPa, que posee una
alta actividad y alta afinidad por el sustrato. La forma activa es un homodimero con subunidades
de 97 KDa que es inducida por sus sustratos y por los efectores alostéricos, mientras que le

forma inactiva es estabilizada por la union de inhibidores.
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La GPa posee al menos 5 sitios regulatorios: (1) el sitio catalitico que se une a ambos sustratos,
glicogeno y glucosa-1P; (2) el sitio de almacenamiento de glicogeno; (3) un sitio alostérico
activador del AMP, que se une a AMP, ATP y glucosa 6 fosfato; (4) el sitio inhibidor de
nucleodsidos de purina (como por ejemplo cafeina) y (5) un nuevo sitio alostérico de indol
carboxamida, ubicado en la interfaz dimérica, al que se unen derivados de indol y sus analogos

(Tsitsanou et al., 2013; Deng et al., 2005).

Estudios cristalograficos demuestran que el nuevo sitio alostérico de la GPa hepatica humana,
estd formado por residuos de ambas subunidades que forman parte de la interfaz dimérica, el
cual consta de un ambiente hidrofobico, formado casi exclusivamente por una subunidad, que
incluyen los motivos alifaticos de las cadenas laterales de los aminoacidos Arg60, Lys191,
Val64 y las cadenas laterales de otros 6 residuos hidrofébicos que permiten interacciones © de
apilamiento con grupos aromaticos de inhibidores. Adicionalmente, se han observado puentes
de hidrogeno e interacciones electroestaticas entre aminas y carbonilos de compuestos
inhibidores y el esqueleto carbonil o el grupo guanidina de Arg60; con el esqueleto carbonil de
Glul90 o de Tyr185 y con Thr38. Ademas, consta de una segunda zona formada por ambas
subunidades que incluye la formacion de puentes de hidrégeno gracias al esqueleto carbonil y la
cadena lateral de Lys191; junto con interacciones de Van der Walls por medio de Pro, Phe e His

(Wright et al., 2005; Rath et al., 2000).

Se ha demostrado que diferentes compuestos inhiben la actividad de la GPa en modelos in
vitro, por ejemplo 1) inhibidores andlogos de glucosa, con multiples funciones polares que se
unen al sitio activo de la enzima, como las N-acil-B-D-glucopiranosil aminas y las N-acil-N-f3-
D-glucopiranosil ureas, ii) inhibidores que se unen al sitio inhibidor de purina, también
conocido como sitio I, como la cafeina y otros analogos heteroaromaticos como algunos
flavonoides, iii) inhibidores que se unen al sitio alostérico activador del AMP, como por
ejemplo los derivados de acilurea, acido pentanodioico y triterpenos pentaciclicos y iv) los
inhibidores que se unen al nuevo sitio alostérico, como por ejemplo, derivados del grupo indol-

2-carboxamida (Polyak et al., 2013; Varga et al., 2013; Martin et al., 1998; Rath et al., 2000).
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1.1.3.3. Tirosina fosfatasa-1B (PTP-1B)

La proteina tirosina fosfatasa-1B es una enzima fosfatasa intracelular con un dominio catalitico
de 37 kDa y una secuencia C-terminal hidrofébica de 35 aminoacidos que se ancla al reticulo
endoplasmatico. Su funciéon principal es producir internalizacion, por defosforilacion, del
receptor de insulina activado y defosforilar a JAK», una cinasa rio abajo del receptor de leptina
(hormona que actia como lipostato, inhibiendo el apetito) (Figura 4). Por lo tanto, PTP-1B es
un regulador negativo clave en ambas vias de sefalizacion, relacionandose con la resistencia a

la insulina en la DMT?2 y la obesidad.

Se ha demostrado que la enzima posee dos sitios de union a fosfato y que su sustrato natural, el
receptor de insulina activado, contiene dos residuos de fosfotirosina en las posiciones 1162 y
1163; de esta forma el tripéptido DY (P)Y(P) representa la secuencia del sustrato natural, donde
el fosfato central es el que es removido por la enzima. Sin embargo, un fArmaco inhibidor puede
unirse a uno o ambos sitios de unién de fosfotirosina para ejercer su accion (Holmes et al.,

2008; Liu et al., 2013).

Leptina

Metablismo - - \ Transcripcion
deglucosa ‘_> dependiente
Sintesisde & \A de leptina

glicégeno

Figura 2. Accion de la Tirosina fosfatasa-1B. Se observan las dos vias se sefializacién donde la
enzima actiia como mediador negativo, la via del receptor de insulina y la del receptor de leptina.
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El desarrollo de inhibidores de PTP-1B ha sido poco satisfactorio, debido a que el sitio
catalitico de la enzima es altamente conservado y de naturaleza cationica. La mayoria de los
inhibidores incorporan miméticos de fosfotirosina (pTyr), interactuando con el sitio catalitico,
como es el caso de Ertiprotafib (Clso de 384 nM). Liu et al. en el afio 2013 propuso un modelo
de farmacoforo para Ertiprotafib, que consiste en dos anillos aromadticos, un motivo hidrofébico
y un grupo carboxilico. Los anillos aromaticos aumentan la posibilidad de interacciones cation-
7 con Lys120 y Lys116; el grupo mimético de pTyr entra al sitio activo y ademds permite
interacciones electroestaticas con Arg221; finalmente la presencia de puentes de hidrégeno con
Ala217 en el centro catalitico contribuye a mejores actividades de los inhibidores. La desventaja
de este tipo de inhibidores es que poseen baja selectividad e inadecuada actividad in vivo debido

a su baja permeabilidad celular (Liu et al., 2013; Tang et al., 2013).

Sin embargo, en el afio 2004 fue descrito un sitio alostérico para la enzima, en el cual logran
unirse inhibidores pequenos, bloqueando la movilidad del loop catalitico de la enzima y
estabilizando la conformacion inactiva. Ademas, la constitucion neutra que es necesaria para
unirse al sitio alostérico, permite mayor selectividad y actividad in vivo. El sitio alostérico posee
un bolsillo hidrofébico formado por cadenas laterales de los residuos Leul192, Phe196 y Phe280,
en el cual se unen sustituyentes hidrofobicos como fenilos y tiazoles, a través de interacciones
7-1 con las cadenas laterales de dichos aminoécidos. Ademas, la presencia de otros aminoacidos
como Asnl93 y Glu276, permite la formacion de puentes de hidrogeno con sustituyentes como
cetonas y sulfonamidas, dicha interaccion a través de puentes de hidrogeno se ha propuesto
como indispensable para la accion de los inhibidores. También, se han descrito enlaces de
hidrogeno mediados por agua entre grupos fenolicos y la cadena principal del carbonilo de

Phe196 (Tang et al., 2013).

Se ha demostrado en células musculares, hepaticas y en ratones que al inhibir esta enzima y/o
impedir su sintesis, se protege tanto de la resistencia a la insulina, como de la obesidad,
aumentando la activacion de la via de sefalizacion del receptor de insulina y las fosforilaciones
de sus mensajeros secundarios como Akt. Al contrario, al aumentar la expresion de la PTP-1B
se perjudica directamente esta via y se genera una importante resistencia a la insulina (Nieto-

Vézquez et al., 2007; Gum et al., 2003).
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1.1.4.Cinética de inhibicion enzimatica

A partir del grafico de Lineweaver-Burk o de los dobles reciprocos (1/velocidad inicial (1/Vo) vs
1/concentracion de sustrato (1/[S])) se puede obtener el valor numérico de la velocidad méaxima
enzimatica (Vmax ) y de la constante de Michaelis-Menten (K.,) (Figura 5), las cuales varian (de
diversas maneras) en presencia de un inhibidor, permitiéndonos determinar el tipo de inhibicion

ejercido, segin se modifique uno o ambos parametros.

1 Pendiente =

S]]

Figura 3. Representacion del grafico Lineweaver-Burk. Vi: velocidad inicial; [S]: concentracion de
sustrato; Km: constante de Michaelis-Menten; Vmax: velocidad méaxima (Harper Bioquimica Ilustrada, 28*
edicion).

Un inhibidor de tipo competitivo es aquel que se une al sitio activo de la enzima libre,
interfiriendo con la unién del sustrato y compitiendo con él, observandose un aumento de la K,
sin afectar la Vmax, de esta forma, si se aumenta la cantidad de sustrato, se puede revertir la
inhibicion (Figura 6, A). Un inhibidor de tipo acompetitivo es aquel que se une al complejo
enzima-sustrato, interfiriendo con la formacion del producto, observandose una disminucion
tanto de la Ky como de la Viax (Figura 6, D). Un inhibidor de tipo mixto es aquel que se une
tanto a la enzima libre como al complejo enzima-sustrato, interfiriendo con la unién del sustrato
y la formacion del producto, observandose, por lo tanto, un descenso en 1a Ve y un aumento en
la Kn (Figura 6, C). Finalmente, un inhibidor de tipo no competitivo presenta un

comportamiento similar a los inhibidores mixtos, pero ademas muestra la misma afinidad para
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unirse a la enzima libre como al complejo enzima-sustrato, observandose asi un descenso en la
Vmax sin alterar la K, (Figura 6, B), dado que normalmente se unen en un sitio diferente

(alostérico) al del sustrato (Gupta et al., 2017; Girgih et al., 2016; Fu et al., 2017).
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Figura 4. Tipos de inhibiciéon enzimatica. E: enzima; S: sustrato; P:producto; I: inhibidor; ES:
complejo enzima-sustrato; EI: complejo enzima-inhibidor; ESI: complejo enzima-sustrato-
inhibidor. A: inhibicién de tipo competitiva (interseccion de las rectas en eje de las ordenadas); B:
inhibicion de tipo no competitiva (rectas se intersectan en el eje de las abcisas); C: inhibicion de tipo
mixta (rectas se intersectan en el segundo cuadrante); D: inhibiciéon de tipo acompetitiva o
incompetitiva (rectas paralelas entre si) (Harper Bioquimica Ilustrada, 28* edicion; Lehninger
Principles of Biochemistry, 4* edicion).
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1.1.5.Cumarinas y sus efectos en el control glicémico y en el estrés oxidativo

1.1.5.1.Cumarinas

Las cumarinas o quimicamente 1,2-benzopirona son moléculas formadas por la union de un
benceno y una a-pirona (Figura 7). Las cumarinas de origen natural estan clasificadas como
compuestos fenolicos, derivados lactonicos del 4cido o-hidroxi-Z-cinamico, que se caracterizan
por poseer una variedad de patrones de oxigenacion sobre el nucleo de la benzopirona, siendo la
oxigenacion en C-7 la mas comun entre las cumarinas presentes en la naturaleza. La 7-
hidroxicumarina (umbeliferona) es considerada el precursor directo de las cumarinas di- y tri-

oxigenadas (Barata Sebastian, 2010).

Dentro de las actividades farmacologicas que se les han atribuido a estas moléculas, podemos
destacar: actividad como anticoagulantes, antibacterianas, fungicidas, antivirales,
vasodilatadores, antiinflamatorias, antioxidantes, antitumorales e hipoglicemiantes (Pari &

Rajarajeswari, 2009; Jayashree et al., 2011).

N

o 0

Figura 5. Nucleo basico de cumarinas. Formado por la unién de un benceno
y una alfa pirona ( Rajarajeswari & Pari, 2011).

Estas moléculas han sido identificadas como metabolitos secundarios de distintas especies
vegetales chilenas, por ejemplo, se ha descrito 3,4 di-hidro fraxidina, escopoletina y escoparona,
entre otros, en los frutos de Gomortega keule (n.v: Queule), arbol endémico del sur de Chile;
varias de estas cumarinas presentaron actividad antioxidante a través de distintos métodos
analiticos (Simirgiotis et al., 2013). Asi como también se ha identificado 5'epi-triptiliocumarina

en las partes aéreas de Nassauvia pyramidalis, junto con otras especies del mismo género, el
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cual se distribuye por los Andes, incluyendo Chile (Hoeneisen et al., 1999). También podemos
destacar que en el exudado resinoso de Haplopappus multifolius Reiche, un pequefio arbusto
que crece cerca de Santiago, se han identificado 8 cumarinas, tales como: herniarina,
preniletina, haplopinol y O-prenil-umbeliferona, entre otros; en esta especie, aquellas cumarinas

fenolicas no O-sustituidas, demostraron actividad antioxidante moderada (Torres et al., 2006).

1.1.5.2. Actividad de las cumarinas frente al control glicémico

En el contexto de estudios enzimaticos in vifro, hay antecedentes de que las cumarinas pueden
actuar como buenos inhibidores de las enzimas que participan en el control glicémico ya
mencionadas. Es asi como Raju et al. en el afio 2010 report6 una nueva serie de cumarinas 3,4 y
3,6 disustituidas capaces de inhibir a la a-glucosidasa, en donde el grado de actividad de éstas
dependia de la estructura de la cumarina evaluada. Ademds, no solo se han encontrado
cumarinas sintéticas capaces de inhibir a la a-glucosidasa, sino también aquellas presentes como
metabolitos secundarios de especies vegetales, como es el caso de la escopoletina, una cumarina
extraida y aislada a partir de Hortia longifolia Benth, Rutaceae, la cual mostr6 una alta actividad
inhibitoria frente a dicha enzima. Por otro lado, la escopoletina fue capaz de inhibir
parcialmente a la a-amilasa, otra enzima que participa en el control glicémico (Queiroz et al.,

2013).

A su vez, Holmes et al. en el afio 2008 propuso una serie de cumarinas fosfatadas que fueron
capaces de unirse al sitio activo de la enzima PTP-1B y lograr su inhibicion al impedir la union
del sustrato natural. También hay evidencia de una serie de piranocumarinas que lograron
inhibir a esta enzima, ademds de la a-glucosidasa y GPa, entre otras. Estos ultimos derivados
conjuntamente exhibieron actividad hipoglicemiante y fueron capaces de reducir el perfil

lipidico en ratones diabéticos, administrados oralmente (Kumar et al., 2009).

Secundariamente, existen varios estudios cientificos que comprueban las actividades
hipoglicemiantes que poseen las cumarinas en modelos in vivo. Es asi como Pari y
Rajarajeswari demostraron que ratas diabéticas inducidas con estreptozotocina-nicotinamida, al
ser tratadas con el nicleo quimico base de las cumarinas a una dosis efectiva de 100 mg/Kg, se

producia una disminucion significativa de los niveles de glucosa plasmatica junto con un
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incremento de los niveles de insulina, producto del cierre de los canales de K'/ATPasa,
despolarizacion de membrana e influjo de calcio en las células beta pancreéticas. Ademas, a la
dosis descrita, se observdé una disminucién en la ingesta de comida y agua, junto con la
disminucion de glucosa urinaria, y un incremento en el peso corporal. Finalmente, se observo un
aumento en la cantidad de hemoglobina y una disminucion de la hemoglobina glicosilada en los

animales de experimentacion.

No solo se ha determinado la capacidad hipoglicemiante in vivo de las cumarinas, si no que
también se ha observado que previenen o enlentecen la progresion clinica y las manifestaciones
fisiopatoldgicas propias de la diabetes, por ejemplo, se observo que gracias al tratamiento con
skimming (cumarina y principal componente activo del extracto acuoso de Hydrangea
paniculata), los niveles de glucosa sanguinea disminuyeron y mejoraron también los signos
propios de la nefropatologia asociada al cuadro diabético, como consecuencia de una reduccion

en la fibrosis glomerular y tubular (Zhang et al., 2012b).

De acuerdo a los antecedentes ya nombrados, se ha manifestado un gran interés cientifico en
sintetizar nuevas cumarinas y conjugados de éstas con actividades farmacoldgicas de utilidad.
Es asi como un conjugado entre cumarina y aspirina, XLF-III-43, mostré inhibicion
significativa de la formacion de productos glicosilados y prevencion de la nefropatia diabética
en un modelo de ratas diabéticas inducidas con estreptozotocina, aunque no mostrd actividad

como hipoglicemiante o antioxidante (Li et al., 2010).

La hiperglicemia cronica en la diabetes esta asociada a cambios patoldgicos en la vasculatura
de la retina, que involucra la ruptura de la barrera retinal sanguinea (BRB). Cantidades
incrementadas de citoquinas, moléculas de adhesion, 0xido nitrico sintasa (NOS) y nitrotirosina
son observadas en la retina de ratas diabéticas inducidas con estreptozotocina. El tratamiento
con un derivado de cumarina semisintético llamado cloricromeno (farmaco utilizado como
antiagregante plaquetario, protector del endotelio y con actividad vasodilatadora) disminuy6
significativamente las citoquinas pro-inflamatorias, moléculas de adhesion, factores de
crecimiento y atenu¢ la actividad de enzimas como la 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS) y
la mieloperoxidasa; disminuyendo la ruptura de las BRB en un 45%. Ademas, fue capaz de
inhibir la infiltracion celular, el exudado de proteinas y la formacion de nitritos/nitratos, siendo

muy util para el tratamiento de la retinopatia diabética. El mecanismo propuesto se relaciona

15



INTRODUCCION

con la inhibicion de la activacion del factor nuclear-kB y subsecuentemente el factor de necrosis
tumoral o (TNF-a), lo que podria estar relacionado con la neutralizacion de especies reactivas
del oxigeno. Por lo tanto, el derivado de cumarina atentia el grado de inflamacion croénica y el
dafio en tejidos que se relaciona con el estado primario de la retinopatia diabética (Bucolo et al.,

2009).

