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RESUMEN

Recientemente, se demostrd6 que el uvaol y el acido ursdlico incrementan la
produccion de NO y H2S en tejido de aorta y que ambos compuestos se unen con
alta afinidad a la 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS) y a la cistationina gamma
liasa (CSE). Con base en estos antecedentes, se planted la presente tesis que tiene
como objetivos: 1. Realizar una busqueda virtual de alto rendimiento (high-
throughput virtual screening, HTVS) de compuestos que se unan con alta afinidad
a los sitios alostéricos de union a triterpenos en la eNOS y la CSE, utilizando una
base de datos de 107,373 compuestos, obtenida de cuatro bibliotecas virtuales,
evaluar su efecto vasodilatador y determinar su mecanismo de accién, mediante el
ensayo de aorta aislada de rata y 2. Sintetizar a) una molécula hibrida de acido
ursdlico y una subestructura liberadora de H2S que incremente el efecto
vasodilatador de este triterpeno y b) una molécula liberadora de NO, que podria
formar un hibrido con el &cido ursélico. De los nueve compuestos que se
seleccionaron por su elevada afinidad por ambas enzimas, la isoxsuprina resulto ser
el vasodilatador mas potente (ECso = 0.046 + 0.004 pM). La vasodilatacion
producida por este compuesto involucra la activacién de las vias del NO/GMPc y
del H2S/Katp, asi como el bloqueo de los adrenoreceptores al y de los canales de
calcio dependientes de voltaje tipo L. De manera adicional, la isoxsuprina
incremento al doble los niveles de H2S en homogenados de aorta, sugiriendo que
este compuesto activa directamente a la enzima CSE, lo cual confirma nuestros
resultados in silico. Por otra parte, se sintetizO una molécula hibrida de &cido
ursélico y una subestructura liberadora de H2S (DMR-S1) y una subestructura
liberadora de NO (DMR-N1). Se espera que los derivados de &cido ursdlico
liberadores de NO o H2S potencien el efecto vasodilatador de este triterpeno. Este
estudio proporciona evidencia que permite proponer a los compuestos
vasodilatadores que se unen con alta afinidad a las enzimas eNOS y CSE, como la
isoxsuprina, asi como a los compuestos hibridos liberadores de NO o H2S como
prototipos estructurales potencialmente Utiles en el desarrollo de farmacos
alternativos para el tratamiento de diversas patologias cardiovasculares.

Vi



ABSTRACT

Recently, it was shown that uvaol and ursolic acid increase the production of NO
and HzS in aortic tissue and both compounds bind with high affinity to endothelial
nitric oxide synthase (eNOS) and to cystathionine gamma lyase (CSE). Based on
this precedent, the objectives of this thesis were raised as follows: 1. To perform a
high-throughput virtual screening (HTVS) for compounds that bind with high affinity
to allosteric binding sites to triterpenes in the eNOS and the CSE, using a database
of 107,373 compounds obtained from four virtual libraries, evaluate its vasodilator
effect and determine its mechanism of action, by means of the isolated rat aortic
assay and 2. To synthesize one hybrid molecule of ursolic acid with H2S releasing
substructure, in order to increase the vasodilating effect of this triterpene. Of the nine
compounds that were selected because of their high affinity for both enzymes,
isoxsuprine was the most potent vasodilator (ECso = 0.046 = 0.004 pM). The
vasodilation produced by this compound involves the activation of the NO/GMPc and
H2S/KATP pathways, as well as the blockade of the al adrenoceptors and L-type
voltage-dependent calcium channels. Additionally, isoxsuprine increased twice the
H2S levels in aorta homogenates, suggesting that this compound directly activates
the CSE enzyme, validating our results in silico. On the other hand, a hybrid molecule
of ursolic acid and a H2S-releasing substructure (DMR-S1), and one NO-releasing
molecule (DMR-N1) were synthesized. We expect the NO or H2S releasing ursolic
acid derivatives will enhance the vasodilating effect of this triterpene. This study
provides evidence that allows proposing vasodilator compounds that bind with high
affinity to enzymes eNOS and CSE, such as isoxsuprine, and also hybrid
compounds that release NO or H2S, as potentially useful structural prototypes in the
development of alternative drugs for the treatment of various cardiovascular
pathologies.

Vi



1. INTRODUCCION

El incremento en la presion arterial constituye un factor de riego importante para el
desarrollo de enfermedades cardiovasculares (ECV), la cuales representan la
principal causa de muerte a nivel mundial [1,2]. ComUunmente, el tratamiento de la
hipertension requiere el empleo de varios farmacos antihipertensivos, muchos de
los cuales tienen poca efectividad y causan severos efectos adversos [2-5].

La hipertension se ha asociado con la disfuncion endotelial, la cual se caracteriza
por una interrupcion en la sintesis y/o liberacion de factores relajantes derivados del
endotelio [6-10], tales como los gasotransmisores NO y H2S, que tienen un papel
fundamental en la regulacion de la vasodilatacion [11-15]. Por esta razon, se ha
incrementado el interés por encontrar farmacos novedosos que sean capaces de
liberar NO y H2S o de inducir su sintesis, o ambas [14,16,17].

En estudios previos, se ha sugerido que algunos productos naturales como los
triterpenos (uvaol, &cido ursolico, &cido morolico y betulinico, entre otros) tienen alta
afinidad por cavidades encontradas en el sitio de acceso al sustrato de la region
catalitica de la eNOS y pueden activar a esta enzima directamente [18,19]. De
manera adicional, nuestro grupo de trabajo encontrd un sitio de control alostérico en
la CSE, al cual se une con alta afinidad el &cido ursdlico y el uvaol, usando ensayos
in silico [18]. Estos hallazgos apoyan la hipo6tesis que propone que en ambas
enzimas existen sitios de unién a triterpenos, los cuales se vislumbran como blancos
farmacolégicos prometedores en la busqueda de moléculas lideres novedosas para
el desarrollo de farmacos utiles para tratar las ECV. En este contexto, y haciendo
uso de la busqueda virtual de alto rendimiento (HTVS, por sus siglas en inglés) en
bibliotecas de compuestos con adecuadas propiedades fisicoquimicas (lead-like),
como una estrategia valiosa para la investigacion y desarrollo farmacéutico [20-23],
el objetivo del presente trabajo fue identificar nuevas moléculas lider que se unan
con alta afinidad a los sitios hipotéticos de control alésterico de union a triterpenos
en las enzimas eNOS y CSE, haciendo la busqueda en bibliotecas de compuestos

comerciales, naturales y sintéticos. Adicionalmente, se sintetiz6 una molécula



hibrida de acido ursdlico y una region liberadora de H2S (DMR-S1), y la region
liberadora de NO de la molécula DMR-NL1.

De los nueve compuestos que se seleccionaron por su elevada afinidad por ambas
enzimas, la isoxsuprina resulté ser el vasodilatador mas potente. La vasodilatacion
producida por este compuesto involucra la activacion de las vias del NO/GMPc y
del H2S/Katp, asi como el bloqueo de los adrenoreceptores al y de los canales de
calcio dependientes de voltaje tipo L.

Este estudio proporciona evidencia que permite proponer a los compuestos
vasodilatadores que se unen con alta afinidad a las enzimas eNOS y CSE, como la
isoxsuprina, asi como a los compuestos hibridos liberadores de NO o H2S como
prototipos estructurales potencialmente Utiles en el desarrollo de farmacos
alternativos para el tratamiento de diversas patologias cardiovasculares.



2. Antecedentes

2.1 Enfermedades cardiovasculares

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son una de las causas principales de
morbilidad y mortalidad en el mundo y, por lo tanto, representan un reto de salud
publica. La diabetes, inflamacion, hipercolesterolemia, demencia, aterosclerosis e
hipertension son factores que representan un riesgo mayor para el desarrollo de las
ECV. La hipertension en particular es una de las causas que contribuyen en mayor
medida a la patogénesis de las ECV y su mortalidad. De hecho, la hipertensiéon es
responsable de la muerte de una de cada ocho personas, sumando
aproximadamente 8 millones de muertes por afio. Ademas, la hipertension afecta
aproximadamente un tercio de la poblacion adulta en la mayoria de los paises,
amenazando a mil millones alrededor del mundo. La Organizacion Mundial de la
Salud estima que para 2025, aproximadamente 1600 millones de adultos sufrirdn
de hipertensién y complicaciones asociadas a las ECV [24].

En el pais, segun datos de la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT)
del 2012, el 31.5% de la poblacién mexicana tiene hipertension arterial y de éstos,
el 47.3% lo desconoce. En otras palabras, de cada 1000 adultos mexicanos, 315
padecen hipertension y casi la mitad de ellos (148.9) lo desconoce. A medida que
se avanza en la edad es mas probable que se padezca hipertension. Segun el
andlisis de la ENSANUT 2012, en los adultos mayores de 60 afios, la hipertension
fue 3.4 veces mas frecuente que en los adultos de 20 a 29 afios. También se
encontraron 1.3 veces mas adultos hipertensos con obesidad (42.3%) que con peso
normal (18.5%) [25].

La disfuncion endotelial es uno de los mecanismos patofisiolégicos que influyen
sobre la elevacion de la presion arterial y se caracteriza por un estado de
vasodilatacién reducida, vasoconstriccion aumentada y pérdida de la integridad de

la monocapa endotelial del vaso sanguineo [9].



La disfuncion endotelial se induce por muchos factores tales como el estrés
oxidativo, la hiperglicemia, la hiperlipidemia, el tabaquismo o la concentracion
elevada de homocisteina, lo cual conduce al desarrollo de varias ECV [26,27].

2.2 Vasos sanguineos

Hay tres tipos de vasos sanguineos: arterias, capilares y venas. Ellos forman un
sistema cerrado de conductos que llevan la sangre del corazon a las células de los
tejidos y de vuelta al corazén [28].

Las paredes de las arterias y venas se componen de tres capas distintas. 1) La
tunica externa, la capa mas superficial que esta formada por tejido conectivo denso
e irregular que contiene colageno y fibras elasticas. Estas fibras proveen soporte y
elasticidad a los vasos sanguineos. 2) La tunica media, que es la capa mas gruesa,
consiste en colageno y células de musculo liso que son responsables de la
vasodilatacion y vasoconstriccion de los vasos sanguineos. 3) La tdnica intima, la
capa mas profunda, la cual forma el revestimiento de los vasos sanguineos y
consiste en una capa simple de epitelio llamado endotelio, soportado por capas

delgadas de tejido conectivo que contiene fibras elasticas y de colageno [28,29].

2.3 Endotelio vascular

El endotelio es una capa sencilla de células que cubren la superficie interna de los
vasos sanguineos en el cuerpo humano. Su grosor va desde 1 ym en las grandes
arterias y venas a 0.1 ym en los microvasos y su superficie total va de los 300 a
los 1000 m? y su peso total es aproximadamente de 1.5 kg. El endotelio sano tiene
muchas funciones Iimportantes en el sistema vascular que incluyen:
vasodilatacién, inhibicion de la agregacion de plaquetas y coagulacion, inhibicion
de la adhesion y migracién de leucocitos y supresion de la proliferacion de las

células de musculo liso [27].



Para ejercer el control sobre el tono vascular, las células endoteliales sintetizan y
liberan factores relajantes y constrictores tales como el 6xido nitrico, nitroxilo,
monéxido de carbono, sulfuro de hidrégeno, algunos metabolitos del &cido
araquidonico (prostaciclina, tromboxano), varios péptidos (endotelina, urotensina,
péptido natriurético tipo C, adrenomedulina), adenosina, purinas, especies
reactivas de oxigeno, e incluso enzimas requeridas en la generacion de hormonas
vasoactivas tales como angiotensina Il (Tabla 1). El desbalance en la sintesis o
liberacion de estos factores endoteliales puede explicar el inicio y desarrollo de
las patologias cardiovasculares, de la hipertension arterial hasta la aterosclerosis
[26,27,30-32].