1.1.5.3.Actividad antioxidante de las cumarinas

El estrés oxidativo es un proceso muy complejo que se define como un desbalance entre los
agentes oxidantes y los agentes antioxidantes. Su impacto en el organismo depende del tipo de
agente oxidante, del sitio y la intensidad de su producciéon, de las actividades de los
antioxidantes, y la actividad de los sistemas de reparacion. Los antioxidantes se han definido
como cualquier sustancia capaz de retrasar significativamente o impedir la oxidacion de
biomoléculas a concentraciones menores que el sustrato oxidable, protegiendo de esta forma a
las células de los dafios causados por especies reactivas y/o metales de transicion. Los
antioxidantes pueden ejercer sus efectos mediante diferentes mecanismos, tales como la
neutralizacion de especies reactivas, el secuestro de metales de transicion (actividad de
quelacion), la inhibicién de las enzimas implicadas en la sobreproduccion de especies reactivas
y la modulacion de la expresion génica, por ejemplo, via elemento de respuesta antioxidante
(ARE) y el factor de transcripcion Nrf-2 (Benfeito et al., 2013). Sin embargo, en algunas
circunstancias patoldgicas las defensas endogenas no son suficientes y puede ser necesaria la

administracion exdgena de antioxidantes (Teixeira et al., 2013).

El indice ORAC (oxygen radical absorbance capacity) ha sido ampliamente utilizado para
determinar la capacidad antioxidante de las muestras. Esta metodologia mide la proteccion
otorgada por una molécula antioxidante, a una molécula blanco, que esta siendo oxidada por
radicales peroxilos y es estimada por los cambios en el area bajo la curva (ABC) de los perfiles
cinéticos de la molécula blanco. Se ha observado que hay diferencias en los indices ORAC,
dependiendo de la molécula blanco empleada, dentro de éstas las mas utilizadas actualmente son
la fluoresceina (FL) y el rojo pirogalol. Al utilizar el primero, los indices ORAC obtenidos, se

relacionarian con la estequiometria de los antioxidantes (Alarcon et al., 2008).
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Varios estudios han demostrado la capacidad antioxidante de las cumarinas, la cual ha sido
explicada en parte por sus habilidades como neutralizadoras de radicales libres, como el aniéon
superdxido (0O27) y el radical hidroxilo (OH'); y por la capacidad de quelar algunos metales de

transicion (Rajarajeswari & Pari, 2011).

Pérez et al. (2013a) reportaron una serie de monohidroxicumarinas y dihidroxicumarinas con
actividades antioxidantes determinadas por sus indices ORAC-FL, en donde las primeras
exhibieron un indice ORAC mayor que la molécula estandar trolox y fueron comparables a
quercetina y catequina (compuestos antioxidantes ampliamente estudiados). Ademas, se
concluy6 que los grupos donores de electrones como el metoxi contribuyen con la actividad

antioxidante.

En adicion, una serie de hidroxi-3-arilcumarinas demostré tener actividad antioxidante evaluada
por distintas metodologias, que apuntan tanto hacia la neutralizaciéon de EROs como a especies
reactivas del nitrogeno (ERN) y la actividad demostré estar relacionada con el tipo de
sustituyentes presentes en su esqueleto estructural. Al igual que en el caso anterior, las dos
cumarinas mas activas mostraron mejores indices ORAC-FL que la quercetina y catequina, y
constaban con grupos donores de densidad electronica (hidroxilos) en el anillo aromatico

(Matos et al., 2013).

1.1.5.4.Antecedentes de la serie de cumarinas a estudiar

Se contaba con una biblioteca de diversas cumarinas previamente sintetizadas, por un grupo de
colaboradores a cargo del profesor Eugenio Uriarte en Santiago de Compostela, Espafia. Varias
de estas cumarinas habian sido evaluadas previamente en relacion a diferentes actividades
bilogicas, por ejemplo, se estudiaron las actividades antioxidantes y tripanocidas de
amidocumarinas, aminocumarinas, fenilcumarinas y de hibridos chalcona-cumarinas en una
tesis doctoral anterior (Figueroa Guifiez Roberto, 2014), obteniendo resultados favorables para
ambas actividades evaluadas. También se realizd un estudio sobre la actividad de cumarinas
sustituidas en el carbono 3 en relacion al tratamiento de la enfermedad de Alzheimer, como
inhibidoras tanto de Ila enzima monoaminooxidasa (MAQO) como de Ila enzima

acetilcolinesterasa (AChE), donde se discutié que la introducciéon de un grupo amida entre el
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nucleo base de la cumarina y un sustituyente aromatico (3-benzamidocumarinas) permitié la
inhibicién dual de ambas enzimas en un rango micromolar. Varias amidocumarinas fueron
estudiadas como inhibidoras de la MAO y como antioxidantes, enfocadas hacia el tratamiento
de enfermedades neurodegenerativas, obteniendo resultados favorables (Matos et al., 2015;

Vina et al., 2012).

Sin embargo, a la fecha no se han realizado estudios en relacion a los posibles efectos
beneficiosos que pudiesen tener las cumarinas que constituyen esta biblioteca como tratamiento
para la diabetes mellitus, y dado que las cumarinas como familia de compuestos, poseen
extensos antecedentes como hipoglicemiantes y antioxidantes, resulta muy interesante estudiar

estos compuestos en esta area farmacoldgica.

Para la seleccion de la serie de cumarinas a estudiar en este trabajo, se realizd una busqueda
bibliografica con el fin de encontrar cumarinas u otras estructuras similares que manifestaran
efecto inhibitorio de enzimas relevantes en el control glicémico, y se realizd una comparacion
estructural con la biblioteca de cumarinas que se contaba, seleccionando de esta manera,
cumarinas con sustituyentes comunes (grupos aromaticos, amidas, hidroxilos y halégenos) a las
moléculas con la actividad bioldgica de interés y/o bioisdsteros de éstos. Teniendo como
objetivo del estudio encontrar alguna estructura (o mas de una) que sea capaz de inhibir a las
enzimas a-glucosidasa, glicogeno fosforilasa A y tirosina fosfatasa-1B, ademas de presentar
actividad antioxidante. Manifestando de esta forma, un mecanismo de accién multidirigido con
mayores posibilidades de producir un control glicémico adecuado y, por lo tanto, poseer efectos
beneficiosos en el tratamiento de la DMT2. Ademas, se pretende identificar los sustituyentes

que permitan una mejor actividad dichas cumarinas.
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1.2. Serie de cumarinas a estudiar

a) Familia 1: amidocumarinas sustituidas en la posicion 4 por un hidroxilo y en la posicion
3 por el grupo amida. Cumarina 1 en la posicion 3 posee una amina primaria en vez del

grupo amida.
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b) Familia 2: amidocumarinas sustituidas en la posicion 4 por un grupo metilo, en la
posicion 7 por un grupo hidroxilo y en la posicion 8 por el grupo amida. La cumarina 8

posee un grupo amina primario en vez del grupo amida.
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¢) Familia 3: bromotiofeno cumarinas sustituidas en 6 o en 7 con un grupo hidroxilo o un

grupo éster y en la posicion 3 por el grupo bromotiofeno. La cumarina 19 sélo posee el

grupo bromotiofeno como sustituyente.
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il.

ii.

1.3. Hipétesis

La potencia inhibitoria frente a la glicogeno fosforilasa A, o-glucosidasa y tirosina
fosfatasa-1B de las cumarinas seleccionadas, depende de la presencia y posicion de los
sustituyentes tipo amidas e hidroxilos.

La potencia inhibitoria frente a la glicogeno fosforilasa A, a-glucosidasa y tirosina
fosfatasa-1B de las cumarinas seleccionadas incrementa con la presencia de
sustituyentes aromaticos y halégenos.

Las cumarinas seleccionadas presentan capacidad antioxidante al poseer grupos
funcionales capaces de ceder atomos de hidrogeno o electrones y una estructura

adecuada para estabilizar el electron desapareado.
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1.4. Objetivos

1.4.1.0bjetivo General

Evaluar la capacidad inhibitoria sobre enzimas que participan en el control glicémico y evaluar

la capacidad antioxidante de una nueva serie de cumarinas.

il.

iii.

iv.

V1.

1.4.2.0bjetivos Especificos

Determinar la actividad inhibitoria de una serie de cumarinas frente a la actividad de la
GPa y a-glucosidasa, con el fin de seleccionar las estructuras quimicas mas activas que
proseguiran con el estudio.

Determinar y analizar comparativamente las concentraciones inhibitorias cincuenta
(Clso) de las cumarinas seleccionadas, frente a la GPa, a-glucosidasa y PTP-1B.
Determinar el tipo de inhibicidon enzimatica ejercidas por las cumarinas con adecuada
potencia inhibitoria (Clso determinado) frente a las enzimas en estudio, mediante el
analisis de los graficos de Lineweaver-Burk y los pardmetros de Ku y Vimax.

Identificar el sitio mas probable de union de las cumarinas en las respectivas enzimas,
mediante el analisis de las energias de afinidad, cuantificadas por docking.
Identificando también las interacciones inhibidor-enzima y los sustituyentes de las
cumarinas mas relevantes para la union.

Estudiar la actividad antioxidante in vitro de las cumarinas seleccionadas, frente a los
radicales peroxilo e hidroxilo, mediante las técnicas de ORAC-FL y EPR
respectivamente.

Evaluar la capacidad antioxidante celular de las cumarinas en células de macrofagos de

raton (RAW 264.7).
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2. METODOLOGIA

2.1. Seleccion de las muestras a estudiar

Se contaba con una biblioteca de nuevas cumarinas previamente sintetizadas por un grupo de
colaboradores a cargo del profesor Eugenio Uriarte, en Santiago Compostela, Espafia. Para
seleccionar la serie de compuestos a estudiar, se realizé un analisis bibliografico con el fin de
asociar grupos funcionales (amidas, hidroxilos, haldgenos, fenilos, piridinas, entre otros)
presentes como sustituyentes en las cumarinas de la biblioteca y en otras cumarinas o moléculas
de estructura similar que se les hubiese determinado actividad inhibitoria frente a las enzimas en
estudio (a-glucosidasa, GPa, PTP-1B) (Figura 8). Secundariamente, se tuvo en cuenta para la
seleccion, la estructura quimica de las cumarinas en cuanto a las caracteristicas minimas de un

antioxidante (grupos conjugados y capacidad de resonancia electronica, grupos donores de

hidrogeno y/o electrones).

o % 1G: 22 % IGPa: 8
7o 1G: 70 (Clso: 52 pM) % IPTP-1B: 75 (Clso: 57 pM)

SO
L /,
@,NH- - 0 NJR
% 1G: 77 (Clso: 96 nM)

XLF-III-43: Previno nefropatia

diabética in vivo

Figura 8. Sustituyentes comunes a cumarinas con actividades antidiabéticas demostradas. IG:
inhibicion de a-glucosidasa, IGPa: inhibicion de GPa, IPTP-1B: inhibicién de PTP-1B. Se destacan como
sustituyentes grupos amidas (azul), fenilos (rojo), hidroxilos (morado), cloro (verde).
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2.2. Inhibicién enzimatica in vitro
2.2.1.Ensayo de inhibicion de a-glucosidasa

Consistio en un método espectrofotométrico, realizado en un lector de microplaca
MULTISKAN GO 3.2, el ensayo se efectu6 mediante modificaciones a las metodologias
propuestas por Lordan et al., 2013 y Raju et al., 2010. El volumen final del ensayo fue de 230
pL, para esto se adicion6 en un pocillo de microplaca 120 pL de tampdn fosfato de sodio 100
mM a pH 6,8; 2,3 uL de la soluciéon de cumarina en DMSO (solvente a 1% de concentracion
final en pocillo); 17,7 pL de agua milli-Q y 60 pL de una solucion del sustrato p-nitrofenil-a-D-
glucopiranosido (pNPG) 5 mM, posteriormente se incub6 a 37°C por 5 minutos. Transcurrido el
tiempo, se adiciond 30 pL de una solucion de enzima a 0,1 U/mL (proveniente de
Saccharomyces cerevisiae) y se determiné inmediatamente la absorbancia (A) a 400 nm (tiempo
cero), luego se volvio a incubar a 37°C por 30 minutos, permitiendo la formacién de p-
nitrofenol (Figura 9), producto coloreado al cual se le determin6 la A a 400 nm (tiempo 30),
mediante el lector. Ademas, se midié las A de un control negativo, control no enzimatico y un
blanco, para determinar el porcentaje de inhibicién de las cumarinas (Tabla 1). Se considero
como A final de la muestra la diferencia entre el tiempo 30 y 0, y se utiliz6 como inhibidor

estandar, la acarbosa.

.. a—glucosidasa .
p — Nitrofenil « — D — Glucopiranésido =~ ¢——————— a — D — Glucosa + p — Nitrofenol

HO

HO
0 OH
OH a — glucosidasa OH —I— /O/
HO 04<j>_|\]o2 PN HO OH O5N
OH

OH

Figura 9. Fundamento quimico para el ensayo de inhibicion de a-glucosidasa. La enzima rompe el
enlace glucosidico del sustrato, produciendo p-nitrofenol como producto que es de coloracién amarillo.
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Tabla 1. Protocolo de inhibiciéon de a-glucosidasa

Reactivos Blanco (pL) CNE (nL) CN (unL) Muestra (pnL)
Tampon fosfato de sodio 150 150 120 120
100 mM, pH 6.8
DMSO 11,5% 20 20
Muestra (DMSO) 2,3 2,3
Agua milli-Q 17,7 17,7
pNPG SmM 60 60 60 60
Incubar a 37°C por 5 min
o-glucosidasa 0,1 U/mL 30 30
A 400 nm
Incubar a 37°C por 30 min
A 400 nm

DMSO: Dimetilsulféxido; pNPG: p-Nitrofenil a-D-Glucopiranésido; CNE: control no enzimético;
CN: control negativo

2.2.2.Ensayo de inhibicion de GPa

Consistio en un método espectrofotométrico, realizado en un lector de microplaca
MULTISKAN GO. La actividad de la enzima proveniente de musculo de conejo, fue
determinada en direccion a la sintesis de glicogeno a través de la liberacion de fosfato desde
glucosa-1-fosfato a 22°C (Figura 10). La reaccion se llevo a cabo a un volumen final de 300 pL,
primero se adicioné 40 pL de un medio tamponado (pH 7,2) que contenia HEPES (Acido 4-(2-
hidroxietil)-1-piperazinetanosulfénico) 50 mM; KCl 100 mM; MgCl, 2,5 mM y EGTA (4cido
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tetraacético etilenglicol) 2,5 mM; luego se adicion6 3 pL de la muestra (cumarina disuelta en
DMSO, solvente a 1% de concentracion final en pocillo), 17 pL de agua milli-Q, 35 puL de
glicogeno 1mg/mL, 35 pL de glucosa-1P 0,5 mM y 20 puL de la enzima a 60 pg/mL.
Posteriormente, la mezcla se incubd a 22°C por 25 min y se adiciond 150 pL de la solucién de
detencion que contenia molibdato de amonio a 10 mg/mL y verde de malaquita a 0,38 mg/mL
en medio acido (4cido clorhidrico 1 M). Finalmente se volvi6 a incubar a 22°C por 20 min,
permitiendo el desarrollo de un aducto de color verde entre el grupo fosfato y el verde de
malaquita, el cual fue detectado en el lector de microplaca Multiskan GO, a una longitud de
onda de 621 nm (Tabla 2). Junto a la muestra se evalu6 un control negativo (sin inhibidor), un
control no enzimdtico (sin enzima) y un blanco (s6lo medio y sustrato). Ademas, como

inhibidor estandar se utilizo la cafeina (Martin et al., 1998).

GP
Glicogenop,y + Pi — Glicogenoy—1) + Glucosa — 1P

+ molibdato + verde malaquita
Aducto verde (621 nm)
Figura 10. Fundamento quimico para el ensayo de inhibicion de GPa. Al aumentar las

concentraciones de glucosa-1P la reaccién se desplaza hacia los reactantes y el fosforo inorganico
producido reacciona con molibdato y verde malaquita para formar un aducto de coloracién verde.
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Tabla 2. Protocolo de inhibicion de GPa

Reactivos Blanco (pL) CNE (pL) CN (unL) Muestra (pL)
BS (pH=7,2) 40 40 40 40
B HEPES 50 mM 90 90
DMSO 14% 20 20
Muestra (DMSO) 3 3
Agua milli-Q 17 17
Glicogeno 35 35
1mg/mL
G1P 0,5 mM 35 35
GPa 60 pg/mL 20 20
Incubar por 25 min a 22°C
150 150 150 150
Incubar por 20 min a 22°C

Medir A a 621 nm

BS: tampon salino; B: tampén de HEPES; DMSO: dimetilsulfoxido; G1P: Glucosa-1-fosfato; GPa:
Glicogeno fosforilasa A; SD: Solucién de detencién; CNE: Control no enzimatico; CN: control
negativo.
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2.2.3.Ensayo de inhibicion de la PTP-1B

Consistio en un método espectrofotométrico, realizado en un lector de microplaca
MULTISKAN GO. El ensayo se desarroll6é a un volumen final de 250 pL por pocillo, primero
se adicion6 100 pL de un medio tamponado que contenia HEPES 50 mM, ditiotreitol (DTT) 5
mM y NaCl 150 mM, a pH 7,2. Luego se adicionaron 2,5 pL. de la muestra de cumarina en
DMSO (solvente a 1% de concentracion final en pocillo), 17,5 pL de agua milli-Q, 30 pL de la
solucion de enzima recombinante humana a 3,3 pg/mL y 50 pL del sustrato p-nitrofenilfosfato
(p-NPP) a 60 mM para luego incubar la mezcla a 37°C por 10 min. Finalmente, la reaccion se
detuvo al agregar 50 uL. de NaOH 5M y se determind la A del producto formado p-nitrofenol
(Figura 11), a una longitud de onda de 405 nm. Para hacer el calculo de inhibicion fue necesario
realizar las mediciones del control negativo, control no enzimatico y blanco (Tabla 3). Ademas,

se empled como inhibidor estandar ortovanadato sédico (Ma et al., 2011).

s
HO—P—OH
' i
O
PTP1B i
+ H,0 —» + HO—P—OH + H
‘_
+ N OH
- /I\\\ -/ N\ -
O O O O
p-nitrofenil-fosfato p-nitrofenol

Figura 11. Fundamento quimico para el ensayo de inhibicion de PTP-1B. La enzima rompe el enlace
fosfato del sustrato (p-nitrofenilfosfato), produciendo p-nitrofenol como producto que es de coloracion
amarillo.
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Tabla 3. Protocolo de inhibicion de PTP-1B

Reactivos Blanco CNE (nL) Muestra
(nL) (nL)

Medio tamponado de
HEPES (pH=7,2)

DMSO 12,5 %
Muestra (DMSO)

Agua milli-Q

PTP1-B 3,3 pg/mL 30
pNPP 60 mM 50 50 50 50

Incubar a 37°C por 10 min

50 50 50 50

A 405 nm

DMSO: Dimetilsulféxido; PTP1-f: Tirosina fosfatasa-1B; pNPP: p-nitrofenil fosfato; CNE: Control
no enzimatico; CN: control negativo
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Todas las mediciones enzimaticas se realizaron por triplicado. Para calcular el porcentaje de

inhibicion de las muestras se emple6 la siguiente ecuacion:

Ecuacion 1. Férmula utilizada para calcular los porcentajes de inhibicion enzimatica

s s (ACN — AB) — (AM — ACNE)
% inhibicion = (ACN - AB) x 100

Acn = Absorbancia del control negativo (sin inhibidor), Ap = Absorbancia del blanco (sin inhibidor
y sin enzima), Am = Absorbancia de la muestra y Acxe = Absorbancia del control no enzimatico (sin
enzima).

2.3. Cinética de Inhibicion enzimatica

Se determino el tipo de inhibicion (inhibiciébn competitiva, no competitiva, acompetitiva o
mixta) ejercida por las cumarinas activas sobre las enzimas en estudio, mediante la
determinaciéon y la comparacion de las velocidades maximas (Vmax) y las constantes de
Michaelis Menten (K,) alcanzadas por las cumarinas y el control negativo (sin inhibidor),
ademas de un analisis de los graficos de Lineweaver-Burk obtenidos. Para lo cual se trabaj6 con
seis concentraciones distintas del respectivo sustrato y se evaluaron las muestras (cumarinas
disueltas en DMSO) y los inhibidores estindar utilizados a tres concentraciones diferentes,
segun los Clso obtenidos. Los ensayos se llevaron a cabo mediante el lector de microplaca
MULTISKAN GO, utilizando un bucle cinético, el cual registraba los valores de absorbancia
cada 30 segundos hasta completar el tiempo de incubacion final para cada enzima en particular.

Todos los resultados se realizaron por triplicado.
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2.3.1.Para a-glucosidasa

Se utilizé la misma metodologia descrita para obtener los Clsp de los compuestos. Las
concentraciones del sustrato p-nitrofenil-a-D-glucopiranésido utilizadas fueron 5, 4, 3, 2, 1 y
0,5 mM. Una vez agregada la enzima se empezo el bucle cinético durante 30 minutos (60

mediciones).

2.3.2.Para GPa

Se utilizé la misma metodologia descrita para obtener los Clso de los compuestos, pero
omitiendo la incubacion. La enzima se utilizé a 25 pg/mL y el sustrato (glucosa-1P) se evalu6 a
1,5;1,25;1;0,75;0,5 y 0,25 mM. Una vez agregada la solucion de detencion se inici6 el bucle

cinético durante 20 minutos (40 mediciones).

2.3.3.Para PTP-1B

Se utilizé la misma metodologia descrita para obtener los Clso de los compuestos, pero
omitiendo la incubacidn, de esta forma se midid la accidn de la enzima sobre el sustrato desde el
inicio; y sin agregar el NaOH (agente finalizador de la reaccion). Las concentraciones del
sustrato p-nitrofenilfosfato utilizadas fueron 65, 55, 45, 30, 20 y 15 mM. Una vez agregado el

sustrato se empezo el bucle cinético durante 45 minutos (90 mediciones).

De los graficos de absorbancia versus tiempo obtenidos, se realizaron regresiones lineales con
los primeros datos de la cinética (hasta obtener el mejor R?) con el fin de obtener la pendiente de
las rectas, que corresponde a la velocidad inicial de las enzimas (Vo). Luego, de los graficos de
los dobles reciprocos se realiz6 una segunda regresion lineal para obtener los valores de 1/Vmaxy

-1/Kun.
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2.4. Analisis computacional mediante Docking

Se proyectaron las estructuras quimicas de las cumarinas utilizando el programa GaussView
5.0.9. Las estructuras se minimizaron energéticamente y se les calculd las cargas empleando el
programa RED-IIL.4 utilizando su estado de protonacion apropiado. Las conformaciones mas
estables se utilizaron como archivos de ligandos para el estudio de docking mediante las
herramientas de AutoDock 4.0, removiendo los hidrégenos no polares y determinando los
puntos de torsion. La misma herramienta fue usada para preparar los archivos de las proteinas,
agregando los hidrogenos polares a la estructura. El estudio de docking fue desarrollado
mediante el programa Autodock Vina 1.1.2, el cual utiliza la funcién empirica de evaluacion de
la energia libre. Ademas, en todos los casos la proteina se considerd rigida y el tamafio de la
caja (bolsillo de unién para el ligando) fue de 20 A X 20 A X 20 A. Para cada ligando, solo la
posiciéon mas probable fue considerada y se promediaron las afinidades de unioén estimadas.
Finalmente, se determinaron diferentes interacciones polares y apolares entre la proteina y
algunas cumarinas (con alta y baja actividad inhibitoria experimental) a una distancia igual o
menor a 5 A utilizando el programa VMD, con la finalidad de dilucidar las interacciones mas

importantes e identificar grupos funcionales de importancia para los inhibidores.

2.4.1.Para a-glucosidasa

Dado que la estructura 3D de la a-(1,4)-glucosidasa no esta disponible atn, se realizé un modelo
de homologia mediante el programa Swissmodel expasy. Para desarrollarlo, la secuencia
aminoacidica de a-(1,4)-glucosidasa fue obtenida a partir del servidor UniProt (cédigo de
acceso P53341) (Khairunissa et al., 2015; Chaudhry et al., 2017). Para seleccionar el templado
mas adecuado a utilizar en el modelamiento de la enzima, el algoritmo BLAST fue ejecutado,
con la finalidad de comparar la secuencia de la enzima con una biblioteca y asi identificar
secuencias que se asemejan, utilizando la base de datos pdb no redundante. Como resultado del
BLAST, la estructura cristalina de la isomaltasa [a-(1,6)-glucosidasa] de S. cerevisiae (PDB:
3AJ7) fue utilizada como templado de la o-(1,4)-glucosidasa, las cuales son 72% idénticas.

Luego, el servidor Clustal Omega fue utilizado para desarrollar el alineamiento de la secuencia
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proteica, que posteriormente se utilizaria para el modelamiento de la proteina. Para el estudio de
docking en esta enzima se utilizaron dos bolsillos posibles de unioén, el sitio catalitico con el
aminoacido Phel57 como centro de la caja y un segundo bolsillo de caracter hidrofébico con el

aminoacido Thr533 como centro de la caja (Azam et al., 2012).

2.4.2.Para GPa

En el estudio de docking se utilizé la estructura cristalina PDB: 2IEI obtenida del servidor
Protein Data Bank y se analizaron cuatro bolsillos de union, el sitio catalitico de la enzima
(centrado en His377), el sitio inhibidor (centrado en Phe285), el sitio alostérico (centrado en
Phe196) y el sitio de interfaz dimérica (centrado en Tyr613) (Zhang et al., 2012; Tsitsanou et
al., 2000; Tsitsanou et al., 2013).

2.4.3.Para PTP-1B

En el estudio de docking se utiliz la estructura cristalina PDB: 1NL9 obtenida del servidor
Protein Data Bank y se analizaron dos bolsillos, el sitio catalitico de la enzima, centrado en el

aminoacido Lys120, y el sitio alostérico, centrado en Phe196 (Tang et al., 2013).

2.5. Actividad antioxidante in vitro

2.5.1.Ensayo ORAC-FL

La capacidad antioxidante fue llevada a cabo en un lector de microplaca Synergy HT y la
fluorescencia fue leida desde arriba con una longitud de onda de excitacion de 485 nm y un
filtro de emision de 528 nm. La reaccion fue realizada en tampén fosfato de sodio 75 mM (pH
7,0) a un volumen final de 200 pL, para lo cual se agregd a cada pocillo 25 pL de la solucion de

cumarinas (en MeOH/H,O) o 25 pL del tampon fosfato segun correspondia y 150 pL de la

35



METODOLOGIA

solucion de FL a 0,016 pg/mL (disuelta en tampon fosfato), luego la mezcla se preincub6 por 7
min y se le afiadi6 rapidamente 25 pL de la solucion de 2,2-azobis (2-metilpropionamidina)
dihidrocloruro (AAPH, a 40,7 mg/mL y disuelto en tampén fosfato), fuente de radical peroxilo.
Finalmente, se incub6 la mezcla por 15 min a 40°C para posteriormente medir la fluorescencia
cada 1 min por 120 min (Tabla 4). Para cada ensayo se ocuparon cinco concentraciones de cada
cumarina en un rango de 0,5-15 uM en placa, y como molécula estandar se ocup6 6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (trolox). La capacidad antioxidante fue expresada como
indices ORAC, utilizando las pendientes obtenidas de las cumarinas y el trolox, las cuales
fueron cuantificados por la integracion del area bajo la curva de decaimiento de la FL (ABCFL),
restandole el ABC del blanco. Todas las mediciones se realizaron con tres replicados (Pérez et
al., 2013 a).

Tabla 4. Protocolo del ensayo ORAC-FL

Reactivos Blanco (pL) Muestra (pL)

Tampon Fosfato 75 mM
pH=7,0

Muestra 25
FL 0,016 pg/Ml 150 150
Incubar 40°C por 7 min
AAPH 40,7 mg/mL 25 25
Incubar 40°C por 15 min

Medir fluorescencia por 2h

FL: Fluoresceina
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Para calcular los indices ORAC, se relacionan las pendientes obtenidas por las muestras, con la

pendiente obtenida por el estandar (trolox), mediante la siguiente ecuacion:

Ecuacion 2. Calculo de los indices ORAC

Pendiente obtenida por la cumarina

[ndice ORAC =
naice Pendiente obtenida por el Trolox

Los valores de las pendientes se obtuvieron tras graficar el ABC versus el tiempo (en segundos)

de las distintas concentraciones de las muestras evaluadas.

2.5.2.Ensayo de resonancia paramagnética electréonica (EPR)

La reactividad de la serie de cumarinas frente al radical hidroxilo fue llevada a cabo utilizando
la técnica de EPR, mediante un sistema fenton no catalitico y un sistema fotolitico. En ambos
ensayos propuestos, se utilizdo como atrapador (spin trap) la molécula 5,5-dimetil-1-pirrolina-N-
oxido (DMPO), la cual compite con la muestra antioxidante adicionada, por el radical hidroxilo
para formar un aducto con éste. De esta forma al adicionar las cumarinas al sistema (a 2,5 mM)
se espera reducir la intensidad del espectro de resonancia de espin electronica (REE) formado

por el aducto DMPO-OH (sefial blanco) (Pérez et al., 2013 a; Pérez et al., 2013 b).

Para el sistema de Fenton no catalitico se empleé metanol como blanco, 50 pL de las muestras
de cumarinas a 2,5 mM, 50 pL de NaOH 25 mM, 50 pL. de DMPO 200 mM y finalmente se
agreg6 50 pL de H2O; 10%, tras lo cual se contabilizé 5 min para proceder con la lectura en el

equipo (Tabla 5).

Para el ensayo fotolitico se obtuvo el radical hidroxilo por fotolisis, para lo cual se empled
metanol como blanco, 150 pL de H;O: (al 1%), 50 pL de DMPO (200 mM) y 50 pL de la

muestra de cumarina (a 2,5 mM); agregados todos los reactivos, la mezcla se fotolisa (con
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radiacion UV de lampara de deuterio) durante 5 min y se procede a la lectura de las senales
(Tabla 6).

Los REE se registraron en banda X (9.8 GHz) usando un espectrometro Bruker ECS 106,
equipado con cavidad rectangular y 50 KHz de modulacion de campo. Las constantes de
acoplamiento experimentales fueron obtenidas mediante simulacion de espectros usando un

programa WINEPR SimFonia Version 1.25 y estimadas con una precision de 0,05 G.

Todas las muestras fueron evaluadas con 2 réplicas y los resultados se expresaron como un
porcentaje de apagamiento, el cual fue calculado con la disminucion del ABC provocada por las
muestras antioxidantes. A su vez, el ABC se obtuvo al integrar dos veces la intensidad de la

sefal otorgada por el equipo.

Tabla S. Protocolo del ensayo EPR no catalitico

Reactivos Blanco (pL) Muestra (nL)

Metanol 150 100
Muestra a 2,5 mM 50
NaOH 25 mM 50 50
DMPO 200 mM 50 50
H;0:10% 50 50
Espera 5 min

Lectura
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Tabla 6. Protocolo del ensayo EPR fotolitico

Reactivos Blanco (pL) Muestra (nL)
Metanol 100 50
Muestra a 2,5 mM 50
DMPO 200 mM 50 50
H;0:10% 150 150
Fotolisa 5 min

Lectura

2.6. Actividad antioxidante celular (AAC)

Para evaluar la actividad antioxidante en células, se utilizaron células RAW 264.7 (provenientes
de raton) las cuales fueron sembradas con una densidad de 50000 células por pocillo, en
microplacas de 96 pocillos con medio de cultivo RPMI 1640. Después de 24 h el medio fue
removido y los pocillos fueron lavados con tampodn fosfato salino (PBS). Los pocillos fueron
incubados durante 20 min (estufa a 37°C y 5 % CO>) con 100 pL de la sonda dicloro-dihidro-
fluorosceina diacetato (DCFH-DA) a 20 uM, disuelta en buffer fosfato salino a pH 7,4. Luego
los pocillos se lavaron con PBS y se agregaron 100 pL de buffer fosfato salino y 100 uL de las
cumarinas a una concentracion final de 1 y 10 pM (disueltas en el mismo medio tamponado)
durante 30 min. Se utilizaron dichas concentraciones para los compuestos, ya que otras
cumarinas de similar estructura habian sido previamente evaluadas bajo las mismas condiciones,
con resultados favorables. Transcurrido el tiempo, los pocillos nuevamente se lavan con PBS.
Finalmente, se agregd 100 pL de una solucién de AAPH en medio salino a una concentracion
final de 600 pM para medir la fluorescencia en un lector de microplacas Synergy HT, Bio-Tek
Instruments. La emisioén a 528 nm fue medida con una excitacién a 485 nm cada 1 min durante

1 h (Lopez-Alarcon & Denicola, 2013; Wolfe & Liu, 2007; Figueroa Guifiez Roberto, 2014).
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Todas las muestras se evaluaron por triplicado e incluyeron un control (células tratadas con

DCFH-DA y AAPH, sin cumarinas).

Para la cuantificacion de la actividad antioxidante celular de las cumarinas, se calculdé el ABC

del grafico de fluorescencia vs tiempo y se compar6 con el control.

2.7. Analisis estadistico

Todos los resultados fueron expresados como el promedio de las mediciones realizadas + DS. La
significancia estadistica se determind mediante ANOVA de una via, seguidos del método de
comparaciones multiples de Tukey, utilizando el programa GraphPad Prism 6 y se consideraron

los resultados significativos para valores de p < 0,05.

40



RESULTADOS Y DISCUSION

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Ensayo preliminar de inhibiciéon de la actividad enzimatica sobre a-glucosidasa y
GPa

Se realiz6 a una concentracién masa/volumen determinada (7 pg/mL), de acuerdo a la cantidad
disponible de las cumarinas en ese momento. Al expresar las concentraciones en micromolar,
éstas varian en un rango de 17-38 uM; esta actividad fue realizada con el fin de seleccionar los
derivados mads activos que proseguiran con el estudio de la determinacién de la potencia

inhibitoria (Clso) y de la actividad antioxidante.

Los resultados se expresaron como porcentajes de inhibicion de la actividad enzimatica y se

observan en la Figura 12 y 13.

100+

Familia 1

% Inhibicion

1 T 1 T T
JEE
éﬁ O ’1&5 RS LA (O A $\"} R\ 'ﬁ\ R LI S U\ S\ 2
F ST T ST T T T T T TN SNFSTSETS S S
W @SS S S S S S o

MUESTRAS: [17-38 uM]

Figura 12. Porcentaje de inhibicion de la actividad de a-glucosidasa. * = Diferencias significativas
con respecto al inhibidor estandar, utilizando test ANOVA seguido por comparaciones multiples de Tukey,
considerando un p < 0,05.
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Figura 13. Porcentaje de inhibicion de la actividad de GPa. * = diferencias significativas con
respecto a cafeina, utilizando el test ANOVA seguido por comparaciones multiples de Tukey,
considerando un p < 0,05.

A partir de los resultados de esta evaluacion preliminar, se observaron claras diferencias entre
las distintas muestras, distinguiendo cumarinas sin actividad, con baja actividad inhibitoria
(menos de 20%) o gran capacidad inhibitoria enzimatica (mas de 50%), a las concentraciones

evaluadas.

- En el ensayo de inhibicion de la actividad de la a-glucosidasa, se observo inhibicion de
la actividad por parte de trece cumarinas, de las cuales una molécula (CUM 9) fue
comparable al inhibidor estandar (acarbosa), mientras que siete moléculas (CUM 11,
CUM 12, CUM 13, CUM 16, CUM 17, CUM 18 y CUM 19) exhibieron una capacidad
inhibitoria mayor que la acarbosa (Figura 12).

- En el ensayo de inhibicién de la actividad de la GPa, se pudo observar que nueve

cumarinas inhibieron a la enzima, pero de éstas s6lo cuatro cumarinas (CUM 11, CUM
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16, CUM 17 y CUM 18) demostraron una capacidad de inhibicion comparable al
inhibidor estandar utilizado, cafeina (Figura 13).