Tabla 1. Factores vasoactivos derivados del endotelio

Factores vasodilatadores Factores vasoconstrictores

Oxido nitrico (NO) Tromboxano A;
Nitroxilo (HNO) Endotelina 1
Monoxido de carbono (CO) Anién superoxido (O2)

Sulfuro de hidrégeno (H2S)

Prostaciclina (PGl,)

Péptido natriurético tipo C (CNP)

2.4 Via del NO/GMPc

2.4.1 Generacion de NO

En mamiferos, el NO puede ser generado por tres diferentes isoformas de la enzima
NO sintasa (NOS). Las isoenzimas son denominadas como NO sintasa neuronal
(nNNOS o NOS 1), inducible (iNOS o NOS Il) y endotelial (eNOS o NOS lll). Todas
las isoformas de NOS utilizan L-arginina como sustrato y oxigeno molecular y
fosfato de dinucleétido de adenina nicotinamida reducida (NADPH) como co-

sustratos. El dinucleétido de adenina flavina (FAD), el mononucleétido de flavina



(FMN) vy la tetrahidro-L-biopterina (BH4) son cofactores de todas las isoenzimas.
Todas las proteinas NOS son homodimeros (Figura 1) [33,34].

La NOS funcional transfiere electrones del NADPH, por medio de las flavinas FAD
y FMN desde el extremo carboxiterminal del dominio reductasa, al grupo hemo en
el extremo amino terminal del dominio oxigenasa. El dominio oxigenasa también
enlaza al cofactor esencial BH4, a oxigeno molecular y al sustrato L-arginina. En el
sitio hemo, los electrones son usados para reducir y activar el Oz y para oxidar la L-
arginina a L-citrulina y NO. Las tres isoformas de la NOS se unen a calmodulina,
pero en las isoformas eNOS y nNOS esta union se lleva a cabo cuando el calcio
(Ca?") intracelular aumenta, a diferencia de la iINOS, que se une a calmodulina atn

a bajas concentraciones de Ca?*.

DOMINIO
REDUCTASA

COOH

DOMINIO
OXIGENASA

MNHz

Figura 1. Esquema de la eNOS. Modificado de [33].

Todas las NOS contienen un grupo zinc-tiolato formado por un ién zinc que se

coordina tetrahédricamente a dos regiones CysXXXXCys (una por cada monémero)



en la interface del dimero de la NOS. El i6n zinc tiene una funcion estructural en la
enzima. El NO formado puede actuar sobre diversas proteinas y enzimas blancos.
La ruta fisiologica mas importante en la que interviene el NO es la activacion de la
guanilil ciclasa soluble (GCs) y la generacién de monofostato ciclico de guanosina
(GMPc) [33,34].

2.4.2 Regulacion de la produccion endotelial de NO

La actividad de la eNOS vy, por lo tanto, la cantidad de NO que es sintetizada, es
regulada por una serie de mecanismos transcripcionales, post-transcripcionales y
postraduccionales que incluyen la acilacién con acidos grasos, disponibilidad del
sustrato y cofactores, grado de fosforilacion, S-nitrosilacién, acetilacion e
interacciones proteina-proteina [34].

La localizacion subcelular de la eNOS es mediada por acilacion de la proteina con
acidos grasos. Hay dos modificaciones principales: la N-miristoilacion
cotraduccional sobre la glicina 2 (Gly2) y la palmitoilacién postraduccional sobre las
cisteinas 15y 26 (Cysl5 y Cys26). Una vez que estas modificaciones han surtido
efecto, la eNOS es dirigida hacia el complejo de Golgi y a la caveola plasmética,
gue son invaginaciones de la membrana en las que se encuentra una estructura de
soporte constituida por la proteina caveolina 1, la cual es un inhibidor de la actividad
de la eNOS. La pérdida de la palmitoilacién conduce a una redistribucién intracelular
de la eNOS vy disminuye la sintesis de NO. La localizacién de la eNOS en la
membrana plasmatica y en el aparato de Golgi es necesaria para la fosforilaciéon de
la serina 1177 (Serl177) por la proteina cinasa B (Akt) [34,35].

La actividad de eNOS se incrementa marcadamente cuando el Ca?* se incrementa.
El Ca?* induce la unién de calmodulina a la enzima. Sin embargo, también otras
proteinas interactian con eNOS y regulan su actividad. Por ejemplo, la proteina de
choque térmico 90 (hsp90) se asocia con eNOS y sirve como un modulador
alostérico que activa a la enzima y promueve su acoplamiento. El reclutamiento de
calmodulina y hsp90 por eNOS, puede desplazar a la proteina caveolina 1 de eNOS

y conducir a su activacion [33].



La fosforilacion en la Serll77 es la modulacion positiva mas importante de la
actividad de la eNOS. Esta fosforilacion es catalizada por varias cinasas incluyendo
Akt, proteina cinasa A (PKA), cinasa activada por AMP (AMPK), cinasa de la cinasa
de calcio-calmodulina (CaMKK) Il beta y cinasa de control (CHK) 1 [35].

El residuo de treonina 495 (Thr495) es fosforilado bajo condiciones no
estimulatorias, interfiriendo con su unién a calmodulina y la defosforilacién de este
residuo se asocia con estimulos que elevan las concentraciones de Ca?*, inducen
mayor union a calmodulina e incrementan la actividad de la eNOS [33].

La S-nitrosilacion (es decir, el reemplazo del &tomo de hidrogeno en el grupo tiol de
un residuo de cisteina por una entidad de NO) inhibe la actividad enzimética de la
eNOS, la cual es rapidamente denitrosilada por estimulacion con agonistas. Esta
disminucién en la nitrosilacion, mediada por el receptor, esta inversamente
relacionada a la fosforilacién de la enzima en la Ser1177. Por lo que las reacciones
de nitrosilacién, acilacion y fosforilacién podrian ser interdependientes [35].

La acetilacién constitutiva de eNOS (la transferencia de un grupo acetilo) en los
residuos de lisina 497 (Lys497) y lisina 507 (Lys507), localizados en su dominio de
enlace a calmodulina, interfiere con su interaccion e inhibe la actividad de la eNOS
[34,35].

Finalmente, debido a que la actividad catalitica de la eNOS requiere del sustrato L-
arginina y del cofactor BH4, se ha sugerido que su deficiencia podria ser la causa

de la disfuncién endotelial por desacoplamiento de la eNOS [34].

2.4.3 Mecanismos bioquimicos involucrados en la vasodilatacion producida por la
NO

En las células endoteliales de los vasos sanguineos, agonistas como la acetilcolina
(ACh) y la bradicinina estimulan la producciéon de inositol 1,4,5-trifosfato (IP3), a
través de la interaccion con sus receptores acoplados a proteina G (Rarc), el cual
se une a receptores sobre el reticulo endoplasmico y origina la liberacién de Ca?*.
Esta elevacion transitoria de Ca?* promueve la unién de calcio a calmodulina 'y forma

un complejo que activa a la eNOS. La eNOS produce NO en modestas cantidades
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hasta que la concentracion de calcio disminuye, manteniendo el tono vascular. El
NO producido puede difundirse hacia células blanco cercanas, como las células de
musculo liso vascular e interactuar con diversos blancos moleculares, entre ellos la
GCs. Esta enzima entonces cataliza la producion de GMPc a partir de trifosfato de
guanosina (GTP). EIl GMPc modula la actividad de la cinasa de la cadena ligera de
miosina (MLCK), por medio de la activacion de una proteina cinasa dependiente de
GMPc (PKG) que fosforila a la MLCK. La fosforilacion de la MLCK disminuye su
afinidad por la calmodulina y como consecuencia disminuye la fosforilacion de la
cadena ligera de miosina y establiliza la forma inactiva de la miosina. La fosforilacion
de la MLCK induce la vasodilatacion, lo cual inhibe el ciclo de entrecruzamientos
entre miosina y actina (Figura 2) [31,36].

Ademas, la fosfatasa de la cadena ligera de miosina revierte la accion de la MLCK,
catalizando la defosforilacion de la cadena ligera de miosina. El balance entre las
actividades de la cinasa y la fosfatasa determinan el grado de contraccion del
muculo liso [37].

Acetilcolina,
bradiquininae

histamina
O &
M
> () \l/
v/— CaM

eNOS

Célula endotelial

NO H,S

H,S Célulamausculo liso

" 1
e K+
L

ca’ tipo @
Cres @™
(% Canal
BKCa
MLC Fosfatasa/MBS .~ :

Relajacién

canalesde
Kare

Actina/Miosina

Figura 2. Mecanismo de vasodilatacion mediado por NO y H,S. Modificado de [31].



Existen varias proteinas blanco de la PKG (en especifico PKG-I) que estan
implicadas en la modulacion del calcio celular, en el marco de los mecanismos que

se han implicado en la vasodilatacion mediada por la via de NO/GMPc/PKG [37]:

e PKG puede fosforilar a IRAG (sustrato de PKG asociado al receptor de 1P3),
el cual regula al receptor de IP3 y, por lo tanto, la liberacion de calcio de los
almacenes intracelulares mediados por IPs. La subunidad p de PKG-I fosforila a
IRAG en la serina 696 (Ser696), convirtiendo a IRAG en un inhibidor de la actividad
del receptor de IP3y, por lo tanto, suprimiendo la liberacién de Ca?*.

e La fosforilacion/activacion por PKG-1 de canales de potasio de gran
conductividad activados por calcio (BKca) promueve la abertura de estos canales,
favoreciendo la pérdida de potasio intracelular, la hiperpolarizacion de la
membrana plasmética y la disminucion del flujo de calcio hacia dentro de la célula
a través de los canales de Ca?* tipo L.

2.5 Via del H2S/KaTtp

2.5.1 Generacion de Hz2S

El H2S enddgeno es sintetizado por tres enzimas: cistationina-p-sintasa (CBS),
cistationina-y-liasa (CSE) y por la 3-mercaptopiruvato sulfurotransferasa (3-MST) en
cooperacién con cisteina aminotransferasa, aunque recientemente se descubrid
una nueva ruta en la que la 3-MST y la D-aminoacido oxidasa (DAO) generan H2S
de D-cisteina [27,38].

La CBS, la CSE y la 3-MST se encuentran en diferentes 6rganos. La CBS se
encuentra mayoritariamente en el cerebro, sistema nervioso e higado, mientras que
la CSE esta localizada principalmente en la vasculatura y el higado y, la 3-MST se
expresa tanto en el cerebro como en la vasculatura. Mientras la CSE y la CBS estan
localizadas primordialmente en el citosol, la 3-MST es una proteina dependiente de

zinc que se localiza tanto en la mitocondria como en el citosol [39]. La CBS y la CSE
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utilizan los aminoacidos L-cisteina, L-homocisteina y L-cistationina con piridoxal-5-

fosfato como cofactor para producir el H2S [40].

La CSE es una enzima que se expresa en células endoteliales de raton y se ha

demostrado que es activada por Ca?*/calmodulina en respuesta a activacion

colinérgica [27,41]. Estructuralmente es una enzima homotetramérica con una masa

molecular por subunidad de 45 kDa (Figura 3),

Figura 3. Esquema de la CSE, basado en el modelo reportado por [42].

Y puede catalizar varias reacciones para generar H2S como sigue:

Cistationina -
Cisteina + homocisteina
Cisteina + cisteina
Cisteina

Homocisteina + homocisteina

VLl ol

Homocisteina

Cisteina + a-cetobutirato + NHs
Cistationina + H2S

Lantionina + H2S

Piruvato + Hz2S + NHs
Homolantionina + H2S

a-cetobutirato + H2S + NH3

La baja especificidad por el sustrato de la CSE permite que tanto la cistationina, la

cisteinay la homocisteina puedan ocupar el mismo sitio de union al sustrato [43].
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El H2S facilmente se disuelve en agua y se disocia a H*, HS y S?. Bajo condiciones
fisioldégicas, aproximadamente el 20% existe como HzS y el 80% restante como
HS-, con cantidades traza de S%. El término “sulfuro de hidrégeno” se usa de manera
indiscriminada para referirse a H2S, HS"y S [38].

Una vez desprotonado, el HS- (bisulfuro) es oxidado rapidamente en la mitocondria
para formar tiosulfato, el cual es convertido finalmente a sulfito y sulfato. Esta
oxidacion es altamente dependiente del nivel de oxigeno, por lo que se ha sugerido
que la sefalizacion mediada por H2S es baja en condiciones normales de oxigeno,
pero se incrementa marcadamente en tejidos hipoxicos, debido a la reducida
oxidacion, por lo que el sulfuro es considerado como un “sensor de oxigeno”, el cual
interviene en las respuestas tisulares a hipoxia [44,45].

Por lo anterior, uno de los principales retos en el estudio del H2S bajo condiciones
in vivo es la extremadamente corta vida media de esta molécula efimera, la cual se

ha estimado de segundos a minutos [45].

2.5.2 Regulacion de la produccion de H2S

La regulacion de la CSE no se ha elucidado completamente. Cada subunidad
contiene dos regiones CXXC y su influencia sobre la actividad de CSE se
desconoce. Bajo condiciones in vitro, la CSE sufre una modificacién traduccional
por una proteina pequefia modificadora tipo ubiquitina (SUMO), una sefal que es
usada generalmente para la localizacion nuclear, pero su relevancia fisiol6gica y su
papel sobre la funcién de la CSE es desconocida. El incremento en la expresién de
la CSE correlaciona con un incremento de cuatro veces en la produccion de Hz2S en
respuesta a estrés en el reticulo endoplasmico, donde el H2S juega un papel
protector. Se ha reportado ademds, tanto el aumento como la disminucion de la
expresion de la CSE en varios modelos de raton, asociados a diabetes [43].
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2.5.3 Mecanismos bioquimicos involucrados en la vasodilatacion producida por
H2S

Se han descrito algunos mecanismos de sefalizacion en los que interviene el H2S,
tales como la S-sulfhidracion de proteinas (la conversion de un grupo tiol —SH de
cisteina a grupos persulfuro —SSH), la reaccion con especies reactivas de oxigeno
y NO, asi como la reduccion de enlaces disulfuro de proteinas a tioles [46]. En
cuanto a la vasodilatacion, se demostré que ratones homocigotos en la interrupcion
del gen que codifica para la CSE (CSE™) sufren de hipertension, exhiben disfuncion
endotelial y son deficientes al inducir hiperpolarizaciéon dependiente de endotelio
[27,41].

El H2S funciona como un factor hiperpolarizante derivado del endotelio (EDHF) y su
actividad vasodilatadora ha sido atribuida primariamente a la activacion de canales
de potasio dependientes de ATP (Katp) (Figura 2). El efecto del H2S sobre la
relajacion de vasos sanguineos es sensible a la presencia del inhibidor de canales
Katp, glibenclamida y se cree que este gas es capaz de activar directamente este
canal. La activacion del canal aparentemente ocurre por persulfidacion (—RSS) en
la cisteina 43 (Cys43) en la subunidad formadora de poro Kire.1, Io cual disminuye
el enlace con ATP y promueve la union del fosfatidilinositol 4,5-bifosfato al canal
[47,48].

Se ha observado que la vasodilatacion inducida por sulfuro acido de sodio (NaHS,
un agente liberador de H2S) se ve reducida en presencia de inhibidores (apamina y
caribdotoxina) de los canales de potasio activados por calcio de pequefa e
intermedia conductancia (SKca e IKca) y de un inhibidor (glibenclamida) de canales
de Katp, por lo que, se ha sugerido que el H2S producido en células endoteliales
induce la relajacion del vaso sanguineo mediante la activacion de los canales
endoteliales SKca e IKca, asi como estimulando los canales de Karp en células de
musculo liso vascular [47,49].

Otro mecanismo propuesto para explicar el papel vasodilatador del H2S, involucra a

la PKG, ya que se observo que el H2S en presencia de oxigeno molecular o peréxido
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de hidrogeno, reacciona para formar polisulfuros, los cuales inducen la oxidacién de
la PKG, activdndola e induciendo vasodilatacién [50].

Ademas, existe evidencia de que el H2S inhibe la actividad degradadora de la
fosfodiesterasa 5 (PDES) (la cual convierte el GMPc a 5 GMP) y, por lo tanto, impide
gue los niveles de GMPc disminuyan amplificando la respuesta celular mediada por
PKG (Figura 2) [31,51].

2.6 Colaboracion del NO y el H2S en el efecto vasodilatador

Se ha generado evidencia de la interaccion entre las rutas de sefializacion mediadas
por el NO y el Hz2S. Estos transmisores gaseosos muestran efectos fisiologicos
sinergisticos que indican que existe cooperacion entre los dos sistemas de
sefalizacion [39].

En uno de los primeros estudios donde se caracteriz6 el efecto vascular del HzS, se
reportd una reduccion en el efecto vasodilatador inducido por NaHS en anillos de
aorta de rata, cuando se adicioné el inhibidor de NO, L-N®-nitroarginina metil éster
(L-NAME), lo que senté las bases para sugerir la cooperacion entre el H2S y el NO
[27].

En cultivos de células endoteliales de aorta bovina, el uso de sulfuro de sodio (Na2S)
indujo un incremento en la produccién de NO dependiente del tiempo. El NazS no
tuvo efecto sobre la expresion de eNOS, pero incremento la cantidad de enzima
fosforilada en la Serl177 por arriba de un 140%. El efecto de Na2S sobre la
fosforilacién y producciéon de NO fue abolido por el inhibidor de la Akt, tribicina [52],
lo que sugiere que el Hz2S induce la fosforilacion de la eNOS por un mecanismo en
el que interviene la Akt (Figura 4).

El NaHS estimula también la produccion de NO en células endoteliales de arteria
bovina, la cual es abolida por un agente quelante de calcio intracelular, el 4cido 1,2-
bis(o-aminofenoxi) etano-N,N,N',N'-tetraacético (por sus siglas en inglés, BAPTA-
AM), pero no por la remocién de Ca?* del fluido extracelular. De manera adicional,
el incremento en los niveles de NO se ha atenuado por un inhibidor del receptor de

rianodina en el reticulo endoplasmico, dantroleno, y por un antagonista del receptor
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de inositol trifosfato, xestospongina. Estos resultados indicaron que la liberacion de
calcio del reticulo endoplasmico esta involucrada en la activacion de la eNOS
inducida por el H2S [53].

El incremento en la produccion de NO inducido por el NaHS y L-cisteina también se
observo en células endoteliales de vena umbilical de humano. Ademas, los niveles
de NO (medidos como la acumulacion de nitritos y nitratos extracelulares) se
reducen cuando la expresion de la CSE disminuye y se elevan cuando la expresion
de la CSE aumenta. En este mismo estudio, se reportd que el NaHS incremento la
fosforilacion de la eNOS en la Serl1177, la cual fue eliminada por los inhibidores de
la cinasa p38 activada por mitégeno (p38 MAPK) y de la fosfoinositol-3 cinasa
(PI3K), SB202198 y LY294002, respectivamente [54].

Ademas, se encontr6 que existe un nivel de cooperacion entre las rutas de
sefalizacion del NO y el H2S, convergiendo a nivel de la PKG para promover la
angiogénesis y la vasodilatacion, ya que se observé que el NaHS disminuye la
actividad de la PDE5SA purificada, de manera dependiente de la concentracion,
sugiriendo que los niveles elevados de GMPc en las células de musculo liso
vascular estimulados con NaHS son debidos a la degradacién reducida de GMPc
(Figura 2) [31].

Célula endotelial @

eNOS o—
/O
PI3K/AkE
NO

Figura 4. Colaboracion entre NO y H,S.
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Se ha demostrado experimentalemente que las acciones citoprotectivas del H2S son
mediadas en parte por NO. Se encontrd en ratones knock-out (KO) para la enzima
CSE, que mostraron niveles reducidos de H2S, un incremento en el estrés oxidativo
y una respuesta exacerbada a la lesion al miocardio por isquemia/reperfusion. Los
ratones KO también exhibieron niveles reducidos de NO y sintesis reducida de NO
por medio de la eNOS. Tanto el estrés oxidativo como la lesién al miocardio en
ratones CSE KO fue atenuada por terapia con Hz2S exégeno, con un incremento en
la funcidn de la eNOS y la restauracion de los niveles de NO [55].

Se ha demostrado que eNOS puede ser S-sulfhidrada o S-nitrosilada en el mismo
residuo de cisteina 433 (Cys433). El NaHS incrementa la S-sulfhidraciéon y reduce
la S-nitrosilacion in vitro e in vivo. Los ratones KO para la expresion de la CSE no
sufren sulfhidracion en la pared aodrtica y presentan una menor concentracion de
NO en el tejido. Mientras que el donador de NO, nitrosoglutation (GSNO) incrementa
la nitrosilacion de eNOS y este efecto es abolido por el NaHS; el GSNO no elimina
la sulfhidracion inducida por NaHS. La S-sulfhidracion estimula a la eNOS, mientras
que la S-nitrosilacion disminuye su actividad. Las modificaciones en la Cys443 no
afectan la fosforilacion en la Ser1177 vy, la fosforilacion de este residuo de serina no
afecta la S-sulfhidracién o S-nitrosilacién de la Cys433. La sulfhidracion de la
Cys443 incrementa la dimerizacion de eNOS. La enzima en su forma de dimero
produce mas NO, mientras que la eNOS en su forma monomérica esta
“desacoplada”, ya que produce mas iones superoxido (O2) que NO. En ratones KO
para la expresion de la CSE, las células endoteliales producen menos NO y mas
Oz, pero el efecto se revierte con el donador de H2S, el NaHS [56].

2.7 Farmacos utilizados para tratar la hipertension

Conforme al reporte del panel de miembros de la Octava Reunion Nacional del
Comité de la Asociacion Médica Americana (JNC 8 por sus siglas en inglés), los
farmacos que se deben incluir en el tratamiento antihipertensivo inicial son diuréticos
tipo tiazida, blogueadores de los canales de calcio, inhibidores de la enzima

convertidora de angiotensina y bloqueadores del receptor de angiotensina [3].
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Con base en el Cuadro Basico de Medicamentos del Instituto Mexicano del Seguro

Social

(http://www.imss.qgob.mx/sites/all/statics/pdf/cuadros-basicos/CBM.pdf

consultado el 11 de febrero de 2019) encontramos que para tratar la hipertension

estan indicados los siguientes tipos de medicamentos:

Tabla 2. Farmacos para tratar la hipertension utilizados en los servicios de salud publica

en México
Clasificacion Nombre del Estructura Quimica Mecanismo 1) Efectos Adversos,
farmaco 2) Contraindicaciones
y 3)Precauciones
Antagonistas Candesartan 1) o Antagonista 1) Cefalea, dolor
de los J\ L /O de los lumbar, mareo,
receptores de o oo receptores de infeccion del tracto
angiotensina angiotensina respiratorio,
I, subtipo AT- infecciones del tracto
1 con fuerte urinario, taquicardia,
afinidad y fatiga, dolor
lenta abdominal. En
disociacion ocasiones se han
del receptor. reportado pancreatitis,
angioedema,
leucopenia,
trombocitopenia y
fotosensibilidad.
Inhibidores de | Captopril OH Inhibe a la 1) Tos seca, dolor
la enzima 0 O enzima toracico, proteinuria,
convertidora convertidora cefalea, disgeusia,
de la N SH de la taquicardia,

angiotensina

angiotensina
lo que impide
la formacion
de
angiotensina
Il a partir de
angiotensina
I

Disminuye la
resistencia
vascular
periférica y
reduce la
retencion de
sodio y agua.

hipotension, fatiga y
diarrea.