- Algunos derivados mostraron un alto porcentaje de inhibicion de la actividad para
ambas enzimas, como son las CUM 11, CUM 16, CUM 17 y CUM 18.

- En general las cumarinas de la familia 3 fueron las que exhibieron los mejores

resultados en términos de capacidad inhibitoria de la actividad de ambas enzimas.

Luego de analizar ambos resultados preliminares, se seleccionaron las cumarinas més activas,
segun la capacidad inhibitoria frente a a-glucosidasa y/o GPa, incluyendo las cumarinas de las
tres familias. En el listado siguiente se muestran las cumarinas seleccionadas y el criterio de

seleccion para continuar con los estudios enzimaticos y antioxidantes propuestos.

CUM 2: fue seleccionada ya que fue la cumarina de la familia 1 que presentd el mayor

porcentaje de inhibicion de la actividad de GPa.

CUM 5: fue seleccionada por ser la unica cumarina de la familia 1 que inhibi6 la actividad tanto

de GPa como de a-glucosidasa.

CUM 9: cumarina perteneciente a la familia 2, fue seleccionada porque su actividad inhibitoria
de la o-glucosidasa fue comparable con la exhibida por la acarbosa y permite una discusion
interesante en comparacion a CUM 11, ya que la tinica diferencia estructural entre ambas es un
sustituyente cloro (presente en CUM 11 y ausente en CUM 9), que se traduce en diferencias en
la actividad inhibitoria frente a ambas enzimas (es menos potente para inhibir a-glucosidasa y

no present6 actividad inhibitoria frente a GPa).

CUM 11: se selecciono porque es la tnica cumarina de la familia 2, que inhibi6 la actividad de

ambas enzimas en un gran porcentaje (mayor al 50%), destacandose entre la serie de cumarinas.

CUM 12: se seleccion6 por ser una de las tres moléculas de la familia 2 con mayor actividad
inhibitoria frente a-glucosidasa (junto a CUM 11 y CUM 13), superando a la acarbosa a la

concentracion evaluada.
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CUM 13: cumarina de la familia 2 que fue seleccionada por ser una de las tres estructuras
(junto a CUM 11 y CUM 12) con mayor actividad inhibitoria frente a-glucosidasa. Inhibe en un
buen porcentaje (aproximadamente 50%) a la a-glucosidasa, superando a la acarbosa a la

concentracion evaluada.

CUM 16: cumarina de la familia 3 que fue seleccionada por exhibir una importante capacidad

inhibitoria (aproximadamente 50%) frente ambas enzimas, destacandose en su familia.

CUM 17: cumarina perteneciente a la familia 3 que fue seleccionada por su capacidad

inhibitoria frente a GPa (aproximadamente 50%) ademads de inhibir a la a-glucosidasa.

CUM 18: cumarina perteneciente a la familia 3 seleccionada por presentar una capacidad

inhibitoria mayor al 50% frente ambas enzimas, destacandose entre la serie de cumarinas.

CUM 19: cumarina perteneciente a la familia 3 que logr6 inhibir la actividad de a-glucosidasa
en aproximadamente 40%, superando el efecto mostrado por la acarbosa a la concentracion
evaluada y ademas permite realizar discusiones estructurales interesantes ya que es la unica
cumarina seleccionada de dicha familia que no presenta otros sustituyentes diferentes al

bromotiofeno.

Por lo tanto, las cumarinas seleccionadas para continuar con esta investigacion son, dos
moléculas de la familia 1 (CUM 2 y CUM 5), cuatro moléculas de la familia 2 (CUM 9, CUM
11, CUM 12 y CUM 13) y cuatro moléculas de la familia 3 (CUM 16, CUM 17, CUM 18 y
CUM 19).
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3.2. Estudios frente a a-glucosidasa
3.2.1.Ensayo de inhibicién de la actividad de a-glucosidasa

Las cumarinas seleccionadas a partir de los resultados del ensayo preliminar, fueron evaluadas
en distintas concentraciones con el fin de determinar la potencia inhibitoria, expresada como

Clso. En la Figura 14 se observan graficos de inhibicion vs concentracion de acarbosa, CUM11 y

CUMI16.
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Figura 14. Porcentajes de inhibicion de la actividad de a-glucosidasa vs concentracion (uM) del
inhibidor. A: inhibidor estdndar utilizado (acarbosa); B: cumarina 11; C: cumarina 16.
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La actividad inhibitoria frente a la a-glucosidasa de las cumarinas seleccionadas, se resumen en

la Tabla 7 y Figura 15.

Tabla 7. Concentracion efectiva cincuenta (Clso) de las muestras frente a a-glucosidasa

MUESTRAS Clso (M) DS

CUMS 270,80 0,90

CUM 11 17,45 0,98

CUM 13 N.C (1 15.4 %) -

CUM 17 19,89 2,12

CUM 19 35,08 1,00

DS: desviacion estandar, N.C: No cuantificable, 1: % inhibicién maximo obtenido
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Figura 15. Clso de los inhibidores para o-glucosidasa y analisis estadistico. * = diferencias
significativas con respecto a la acarbosa, + = diferencias significativas con respecto a CUM 5, #
= diferencias significativas con respecto a CUM 16 y o« = diferencias significativas con
respecto a CUM 19, utilizando el test de ANOVA, seguido por el test de comparaciones multiples
de Tukey considerando un p < 0,05. CUM: cumarina.

Al analizar los resultados obtenidos para el ensayo de inhibicién de la a-glucosidasa podemos

discutir lo siguiente:

Todas las cumarinas fueron capaces de inhibir la actividad de la a-glucosidasa, pero sélo seis
moléculas fueron lo suficientemente eficaces como para determinar sus Clso, Las seis cumarinas
con importante actividad inhibitoria (CUM 5, CUM 11, CUM 16, CUM 17, CUM 18 y CUM
19), que se observan en la Figura 15, fueron todas significativamente mas potentes que el
farmaco de referencia, acarbosa. CUM 16 fue la cumarina mas potente como inhibidora de la
actividad de la a-glucosidasa y supera la potencia de la acarbosa en aproximadamente 200
veces.

Al comparar los resultados entre las cumarinas, se observo que la CUM 5 es la menos potente
de las seis, diferencidndose en forma significativa del resto. La Clso obtenida para la CUM 11

no presentd diferencias significativas con las Clso de las CUM 17 y CUM 18. Tampoco se
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observaron diferencias significativas entre la actividad de las CUM 17 y CUM 18. La CUM 16
se diferencia de forma significativa de las demds cumarinas, siendo por lo menos 10 veces mas

potente.

Si analizamos estructuralmente la serie de cumarinas activas, se observo en las cumarinas que
pertenecen a la familia 1 que al agregar un grupo metoxifenil como sustituyente de la cumarina,
la actividad frente a la o-glucosidasa se ve favorecida (CUM 5 posee efecto inhibidor a
diferencia de CUM 2); lo mismo se observd si se agrega un sustituyente clorofenil a la
estructura de las cumarinas pertenecientes a la segunda familia (CUM 11 posee efecto inhibidor
a diferencia de CUM 9, esta tltima no posee el atomo cloro). Si analizamos ahora las cumarinas
que pertenecen a la familia 3, vemos que en general todas poseen una excelente actividad frente
a esta enzima y lo que caracteriza justamente a estas moléculas, es la presencia de un grupo
bromotiofeno como sustituyente de las cumarinas. Ademas, se evidencio en esta familia que, si
se agrega un grupo hidroxilo en la posicion 6 de la cumarina, la potencia aumenta de forma

considerable (CUM 16).

3.2.2. Cinética de inhibicion enzimatica de la a-glucosidasa

En la Tabla 8 se muestran los valores de Vmax ¥y Km obtenidos, junto a las diferencias
significativas encontradas y en la Figura 16 se observan los graficos de Lineweaver-Burk o de
los dobles reciprocos de las seis cumarinas con mayor efecto inhibitorio de la actividad de la a-

glucosidasa (CUM 5, CUM 11, CUM 16, CUM 17, CUM 18 y CUM 19) y la acarbosa.
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Tabla 8. Valores de Vimax y K de los inhibidores de la actividad de a-glucosidasa

Muestras (uM) Vumax (UA/min) £ D.S Kn (mM) £ D.S
CN 0,035 £+ 0,002 1,22 + 0,06
CUM 5 (48) 0,024 +£0,001 * 1,01 £ 0,02
CUM 5 (80) 0,023 £0,002 * 0,97 +0,18
CUM 5 (97) 0,027 £ 0,003 1,28 £ 0,19
CUM 1109 0,041 £ 0,041 1,75+ 0,24
CUM 11 (18) 0,031 £+ 0,001 1,34 + 0,06
CUM 11 (36) 0,032 £+ 0,003 1,69 + 0,37
CUM 16 (1,5) 0,029 £+ 0,002 1,21 +£ 0,09
CUM 16 (3) 0,023 +£0,003 * 1,23 +£0,32
CUM 16 (6) 0,018 £0,001 * 0,97 +£0,15
CUM 17 (10) 0,034 £+ 0,003 1,19 £ 0,05
CUM 17 (12) 0,032 £+ 0,003 1,26 +£ 0,15
CUM 17 (14) 0,034 £ 0,005 1,77 £ 0,63
CUM 18 (8) 0,035 £ 0,003 1,00 +£ 0,22
CUM 18 (16) 0,030 £ 0,004 1,37+ 0,40
CUM 18 (32) 0,021 £0,002 * 0,97 +£0,26
CUM 19 (16) 0,040 £+ 0,001 1,23 +£ 0,20
CUM 19 (33) 0,033 £+ 0,004 0,64 + 0,52
CUM 19 (65) 0,019 £+ 0,006 * 0,43 +0,11
Acarbosa (116) 0,035+ 0,002 0,29 +£0,03
Acarbosa (232) 0,033 £ 0,002 5,18+ 0,28 *
Acarbosa (465) 0,030 + 0,004 9,13 +1,89 *

CN: control negativo (sin inhibidor), Vmax: velocidad maxima enzimaitica, Km: constante de
Michaelis Menten, S.D.: desviacion estandar, UA: unidades de absorbancia, min: minutos. *
representa diferencias significativas con el control negativo, segiin el test ANOVA y el test de
comparaciones miiltiples de Tukey.
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Luego de un analisis tanto numérico como grafico se estableci6 un modelo de inhibicion
competitiva para la acarbosa, ya que aumenta la K, de forma significativa con respecto al
control negativo (sin inhibidor), mientras que no altera significativamente 1a V.. Ademas, las
intersecciones de las rectas ocurren en el eje de las ordenadas. Por lo tanto, acarbosa se une al
sitio catalitico de la a-glucosidasa, compitiendo con el sustrato pNPG. Con respecto a CUM 5,
ésta disminuye la Vi de forma significativa y también disminuye la Km, ademas, las rectas se
ven paralelas entre si, considerdndose un tipo de inhibiciéon acompetitivo, sin embargo, a la
concentracion mayor evaluada, la disminucion de la Vimax estd acompainada por un aumento de la
Km, actuando por lo tanto, como inhibidor mixto a dicha concentracion (Figura 16 B). CUM 11
disminuye la Vimax y aumenta la Ky, a las dos concentraciones superiores, ademads la interseccion
de las rectas se observa en el segundo cuadrante, a la izquierda del eje de las ordenadas,
actuando por lo tanto como un inhibidor de tipo mixto de la a-glucosidasa, en cambio a la
concentracion menor evaluada no logra disminuir la Vi (Figura 16 C). CUM 16 a las dos
concentraciones mayores disminuye la Vm. de forma significativa, sin alterar la Kn y
graficamente se observa que la interseccion de las rectas ocurre en el eje de las abscisas,
actuando como inhibidor no competitivo (Figura 16 D). Sin embargo, a la concentracién mayor
se observa ademas, una disminucion importante de la Ki,. CUM 17 aumenta la K, y disminuye
en menor medida la Vi, ademas la interseccion de las rectas ocurre a la derecha del eje de las
ordenadas, actuando como inhibidor mixto (Figura 16 E). CUM 18 no altera los parametros
cinéticos de forma clara, por lo que no se pudo determinar el tipo de inhibicion ejercida (Figura
16 F). CUM 19 a las concentraciones mas elevadas disminuye tanto la V. como la K,
actuando como un inhibidor acompetitivo, sin embargo, a la concentracién menor no se observa

un efecto claro (Figura 16 G).
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Figura 16. Graficos de Lineweaver-Burk para la acarbosa y las cumarinas frente a la a-
glucosidasa. A: inhibidor estandar, acarbosa (inhibidor competitivo). B: cumarina 5 (inhibidor
acompetitivo). C: cumarina 11 (inhibidor mixto). D: cumarina 16 (inhibidor no competitivo). E:
cumarina 17 (inhibidor mixto). F: cumarina 18 (no determinado). G: cumarina 19 (inhibidor
acompetitivo).

3.2.3.Estudio computacional por Docking de dos sitios de unién de los inhibidores
de la a-glucosidasa

Se estudiaron dos sitios de unién diferentes, el sitio catalitico enzimatico (SCAT) y un segundo
bolsillo de caracteristicas hidrofobicas (SITIO 2), importante para la union de algunos
inhibidores (Figura 17). Los valores de energia de afinidad entre las cumarinas y la proteina
demostraron ser menores, por lo menos en una unidad, y por lo tanto mas favorables, para el
SCAT en comparacion al SITIO 2 (Tabla 9), por lo que se decidi6 buscar las interacciones
existentes entre algunos inhibidores y el SCAT, con el objetivo de racionalizar los resultados de

inhibicidn enzimatica obtenidos.

Entre las cumarinas, no se observan grandes diferencias en los valores energéticos de afinidad al
SCAT de la enzima, con excepcion de la CUM 2 que mostrd un valor mayor (menos favorable);
siendo bastantes similares al valor reportado anteriormente para la acarbosa (-8,5; -8,9 kcal/mol)

(Dinparest et al., 2016; Gupta et al., 2017).
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Figura 17. Sitios de uniéon para los inhibidores, estudiados mediante docking en a-glucosidasa.
En rojo el sitio catalitico y en verde el segundo sitio de caracteristicas hidrofobicas.

Tabla 9. Energias de afinidad de las cumarinas para los sitios de union SCAT Yy sitio 2 de

a-glucosidasa

Energias de afinidad (kcal) para a-glucosidasa

Bolsillos clMm CulmMm CuM CulMm CuMm CuM CuM CUM CUuM CUuM CUM
2 5 9 11 12 13P 13N 16 17 18 19
SCAT -6,9 -8,3 -8,4 -8,2 -8,4 -8,2 -8,4 -7,6 -7,9 -1,7 -7,5

SITIO 2 -5,6 -6,4 -6,2 -6,2 -6,7 -6,3 -6,1 -5,6 -6,0 -6,0 -5,9

SCAT: sitio catalitico; SITIO 2: segundo sitio estudiado de caracter hidrofébico; kcal: kilocalorias;
CUM 13P: cumarina 13 protonada; CUM 13N: cumarina 13 neutra.

La CUM 2 no presentd formacion de puentes de hidréogenos con la proteina, pero si se
observaron interacciones aromaticas, con forma edge to face, entre los grupos aromaticos del

nucleo base de la cumarina y las Phel57 y 177 del SCAT de la enzima (< 4 Armstrong de
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distancia). CUM 5 se orienta de forma diferente que CUM2, con el sustituyente fenilo hacia la
Phel77 de la enzima, con el cual forma un enlace de tipo edge to face. Si bien tampoco se
observan puentes de hidrogenos, con esta posicion, el hidroxilo de la molécula se encuentra
cercano al carbonilo de Phel57 y ademas, el sustituyente metoxilo se encuentra orientado a
Arg439 (Figura 18, A). El nucleo base de la CUM 9 interacciona con Phel57 mediante enlaces
tipo edge to face, al igual que Tyr71 y el sustituyente fenilo, pero no se determinaron
interacciones polares. El sustituyente cloro de la CUM 11 se orienta hacia una zona polar y mas
espaciosa de la enzima (Glu276, Arg212, Asp214), ademas se observa que el sustituyente
hidroxilo de la cumarina se orienta hacia Asp408 de la enzima, pudiéndose establecer algin
puente de hidrégeno entre ellos. También se observa un puente de hidrogeno entre His279 y el
carbonilo del nucleo base de la cumarina (con una distancia de 2,02 Armstrong y un angulo de
270°) (Figura 18, B). El sustituyente bromo de la CUM 16 se orienta hacia una zona polar (cerca
de Asp408, Tyr313 y Arg439), mientras que el hidroxilo se orienta hacia Asn241 e His245,
pudiendo establecerse puentes de hidrogeno entre ellos y ademads, se observa la interaccion
aromatica tipo edge fo face entre el nucleo base de la cumarina y Phel57. Finalmente, la CUM
19 se orienta de forma distinta a la CUM 16 (igual estructura pero CUM 19 no posee el
sustituyente hidroxilo), de esta forma se observa una orientacion del bromo hacia una zona
despejada, cerca de Asp214 y Tyr71 (similar al cloro de CUM 11), el carbonilo del nicleo base
de la cumarina se orienta hacia Arg439 y desaparecen las interacciones aromaticas tipo edge to

face con Phel57 que se observan con CUM 16 (Figura 18, C).
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Figura 18. Interacciones observadas entre algunas cumarinas y la a-glucosidasa. Interacciones
observadas entre algunas cumarinas y aminodcidos del sitio catalitico de la enzima. A: CUM 2 y CUM
5,B: CUM 9y CUM 11, C: CUM 16 y CUM 19. El fragmento de la proteina observado se distingue
en gris claro, destacandose los residuos mas importantes en la interaccioén con las cumarinas.

Los resultados anteriormente mostrados, demuestran que las cumarinas estudiadas en esta tesis,
son inhibidores muy potentes de la actividad de la a-glucosidasa en comparacién a otras
cumarinas u otros compuestos previamente estudiados (Khairunissa et al., 2015; Dinparest et

al., 2016; Raju et al., 2010).