2) Hipersensibilidad a
captopril, insuficiencia
renal,
inmunosupresion,
hiperpotasemia y tos
cronica.
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Clasificacion Nombre del Estructura Quimica Mecanismo 1) Efectos Adversos,
farmaco 2) Contraindicaciones
y 3)Precauciones
Bloqueadores | Amlodipino Inhibe la | 1) Cefalea, fatiga,
de los canales entrada  de | nausea, astenia,
de calcio calcio a las | somnolencia, edema,
Cl células palpitaciones y mareo.
0] 0] cardiacas vy
del musculo
/\O | | O liso vascular,
N disminuyen la
H contraccién
J/O del coraz6n
HoN
Diltiazem Reduce la | 1) Cefalea, cansancio,
concentracion | estrefiimiento,
—N dg calcio en tallquicarc.ii’a, .
citosol y | hipotension, disnea.
\\\ produce 2) Infarto agudo del
N 0Q disminucion miocardio, edema
de la actividad | pulmonar, bloqueo de
@ Y cardiaca y | la conduccién
S > vasodilatacié auriculoventricular,
n coronaria. insuficiencia cardiaca,
renal 0  hepatica
o— graves.
3) En la tercer edad y
pacientes con
insuficiencia hepatica
de leve a moderada.
Felodipino Bloqueador 1) Debidos a su efecto
de los vasodilatador
canales de arteriolar: Nausea,
calcio con mareo, cefalea, rubor,
selectividad hipotension  arterial.
vascular en Otros efectos:
comparacion Estrefiimiento y
con la edema.
selectividad 2) Choque
miocérdica. cardiogénico, bloqueo

auriculoventricular,

hipotension arterial,
asma y concomitante
con betabloqueadores.
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Clasificacion Nombre del Estructura Quimica Mecanismo 1) Efectos Adversos,
farmaco 2) Contraindicaciones
y 3)Precauciones
Bloqueadores | Prazosina NH, Bloqueador 1) Hipotension
de receptores /OJQ%\‘N Antagonista postural, mareo,
a-1 o SNTONTY B H-Cl | alfal lipotimia, sincope,
adrenérgicos Lon o adrenérgico, cefalea, astenia,
© que palpitaciones, nausea,
disminuye la | taquicardia,
resistencia somnolencia y
vascular debilidad.
periférica. 2) Hipersensibilidad al
farmaco, insuficiencia
coronaria, insuficiencia
cardiaca, insuficiencia
renal y ancianos.
3) Sindrome de
Raynaud, hiperplasia
prostatica e
hipotension ortostatica
Antagonistas 3 | Propranolol Antagonistaf | 1) Bradicardia,
adrenérgicos ‘ adrenérgico hipotension,
(Blyp2) que estrefiimiento, fatiga,
O J\ disminuye la depresién, insomnio,
O/Y\N demanda alucinaciones,

OH H cardiaca de hipoglucemia,
oxigeno, la broncoespasmo,
frecuencia hipersensibilidad. La
cardiaca, la supresion brusca del
presion medicamento  puede
arterial y ocasionar angina de
temblor pecho o infarto del
muscular. miocardio.

2) Hipersensibilidad al
farmaco, insuficiencia
cardiaca, asma,
retardo de la
conduccion
auriculoventricular,
bradicardia, diabetes,
sindrome de Reynaud
e hipoglucemia.

3) En insuficiencia
renal o hepatica.

Los farmacos antihipertensivos son una de las opciones terapéuticas empleadas
para tratar la hipertensién y son disefiados para controlar la presion sanguinea
buscando la minima toxicidad a largo plazo, sin embargo no estan exentos de
efectos no deseados y no pueden ser utilizados para prevenir el comienzo de la

hipertension. Sin embargo, la medicina tradicional ha encontrado en las plantas una
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fuente accesible, barata y util para prevenir y tratar la hipertension. Muchos
farmacos con efectos antihipertensivos fueron originalmente derivados de plantas,
como la reserpina (de Rauwolfia serpentia) y la tetrandina (de Stephenia tetradra) y
los mecanismos de accion de extractos de alimentos funcionales y plantas
medicinales muestran mecanismos de accion similares a los de los farmacos

antihipertensivos [24].

Ademas, se ha descrito que el nebivolol, un farmaco bloqueador Bl altamente
selectivo, tiene la habilidad de estimular las 6xido nitrico sintasas (NOSs) e inducir

la liberacion de NO en las células endoteliales de los vasos sanguineos (Figura 5)
[57].

Célula endotelial

gtp~, ¥
cGMP T S8€

»

Vasodilatacion

S

Célula de musculo liso

Figura 5. Activacion de la via del NO/GMPc por nebivolol.

Por lo que es posible, que otros farmacos empleados en la terapéutica para tratar

enfermedades cardiovasculares, posean efectos vasodilatadores cuyo mecanismo
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de accién sea dependiente de las vias de sefializacion de los gasotransmisores del

endotelio vascular (NO, H2S).

2.8 Productos naturales con efecto vasodilatador

En un articulo de revisién publicado por nuestro grupo de trabajo, se encontraron
descritos en la literatura de los ultimos 22 afios, 207 metabolitos secundarios con
efecto vasodilatador y sus mecanismos de accidén propuestos, los cuales fueron
clasificados de acuerdo a su estructura quimica, encontrando que la mayoria de los
compuestos son alcaloides, flavonoides o terpenoides. Algunos de los compuestos
que han sido estudiados en mudltiples ocasiones incluyen los flavonoides
naringenina, diocleina, quercetina y (-)-epigalo-catequina-3-galato; los polifenoles
piceatanol y resveratrol; el sesquiterpeno poligodial; el monoterpeno rotundifolona y
el alcaloide rutaecarpina. En otros casos, las mezclas de varios compuestos
obtenidos de plantas o los productos generados de ellos fueron estudiados, tales
como los polifenoles del vino tinto, saponinas del ginseng, proantocianidinas del té
verde, asi como xantonas de Halenia elliptica. En 34 plantas, fueron identificados
dos 0 mas compuestos vasodiladores, los cuales en algunos casos tienen diferentes
mecanismos de accion. Ejemplos de estos son las chalconas aisladas de Angelica
keiskei, los alcaloides obtenidos de Peganum harmala, los glicsidos identificados
en Melaleuca quinquenervia, entre otros [58].

Entre los mecanismos de accién propuestos se encontraron: la activacion de la via
del NO/GMPc, la activacion de la via de la PGI2/AMPc, la inhibicion de la PDE, la
activacion de canales de K*, el bloqueo de canales de Ca?*, la activacion de canales
receptores de potencial transitorio (TRP) y la inhibicion de la proteina cinasa C
(PKC). Sin embargo, se observé que los compuestos que producen su efecto
vasodilatador por un mecanismo dependiente del endotelio, el 98.4% involucré la
via del NO/GMPc, mientras que la via de la PGl2/AMPc sélo se identifico en un 23%
de los compuestos. Sin embargo, mas de la mitad de los compuestos examinados

tienen un mecanismo de accion que requiere la participacion del endotelio, al menos
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en parte, por lo que los factores derivados del endotelio podrian jugar un papel clave

en los mecanismos de accidn de estos vasodilatadores [58].

La evaluacion de la participacion de la via del NO/GMPc se realiza mediante el
empleo de inhibidores de la eNOS y de la GCs. En el primer caso, el inhibidor
comunmente empleado es el L-NAME o algun otro derivado como la L-NMMA y
para la GCs se utiliza la 1H-[1,2,4]oxadiazol[4,3-a]quinoxalin-1-ona (ODQ) [19,59—
68].

Entre los canales de potasio y de calcio reportados en los mecanismos de accion
de los productos naturales con efecto vasodilatador, revisados por Luna-Véazquez y

col., 2013 [58], se encontraron los siguientes:

. Canales de potasio: BKca, IKca, SKca, Katp, canales de potasio de

rectificacion interna (Kir) y canales de potasio dependientes de voltaje (Kv).

. Canales de calcio: canales de calcio operados por voltaje tipo L

(VOCCL) y canales de calcio operados por receptor (ROCC).

La participacion de los diferentes tipos de canales de K* se ha evaluado mediante
el empleo de bloqueadores especificos de cada uno de ellos. Los blogqueadores de
canales de K* mas utilizados son: cloruro de tetraetilamonio (TEA) como inhibidor
no selectivo; glibenclamida, inhibidor de los canales de Karp; 4-aminopiridina (4-AP),
inhibidor de canales Kv; iberiotoxina y caribdotoxina, bloqueadores de canales BKca
[19,59-68].

2.9 Compuestos con actividad vasodilatadora de Prunus serotina y sus mecanismos

de accién

Prunus serotina Ehrh (cereza negra americana), comunmente llamada “capulin” en

México, es un arbol nativo de Norteamérica perteneciente a la familia Rosacea. En
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la medicina tradicional mexicana, se preparan tés y jarabes de las hojas y frutos
para tratar padecimientos tales como hipertension, molestias de estomago,
infecciones de la boca, diarrea, malaria, bronquitis y tos [69].

Recientemente, nuestro grupo de trabajo identificO en extractos metanolicos y
acuosos liofilizados, obtenidos de las hojas de P. serotina, tres compuestos: el
hiperésido, la prunina y el &cido ursdlico, los cuales promueven la relajacién del
musculo liso vascular de la aorta de rata de una manera dependiente de la

concentracion (Figura 6) [70].

1009 ® ACh
1 Hiperdsido &

® Acido ursdlico /-

A Prunina
80 /

60+

40+
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- 0 1 2 3
Log concentracién (pg/ml)

Figura 6. Curvas concentracion respuesta del efecto vasodilatador de la acetilcolina, el hiperdsido,
la prunina y el acido ursélico en segmentos de aorta intactos de rata.

De manera adicional, se purifico, elucidd la estructura quimica y se caracterizo el
mecanismo de accion de los compuestos vasodilatadores presentes en los frutos
de P. serotina [71].

Entre los compuestos obtenidos se purific6 uno mayoritario, proveniente de un
extracto de diclorometano de la cascara del capulin que posteriormente fue
idenficado como acido ursdlico [71]. En la Figura 7 se muestra la estructura del acido

ursolico.
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Figura 7. Estructura del &cido ursalico.

La evaluacién farmacoldgica de los compuestos purificados indicé que el hiperdsido
y el acido ursolico indujeron una relajacion significativa, dependiente de la
concentracion, en aorta aislada de rata. El compuesto que presentd el mayor Emax

fue el 4cido ursolico (Figura 6) [70,71].

Los resultados obtenidos en este estudio coincidieron con los reportados en la
literatura, que indican que el mecanismo vasodilatador del &cido ursélico es
dependiente de endotelio (Figura 8) [72] y sugieren que tanto la via del NO/GMPc,
como la via del H2S/Katp participan en el mecanismo vasodilatador de este

triterpeno [71].
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Figura 8. Curva concentracién respuesta del acido ursdlico en ausencia (E-) y en
presencia (E+) de endotelio.

Ademas, se mostré que el efecto vasodilatador del acido ursdlico involucra la
participacion de canales de potasio, ya que el bloqueo de estos canales con TEA o

glibenclamida desplazé las curvas concentracion respuesta del efecto vasodilatador

del 4cido ursdlico a la derecha [71].

Otros resultados obtenidos en este mismo trabajo mostraron que las vias del
NO/GMPc y del H2S/Katp actian de manera sinérgica, ya que al inhibir
simultaneamente las dos vias de sefializacion con L-NAME y propargilglicina (PPG),
respectivamente, el efecto vasodilatador del &cido ursdlico se inhibié casi por

completo (Figura 9).
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Figura 9. Curvas concentracion respuesta del &cido ursélico en presencia de los
inhibidores PPG (1 mM), L-NAME (1 uM) y PPG + L-NAME.

2.10 Compuestos triterpénicos con actividad vasodilatadora que regulan la actividad
de eNOS y CSE

Uno de los grupos de fitoquimicos bioactivos con efecto vasodilatador son los
terpenos, los cuales representan una amplia familia de compuestos clasificados de
acuerdo a su numero de unidades de isopreno. Los triterpenoides son sintetizados
en plantas por ciclacion del escualeno y estan distribuidos de manera general en la
naturaleza. Aproximadamente, 20,000 triterpenoides de los tipos dammarano,
ergostano, friedelano, lupano, oleanano, taraxastano y ursano, han sido
identificados en diferentes plantas medicinales [73]. El interés en las actividades
biolégicas de los triterpenos continua, debido a sus efectos antiinflamatorio,
antiviral, antitumoral, anti-VIH e insecticida, asi como para el tratamiento de
enfermedades metabdlicas y vasculares [74].

Los triterpenos pentaciclicos, principalmente los acidos ursolico y oleandlico, tienen
una amplia variedad de propiedades farmacolégicas tales como: actividad
antioxidante, antiaterosclerética, antihiperlipidémica, cardioténica y antidisritmica.

Ademas, se ha demostrado que el acido oleandlico es capaz de relajar de manera
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dependiente de la concentracién, anillos de aorta de rata que poseen un endotelio
funcional y que el &acido ursdlico tiene un efecto vasodilatador significativo

dependiente de endotelio, el cual es producido por la liberacion de NO y H2S [18,72]

Recientemente, nuestro grupo de investigacion evalué el efecto vasodilatador de
seis triterpenos (&cido ursolico, uvaol, acido betulinico, friedelina, acido oleandlico y
lupeol). Los resultados de estos experimentos indicaron que todos los compuestos
relajan la aorta de rata, de una manera dependiente de la concentracion (Figura 10)
[75].

Acido ursélico
Uvaol

ACh

Acido betulinico
Friedelina

Acido oleandlico

Relajacion (%)
EIR S B

Lupeol

0 1 2 3
Log concentracion (ug/ml)

Figura 10. Curvas concentracion respuesta del efecto vasodilatador producido por
triterpenos.

En este estudio, se determind que el efecto vasodilatador de los triterpenos mas
potentes (acido ursolico y uvaol) involucra la participacion del NO, H2S y CO, ya que
al emplear inhibidores de las enzimas que los producen (L-NAME, PPG vy
mesoporfirina-1X (meso-IX), para inhibir a la eNOS, a la CSE y a la hemooxigenasa-
2 (HO-2), respectivamente), se redujo significativamente la relajacion de la aorta
inducida por estos triterpenos (Figura 11) [75].
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Figura 11. Participacién de los transmisores gaseosos en el efecto vasodilatador

producido por los triterpenos &cido ursélico y uvaol.

En un estudio similar [19], se mostrO0 que cinco acidos triterpénicos (ursélico,
moroénico, morolico, betulinico y 3,4-seco-olean-18-ene-3,28-dioico) relajan anillos
de aorta de rata de manera dependiente de la concentracion y, con base en los
resultados del analisis tipo SAR (del inglés Structure-Activity Relationship) realizado
en ese trabajo, se concluy6 que el esqueleto pentaciclico de estos compuestos se
debe conservar para ejercer el efecto vasodilatador, el cual aumenta si se cuenta

con un aceptor de puentes de hidrégeno en su estructura.

2.11 Estudios in silico

El disefio in silico de farmacos consiste en una coleccion de herramientas
computacionales que permiten tomar decisiones racionales en el proceso de
descubrimiento y desarrollo de farmacos, tal como la identificacién de un blanco
molecular de interés terapéutico, la seleccién o el disefio de nuevos compuestos
lider y su modificacion para obtener mejores afinidades o propiedades

farmacocinéticas y farmacodinamicas [76,77].
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2.11.1 Acoplamiento molecular

La union de moléculas pequenias (ligandos) a sus dianas bioldgicas es un fenomeno
indispensable para numerosos procesos biolégicos. En el disefio de farmacos
basado en la estructura de la diana bioldgica, la prediccion precisa de las formas de
union entre el ligando y el receptor es fundamental y es el objetivo de la técnica

computacional denominada “acoplamiento molecular”, del inglés “docking” [78].

Esta técnica considera a los atomos y a los enlaces como una serie de vectores o
coordenadas atdmicas y predice la asociacion mas “acertada” entre ellas. Dentro
del disefio de farmacos asistido por computadora, esta clasificada como una técnica
basada en el conocimiento del blanco biolégico y permite conocer tanto los sitios

como las formas de unién posibles de los ligandos a una proteina (poses) [79,80].

En los métodos basados en la estructura, se requiere que la estructura
tridimensional del blanco biolégico haya sido reportada, ya sea por cristalografia de
rayos X, por espectroscopia de resonancia magnética nuclear o predicha por
modelado por homologia. Los protocolos de docking incluyen un algoritmo de
basqueda y una funcién de evaluacion para generar y evaluar las poses del ligando.
Los algoritmos de busqueda se clasifican de acuerdo a la metodologia de busqueda
empleada para explorar la flexibilidad del ligando: sistemética, estocéstica y
deterministica [81,82].

Los algoritmos sistematicos exploran todos los grados de libertad del ligando
durante la busqueda. Los métodos que emplean esta aproximacion pueden ser
nuevamente clasificados como exhaustivos, de construccion incrementada y
ensamblaje conformacional. La busqueda exhaustiva explora sistematicamente los
valores de cada grado de libertad en una manera combinatoria, rotando todos los
angulos diédricos del ligando de acuerdo a cierto rango predeterminado de valores

y un conjunto de restricciones iniciales, por ejemplo, restricciones geométricas y
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quimicas. El programa “Glide” por ejemplo, emplea este tipo de algoritmo de

busqueda sistematico exhaustivo [82].

Para identificar la “pose” (forma o modo de acoplamiento entre receptor-ligando)
mas favorable, cada pose es evaluada (del inglés scored) basado sobre su
complementariadad al blanco en términos de forma y propiedades, tales como las
electrostaticas. Una buena evaluacién (del inglés score) para una molécula dada

indica que es potencialmente un buen ligando [83].

Un experimento de acoplamiento puede generar de cientos a miles de
conformaciones blanco-ligando, por lo que debe contar con una funcién de
evaluacion eficiente para clasificar estos complejos y diferenciar las predicciones de
las formas de unién validas de las no validas. Las funciones de evaluacion pueden
ser agrupadas en cuatro tipos: (1) funciones de evaluacion basadas en mecéanica
molecular o en campos de fuerza, (2) funciones de evaluacién empirica, (3)
funciones de evaluacién basadas en el conocimiento y (4) funciones de evaluacién

por consenso [84].

2.11.2 Dinamica molecular

Hay tres estrategias principales en los métodos de docking, para considerar la
flexibilidad de la proteina y del ligando: (1) la proteina se considera rigida y sélo se
exploran los grados de libertad traslacional y rotacional para el ligando,
considerando al ligando como un cuerpo rigido sin grados de libertad
conformacional, (2) la proteina se considera rigida pero se consideran todos los
grados de libertad del ligando, incluyendo los grados de libertad conformacional y
(3) la proteina se considera parcial o totalmente flexible y se investigan todos los
grados de libertad del ligando [82]. En la segunda estrategia, los métodos para
inducir la flexibilidad del receptor incluyen el “induced-fit docking” [84].
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Para alcanzar la tercera estrategia, se pueden emplear las simulaciones de
dindmica molecular clasica de las cuales se obtienen diferentes conformaciones del
blanco. La dindmica molecular es la integracibn numérica de la segunda ley de
Newton de movimiento y calcula una trayectoria de conformaciones de una proteina
en funcidén del tiempo. La trayectoria se calcula para un namero especifico de
atomos en pequefios lapsos de tiempo, generalmente de 1-10 fs (femtosegundos).
La fuerza neta de cada atomo se calcula como el gradiente negativo de su energia
potencial y se usa para acelerar al a&tomo en la direccion de la fuerza. La dinamica
molecular se usa comunmente para explorar aquellas conformaciones cuando todos

los atomos, incluyendo el solvente, son simulados explicitamente [84].

2.12 Estudios in silico del &cido ursoélico y eNOS y CSE

En un estudio de acoplamiento molecular realizado para cinco acidos triterpénicos
(ursdlico, morénico, mordlico, betulinico y 3,4-seco-olean-18-en-3,28-dioico) y la
eNOS, se propuso que el carboxilo en el carbono 28 del esqueleto pentaciclico es
importante para la interaccion de los triterpenos con la enzima eNOS, asi como la
presencia de aceptores de puentes de hidrégeno en el carbono 3. Ademas, los
resultados de este estudio sugirieron que estos compuestos preferentemente se
unen en dos sitios de la eNOS denominados C1 y C2, que fueron identificados como
de acceso al sitio catalitico y se cree que dicha union activa a la eNOS [19].

En nuestro grupo de trabajo, también se llevé a cabo un estudio de acoplamiento
molecular entre el acido ursdlico y la eNOS y se incluyé en este estudio el
acoplamiento de este triterpeno a la CSE [58]. Los resultados indicaron que el &cido
ursolico no tiene afinidad por los sitios cataliticos de la eNOS y la CSE, pero
presenta una tendencia a unirse en los sitios C1 y C2, como se describi
previamente [19].

En la eNOS, los sitios C1 y C2 estan ubicados ligeramente fuera del sitio catalitico
y forman el canal de acceso del sustrato al interior de la proteina. La estabilizacion
del &cido ursdlico en estos sitios se da por la interaccién con residuos sobre los

sitios C1 y C2 y por puentes de hidrégeno con los residuos de aspartico 480
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(Asp480) e histidina 373 (His373) y una interaccion electrostatica con arginina 367
(Arg367) (Figura 12) [18].

Figura 12. Forma de union del acido ursélico a la eNOS.

En el caso de la interaccion entre el acido ursdlico y la CSE, este triterpeno tiene
afinidad por un sitio que comparte residuos de las cadenas A y B de la proteina y
su acoplamiento es estabilizado por un puente de hidrégeno y contactos de corta

distancia (Figura 13) [18].

Figura 13. Forma de union del acido ursélico a la CSE.
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2.13 Moléculas liberadoras de NO y H2S

Una de las estrategias en el tratamiento de enfermedades cardiovasculares y
pulmonares involucra la activacion de la via de sefalizacion del NO/GMPc,
mediante nitratos organicos liberadores de NO, tales como nitroglicerina,
mononitrato y dinitrato de isosorbida, entre otros (Figura 14). Sin embargo, la
administracion continua eventualmente conduce a la tolerancia a nitratos. Por esta
razon el desarrollo de farmacos que induzcan la liberacion de NO por medio de la
estimulaciéon de la eNOS puede ser importante para el tratamiento de la hipertension
[72].
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Figura 14. Estructuras de agentes liberadores de NO [85,86].
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Algunos estudios han demostrado que el H2S protege contra mdultiples
enfermedades cardiovasculares en una manera similar al NO. Las terapias con H2S

también han demostrado aumentar la biodisponibilidad de NO [55].

Sin embargo, el potencial terapéutico del gas H2S es limitado debido a dificultades
en obtener concentraciones controladas con precision y el posible impacto toxico
del exceso de H2S. El NaHS, aunque ha sido usado ampliamente como herramienta
de investigacion, es un donador de vida corta que no mimetiza el proceso lento y
continuo de generacién de Hz2S in vivo. Ademas, el NaHS en solucion acuosa puede
ser rapidamente oxidado por Oz [87].

Los compuestos polisulfurados derivados del ajo se han identificado como
moléculas liberadoras de H2S, tal como el trisulfuro de dialilo (Figura 15), del que se

ha sugerido que actia como mediador en el efecto vasoactivo del ajo [88].

XN gSigNF

/\/S\S/\/

Figura 15. Polisulfuros de dialilo derivados de ajo liberadores de H»S.

Algunas otras moléculas como el GYY4137 ((4-metoxifenil) morfolin-4-
ilfosfinoditiolato de morfolinio), la cisteina, la N-acetilcisteina y el reactivo de

Lawensson han sido utilizadas para investigacion basica (Figura 16) [89].
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Figura 16. Estructuras de agentes liberadores de H-S utilizadas en investigacion basica.
Modificada de [89].