Si analizamos estructuralmente la serie de cumarinas activas, éstas presentan sustituyentes
similares tales como grupos aromadticos y compuestos halogenados (Br, Cl) , por lo que
podriamos suponer que éstos favorecen la actividad inhibitoria de la enzima, lo que concuerda
con los resultados propuestos por Moorthy et al. (2011). El aumento de la eficacia inhibitoria de
la CUM 5 vs la CUM 2 se puede explicar por la probabilidad de formar dos puentes de
hidrogenos entre el inhibidor y la enzima (Phel57 y Arg439), ademds de mantener la
interaccion aromatica edge fo face, gracias a la introduccion del grupo para-metoxifenil.
Asimismo, el aumento en la eficacia inhibitoria de la CUM 11 vs la CUM 9 se puede explicar

por la aparicion de interacciones polares entre el cloro y la enzima, ademés de la formacion de
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puentes de hidréogeno que permitié dicho cambio estructural (adicién de un grupo cloro en el
fenil). El aumento de la potencia inhibitoria que se observa al agregar el hidroxilo en la posicion
6 de las bromotiofeno cumarinas (CUM 16) vs la CUM 19 que no posee sustituyentes, se
explica en el ensayo computacional por la posibilidad de la formacion de puentes de hidrogeno
entre el hidroxilo y Asn241 y/o His245, sumado a que la presencia del hidroxilo produce un
cambio en la orientacion que permite la formacion de interacciones aromaticas con Phel57 de la
enzima. Por lo tanto, se puede concluir de forma general, que para inhibir la actividad de la a-
glucosidasa en forma potente son de mayor importancia la formacion de puentes de hidrogeno
que las interacciones aromaticas entre el inhibidor y la enzima, sin embargo, es probable que la
presencia de ambas interacciones conduzca alin mas a una mayor potencia inhibitoria. Ademas,
otro tipo de inhibidores mostraron con anterioridad interacciones con Phel57, 177 y Arg439,
por lo que pueden ser residuos de importancia para inhibir la actividad de la a-glucosidasa

(Gupta et al., 2017).

Khairunissa y colaboradores (2015) estudiaron una serie de biscumarinas-tioureas como
moléculas inhibidoras de la actividad de la a-glucosidasa. Los estudios de docking realizados
exponen similitudes en el lugar de union de éstos inhibidores al compararlos con las cumarinas
estudiadas en el presente trabajo, coincidiendo el residuo Glu276 en ambos. Si bien las
biscumarinas-tioureas manifestaron valores energéticos de afinidad a la enzima mas favorables
que los obtenidos en este trabajo, el menor valor de Clsy para dicha serie fue de 13,5 £ 0,39 uM
para una biscumarina con sustituyente del tipo p-metoxifenil, siendo mucho menos potente que
CUM 16 y similar a las CUM 11, 17 y 18. Los autores concluyen que la capacidad de atraer
electrones del oxigeno en el sustituyente metoxilo, puede ser la razéon del aumento de la
actividad inhibitoria de la molécula mas potente, lo mismo fue observado con otro tipo de
sustituyentes favorables para la actividad inhibitoria (nitro, cloro y bromo). Ademas
concluyeron que la sustituciéon en la posicion para del grupo aril resulta en una mejor
inhibicion, exceptuando al bromo como sustituyente del grupo aromadtico (inhibicién maés

potente se presenta en las posiciones orfo y meta).

Bharatham y colaboradores el afio 2008 publicaron que si bien los residuos Asp214, Glu276 y
Asp349 de a-glucosidasa proveniente de S. cerevisiae corresponden a la triada catalitica del sitio
activo enzimatico, los residuos Tyr71 y Phel77 son muy relevantes para la union del sustrato, ya

que mantienen el anillo terminal de éste formando un parche hidrofobico, para luego ser liberado
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como glucosa en la reaccion enzimatica. En dicho trabajo se realizo una representacion 2D de la
acarbosa en el sitio catalitico enzimatico (Figura 19), donde se pudo apreciar las interacciones
polares entre dicho inhibidor y algunos residuos como Aspl149 y Arg212; mientras que Tyr71,
Phel77 y Phel57 constituian el parche hidrofobico que rodea y sostiene el anillo terminal de la
acarbosa. Ademas, determinaron que Tyr71 y Phel77 son cruciales para el reconocimiento del

anillo terminal de los sustratos de la a-glucosidasa.
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Figura 19. Representacion en 2D de las interacciones desarrolladas por la acarbosa en el sitio activo
de a-glucosidasa. Las lineas punteadas verdes representan los puentes de hidrégeno mientras que en
lineas de color rojo se visualizan las interacciones hidrofobicas.

Finalmente, la mayoria de las cumarinas inhiben a la a-glucosidasa de forma acompetitiva,
uniéndose al complejo enzima-sustrato e interfiriendo en su actividad o bien de forma mixta,

pudiendo inhibir a la enzima directamente y/o al complejo enzima-sustrato. Si bien no se ha
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descrito un sitio alostérico como tal para la o-(1,4)-glucosidasa, se han encontrado otros
inhibidores de tipo mixto y no competitivos, los cuales compartian parcialmente el sitio de
union con los sustratos de tipo carbohidrato. En dichos inhibidores los grupos aromaticos fueron
claves para la interaccion, ya que justamente en la enzima existen aminodcidos hidrofobicos
distantes a los residuos carboxilatos del centro catalitico conservado, y que permiten la
interaccion, mediante interacciones aromaticas con los inhibidores no sacaridos (Park et al.,
2011). Segtin los resultados obtenidos, las cumarinas estudiadas estarian en una situacion
similar a la descrita por Park et al., en donde se unirian a aminoacidos ubicados no tan
profundamente dentro del sitio catalitico y de esta forma, no interfieran con la unién del sustrato

o lo hacen parcialmente, explicando la inhibicion no competitiva o mixta de algunos

inhibidores, respectivamente.

3.3. Estudios frente a glicogeno fosforilasa a (GPa)
3.3.1. Ensayo de inhibicion de la actividad de GPa

Se evaluaron distintas concentraciones de las muestras con el fin de determinar la potencia
inhibitoria, expresada como Clso. En la Figura 20 se observan los graficos de inhibicion vs

concentracion de algunos inhibidores estudiados.
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Figura 20. Porcentajes de inhibicion de la actividad de GPa vs concentraciéon (uM) del inhibidor.
A: inhibidor estdndar utilizado (cafeina); B: cumarina 16; C: cumarina 17.

Los resultados obtenidos en el ensayo de inhibicién de la actividad de GPa por las cumarinas

evaluadas y el compuesto de referencia (cafeina), se exponen en la Tabla 10 y Figura 21.

Tabla 10. Potencia inhibitoria (Clso) de las muestras frente a GPa

Muestras Clso (nM) DS
CUM 2 N.C (1 6,5%) -
CUM 5 N.C (1 3,2%) -
CUM 9 N.C (1 8,2%) -

CUM 11 N.C (1 45,0 %) -

CUM 12 N.A -
CUM 13 N.C (1 12,7 %) -
CUM 16 521 0,51
CUM 17 134,45 18,60
CUM 18 N.C (1 49,5 %) —
CUM 19 N.C (1 28,7 %) -

CAFEINA 25,51 6,19

DS: Desviacion estandar, N.C: No cuantificable, 7: % maximo obtenido, N.A: No activa
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Figura 21. Clso de los inhibidores de GPa. * = diferencias significativas con respecto a la cafeina, # =
diferencias significativas con respecto a la CUM 16, utilizando el test de ANOVA, seguido por el test
de comparaciones multiples de Tukey considerando un p < 0,05. CUM: cumarina.

En el ensayo de inhibicion de la actividad de la GPa, s6lo dos cumarinas lograron inhibirla con
la eficacia suficiente para calcular las Clso, las CUM16 y CUM17. La primera muestra una
potencia mayor que la cafeina (aproximadamente 5 veces), pero no se diferencian de forma
significativa; mientras que CUM 17 es significativamente menos potente que la cafeina y la

CUM 16.

También es importante destacar que las CUM 11 y CUM 18, si bien no mostraron un porcentaje
de inhibicion superior al 50% de la actividad de la enzima, si la inhibieron de forma
significativa, presentando un efecto maximo de 45% a 212 uM y 49,5% a 155 uM

respectivamente, como se observa en la Tabla 10.

Respecto de las CUM 16 y CUM 17, ambas de la familia 3, al observar sus estructuras
quimicas podriamos suponer, al igual que para a-glucosidasa, que el grupo bromotiofeno es
importante para la union e inhibicion de la GPa. Ademas, es posible que la presencia de otros
compuestos halogenados también influya positivamente en la actividad inhibitoria, ya que en la
familia 2 de cumarinas, se observd que la introduccién de un clorofenil como sustituyente

(presente en CUM 11), aument6 su capacidad inhibitoria para esta enzima en comparacion a
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CUM 9 que posee un sustituyente fenil (sin cloro). Ademas, para la GPa parece ser importante
también la sustitucion del carbono 6 de la cumarina por un hidroxilo, como ocurre en la CUM
16, debido a que al cambiarlo de posicion, esterificarlo o eliminarlo, la actividad disminuy6

considerablemente.

3.3.2. Cinética de inhibicion enzimatica de GPa

En la Tabla 11 se muestran los valores de Vmaxx y K calculados y la significancia de las
diferencias respecto del control negativo. En la Figura 22 se observan los graficos de

Lineweaver-Burk o de los dobles reciprocos de las dos cumarinas mas potentes en inhibir la

actividad de la GPa y de la cafeina.

Tabla 11. Valores de Vi Y K obtenidos en la inhibicion de la actividad de GPa

Muestras (unM) Vumax (UA/min) £ D.S Kn (mM) £D.S
CN 0,0166 + 0,0004 0,46 + 0,03
CUM 16 (2) 0,0056 + 0,0002 * 0,45+ 0,07
CUM 16 (5) 0,0062 £ 0,0012 * 0,60 + 0,29
CUM 16 (9) 0,0100 £ 0,0009 * 0,56 + 0,02
CUM 17 (14) 0,0090 £ 0,0005 * 0,38 + 0,03
CUM 17 (19) 0,0082 £ 0,0039 * 0,370 = 0,004
CUM 17 (27) 0,0209 £ 0,0040 1,91 £0,75 *
Cafeina (15) 0,0096 +0,0012 * 0,11 +0,06
Cafeina (31) 0,0068 + 0,0008 * 0,07 £ 0,04
Cafeina (62) 0,0133 £0,0004 0,11 +0,03

CN: control negativo (sin inhibidor), Vmax: velocidad maxima enzimaitica, Km: constante de
Michaelis Menten, S.D.: desviacion estandar, UA: unidades de absorbancia, min: minutos, CUM:
cumarina. * representa diferencias significativas con el control negativo, segiin el test ANOVA y el
test de comparaciones miiltiples de Tukey.
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Luego de un andlisis de los resultados obtenidos, no podemos determinar el tipo de inhibicion
ejercido por la cafeina, ya que a pesar de que numéricamente disminuye tanto la V. (de forma
significativa) como la Ky, en el grafico de Lineweaver-Burk no se observa un comportamiento
claro (Figura 22, A). La CUM 16 inhibi¢ la actividad de la GPa de forma no competitiva, ya que
disminuy6 significativamente la Vma con respecto al control negativo, mientras que no alter6 la
K y la interseccion de las rectas ocurre en el eje de las abscisas, a la izquierda del eje de las
ordenadas (Figura 22, B). Finalmente, la CUM 17 es un inhibidor acompetitivo a las dos
concentraciones menores evaluadas (14 y 19 uM) ya que, disminuy6 tanto la Vi como la K y
las rectas tienden a ser paralelas entre si, sin embargo a la concentracion mayor (27 uM) actia
como un inhibidor competitivo, aumentando significativamente la K, respecto del control

negativo (Figura 22, C).
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Figura 22. Graficos de Lineweaver-Burk para la cafeina y las cumarinas. CN: control negativo;
GI1P: glucosa 1 fosfato. A: inhibidor estdndar, cafeina (no determinado). B: CUM 16 (inhibidor no
competitivo). C: CUM 17 (inhibidor acompetitivo), CUM: cumarina.

En estudios anteriores se determiné que la cafeina, en relacion al glicogeno y al Pi, actia como
inhibidor competitivo de la actividad de la GPa, disminuyendo la afinidad por el sustrato, pero
mediado por un efecto heterotropico, ya que no compite directamente con él, sin embargo a
concentraciones mayores disminuyo la V. también, y por lo tanto actuaba como un inhibidor
mixto (Serrano et al., 1995). Ademads, se conoce que la cafeina se une al sitio inhibidor de la
GPa (sitio 1 o sitio de purinas) (Deng et al., 2005), por lo que no debe interferir directamente
con la uniodn del sustrato a la enzima. En este ensayo no se logr6 determinar el tipo de inhibicion
ejercido por la cafeina, utilizando a la glucosa 1 fosfato como sustrato, probablemente debido a
que la metodologia empleada conduce a una reaccidon enzimatica muy rapida, dificultando la

medicion y la obtencion de los resultados con los equipos disponibles.

De acuerdo al tipo de inhibicion determinado para CUM 16 y CUM 17, ninguna de las dos
cumarinas compite de forma directa con el sustrato de la enzima para lograr la inhibicion de la

GPa.
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3.3.3. Estudio computacional por Docking de l1a GPa

Se estudiaron cuatro bolsillos de unién en la enzima, el sitio catalitico, el sitio alostérico, el sitio
inhibidor y el sitio de interfaz dimérica (Figura 23), con el fin de determinar por cual sitio de

union tienen mayor afinidad las cumarinas para unirse e inhibir la actividad de la GPa.

Sitio
Catalitico

Sitio de Sitio.
inhibicion alostérico
¥ Sitio de
~ interfaz
~ dimérica

Figura 23. Bolsillos estudiados mediante docking en GPa. En la figura se muestra la posicion de los
diferentes sitios de union estudiados para la interaccion cumarina-GPa. En rojo el sitio catalitico, en
azul el sitio de inhibicion (sitio 1), en verde el sitio alostérico y en amarillo el sitio de interfaz dimérica.

Como se puede observar en la Tabla 12, la CUM 2 tiene mayor afinidad para unirse al sitio
inhibidor (SIN), sin embargo la CUM 5 no mostré grandes diferencias de afinidad de union
entre los distintos sitios estudiados, para la CUM 9 el tinico sitio que se descartd su union, es el
sitio de interfaz dimérica, ya que posee un valor mayor de energia. Tanto la CUM 11 como la
CUM 12 poseen valores de afinidad similares entre los distintos sitios, por lo que no se
observaron preferencias para la union. Para la CUM 13, tanto protonada como neutra, el Gnico

sitio que se descartd para la union es el bolsillo de interfaz dimérico, por poseer un valor de

66



RESULTADOS Y DISCUSION

energia de afinidad mayor y por lo tanto mas desfavorable, lo mismo fue observado para la
CUM 16, CUM 17, CUM 18 y CUM 19. Es probable que las cumarinas no se unan
preferentemente al bolsillo de interfaz dimérico, porque son moléculas de pequefio tamafio

como para alcanzar uniones en ambos mondmeros de la enzima.

Tabla 12. Energias de afinidad de union de las cumarinas para GPa

Energias de afinidad (kcal) para GPa

clMm CilmMm CuMm CuM CulMm CuM CuM CUM CUM CUM CUM
2 5 9 11 12 13P 13N 16 17 18 19

Bolsillos
SCAT -73 -8,8 -8,3 -8,5 -8,3 -8,7 -84 -7,8 -7.3 -7,9 -7,5
SALO -7,0 -8,1 -8,8 -8,8 -8,7 -8,6 -8,8 -7,2 -7,6 -7,2 -7,5
SIN -9,1 -8,5 -8,1 -7,9 -84 -7,9 -7,9 -8,1 -8,0 -7,8 -8,8

SID -6,5 -8,1 -7,5 -8,0 -8,2 -7,5 -7,5 -7,1 -7,0 -6,9 -6,7

SCAT: sitio catalitico; SALO: sitio alostérico; SIN: sitio inhibidor; SID: sitio de interfaz dimérica
kecal: kilocalorias; CUM 13P: cumarina 13 protonada; CUM 13N: cumarina 13 neutra.

Para racionalizar los resultados enzimdticos obtenidos y tratar de dilucidar los grupos
funcionales de mayor importancia para lograr la inhibiciéon de la GPa, se estudiaron las
interacciones enzima-inhibidor de las dos cumarinas activas, CUM16 (5,2 uM) y CUMI17
(134,5 uM) y de la CUM19 (que no logro inhibir a la enzima de forma eficaz), en los cuatro
sitios de union estudiados. Es importante destacar que las cumarinas analizadas en las

interacciones pertenecen todas a la familia 3 (bromotiofeno cumarinas).

En el sitio catalitico observamos que la CUM 16 forma un puente de hidrdégeno entre el
carbonilo de la cumarina y la amina del enlace peptidico de Leul36 (2.99 A°). Ademas, los
residuos polares Asn284, Asp283, His341, Asn282, Asp339, His377 y Glu672 interaccionan
con los hidrogenos aromaticos de la cumarina y del sustituyente tiofeno de la misma (Figura 24,

A).
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La CUM 17 forma un puente de hidrogeno en el sitio catalitico entre el carbonilo del grupo éster
de la cumarina y el residuo Arg292 de la proteina (3.08 A°). Nuevamente se observa que los
residuos polares Asn282, Asp339, Asn284, Asp283, His341 e His377 interaccionan con los
hidrogenos aromaticos de la cumarina y ademas, (a diferencia de la CUM 16) se observan
interacciones hidrofobicas con los residuos Phe285 y Leul36 (Figura 24, B).