2.13.1 Moléculas hibridas liberadoras de NO y H2S

La hibridacion farmacoférica, en la cual dos regiones bioactivas son covalentemente
enlazadas y generadas como una entidad hibrida unitaria, es una estrategia en el
descubrimiento de farmacos para el desarrollo de nuevas moléculas con mayor

actividad bioldgica [90].

En el caso de las enfermedades que deben ser tratadas con una combinacion de
farmacos que actian a diferentes niveles bioldgicos y con el objetivo de reducir los
efectos secundarios y el bajo cumplimiento en la administracién de las dosis, asi
como mejorar las propiedades farmacocinéticas de los farmacos, la quimica
farmacéutica ha puesto sus esfuerzos en desarrollar farmacos dirigidos a multiples
blancos (en inglés, MTDL, Multi-Target Directed Ligands), incorporando en una
molécula dos posibles mecanismos de accion, usualmente relacionados a dos

distintos grupos funcionales [91].

Desde el descubrimiento de la produccién endégena de NO, los investigadores han

intentando emplear el potencial terapéutico de esta pequefia molécula gaseosa

35



conocida por ser un potente vasodilatador. Sin embargo, se requiere de métodos
que almacenen y liberen de manera controlada la dosis especifica necesaria en la
terapia indicada. Ademas, el disefio de hibridos que contengan grupos donadores
de NO que actuen sinergisticamente con el farmaco “nativo” ha generado un gran
interés [91,92].

Entre las estrategias abordadas, se han desarrollado macromoléculas en la forma
de proteinas, dendrimeros, particulas y polimeros, que funcionan como “andamios”
de las partes liberadoras de NO y que almacenan y liberan el NO de una manera
controlada, por lo que aventajan en esta caracteristica a los analogos donadores de
NO de bajo peso molecular [93].

Un ejemplo del uso de esta estrategia son compuestos derivados de inhibidores
selectivos de las isoformas especificas de la anhidrasa carbonica (CA) que cuentan
con una regioén liberadora de NO. Estos agentes bifuncionales fueron evaluados in
vitro e in vivo y conforme a los resultados preliminares se han propuesto para el
tratamiento de glaucoma de angulo abierto, regresion de cancer y osteoporosis, en

los cuales estén involucradas las actividades del NO y de la CA [91].

En lo que respecta al H2S, en la literatura se encuentran reportados varios
candidatos a farmacos en desarrollo que son liberadores de H2S (Figura 17). En
general, estas lineas de investigacion se enfocan a la sintesis de estructuras
quimicas conocidas a las que se les adiciona una regioén liberadora de H2S. Por
ejemplo, en el caso de los antiinflamatorios no esteroideos (AINES) se pretende
disminuir su toxicidad y, en el caso particular del derivado de diclofenaco (ATB
337/ACS 15), se encontr6 que la modificacion quimica increment6 sus efectos
antiinflamatorios con respecto al farmaco parental. Asi mismo, este farmaco
disminuy6 la toxicidad gastrointestinal y no afecté al hematocrito. EI compuesto
ATB-429, derivado de la mesalamina, un farmaco empleado para tratar la
inflamacion del intestino, mostrd ser significativamente mas efectivo y el compuesto

ATB-346, un derivado del naproxeno, mostro un incremento en la efectividad y una
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notoria reduccion en la toxicidad gastrointestinal y cardiovascular, con respecto al

farmaco parental (Figura 17) [89].
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Figura 17. Estructuras de agentes liberadores de H,S y sus farmacos parentales

(sildenafil, mesalamina, naproxeno, indometacina, diclofenaco) reportados en la

literatura como candidatos a farmacos en desarrollo.
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Figura 17 (continuacién). Estructuras de agentes liberadores de H,S y sus farmacos

parentales (sildenafil, mesalamina, naproxeno, indometacina, diclofenaco) reportados en

la literatura como candidatos a farmacos en desarrollo.

Sin embargo, se ha sefalado que una de las limitaciones de algunos de los

farmacos anteriores, es que liberan el H2S muy rapido, por lo que no son adecuados

para mimetizar la generacion fisiologica de H2S [87].
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Incluso se han desarrollado moléculas que liberan simultdneamente NO y H2S,
denominadas NOSH, disefiadas para inhibir el crecimiento celular de varias lineas
de cancer humano que cuentan con la estructura de la aspirina para portar ambas
regiones liberadoras y han mostrado ser extremadamente efectivas para inhibir el
crecimiento de las lineas celulares cancerosas y, adicionalmente, NOSH-1 mostré

un rango de seguridad toxica remarcable (Figura 18) [94].
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Figura 18. Estructuras quimicas de compuestos denominados NOSH [94].

Otros agentes hibridos del &cido betulinico y otros triterpenoides como el acido
ursélico y el acido oleandico con azidotimidina (Figura 19), un nucledsido inhibidor
de la transcriptasa reversa, han demostrado poseer capacidad citotoxica [90], lo que

constituye otro éxito en la utilidad de estas moléculas hibridas.
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Figura 19. Estructura quimica general de los conjugados de triterpenoides con
azidotimidina (AZT).

Por lo tanto, una molécula hibrida de acido ursélico y una region liberadora de NO
y/o H2S, podria potenciar el efecto vasodilatador de la molécula original tanto por la
posible activacion directa de las enzimas eNOS y CSE por el acido ursélico [18],

como por el incremento en los niveles del H2S y el NO.
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3. Justificacioén

A nivel global las enfermedades cardiovasculares son el origen de
aproximadamente 17 millones de muertes por afo, casi un tercio del total, siendo
las complicaciones derivadas de la hipertension arterial las causantes de 8 millones
de esas muertes. La hipertensién arterial es uno de los principales factores de riesgo
para padecer enfermedad cardiovascular, cerebrovascular y falla renal, que son
importantes causas de mortalidad en México. Las complicaciones de la hipertension
arterial se relacionan directamente con la magnitud del aumento de la tensién
arterial y el tiempo de evolucién. Por estas razones el tratamiento temprano y
efectivo de la hipertensién arterial tiene importantes beneficios para la salud de la

poblacion.

Entre las principales estrategias farmacoldgicas para tratar la hipertension se
encuentran los diuréticos, los bloqueadores de los canales de calcio, los a-
bloqueadores, los B-bloqueadores, los inhibidores del sistema nervioso simpatico y
los inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina. Sin embargo, en la
mayoria de los casos, se deben administrar varios de estos farmacos de manera
conjunta para controlar la enfermedad, ya que poseen una baja efectividad. De
manera adicional, la utilizacion de estos farmacos disminuye la calidad de vida del

enfermo, debido a los efectos adversos del tratamiento prescrito.

El desarrollo de la hipertension se ha asociado con la disfuncion endotelial y a la
reduccion de la disponibilidad de transmisores gaseosos, tales como el NO y el H2S,
mediada por la disminucién en la actividad o la expresion de las enzimas que los
producen. Al respecto, se han identificado una serie de productos naturales como
los alcaloides, triterpenos y flavonoides que inducen la dilatacion del musculo liso
vascular, a través de la liberacion de NO y H2S, los cuales acttan de manera
conjunta en el proceso de vasodilatacion. Ambas moléculas no requieren de un

receptor de membrana para efectuar su funcion vasodilatadora, por lo que el disefio
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de moléculas liberadoras de estos gases representa una nueva estrategia

farmacoldgica para el tratamiento de la hipertension.

Con base en estos antecedentes, es evidente que moléculas que sean capaces de
activar a las enzimas productoras de NO o H2S, o que liberen estas moléculas por
si mismas, incrementando los niveles de estos trasmisores gaseosos, podrian
ejercer un potente efecto vasodilatador e hipotensor y servirian como compuestos
lider para ser desarrollados como farmacos alternativos para tratar enfermedades

cardiovasculares, tales como la hipertensién arterial.

42



4. Pregunta de investigacién

¢, Se pueden obtener moléculas con ayuda de estudios in silico y sintesis organica
que produzcan un efecto vasodilatador mediante la activacion de las vias del
NO/GMPc y H2S/Katp?

5. Hipotesis

Las moléculas obtenidas por estudios in silico y sintesis organica producen un
efecto vasodilatador mediante la activacion de las vias del NO/GMPc y H2S/Kate,
causado por una activacion directa de las enzimas eNOS y CSE o a través de la

liberacion de estos transmisores gaseosos.
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6. Objetivo general

Determinar si los compuestos que se unen con alta afinidad a las enzimas eNOS
y CSE y derivados de &cido ursdlico liberadores de H2S o compuestos liberadores
de NO, ejercen su efecto vasodilatador mediante la activacién de las vias del
NO/GMPc y H2S/KaTtp, a través de la estimulacion de receptores membranales, la
activacion directa de las enzimas eNOS y CSE o a través de la liberacién de NO
0 H2S.

7. Objetivos particulares

1. Identificar, mediante el método de acoplamiento molecular, compuestos con
alta afinidad por las enzimas eNOS y CSE, usando como fuente de moléculas
algunas librerias virtuales de compuestos comerciales, de origen natural y

sintético.

2. Proponer un modelo general de interaccion proteina-ligando con base en los

elementos farmacoféricos virtuales identificados.

3. Realizar los ensayos de dindmica molecular de los compuestos que se unen

con alta afinidad a las enzimas eNOS y CSE.
4. Determinar el efecto vasodilatador de los compuestos obtenidos por
estudios in silico que se unen con alta afinidad a las enzimas eNOS y CSE

y comparararlos con compuestos vasodilatadores conocidos.

5. Cuantificar la liberacion de H2S inducida por el compuesto con mayor efecto

vasodilatador identificado previamente por nuestros estudios in silico.
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6. Determinar los diferentes blancos moleculares involucrados en el efecto

vasodilatador del compuesto con mayor efecto vasodilatador.

7. Sintetizar e identificar por técnicas espectroscopicas: a) una molécula
hibrida de &cido ursdlico y una subestructura liberadora de H2S que
incremente el efecto vasodilatador de este triterpeno y b) una subestructura
liberadora de NO.
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8. Metodologia

8.1 Identificacion mediante el método de acoplamiento molecular, de

compuestos con alta afinidad por las enzimas eNOS y CSE

Preparacion de las estructuras de la eNOS y la CSE

Ambas enzimas de H. sapiens se han resuelto por cristalografia de rayos X y sus
coordenadas atoémicas se encuentran depositadas en la base de datos de
proteinas (Protein Data Bank, http://www.pdb.org). En este proyecto se usaron las
estructuras de la eNOS (PDB: 3NOS) [95] y de la CSE (PDB: 3COG) [42] que
presentan la mejor resolucién disponible para estas estructuras, ademas de contar
con los cofactores necesarios para su actividad en estado nativo. Es normal que
las estructuras resueltas por cristalografia de rayos X presenten errores y cuenten
con informacién adicional, por lo que las estructuras fueron sometidas a un
proceso de correccién y preparacion usando el modulo Protein preparation wizard
disponible en el conjunto de programas Maestro (Schrédinger Inc.
http://www.schrodinger.com), asignando 6rdenes de enlace, adicionando atomos
faltantes, borrando moléculas de agua, iones accesorios y ligandos, asi como
completando residuos faltantes y eligiendo la conformacion mas adecuada de

cadenas laterales ambiguas.

Construccion y preparacién de ligandos

Se utilizaron cuatro bibliotecas virtuales de compuestos obtenidas de la base de
datos ZINC (http://zinc.docking.org/) [96-98]: 1) Productos naturales (ZINC-
Natural Products: 89,425 compuestos), 2) Farmacos aprobados (ZINC-DrugBank:

1,731 compuestos), 3) Biblioteca comercial (ZINC-Maybridge Commercial vendor
library: 14,400 compuestos) y 4) Base de datos diversa del Instituto Nacional de
Cancer de USA (NCI Diverse: 1,817 compuestos). Las cuatro bibliotecas se
combinaron en una base de datos conjunta con 107,373 compuestos. En seguida,
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se analiz6 esta base de datos con el programa MOE [99] para seleccionar
estructuras identificadas por poseer un codigo SMILES Unico. La base de datos
que resulté de este andlisis se procesod con el programa LigPrep (Schrodinger
Release 2015-4: LigPrep, Schrodinger, LLC, New York, NY, 2015), para obtener
un conjunto de moléculas con las siguientes propiedades correspondientes a una
molécula tipo lider (“lead-like molecules™): 1) peso molecular menor a 500 Da
(MW), area superficial topoldgica polar igual o menor a 140 A2(TPSA) y coeficiente
de particion octanol-agua menor a 5 (log P); 2) igual o menos de 10 grupos
aceptores y 5 grupos donadores de puentes de hidrogeno (HBA y HBD,
respectivamente); and 3) topologia molecular (reducido nimero y tamafio de los
anillos, limitada flexibilidad molecular y nimero de enlaces rotables (igual o menor
a 10). El programa LigPrep se utilizé para generar los estados de protonacion de
los compuestos (pH = 7.0 + 2.0) y todas las formas tautoméricas en ese rango de
pH. En el caso de moléculas quirales, se respeté dicha quiralidad y, en caso
contrario, se generaron los estereoisémeros, por lo que la biblioteca de “moléculas

tipo lider” (lead-like library) resultante incluyé 176,500 estructuras.
Acoplamiento molecular

La identificacion virtual de alto rendimiento (HTVS) de las moléculas con alta
afinidad por las enzimas eNOS y CSE se realiz6 con el programa HTVS Glide
program [100-102] (Glide, version 6.2, Schrodinger, LLC, New York, NY, 2014) vy,
conforme a los resultados obtenidos con este programa, las 2000 estructuras
quimicas que resultaron con mayor afinidad por los sitios alostéricos identificados
previamente en cada una de las enzimas [18], se sometieron a nuevos ensayos de
acoplamiento molecular con cuatro diferentes programas: Glide XP [102], AutoDock
[103], AutoDock Vina [104] y UCSF-Dock [105]. Los compuestos que resultaron con
mayor afinidad, medida en términos de “docking scores” (puntajes de interaccion o
acoplamiento) y con una actividad biologica o farmacologica conocida
(denominados en este trabajo como “compuestos consenso”) se seleccionaron para

realizar su evaluacion farmacoldgica (Figura 20).
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Identificacion virtual de alto rendimiento (high-throughput virtual screening) de moléculas
con alta afinidad por las enzimas eNOS y CSE

107,373

compuestos

1) Remodén de compuestos Evaluacion farmacolégica

duplicados y con inadecuadas

caracteristicas de absorcion
rograma MOE

(progr ) Base de datos

2) Generadodn de estereoisomeros

(programa LigPrep) Compuestos

ZINC-moleculas tipo lider

High-throughput

docking (Glide HTVS) Glide XP
® Ligandos con mayor Autodock
afinidad ] Compuestos
Autodock Vina consenso
2,000 compuestos
Dock-UCSF

Acoplamiento molecular
(Docking)

Figura 20. Identificacién de compuestos, mediante el método de acoplamiento molecular. Una vez que los compuestos duplicados se
removieron de la base de datos ZINC, los compuestos tipo lider se seleccionaron y se sometieron a la identificacion virtual de alto
rendimiento. Los compuestos con los puntajes de afinidad mas altos se sometieron a nuevos ensayos de acomplamiento utilizando
los programas Glide XP, Autodock, Autodock Vina y Dock-UCSF. Los compuestos consenso identificados por este método se
evaluaron farmacol6gicamente.
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Este procedimiento se llevd a cabo en cuatro programas distintos: Glide XP [102]
de la suite Maestro, AutoDock [103], Autodock Vina [104] y UCSF-Dock [105]. Los
cuatro programas dieron como resultado diversas estructuras, de las cuales solo se
consideraron aquellas que presentaron un consenso entre los 4 programas. Estos
se usaron con los pardmetros normales de uso en las estructuras cristalograficas

de las 2 proteinas.

8.2 Modelo general de interaccién proteina-ligando con base en los elementos

farmacoféricos virtuales identificados

Para identificar los “elementos farmacoféricos” de los compuestos con mayor
afinidad por las enzimas eNOS y CSE encontrados por acoplamiento molecular
(punto 8.1), denominados como “compuestos consenso”, se utilizd el programa
computacional Pharmer (2015, Pittsburg, PA, USA) [106]. Con este programa se
identificaron los elementos comunes de los compuestos consenso en los
complejos proteina-ligando como los donadores y aceptores de puentes de
hidrogeno, sistemas aromaticos, grupos hidrofébicos y grupos iénicos en las
conformaciones tridimensonales de los ligandos. Estas caracteristicas fueron
agrupadas de acuerdo a su naturaleza, posicion y tamafio, usando el método
estadistico medoides [107], incluido en el paquete cluster [108] del programa

computacional estadistico R (v. 2.0.7-1, Vienna, Austria) [109].

8.3 Ensayos de dinamica molecular de los compuestos que se unen con alta

afinidad a las enzimas eNOS y CSE

Una vez obtenidas las estructuras enzima-ligando, estos complejos se sometieron
a una simulacion de dindmica molecular con GROMACS[110], usando el campo
de fuerza AMBER [111] y ajustando los parametros necesarios para el ligando con
ACPYPE [112]. El complejo se sometio a una minimizacion de energia seguida de

un periodo de equilibrio de posicion restringida y libre, para finalmente llevarse a
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cabo una simulacién de 10 ns en un ensamble isotérmico-isobarico (300 K, 1 atm).
Una vez obtenidas las simulaciones, se calculd la energia libre de union usando
la ecuacion de la energia de interaccion [113] como una nocién de afinidad del

ligando por la enzima:

AGunién = a[(VL3)enlace — (VL3)iibre] + B[(VcL)enlace — (VLI)iibre] + v,

donde (Vw)wound €S la energia promedio de potencial Lennard-Jones para la
interaccion ligando-proteina; (Vw)mee €S la energia promedio de potencial Lennard-
Jones para la interaccion ligando-disolvente; (VciL)bound €S la energia electrostatica
promedio de la interaccion ligando-proteina; (VcL)wree €S la energia electrostéatica
promedio de la interaccion ligando-disolvente; mientras que o, B y y son coeficientes

que para ligandos tipo farmaco estan fijados en o=0.18, p=0.5y y=0.

8.4 Determinacion del efecto vasodilatador

Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con la NOM-062-Z00-1999,
Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de
laboratorio y lo indicado por el International Council for Laboratory Animal Science
(ICLAS). Las ratas Wistar macho (250-300 g) se adquirieron en el Bioterio del
Instituto de Neurobiologia de la UNAM, campus Juriquilla, Querétaro. Los animales
permanecieron un periodo maximo de dos dias en un espacio especial para
mantenimiento temporal de animales de experimentacion, conforme al capitulo 6 de
la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, en la planta baja del edificio 2 de
la Facultad de Quimica de la UAQ. Estos animales se mantuvieron en jaulas de
acrilico que cumplen con las caracteristicas establecidas en el capitulo 5 de la NOM-
062-Z00-1999 y el manejo se realizé conforme a los apartados 5.1.3 a 5.1.6 de la
misma norma, suministrando a los roedores agua embotellada que cumple con la
Norma Oficial Mexicana NOM-127-SSA1-1994 y alimento especial para roedores
ad libitum que cumple con las caracteristicas establecidas en el apartado 4.7 y
5.1.3.1 de la NOM-062-Z00-1999, con periodos de luz/oscuridad de 12 horas cada
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uno. Los animales se sacrificaron por decapitacion (apartado 9.5.3.3 de la NOM-
062-Z00-1999) y se extrajo la aorta toracica descendente, la cual se coloc6 en una
solucion fria de Krebs-Henseleit para aorta (pH 7.4; 126.8 mM NacCl, 5.9 mM KClI,
2.5mM CacClz, 1.2 mM MgClz, 30 mM NaHCOs, 1.2 mM NaH2PO4y 5 mM D-glucosa)
[114] y se corto en anillos de 4 a 5 mm. Los residuos peligrosos biologico infecciosos
se etiquetaron y almacenaron siguiendo las especificaciones de la Norma Oficial
Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002 por un periodo menor a 30 dias.
Posteriormente se contratd un recolector de residuos biolégico infecciosos y un
servicio de incineracién de los mismos que cuenta con la autorizacion de
SEMARNAT para la prestacion de estos servicios (Ley General para la Prevencién
y Gestion Integral de los Residuos Art. 42; Reglamento de la Ley General para la

Prevencion y Gestion Integral de los Residuos Art. 46 —V1y 81).

Los compuestos de prueba y los compuestos control para los ensayos
farmacoldgicos y bioquimicos se adquirieron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).
Los compuestos isoxsuprina, carvedilol, propranolol y pindolol fueron provistos
como mezclas racémicas. Las soluciones de compuestos insolubles en agua se
prepararon en dimetilsulfoxido (DMSO), con una concentracién final en la camara
de incubacion del 0.2% (v/v). Los demas compuestos y las diluciones
correspondientes se prepararon en agua destilada para obtener las concentraciones
deseadas en las camaras de tejido aislado (de 0.001 a 3 uM o de 1 uM a 3.5 M,

dependiendo de la potencia de los compuestos).

Los anillos de aorta de rata previamente extraidos, fueron montados en camaras de
incubacion de 5 ml con solucion de Krebs-Henseleit a 37 °C y burbujeo constante
de una mezcla de 95 % Oz y 5 % CO2. Los cambios en el tono del musculo liso
arterial en presencia de los compuestos de prueba, se registraron por medio de un
transductor de fuerza Grass modelo FT03 unido a un poligrafo Grass de 6 canales
Modelo 7D (Astro-Med, Inc. West Warwick, Rl. USA). El tejido se sometié a una
tension de reposo (basal) de 1.5 g y se dej6 estabilizar por 60 min. Una vez que el

tejido alcanzo el equilibrio, los segmentos se precontrajeron con una solucién de

51



100 mM de KCI durante 15 min para estimular el muasculo liso arterial. A
continuacion, se eliminod el KCI, lavando de 3 a 8 veces cada una de las camaras.
La aorta se dejo reposar hasta alcanzar nuevamente su tension basal de 1.5 g. Una

vez estabilizado el tejido, los segmentos de aorta se contrajeron con fenilefrina (1
HM).

Los diferentes compuestos de prueba se evaluaron conforme a su potencia en dos
intervalos de concentraciones, de 0.001 a 3 uM y de 3 uM a 3.5 M. Las diferentes
concentraciones de las muestras se adicionaron a las camaras de tejido aislado 20
min después de haber inducido la contraccion de la aorta con la fenilefrina. La
respuesta provocada por cada una de las concentraciones de los compuestos de
prueba en la aorta se registré durante un periodo de 10 min y los cambios en la
tension producidos por las sustancias se detectaron mediante los transductores de
fuerza. Las respuestas se expresaron como el porcentaje de relajacion, tomando
como base la contraccion alcanzada al adicionar la fenilefrina [114]. La participacion
de las vias del NO/GMPc y del H2S/Kate en el efecto vasodilatador de los
“‘compuestos consenso” se evaluo incubando los anillos de aorta por 20 minutos en
presencia de NG-nitro-L-arginina metil éster 100 uM (L-NAME, inhibidor de la NOS)
y DL-propargilglicina 10 mM (PAG, inhibidor de la CSE) [18,114,115]. La
participacion de los adrenoreceptores 2 en el efecto vasodilatador de la isoxsuprina
se determind incubando por 20 minutos los anillos de aorta en presencia de 1 uM
de propranolol (un antagonista no selectivo de los adrenoreceptores 1y 32).