En el sitio catalitico enzimatico CUM19 establece un puente de hidrogeno entre el carbonilo de
la cumarina con la amina del enlace peptidico del residuo Leul36 (3.00 A°). Y al igual que con
las CUM 16 y CUM 17,los residuos polares His341, Asn282, Asp283, Asp339, Asn284, His377
y Glu672 interaccionan con los hidrogenos aromaticos de CUM 19 (Figura 24, C).
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B.
Glue72
Ser674
Alab73 /,
{/ Gly675
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Leu136
& Arg292
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Glu672
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Gly675
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Figura 24. Interacciones observadas en el sitio catalitico de GPa. A. Posicion adoptada por CUM 16
(rosado). B. Posicion adoptada por CUM 17 (turquesa). C. Posicion adoptada por CUM 19 (morado). El
fragmento de la proteina observado se distingue en gris claro, destacandose los residuos mas importantes
en la interaccion con las cumarinas.
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En el sitio alostérico de la GPa observamos que CUM 16 establece un puente de hidrégeno
débil entre el hidroxilo de la cumarina y el carbonilo del enlace peptidico del residuo Val40. Se
observan ademads interacciones hidrofobicas entre el nicleo base de la cumarina y los residuos
Trp67, Argl93 y GIn71, ademas de interacciones hidrofobicas entre el sustituyente tiofeno de la
cumarina y Tyr155, Arg310 y Arg81 (Figura 25, A).

La CUM 17 en el sitio alostérico forma un puente de hidrogeno entre el oxigeno cetdnico del
nticleo base de la cumarina y el residuo Arg310 (3.19 A). También se observan interacciones
hidrofobicas con la estructura base de la cumarina y Argl193, Asp227 y GIn71. El hidroxilo de
Tyrl55 se orienta hacia el atomo de azufre del sustituyente tiofeno, pero no se describen
interacciones (Figura 25, B).

En el sitio alostérico CUM 19 no establece ningiin puente de hidrogeno, sin embargo existen
interacciones hidrofobicas con el nucleo base de la cumarina y los residuos Val40, Lys191,
Argl93, Lys41l y Val45, ademas de interacciones hidrofébicas entre el sustituyente tiofeno y
Ile68, GIn72 y GIn71. Finalmente se observa una interaccion hidrofobica del tipo edge fo face

entre la cumarina y Trp67 (Figura 25, C).
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Figura 25. Interacciones observadas en el sitio alostérico de GPa. A. Posicion adoptada por CUM 16
(rosado). B. Posicion adoptada por CUM 17 (turquesa). C. Posicion adoptada por CUM 19 (morado). El
fragmento de la proteina observado se visualiza en gris claro, destacandose los residuos mas importantes
en la interacciéon con las cumarinas. (A) y (B) distinguen aminodcidos procedentes de diferentes
monomeros de la enzima.

En el sitio de interfaz dimérica, se observa que CUM 16 establece dos puentes de hidrégeno
entre el carbonilo de la cumarina y dos residuos de la enzima, His57 (3.21 A°) y Arg60 (2.88
A®). Ademas, se observan puentes de hidrogeno entre el hidroxilo de la cumarina e His34 (3.04

A°) vy Arg33 (3.19 A°). También hay interacciones hidrofobicas entre el nucleo base de la
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cumarina y Thr38 e His34 y entre Arg60 y el nucleo base de la cumarina y ademas el

sustituyente tiofeno (Figura 26, A).

CUM 17 en este bolsillo enzimatico, establece un puente de hidrogeno entre el carbonilo de la

cumarina y Lys191 (3.17 A°). También se observa un puente de hidrogeno cooperativo entre

carbonilo del grupo éster e His57 (3.10 A°) junto con Arg60 (2.96 A°) y un puente de hidrogeno

entre el oxigeno del grupo éster de la cumarina y Arg60 (3.09 A°). Ademas, se observa una

interaccion hidrofébica entre el nucleo base de la cumarina y Phe53, mientras que el sustituyente

tiofeno de la cumarina se orienta hacia Tyr185 y Pro194 (Figura 26, B).

CUM 19 en el sitio de interfaz dimérica no establece ningin puente de hidrogeno, sin embargo

se observan interacciones hidrofobicas entre el nicleo base de la cumarina y los residuos

Tyrl85, Prol194, Lys191, Asp50, Leu39 y Phe53. Ademas, el sustituyente bromotiofeno se

orienta hacia los residuos His57, Arg60 y Pro188 (Figura 26, C).
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Figura 26. Interacciones observadas en el sitio de interfaz dimérica de GPa. A. Posicion adoptada
por CUM 16 (rosado). B. Posicion adoptada por CUM 17 (turquesa). C. Posicion adoptada por CUM 19
(morado). El fragmento de la proteina observado se visualiza en gris claro, destacandose los residuos mas
importantes en la interaccion con las cumarinas. (A) y (B) distinguen aminoécidos procedentes de
diferentes mondmeros de la enzima.
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Finalmente en el sitio inhibidor, sitio de unién para la cafeina o sitio uno, observamos que CUM
16 establece un puente de hidroégeno entre el oxigeno no cetéonico de la cumarina y el residuo
Arg770 (2.92 A°®). Se observa también un puente de hidrogeno doble entre el grupo hidroxilo de
la cumarina, el oxigeno carbonilico del enlace peptidico y el grupo amino de la cadena lateral de
Asn284 (3.33 A° y 3.21 A°. En cuanto a las interacciones hidrofobicas, se observan
interacciones del tipo m-stacking entre el nicleo base de la cumarina y Tyr613, mientras que el
sustituyente tiofeno interacciona con Phe285 a modo de “sandwich” (Figura 27, A).

CUM 17 en este sitio de union establece dos puentes de hidrogeno, entre el carbonilo del éster de
la cumarina y dos residuos enzimaticos, His571 (2.93 A°) y Asp283 (2.66 A°). Se observa
ademas interacciones m-stacking entre el nucleo base de la cumarina y dos residuos Tyr613 y
Phe285 a modo de “sdndwich”. También se observan interacciones hidrofobicas entre el metil
del sustituyente éster de la cumarina e 11e380, Tyr573 y Glu382. Ademas de todas estas
interacciones, el sustituyente tiofeno de la cumarina se orienta hacia los residuos Gly612 e
His614 (Figura 27, B).

En el sitio inhibidor CUM19 establece un puente de hidrégeno entre el oxigeno no cetonico de la
cumarina y Arg770 (3.17 A°) e interacciones hidrofobicas entre el nucleo base de la cumarina y
Phe771, 11e380, Tyr573 y Tyr613. Ademads de interacciones polares débiles entre los hidrégenos
de la cumarina e His571, Glu382 y Asn284 (Figura 27, C).
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Figura 27. Interacciones observadas en el sitio inhibidor de GPa. A. Posicion adoptada por CUM 16
(rosado). B. Posicion adoptada por CUM 17 (turquesa). C. Posicion adoptada por CUM 19 (morado). El
fragmento de la proteina observado se visualiza en gris claro, destacandose los residuos mas importantes
en la interaccion con las cumarinas.

Los resultados no permitieron determinar el sitio de union de las cumarinas a la GPa para lograr

su inhibicion (o si se unen a mas de uno). Los resultados de docking en cuanto a las
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interacciones formadas, que mejor explican las diferencias observadas en los resultados de
inhibicidn enzimatica, son los observados en el sitio alostérico; ya que si bien las tres cumarinas
estudiadas (CUM 19, 17 y 16), establecen interacciones hidrofobicas a través del niicleo base de
la cumarina, CUM 16 (de gran potencia inhibitoria) ademads establece interacciones hidrofobicas
gracias al sustituyente tiofeno y establece un puente de hidrogeno a través del sustituyente
hidroxilo (el cual la caracteriza y diferencia estructuralmente de las otras cumarinas). En cambio,
CUM 17 (capacidad inhibitoria significativamente menor en comparacion a CUM 16) si bien
establece un puente de hidrogeno mediante el carbonilo del nticleo base, a diferencia de la CUM
16, no manifiesta interacciones hidrofobicas con el grupo tiofeno. Mientras que CUM 19 (sin
actividad inhibitoria de la GPa y solo con el grupo bromotiofeno como sustituyente) establece
interacciones hidrofobicas a través del tiofeno, pero no establece ningtin puente de hidrégeno.
Sumado a lo anterior, es importante destacar que no se observaron grandes diferencias en las
interacciones establecidas por las tres cumarinas estudiadas en el sitio catalitico de GPa.
Tampoco se observan grandes diferencias entre las cumarinas en el sitio de interfaz dimérica
(CUM 16 es significativamente mas potente que CUM 17 para inhibir a GPa, pero ambas
establecen varios puentes de hidrégeno e interacciones hidrofobicas en este bolsillo de union) y
ademas, los valores de energia de afinidad para este sitio entregados por el ensayo de docking,
fueron los menos favorables. En el sitio inhibidor, los residuos mas importantes son Phe285 y
Tyr613, los cuales constituyen el centro de este sitio y la mayoria de los inhibidores que se unen
a este bolsillo establecen interacciones del tipo m-stacking con ellos, formando un complejo tipo
sandwich que estabiliza la conformacion menos activa de la enzima (Tsitsanou et al., 2000;
Tsitsanou et al., 2013); en relacion a esto las dos cumarinas con capacidad inhibitoria frente
GPa, CUM 16 y CUM 17, manifestaron estas importantes interacciones hidrofobicas a diferencia
de CUM 19 (que no manifestd actividad inhibitoria enzimadtica) y por lo tanto, se podria
racionalizar la diferencia en cuanto a actividad enzimatica. Sin embargo la diferencia existente
en la potencia inhibitoria entre CUM 16 y CUM 17 no se logra explicar con las interacciones
observadas en este sitio, ya que son muy similares, incluso se observan mds interacciones con
CUM 17.

En cambio, como se explico previamente, en el sitio alostérico de GPa (sitio alostérico de AMP)
existen mayor cantidad de interacciones con CUM 16 que pueden justificar su mayor potencia
inhibitoria y ademas, otros inhibidores descritos anteriormente que se unen al sitio alostérico,

demostraron interacciones similares con residuos en comun con esta cumarina tales como
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Arg81, Argl93, Arg310, GIn71, Tyrl55, Trp67 y Val40 (Deng et al., 2005), confirmando la

importancia de estas interacciones observadas.

3.4. Estudios frente a tirosina fosfatasa 1B
3.4.1. Ensayo de inhibicién de la actividad de PTP-1B

Se evaluaron distintas concentraciones de las cumarinas seleccionadas luego del ensayo
preliminar, con el fin de determinar la potencia inhibitoria, expresada como Clso. En la Figura

28 se observan los graficos de inhibicidon vs concentracién de algunos de los inhibidores

estudiados.
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Figura 28. Porcentajes de inhibicion de PTP-1B vs concentraciéon (uM) del inhibidor. A: inhibidor
estandar utilizado (ortovanadato sédico); B: CUM 11; C: CUM 16.
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Los resultados de potencia inhibitoria obtenidos por las cumarinas se exponen en la Tabla 13 y

Figura 29.

Tabla 13. Potencia inhibitoria de las muestras frente a PTP-1B

MUESTRAS Clso (uM) DS
CUM 2 N.C (1 6,6 %) --
CUM S N.C (1 60,2 %) -
CUM 9 N.C (1 8,5 %) --
CUM 11 11,37 0,78
CUM 12 N.C (1 13,4 %) --

CUM 13 N.C (19,8 %) -
CUM 16 2,10 0,28
CUM 17 4,82 0,31
CUM 18 10,38 0,75
CUM 19 4,06 0,46
Ortovanadato sodico 80,42 9,01

DS: Desviacion estandar, N.C: No cuantificable, 1: % inhibicién maximo obtenido

Todas las cumarinas fueron capaces de inhibir la actividad de la PTP-1B, pero so6lo cinco
moléculas fueron lo suficientemente eficaces para determinar sus Clso (CUM 11, CUM 16,

CUM 17, CUM 18 y CUM 19).

Al comparar las Clso, se observd que las cinco cumarinas son significativamente mas potentes

para inhibir la enzima que la molécula estdndar utilizada, ortovanadato sodico.

Las Clsp de las CUM 11 y CUM 18 no se diferenciaron de forma significativa. Estas
corresponden a las moléculas menos potentes de las cinco. Las Clspdelas CUM 17 y CUM 19,

tampoco se diferenciaron de forma significativa.
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Figura 29. Clso de los inhibidores de la actividad de la PTP-1B y analisis estadistico. * = diferencias
significativas respecto al ortovanadato, + = diferencias significativas respecto a la CUM 16, # =
diferencias significativas respecto a la CUM 17 y CUM 19, utilizando el test de ANOVA, seguido por el
test de comparaciones multiples de Tukey considerando un p < 0,05. CUM: cumarina.

En relacion con los resultados de los ensayos enzimadticos anteriormente mostrados, las CUM
11, CUM 16, CUM 17, CUM 18 y CUM 19 fueron potentes inhibidoras de la actividad tanto de
la a-glucosidasa como de la PTP-1B; por lo tanto, en esta tesis se presentan varias moléculas
capaces de inhibir concomitantemente dos enzimas de gran importancia en el control glicémico.
De esta forma, las CUM 11, 16, 17, 18 y 19 son buenas candidatas para continuar con ensayos
pre-clinicos, ya que se esperaria que al ser capaces de actuar en dos blancos farmacologicos
distintos y de forma simultinea, se podria traducir en un mejor control glicémico (diferentes
mecanismos de accion, pero con la misma finalidad). Es importante destacar ademas, que CUM
16 y CUM 17 manifestaron también actividad inhibitoria de la actividad de GPa, por lo tanto
estas dos cumarinas son capaces de actuar en tres blancos enzimaticos diferentes. Si bien la
CUM 17 no mostrd una elevada potencia inhibitoria para GPa (Cls significativamente mayor
que el de la cafeina), la CUM 16 si obtuvo potencias elevadas y similares para las tres enzimas

bajo estudio.
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Si correlacionamos los resultados con las estructuras quimicas, podemos inferir que la adicion
del grupo clorofenil (CUM 11) como sustituyente de las cumarinas de la familia 2, aumenta el
efecto inhibitorio sobre la actividad de la PTP-1B. Ademas, al igual que para la a-glucosidasa,
para PTP-1B se observa que los compuestos pertenecientes a la familia 3 (poseen al
bromotiofeno como principal sustituyente) son todos potentes inhibidores, por lo tanto, el
sustituyente bromotiofeno de las cumarinas también podria influir positivamente en la actividad
inhibitoria de PTP-1B. Asemejandose a lo propuesto por Tang et al. (2013) sobre la union al
sitio alostérico de la enzima por inhibidores con grupos tiazoles en su estructura. Ademas, la
actividad inhibitoria se ve favorecida atin mas por la presencia de un grupo hidroxilo en la

posicion 6 de la cumarina como sucede con la CUM 16.

Un estudio anterior sobre inhibicion enzimatica (a-glucosidasa, GPa, PTP-1B, entre otras) y
actividad antihiperglicémica de una serie de piranocumarinas, demostré que tales derivados
cumarinicos manifestaron una mayor capacidad en reducir la glicemia en comparacion a la
metformina, y un efecto antihiperglicémico similar al de rosiglitazona. Sin embargo, las
potencias inhibitorias obtenidas por las piranocumarinas, fueron bastante inferiores en
comparacion a los resultados obtenidos por las cumarinas estudiadas en este trabajo. Las
piranocumarinas no alcanzaron una eficacia suficiente en inhibir a la a-glucosidasa y GPa, por
lo que no se logré determinar los Clso, mientras que para PTP-1B, las Clso determinadas fueron
todas superiores a 24 uM, por lo menos 10 veces menos potente que la CUM 16 (Kumar et al.,

2009).

3.4.2. Cinética de inhibicion enzimatica frente PTP-1B

En la Tabla 14, se muestran los valores de Vmax ¥ Km obtenidos, junto a las diferencias
significativas encontradas y en la Figura 30 se observan los graficos de Lineweaver-Burk o de

los dobles reciprocos de las cinco cumarinas con capacidad inhibitoria y el ortovanadato sodico.
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Tabla 14. Valores de Vnax y K obtenidos en la inhibicién de PTP-1B

Muestras (uM) Vumax (UA/min) £ D.S Kn (mM) £ D.S
CN 0,0165 £ 0,0009 17,07 + 1,24
CUM 11 (7.5) 0,0215 £ 0,0008 34,88 + 3,20
CUM 11 (15) 0,0184 £0,0010 21,97 + 1,39
CUM 11 (30) 0,0149 £ 0,0007 17,67 + 1,97
CUM 16 (2) 0,0185 £ 0,0040 24,19 + 7,93
CUM 16 (4) 0,0182 £+ 0,0036 58,21 + 1,37
CUM 17 (3) 0,0226 = 0,0018 34,02 + 6,61
CUM 17 (7) 0,0132 +£0,0013 23,05+ 5,07
CUM 18 (6) 0,0140 £ 0,0012 21,30 £ 4,65
CUM 18 (12) 0,0136 = 0,0012 26,18 £4,67

CUM 18 (24) 0,0258 £ 0,0116 146,23 + 96,08 *
CUM 19 (2) 0,0187 +£0,0011 23,89 + 2,80
CUM 19 (4) 0,0141 +0,0010 16,85 +2,72
CUM 19 (8) 0,0176 = 0,0017 29,97 + 6,61

O. Sédico (40) 0,0041 £+ 0,0010 * 85,52 £ 20,34 *
O. Sédico (80) 0,0011 = 0,0001 * 56,97 £ 1,38

CN: control negativo (sin inhibidor), Vmax: velocidad maxima enzimaitica, Km: constante de
Michaelis Menten, S.D.: desviacion estandar, UA: unidades de absorbancia, min: minutos. *
representa diferencias significativas con el control negativo, segiin el test ANOVA y el test de
comparaciones miiltiples de Tukey.

Luego de un analisis tanto numérico como grafico se establecieron los modelos de inhibicion
enzimatica para los distintos inhibidores. A pesar de que el ortovanadato soédico aumentara la
Kn y disminuyera la Vm., de forma significativa, con respecto al control negativo (sin
inhibidor), no se pudo determinar el tipo de inhibicion con las concentraciones evaluadas, ya
que en el grafico de Lineweaver-Burk no se observa un comportamiento claro a la
concentracion mayor evaluada. Con respecto a los resultados obtenidos con las cumarinas,
CUM 11 aumenta la Vi y la Kin con respecto al control negativo, a las dos concentraciones

inferiores, mientras que a la concentraciéon superior se comporta como inhibidor mixto,
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disminuyendo la Vmax pero aumentando la K, es por este comportamiento que no se pudo
determinar el tipo de inhibicion que ejerce sobre PTP-1B. CUM 16 si bien aumenta levemente
la Vma, aumenta considerablemente la K. con respecto al control negativo, ademas
graficamente se observa que la interseccion de las rectas ocurre en el eje de las ordenadas,
actuando por lo tanto, como un inhibidor competitivo. Para la CUM 17 en ambas
concentraciones evaluadas se distingue un aumento en la K., sin embargo, no se observa un
efecto claro sobre la Vmax y ademas en el grafico de dobles reciprocos no se observa un
comportamiento claro, por lo que no se logré determinar el tipo de inhibicién para esta
cumarina. CUM 18 muestra un tipo de inhibicion mixto a las dos concentraciones mas bajas
evaluadas, disminuyendo la Vm.x y aumentando la K., con respecto al control negativo,
observando en el grafico la interseccion de las rectas en el segundo cuadrante, sin embargo, a la
concentracion mayor evaluada, este comportamiento cambia y se observa un aumento tanto de
la Vimax como de la Ky, esta ultima aumenta a un valor significativamente mas alto. Finalmente,
CUM 19 a las concentraciones de 2 y 8§ uM aumenta levemente la Vi y aumenta en mayor
medida la Ky, ademas en el grafico se observa la interseccion en el eje de las ordenadas,
actuando por lo tanto, como un inhibidor competitivo, sin embargo a la concentracion de 4 pM
se pierde este comportamiento y actua como inhibidor acompetitivo, disminuyendo ambos

parametros cinéticos.

-+ CN
=o— Ortov. (40 uM)
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I I
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Figura 30. Graficos de Lineweaver-Burk para el ortovanadato sédico y las cumarinas. A: inhibidor
estandar, ortovanadato sddico (tipo de inhibicion no determinado). B: cumarina 11 (tipo de inhibicién no
determinado). C: cumarina 16 (inhibidor competitivo). D: cumarina 17 (tipo de inhibicion no
determinado). E: cumarina 18 (inhibidor mixto a las concentraciones menores). G: cumarina 19
(inhibidor competitivo a la concentraciéon menor y mayor).

3.4.3. Estudio computacional por Docking de uniéon de los inhibidores al sitio
catalitico y sitio alostérico de la PTP-1B

Se estudiaron dos bolsillos de union en la enzima, el sitio catalitico (SCAT) y el sitio alostérico
(SALO), con el fin de determinar el bolsillo por el cual las cumarinas tienen mayor afinidad

para unirse y lograr la inhibicion de la PTP-1B (Figura 31).

84



RESULTADOS Y DISCUSION

Sitio
Alostérico

Figura 31. Sitios de union de los inhibidores a la PTP-1B mediante docking. En la figura se muestra
la posicion de los diferentes sitios de union estudiados para la interacciéon cumarina-PTP-1B. En rojo el
sitio catalitico y en verde el sitio alostérico de la enzima.

Como se observa en la Tabla 15, no hay diferencias energéticas suficientes (igual o mayor a una
unidad) que determinen la preferencia de unién entre ambos bolsillos, por parte de las
cumarinas. Solo en la cumarina 13 neutra existe una mayor afinidad de union por el sitio

catalitico de la enzima, versus el sitio alostérico.

Tabla 15. Energias de afinidad de unién para PTP-1B

Energias de afinidad (kcal) para PTP-1B

clMm CilmMm CuM CulMm CuMm CuM CuM CUM CUM CUuM CUM

Bolsillos 5 9 11 12 13> 13N 16 17 18 19

SCAT -5,9 -6,4 -6,9 -6,9 -6,7 -6,8 -6,8 -6,1 -5,8 -6,4 -6,2

SALO -5,2 -6,0 -6,2 -6,2 -6,0 -5,9 -5,7 -5.5 -5,7 -5.5 -6,2

SCAT: sitio catalitico; SALO: sitio alostérico; kcal: kilocalorias; CUM 13P: cumarina 13
protonada; CUM 13N: cumarina 13 neutra.
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Para racionalizar los resultados enzimdticos obtenidos y tratar de dilucidar los grupos
funcionales de mayor importancia para lograr la inhibicién de la PTP-1B, se estudiaron las
interacciones enzima-inhibidor de dos amidocumarinas, CUM 9 (Clso no determinado por falta
de eficacia como inhibidor) y CUM 11 (11,4 uM), y de dos bromotiofeno cumarinas, CUM 16
(2,1 pM) y CUM 19 (4,1 pM), en los dos sitios de union estudiados.

En el sitio catalitico observamos que CUM 9 establece dos puentes de hidrogeno entre el
sustituyente hidroxilo de la cumarina y dos residuos: Arg221 (3.10 A°) y GIn266 (3.35 A°).
Ademads de formar interacciones hidrofobicas con el nucleo base de la cumarina y Gly220,
Ile219, Ala217 y GIn262, junto con interacciones hidrofébicas entre el sustituyente fenilo y los
residuos Thr263 y Gly183 (Figura 32, A).

CUM 11 no establece ningun puente de hidrogeno, pero si se observa interaccion m-stacking
entre el sustituyente fenil de la cumarina y Tyr46. Ademas, el ntcleo base de la cumarina
presenta interacciones hidrofobicas con los residuos Gly220, Arg221, GIn266 y Trp179 (Figura
32, A).

En el sitio catalitico CUM 16 presenta una interaccion de puente de hidrégeno débil entre el
oxigeno de la cumarina y Arg221 (3.28 A°), ademas de un puente de hidroégeno entre el
sustituyente hidroxilo de la cumarina con la amina del enlace peptidico de Gly220 (2.99 A)
(Figura 32, B).

Finalmente CUM 19, establece un puente de hidrogeno entre el oxigeno de la cumarina y la
cadena lateral de Arg221 (3.27 A°). Ademas, el nucleo base de la cumarina presenta
interacciones hidrofobicas con los residuos: GIn262, Gly220, 11e219 y Cys215, mientras que el
sustituyente tiofeno de la cumarina presenta interaccion hidrofébica con Thr263 (el bromo se

orienta afuera de la cavidad) (Figura 32, B).
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Phe182

Phe182

Figura 32. Interacciones observadas en el sitio catalitico de PTP-1B. A. Posicion adoptada por CUM
9 (rosado) y CUM 11 (amarillo) en el sitio catalitico. B. Posicion adoptada por CUM 16 (rosa) y CUM 19
(morado) en el sitio catalitico. El fragmento de la proteina observado se distingue en gris claro,
destacandose los residuos mas importantes en la interaccion con las cumarinas.
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En el sitio alostérico de PTP-1B observamos que CUM 9 no establece ningiin puente de
hidrégeno, mientras que se observan interacciones hidrofobicas entre el nucleo base de la
cumarina y las cadenas alifaticas de los residuos Argl99 y Glu200, ademas de interacciones 7-
stacking entre el sustituyente fenil de la cumarina y Phel96, junto con interacciones
hidrofobicas entre el mismo sustituyente y los residuos Ile281 y Phe280 (Figura 33, A).

CUM 11 en este sitio de uniéon forma un puente de hidrégeno entre el carbonilo de la amida de la
cumarina y Argl99 (3.09 A°) y un segundo puente de hidrogeno entre sustituyente hidroxilo de
la cumarina y Asp236 (2.76 A°). Ademas, se observan interacciones hidrofobicas entre el niicleo
base de la cumarina y los residuos GIlu200 y Ser205, junto con interacciones hidrofobicas entre
el sustituyente fenil y los residuos Phe280 e 1le281, ademas de una interaccion del tipo edge to
face entre el mismo sustituyente y Phe196 (Figura 33, A).

En el sitio alostérico CUM16 no establece ningiin puente de hidrdégeno, sin embargo se observan
interacciones hidrofobicas entre el nicleo base de la cumarina y los residuos Arg199 y Glu200
(parte alifatica), ademads de existir una interaccion aromatica con Phe196. Al igual que con CUM
11, se observa que el sustituyente tiofeno presenta una interaccion edge to face con Phe280
(Figura 33, B).

Finalmente en este bolsillo de union, CUM 19 se aprecia totalmente plano y no establecid
ningin puente de hidrégeno con la enzima, sin embargo se observan interacciones hidrofobicas
entre el nicleo base de la cumarina y los residuos Phe280, Glu200, Argl199 e 11e281. Ademas de
una interaccion z-stacking entre el nucleo base de la cumarina y Phe196. También se observa
una interaccion hidrofébica entre el sustituyente tiofeno de la cumarina y el residuo Argl99

(Figura 33, B).
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Figura 33. Interacciones observadas en el sitio alostérico de PTP-1B. A. Posicion adoptada por CUM 9
(rosado) y CUM 11 (amarillo) en el sitio alostérico. B. Posicion adoptada por CUM 16 (rosa) y CUM 19
(morado) en el sitio alostérico. El fragmento de la proteina observado se distingue en gris claro,
destacandose los residuos mas importantes en la imteraccion con las cumarinas.
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Con los resultados de energia de afinidad entregados por el docking no se pudo establecer con
seguridad a que bolsillo se unen las cumarinas para inhibir la actividad de la PTP-1B. A pesar de
que para el sitio catalitico los resultados son levemente menores y por lo tanto més favorables en
comparacion al sitio alostérico, los valores energéticos obtenidos en ambos bolsillos son muy
similares (diferencias entre ambos menores a una unidad, a excepciéon de CUM 13 neutra que
posee mayor afinidad de unién por el sitio catalitico) y por lo tanto, ninguno sitio de unién se
puede descartar. Sin embargo, se puede apreciar en el sitio catalitico que la CUM 16, la cual
corresponde a la cumarina que inhibe de forma mds potente a la enzima, posee menos
interacciones en comparacion a las otras cumarinas estudiadas; y si bien aparecen interacciones
con residuos importantes del sitio activo como Arg221, Cys215, Tyr46 y GIn262, existen varios
residuos de importancia para la accién catalitica de la enzima y para la inhibicion de ésta, que no
se observan en los resultados, como por ejemplo interacciones con Aspl181, Phel82, Ala217,
Asp48y Val49.

En el sitio alostérico podemos apreciar que para las amidocumarinas estudiadas, CUM 9 la cual
no logré inhibir a la PTP-1B de forma eficaz, establece solo interacciones aromaticas e
hidrofébicas, en cambio CUM 11 (adicién de un sustituyente cloro en su estructura) que posee
accién inhibitoria potente (Clso: 11,37 uM) establecié ademds de las interacciones hidrofébicas y
aromadticas, dos puentes de hidrégeno con Argl99 y Asp236, lo que puede explicar su actividad
inhibitoria. Para las bromotiofeno cumarinas no parece ser importante la presencia de puentes de
hidrogeno, ya que tanto CUM 16 como CUM 19 son inhibidores potentes de la enzima y
ninguna de las dos cumarinas establecid este tipo de interacciones, por el contrario ambas
cumarinas desarrollan diversas interacciones hidrofobicas y aromaticas tanto con el nucleo base
de la cumarina, como con el sustituyente bromotiofeno, destacdndose las interacciones con los
residuos Phe196 y Phe280. Es probable que la presencia de las interacciones del tipo edge to
face sean mas favorables para lograr una potente inhibicion de la actividad de la PTP-1B, de
forma similar a lo observado con la a-glucosidasa, ya que se aprecia en dos de las tres cumarinas
con elevada actividad inhibitoria estudiadas, en CUM 11 (Unica cumarina activa de la familia 2)
que se establece entre el sustituyente fenil y Phe196; y en CUM 16 (cumarina més potente) que
se establece entre el sustituyente tiofeno y Phe280. Ademas, otros inhibidores publicados
previamente que logran la inhibicién de PTP-1B al unirse al sitio alostérico, también establecen

interacciones con los residuos Phe196, Phe280, Leul92 y Alal89, teniendo por lo tanto un papel
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importante en este bolsillo enzimatico (Jian et al., 2012; Tonks N., 2003; Dong et al., 2017; Park
et al., 2009; Tang et al., 2013; Liu et al., 2013).

Finalmente hay que destacar que las cinco cumarinas que lograron inhibir de forma potente a la
PTP-1B, poseen CI, menores a 15 pM, superando a otros inhibidores previamente reportados.
Park y colaboradores (2009) estudiaron una serie de compuestos los cuales demostraron valores
de energia de afinidad menores a -20 kcal/mol y CI, superiores a 20 uM en la mayoria de los
compuestos. Aunque los valores de energia de afinidad de las cumarinas estudiadas en esta tesis,

no son tan favorables como en dicho estudio, éstas sobresalen por su mayor potencia inhibitoria.

3.5. Actividad antioxidante in vitro frente a radical peroxilo, ORAC-FL

Al utilizar la FL se obtendran valores antioxidantes relacionados con la estequiometria de las
muestras (nimero de moléculas de radicales libres neutralizados por cada molécula del
antioxidante), dado que el mecanismo oxidativo de esta sonda sigue un patron de HAT (cesion

de un atomo de hidrégeno) (Alarcon et al., 2008).

El compuesto estandar utilizado fue el trolox (analogo hidrosoluble de la vitamina E), el cual
posee un bajo potencial de reduccion y por lo tanto, regenera rapidamente el radical
fluoresceinyl formado, hacia fluoresceina nuevamente, preservando la fluorescencia en el
ensayo (Bisby et al., 2008). El trolox como resultado produjo una pendiente de decaimiento de

la fluoresceina de 2,48E " + 0,48 y se estableci6 para ella un indice ORAC = 1.

La curva de decaimiento de la fluorescencia liberada por la fluoresceina en presencia de
distintas concentraciones del trolox y de las cumarinas 11 y 16 se observan en la Figura 34 y 35

respectivamente.
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Figura 34. Decaimiento de la fluorescencia de la fluoresceina en presencia del trolox. F/Fo =
fluorescencia emitida/fluorescencia inicial. Se observa la proteccion otorgada por trolox a la fluoresceina,

dado que el decaimiento de la fluoresecencia progresa mas lentamente en su presencia en comparacion al
blanco (sin antioxidante) y a medida que se aumenta la concentracion del antioxidante, aumenta mas la
proteccion.
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Figura 35. Decaimiento de fluorescencia y ecuaciones lineales obtenidas por CUM 11 y CUM 16.
F/Fo = fluorescencia emitida/fluorescencia inicial. A: Decaimiento de la fluorescencia en concentraciones

crecientes de CUM 11 y ecuacion de la recta obtenida. B: Decaimiento de la fluorescencia en
concentraciones crecientes de CUM 16 y ecuacion de la recta obtenida.
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Los resultados de las pendientes de decaimiento y de los indices ORAC para las cumarinas y el

trolox, se expresan en la Tabla 16.

Tabla 16. Pendientes e indices ORAC-FL

MUESTRAS PROMEDIO PENDIENTES PRO%%DA%) ;ﬁgICES
CUM 2 4,22E"8 1,70 + 0,07
CUM 5 2,85E% 1,15+ 0,09
CUM 9 6,16E"% 2,48+ 0,03
CUM 11 3,26E"% 1,31 0,06
CUM 12 6,37E% 2,57+ 0,08
CUM 13 5,79E% 2,33+£0,02
CUM 16 3,95E°% 1,59 £ 0,01
CUM 17 0,82E% 0,33 £ 0,04
CUM 18 5,10E*% 2,06 + 0,02
CUM 19 0,72E% 0,29 + 0,01

TROLOX 2,48E% 1,00 + 0,00
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Figura 36. indices ORAC-FL y anilisis estadistico. * = Diferencias significativas con respecto al
trolox; igual simbolo sefiala diferencia no significativa utilizando ANOVA de una via, seguido por el
test de comparaciones multiples de Tukey. CUM: cumarina.
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Como resultado de este ensayo, se observa que ocho cumarinas poseen mayor actividad
antioxidante que el trolox para contrarrestar los efectos del radical peroxilo, de forma

significativa, y por lo tanto, se consideran buenos compuestos antioxidantes (Figura 36).

Al comparar entre las cumarinas, observamos que los indices ORAC para la CUM 9 y CUM 12
son equivalentes, al no presentar diferencias significativas entre ellos, y por lo tanto ambos se

consideran los compuestos mas activos para este ensayo antioxidante.

Ademas, se observa que la adicion de un grupo metoxifenil en la familia uno (CUM 2 vs CUM
5) y el cambio de un grupo fenil a una piridina o a un clorofenil en la familia dos (CUM 9 vs
CUM 11 y CUM 13 respectivamente), disminuyen los indices ORAC. La disminucién del
efecto antioxidante en una cumarina sintética con un sustituyente clorofenil, también fue

observada con anterioridad por Pérez-Cruz y colaboradores (2012).

La CUM 17 y CUM 19 son las tnicas dos cumarinas que obtuvieron indices ORAC inferiores al
trolox (sin diferencias significativas entre ellas como se observa en la Figura 36), por lo que no
se consideran compuestos antioxidantes en este ensayo. Es importante destacar que ambas
estructuras quimicas son las Unicas que carecen de una molécula de hidroxilo, por lo que se
puede inferir que es fundamental su presencia para el efecto antioxidante determinado por

ORAC-FL, tal cual como se concluye en trabajos previos (Pérez et al., 2013 b).

El orden descendente en actividad para las cumarinas es:

CUM 12=CUM 9>CUM 13>CUM 18 >CUM 16 =CUM 2>CUM 11 >CUM 5> CUM 17 =CUM 19

Si analizamos las distintas estructuras, podemos inferir que en general aquellas cumarinas que
poseen un mejor indice ORAC pertenecen a la segunda familia de compuestos, las cuales
poseen tres sustituyentes bases, un metilo en la posicion 4, un hidroxilo en la posiciéon 7 y una
amida en la posicion 8. En esta familia, el grupo clorofenil (CUM 11) pareciera perjudicar la
actividad antioxidante frente el radical peroxilo, dado que el indice ORAC disminuye de forma

significativa, con respecto a los otros sustituyentes.

En general, si comparamos los indices ORAC obtenidos con los resultados de otras cumarinas,

podemos ver que son inferiores en algunos casos (Pérez et al., 2013 a; Pérez et al., 2013 b;
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Matos et al., 2013) por lo tanto, la serie de cumarinas estudiada en este trabajo no posee una

capacidad antioxidante mediante ORAC-FL destacada.

3.6. Actividad antioxidante in vitro frente a radical hidroxilo, EPR

Este ensayo permite determinar la reactividad antioxidante entre las muestras en estudio. Con el
fin de prolongar el tiempo de vida media del radical hidroxilo se utiliza una molécula como
atrapador (spin trap), en este caso el 5,5-dimetil-1-pirrolina-N-6xido (DMPO), el cual forma un
patrén de acoplamiento hiperfino determinado cuando se une al radical hidroxilo (cuatro lineas
con intensidades de proporciones 1:2:2:1), en presencia de un campo magnético externo. Al
adicionar una muestra antioxidante, el DMPO compite con ésta por el radical hidroxilo para
formar el aducto con éste, de tal forma que, si las muestras antioxidantes son lo suficientemente
reactivas, superando al DMPO, el patron de acoplamiento disminuye en intensidad. De esta
forma, al adicionar las cumarinas al sistema se espera reducir la intensidad del espectro de
resonancia de espin electronica formado por el aducto DMPO-OH (sefial blanco) (Figura 38)

(Pérez et al., 2013 a; Robledo-O'Ryan et al., 2009).

3.6.1. EPR no catalitico

Los resultados obtenidos, expresados como porcentaje de apagamiento, para las cumarinas

estudiadas se exponen en la Tabla 17 y Figura 37.
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Tabla 17. Porcentajes de apagamiento para el radical hidroxilo en EPR no catalitico

PORCENTAJE APAGAMIENTO

CUMARINAS RADICAL HIDROXILO (%) DS
CUM 2 79,8 3,3
CUM 5 81,2 3,6
CUM 9 82,2 9,6
CUM 11 73.8 2,6
CUM 12 59,6 1,5

CUM 13 61,5 1,5
CUM 16 29.3 7.5
CUM 17 3,5 5,0
CUM 18 0,0 0,0
CUM 19 0,0 0,0
DS: Desviacion estandar
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Figura 37. Resultados de EPR no catalitico y analisis estadistico. Letras iguales demuestran
diferencias significativas segin ANOVA de una via, seguido por el test de comparaciones multiples

de Tukey
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Como resultado del EPR no catalitico se observa que ocho cumarinas pudieron apagar el radical
hidroxilo, aunque la cumarina 17 tiene una actividad muy baja (menor a un 5%) (Figura 37).
Los mejores efectos los observamos en las amidocumarinas, mientras que de las bromotiofeno
cumarinas solo tuvo un efecto considerable la cumarina 16, por lo que podemos inferir que el
sustituyente bromotiofeno de la posicion 3 que caracteriza a este grupo, puede estar interfiriendo
con la actividad antioxidante para el radical hidroxilo. Las cumarinas mas activas son las CUM
2, CUM 5, CUM 9 y CUM 11, sin diferencias significativas entre ellas. A diferencia de los
resultados obtenidos en ORAC-FL, la introduccion de un metoxifenil (CUM 5) como
sustituyente, no disminuyd la actividad con respecto a la CUM 2. Asi mismo, la presencia de un
clorofenil como sustituyente (CUM 11), no disminuy¢ la actividad en comparacion a las otras

amidocumarinas de estructura similar.
El orden descendente en actividad para las cumarinas es:

CUM9>CUMS5>CUM2>CUM 11>CUM 13> CUM 12> CUM 16 > CUM 17

En la Figura 38 se puede apreciar como el patron hiperfino disminuye en presencia de una
cumarina con respecto al blanco utilizado (metanol). En donde la cumarina 9 posee una

actividad apagadora del radical hidroxilo mucho mayor que la cumarina 16.
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Figura 38. Espectro de resonancia de espin electronica obtenido en EPR no catalitico. A: cumarina
16; B: cumarina 9. Al afadir las cumarinas como muestras antioxidantes, claramente se observa una
disminucion del patrén hiperfino producido por la unién del spin tramp DMPO vy el radical hidroxilo
(patrén rojo) con respecto al patrén producido por el vehiculo utilizado, metanol (patrén negro).

3.6.2.EPR fotolitico

Los resultados obtenidos, expresados como porcentaje de apagamiento del radical hidroxilo,

para las cumarinas estudiadas se exponen en la Tabla 18 y Figura 39.
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Tabla 18. Porcentajes de apagamiento para el radical hidroxilo en EPR fotolitico

PORCENTAJE APAGAMIENTO

CUMARINAS RADICAL HIDROXILO (%) DS
CUM 2 83,4 0,5
CUM 5 77,4 13,8
CUM 9 72,9 15,9
CUM 11 19,6 13,9
CUM 12 9,3 8,7
CUM 13 39,2 7,0
CUM 16 56,9 15,6
CUM 17 35,7 5.4
CUM 18 24,6 18,6
CUM 19 38,9 0,5

DS: Desviacion estandar
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Figura 39. Resultados de EPR fotolitico y analisis estadistico. Letras iguales demuestran
diferencias significativas segin ANOVA de una via, seguido por el test de comparaciones multiples
de Tukey.
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Como resultado del EPR fotolitico se observa que las diez cumarinas pudieron apagar el radical
hidroxilo, aunque las cumarinas 11 y 12 tienen una actividad bastante baja (Figura 39).
Nuevamente las cumarinas mas activas son las CUM 2, CUM 5 y CUM 9, sin embargo se
observa una disminucion en la actividad en comparacion al EPR no catalitico para las cumarinas
11, 12 y 13. Al contrario, para las cumarinas 16 y 17 aumenta la actividad, apareciendo también
efecto en las cumarinas 18 y 19. El aumento de la actividad antioxidante en las CUM 16 y 18 se
podria explicar por el cambio de pH en el medio, ya que en el EPR fotolitico se trabaja a pH
neutro, pero en el EPR no catalitico se trabaja en medio basico (NaOH), y éste puede afectar la
disponibilidad de los hidrogenos en los hidroxilos, dado que pueden tender en mayor proporcion

hacia la desprotonacion y asi formar fenolatos, perjudicando la actividad antioxidante via HAT.

El orden descendente en actividad para las cumarinas es:

CUM2>CUMS5>CUM9>CUM16>CUM 13>CUM 19>CUM 17> CUM 18 >CUM 11 > CUM 12

3.7. Actividad antioxidante celular (AAC)

Los ensayos celulares a diferencia de las distintas metodologias in vitro, incluyen condiciones
reales como el metabolismo celular y la capacidad de las muestras para atravesar membranas.

En este ensayo se utilizd como sensor redox la 2°-7-dihidro-dicloro-fluoresceina (DCFH,), la

cual es oxidada por los radicales peroxilos (provenientes de la descomposicion térmica del
AAPH) a diclorofluoresceina (DCF), molécula fluorescente (Figura 40). Asi, este método
determina la habilidad de las cumarinas para prevenir la oxidacion intracelular de DCFH; (hacia
DCF) al cuantificar la fluorescencia emitida, de esta forma un compuesto antioxidante al
prevenir la oxidacion del sensor, reduce los niveles de fluorescencia. El efecto antioxidante
puede ser consecuencia de distintas acciones, directamente reaccionando con los radicales libres
o indirectamente induciendo una respuesta celular antioxidante (por ejemplo aumentando la
expresion de enzimas antioxidantes como catalasa o SOD, o bien, disminuyendo la expresion de
enzimas pro-oxidantes como xantina oxidasa o mieloperoxidasa), que en suma reduce el estatus

oxidante celular.
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Esterasas
celulares

Figura 40. Fundamento del ensayo AAC. (Lopez-Alarcon & Denicola, 2013). Los antioxidantes impiden
la oxidacion del sensor y por lo tanto, la emision de fluorescencia (Wolfe & Liu, 2007). AOx:
antioxidante, DCFH-DA: dicloro-dihidro-fluorosceina diacetato, ABAP: AAPH, DCFH: dicloro-dihidro-
fluorosceina, DCF: diclorofluorosceina.

Si las muestras reducen la fluorescencia liberada por el sensor, con respecto al control positivo
(células con estrés oxidativo inducido por AAPH), y por lo tanto presentan actividad
antioxidante, nos entrega un indicio de la capacidad que poseen las cumarinas para atravesar
membranas biologicas, ya que de acuerdo a la metodologia empleada y el fundamento del
ensayo, el sensor fluorescente se genera a nivel intracelular mediante la oxidacioén producida por

las EROs disponibles al interior de la célula.

En las Tablas 19 y 20 se detallan los resultados de AAC obtenidos por las cumarinas a
concentraciones de 1 y 10 uM respectivamente. Estas concentraciones fueron utilizadas, ya que
anteriormente otras cumarinas pertenecientes a la misma biblioteca de compuestos, habian sido
evaluadas utilizando la misma metodologia y lograron resultados favorables a dichas

concentraciones (Figueroa Guifiez Roberto, 2014).
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Tabla 19. AAC de las cumarinas a 1 yM

CUMARINA % AAC DS

CUM 5 118 25

CUM 11 234 2,7

CUM 13 355 5.8

% AAC: porcentaje de actividad antioxidante célula, DS: desviacién estiandar.

Tabla 20. AAC de las cumarinas a 10 pM

CUMARINA % AAC DS

CUMS 9.6 25

CUM 13 28,0 7.1

CUM 19 38,9 24
% AAC: porcentaje de actividad antioxidante célula, DS: desviacién estandar.
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Figura 41. Porcentajes de actividad antioxidante celular y analisis estadistico. % AAC: porcentaje
de actividad antioxidante celular. Letras iguales demuestran diferencias significativas segun test de
ANOVA, seguido por el test de comparaciones multiples de Tukey. En tonos grices se muestran las
cumarinas a 1 pM y en verde a 10 uM.

Como se puede apreciar en la Figura 41, no existen diferencias significativas entre las dos
concentraciones evaluadas (1 y 10 uM) por cada cumarina; a la concentraciéon menor evaluada,
CUM 13 fue la cumarina con mayor AAC (35,5 %), mientras que a la concentracion mayor

CUM 19 fue la cumarina con mayor AAC (38,9 %).

De modo general, se observa a diferencia de los ensayos antioxidantes in vitro realizados, que
las cumarinas 2, 5 y 9 (amidocumarinas) son las que presentan menor actividad antioxidante
celular, incluso diferenciandose de forma significativa de las cumarinas 17, 18 y 19
(bromotiofeno cumarinas), las cuales exhibieron los mejores resultados del ensayo. Es
importante destacar que de las amidocumarinas, CUM 12 y CUM 13 fueron las que presentaron
un mayor efecto antioxidante celular, de forma comparable a las bromotiofeno cumarinas (sin
diferencias significativas entre ellas). La disminucion de la actividad de las amidocumarinas 2, 5
y 9, con respecto a los ensayos in vitro, puede deberse por ejemplo, a modificaciones en sus
estructuras quimicas producto del metabolismo celular, reduciéndose su capacidad antioxidante

o también, se puede deber a una menor capacidad para atravesar las membranas celulares por
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parte de estas amidocumarinas. El mayor efecto antioxidante celular de las bromotiofeno
cumarinas, se podria deber a no solo un efecto antioxidante directo con los radicales libres, sino
también a un efecto antioxidante indirecto, por ejemplo a consecuencia del aumento en la

actividad y/o expresion de enzimas antioxidantes.

CUM 1 junto con otras cumarinas (aminocumarinas, amidocumarinas y fenil cumarinas)
sintetizadas por el mismo grupo de colaboradores a cargo del profesor Eugenio Uriarte
(Santiago de Compostela, Espaiia), obtuvieron resultados similares, donde a la concentracion de
1 uM se obtuvo como maximo un 26,0% de AAC obtenido por una fenil cumarina y a la
concentracion de 10 uM un valor méximo de 37,7% de AAC obtenido por CUM 1. En este
estudio se determin6 también la AAC de trolox, obteniendo un resultado de 25,5% a 10 uM,
inferior a las cumarinas 12, 13, 16, 17, 18 y 19 (Figueroa Guifiez Roberto, 2014).

Estos resultados no solo son importantes por la actividad antioxidante celular per se, sino que
también nos estregan la informacion de la ausencia de efectos toxicos o viabilidad celular
adecuada a las concentraciones utilizadas y también que las muestras son capaces de atravesar

membranas celulares, pudiendo alcanzar blancos farmacolédgicos al interior de las células.
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4. CONCLUSIONES

En relacion a los estudios enzimaticos realizados para las cumarinas seleccionadas, aquellas que
pertenecen a la familia 3 (bromotiofeno cumarinas) fueron las que presentaron mayor potencia

inhibitoria de la actividad de GPa, a-glucosidasa y PTP-1B.

Las cumarinas 16 y 17 inhibieron la actividad de las tres enzimas estudiadas, mientras que las
cumarinas 11, 16, 17, 18 y 19 fueron capaces de inhibir con gran potencia la actividad tanto de

la a-glucosidasa como de la PTP-1B.

En relacién a la primera hipdtesis, la presencia y posicion de sustituyentes tipo amida e
hidroxilos no demostraron ser influyentes en la capacidad inhibitoria de las amidocumarinas
sobre la actividad de las enzimas. Sin embargo, el sustituyente hidroxilo en el carbono nimero 6
de las bromotiofeno cumarinas si contribuy6 a alcanzar una mayor potencia inhibitoria en las

tres enzimas bajo estudio.

Se acepta la segunda hipotesis ya que la presencia de sustituyentes aromaticos y halégenos
aumentaron la potencia inhibitoria de las cumarinas en la actividad de las tres enzimas,
destacandose el sustituyente bromotiofeno presente en la familia 3 de compuestos y el

sustituyente clorofenil presente en la cumarina 11 de la familia 2.

Las cumarinas que lograron inhibir a a-glucosidasa, se unen al sitio catalitico de la enzima, pero
en una zona superficial, por lo que no interfieren con la union del sustrato, actuando como

inhibidores mixtos o acompetitivos principalmente.

Las interacciones mdas comunes entre las cumarinas inhibitorias de la actividad de la a-
glucosidasa son de caracter hidrofébicas, del tipo aromadticas edge fo face entre el grupo
aromatico de Phel57 o Phel77 y el nucleo base o sustituyente aromatico de las cumarinas,

siendo residuos de gran importancia para la union e inhibicion de la enzima.

No se determin6 el sitio de unioén de las cumarinas en GPa y PTP-1B, sin embargo es probable

que se unan al sitio alostérico de cada enzima.

Se destaca que frente a la GPa y a la PTP-1B, se desarrollan varias interacciones aromaticas e

hidrofobicas formadas gracias al nicleo base de las cumarinas y/o los sustituyentes aromaticos
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que poseen, mientras que las interacciones polares y puentes de hidrégenos contribuyen a la

actividad inhibitoria.

Ocho de las cumarinas (CUM 2, CUM 5, CUM 9, CUM 11, CUM 12, CUM 13, CUM 16, CUM
18) seleccionadas manifestaron capacidad antioxidante moderada, determinada por ORAC-FL,
destacandose principalmente las amidocumarinas CUM 2, CUM 5 y CUM 9, sin embargo, los
resultados obtenidos demuestran una actividad inferior si los comparamos con otras moléculas
antioxidantes como la quercetina o catequina, probablemente por el menor nimero de hidroxilos

presentes.

Siete de las cumarinas seleccionadas (CUM 2, CUM 5, CUM 9, CUM 11, CUM 12, CUM 13,
CUM 16, CUM 17) manifestaron buena capacidad para apagar al radical hidroxilo, determinada
por EPR no catalitico. En cambio, todas las cumarinas mostraron actividad antioxidante frente
el radical hidroxilo, mediante EPR fotolitico, destacandose principalmente las amidocumarinas
CUM 2, CUM 5 y CUM 9, que se consideran antioxidantes con buena reactividad (accion
rapida).

Se confirma la tercera hipodtesis, debido a que todas las cumarinas mostraron actividad
antioxidante in vitro frente a uno o ambos radicales estudiados. Ademas, todas exhibieron
actividad antioxidante celular, destacandose principalmente la familia 3 constituida por

bromotiofeno cumarinas.
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5. PROYECCIONES

Los resultados obtenidos tienen muchas proyecciones en la busqueda de nuevos tratamientos
farmacologicos para la diabetes mellitus tipo dos, ya que las cumarinas 11, 16, 17, 18 y 19,
inhibieron con gran potencia y en forma concomitante la actividad tanto de la a-glucosidasa
como de la PTP-1B y teniendo en cuenta ademas que las cumarinas 16 y 17 inhibieron también
la actividad de la GPa. Si dichos resultados se replican in vivo, se disminuiria tanto la absorcion
de glucosa a nivel intestinal, como la glicogendlisis hepatica y también la resistencia a la
insulina observada en pacientes con hiperglicemia, apuntando a diferentes mecanismos de
accion de forma simultdnea que se podria traducir en un mejor control glicémico. Ademas, todas
las cumarinas estudiadas presentaron actividad antioxidante, lo que ayudaria a prevenir y/o

atenuar las complicaciones fisiopatologicas que se observan en los pacientes con diabetes.

De todas las cumarinas estudiadas, CUM 16 es la mejor candidata para continuar con su estudio
debido a que posee una excelente potencia inhibitoria frente a las tres enzimas estudiadas,
destacandose de forma significativa entre la serie de compuestos estudiados. Por lo que seria
interesante continuar con estudios preclinicos para confirmar tanto su eficacia como su

seguridad.
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