Para evaluar si el bloqueo de adrenoreceptores al contribuia al efecto vasodilatador
inducido por isoxsuprina, Se construyeron curvas concentracion respuesta
adicionando concentraciones no acumulativas de fenilefrina (de 1 x10® a 1 x103 M,
con cinco minutos de contacto), empleado como vasoconstrictor, se afadio a las
camaras de incubacién ya sea solo o después de la adicién de isoxsuprina (1 X10-°
M) o prazosina (1.2 x 10”7 M, antagonista selectivo de adrenoreceptores al). Los
compuestos de prueba (isoxsuprina o prazosina) se lavaron del tejido después de
la adicién de cada concentracion de prueba de fenilefrina y se volvieron a adicionar

ala camara 5 minutos antes de la adicion de la siguiente concentracion del agonista.
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Los cambios en el tono de la aorta causados por fenilefrina se expresaron como
porcentajes de la contraccién con respecto a la maxima contraccion generada al

afiadir el agonista [116].

8.5 Cuantificacion de la liberacién de H2S

Este ensayo enzimatico se llevo a cabo para cuantificar por un método colorimétrico
la concentracion de H2S. Los segmentos de aorta se congelaron en nitrégeno liquido
y se homogenizaron en solucion amortiguadora de fosfatos (PBS) pH 7.4 con
inhibidor de proteasas (Sigmafast protease inhibitor cocktail en tabletas libres de
EDTA). En seguida, el homogenado de aorta y todos los componentes de la mezcla
de incubacién (piridoxal-5"-fosfato, 2 mM; L-cisteina, 10 mM e isoxsuprina o
isoxsuprina mas propargilglicina, 0.026 pg/ml y 10 mM, respectivamente) fueron
puestos en tubos de vidrio con tapones de goma y un pocillo de plastico (hecho con
un microtubo de 2 ml), al cual se le agregaron 0.5 ml de acetato de zinc 1% (w/v)
pH 10 y una tira de papel filtro (0.5 cm x 2.5 cm) para atrapar el H2S generado. El
oxigeno contenido en cada frasco fue purgado inyectando N2 por 20 segundos. La
mezcla se dejo reaccionar por 1 hora a 37°C y la reaccion se detuvo al agregar
acido tricloroacético al 50%, dejandose una hora mas a 37°C. Una vez transcurrido
este tiempo se agregaron 50 pl de N,N-dietil-p-fenilendiamina (DPD) (20 mM) en
HCl 1.2 M y 50 pl de FeCI3 (30 mM) en HCI 1.2 M. La absorbancia de la solucién
resultante se midié a 670 nm y la concentracion de H2S se calculé usando una curva

de calibracion hecha con una solucion estandar de NaHS (0-100 uM) [117].

8.6 Andlisis estadistico

Se realizaron 6 evaluaciones para cada una de las concentraciones de los
compuestos de prueba. Los resultados fueron expresados como el promedio * el
error estandar del promedio (S.E.M.). Los datos experimentales generados en cada
evaluacion se ajustaron a una ecuacién sigmoidal y se graficaron mediante el
programa PRISMA 5.0 Graph Pad (Graph Pad Software Inc., San Diego, CA, USA)
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para la obtencion de las curvas concentracidon respuesta. En cada caso se
determind la concentracion efectiva media (CEso) y el efecto maximo (Emax). La CEso
se define como la concentracién de sustancia de prueba (UM) necesaria para
producir el 50% de la relajacibn maxima sobre el tejido precontraido con fenilefrina

y el Emax indica la eficacia con la que el compuesto relajan la aorta aislada de rata.

Los resultados fueron sometidos a un analisis de varianza de una via (ANOVA)
seguido por una prueba post hoc de Dunnett, usando el programa de estadistica
GraphPad Prism 7.02. Los valores de *p < 0.01, **p < 0.001, ***p < 0.0001 se
consideraron significativos. En la figura 29 el andlisis estadistico fue hecho usando

ANOVA de una via seguido por una prueba de Tukey.

8.7 Sintesis e identificacion de a) una moléculas hibrida de acido ursdélico y

una subestructura liberadora de H2S y b) una subestructura liberadora de NO

Las sintesis se realizaron conforme se indica en las Figuras 21y 22.

1. Sintesis de una molécula hibrida de acido ursélico y una subestructura
liberadora de H2S

Primer paso: Sintesis de acido ursélico acetilado (reportado en [118]

Piridina

a) Acido ursolico b) Acido ursdlico acetilado

Figura 21. Sintesis de un compuesto derivado de &cido ursolico liberador de H2S (DMR-S1).
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Segundo paso: Sintesis del cloruro de &cido ursdlico acetilado.
o)

oA o

o)

OH Cloruro de oxalilo

Y

b) Acido ursélico acetilado c) Cloruro del acido ursdlico acetilado

Tercer paso: Acoplamiento de la subestructura liberadora de Hz2S y el cloruro de

acido ursolico acetilado.

c) Cloruro del acido ursolico acetilado d) Molécula hibrida DMR-S1 liberadora de H,S

Figura 21 (continuacion). Sintesis de un compuesto derivado de &cido ursélico liberador de H2S
(DMR-S1).

2. Sintesis de una subestructura liberadora de NO

o N—OH
5 H CHs / CHs
JO S NG OO0 R + NH0-HOl —> M
(0]

N +
~ O/

N\O—
a) Crotonaldehido b) Oxadiazol carbaldehido ¢) Oxadiazol oxima

Figura 22. Sintesis de una subestructura liberadora de NO (DMR-N1)
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Al término de las reacciones, los compuestos se purificaron por cristalizacion y/o
cromatografia en columna usando mezclas hexano/acetato de etilo como eluyentes,

para finalmente caracterizar los productos por técnicas espectroscopicas.

Cabe mencionar que este procedimiento sintético se llevo a cabo bajo los criterios
de la quimica sustentable (IUPAC, EPA) por técnicas de microescala, minimizando
el consumo de reactivos y disolventes, asi como disminuyendo la generacion de
residuos.
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9. Resultados

9.1 Identificacion de compuestos que se unen con alta afinidad a las enzimas
eNOS y CSE

La figura 20 muestra la secuencia con la que se realizé la busqueda de alto
rendimiento de compuestos con alta afinidad por las enzimas eNOS y CSE. De la
base de datos denominada ZINC de bibliotecas virutales, se obtuvieron 107,373
compuestos que contaban con un coédigo SMILES dnico. El programa
computacional MOE [99] se us0 para seleccionar compuestos no reactivos y con
adecuadas propiedades fisicoquimicas (peso molecular no mayor a 500 g/mol y
menos de 5 grupos donadores de puentes de hidrégeno y menos de 10 grupos
aceptores de puentes de hidrégeno). Para generar las estructuras 3D de los
compuestos seleccionados se usoO el programa LigPrep (Schroédinger Release
2015-4), considerando su estereoquimica, estados de protonacion y formas
tautomeéricas.

Este procedimiento dio como resultado una base de datos de 176,500 estructuras
de “compuestos tipo lider” que se sometieron a un ensayo de acoplamiento
molecular de alto rendimiento con los sitios de union alostérica de las enzimas
eNOS y CSE, identificados previamente con compuestos triterpénicos [18],
usando el programa “GLIDE High-Throughput Virtual Screening (HTVS) docking
module (Glide, version 6.2, Schrodinger)” [100-102] y las estructuras de las
enzimas con mas alta resolucion obtenidas de la base de datos Protein Data Bank,
eNOS (PDB:3NOS) y CSE (PDB:3COG). Los 2000 ligandos resultantes que
presentaron mayor afinidad por ambas enzimas, se sometieron posteriormente a
ensayos de acoplamiento molecular con el sitio de unién de interés (sitio hipotético
de activacion alostérica), utilizando cuatro programas diferentes: Glide XP [102],
AutoDock [103], AutoDock Vina [104], and UCSF-Dock [105]. Los nueve
compuestos con mejores puntajes de afinidad en consenso en los cuatro
programas empleados [119] se clasificaron como “compuestos consenso” (Tabla
3).
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Tabla 3. Puntajes de afinidad (docking scores) por programa computacional y percentil

consenso de los compuestos seleccionados.

Compuestos | AD Glide Vina D1 D2 C AD Glide Vina D1 D2 C
consensa eNOS (AG®, kcal/mol) CSE (AG®, kcal/mol)

Nebivolol -12.55 -8.16 -84 -231 12208 0.02)|-11.16 -611 -7.2 -196 -36.68 0.02
Carvedilol -11.38 -7.785 -67 -279 -2683 0.05|--11.62 -6.294 -69 -168 -13.164 0.09
Fenoterol -10.38 -7.798 -7.9 -255 -12.507 0.05| -8.31 -6.62 -6.2 -160 -21.05 0.023

Propranolol -9.87 -6.625 -74 -220 3976 0.17| 929 -4675 -6.7 -135 -22.099 0.30

Midodrina -7.68 -7.682 -7.3 -214 9738 0.20| -6.6%9 -4.865 -55 -149 -21.88 (0.31

Pindolol 966 654 -71 -199 27858 0.25)| -7.72 -4872 -61 -88 9.469 0.34

Isoxsuprina -11.38 -6.035 -76 -176 176.391 0.25| -851 -5873 -6.1 -120 -13.856 0.44

Sitagliptina -10.01 -6.023 -7.0 -241 22632 0.26| -809 -515 -70 -175 -15.915 0.27

Epicatequina | -9.82 -5834 66 -235 -3102 030)| -7.15 -465 -7.1 -151 -15.092 0.26
AD: AutoDock 4.2, Glide: Glide XP, D1: Dockl (UCSF-Dock), D2: Dock2 (UCSF-Dock), C: Consensus

9.2 Modelo general de interaccion proteina-ligando con base en los elementos

farmacoféricos virtuales identificados

Con el fin de obtener informacion acerca de los requerimientos estructurales
necesarios para la mejor interaccion entre los compuestos consenso y las enzimas
eNOS y CSE, se realizé la busqueda de los elementos farmacoféricos en los
mejores complejos proteina-ligando (en términos de puntaje de afinidad, docking
score), obtenidos en consenso para los cuatro ensayos de acoplamiento
molecular. Para ello, se aplicé el método “Partitioning Around Medoids (PAM)”
para agrupar esto elementos y asi identificar los principales grupos funcionales e
interacciones proteina-ligando esenciales para alcanzar la mayor afinidad por
ambas enzimas (Figura 23). Este analisis estadistico, que no es un modelo de
farmacoforo en el sentido estricto, puede ser Gtil para la futura identificacion de

compuestos activos.
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A)

B)

Figura 23. Modelo de elementos farmacoféricos con (A) eNOS (estructura 3NOS) y (B)
CSE (estructura 3COG). Los donadores de puentes de hidrégeno se representan en gris,
las interacciones de tipo aromatico en verde, las interacciones hidrofébicas en amarillo y

una interaccion con un aceptor de puentes de hidrégeno en morado.

En el caso de la eNOS, los principales aminoacidos que interactian con los
compuestos consenso se ubican tanto en el canal de acceso del sustrato, como
en el sitio catalitico. Los compuestos probados mostraron dos interacciones entre
los grupos donadores de puentes de hidrogeno y el grupo hemo (HEM) y el
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cofactor tetrahidrobiopterina (H4B) (representados en gris), también mostraron
interacciones hidrofébicas con los aminoacidos Trp447 y Vall104 (en amarillo), y
una interaccion adicional entre un grupo aceptor de puentes de hidrégeno y el
aminoacido Asn338 (en morado). Estos resultados sugieren que los compuestos
consenso se unen a eNOS en diferentes amino&cidos que aquellos a los que se
unen los triterpenos (&cido ursélico y uvaol), debido principalmente a diferencias
estructurales como el fuerte caracter hidrofobico de los triterpenos contra la
presencia de un mayor numero de grupos donadores y aceptores de puentes de
hidrogeno presentes en los “compuestos consenso”.

Con respecto al modelo de CSE, los compuestos consenso interactian con
aminoacidos localizados tanto en la subunidad A como en la subunidad B de la
enzima, lo cual respalda la propuesta hecha con anterioridad [18] sobre la
localizacion del sitio de unién al ligando en la interfase entre las dos subunidades.
Estos residuos involucrados en la interaccién ligando-proteina, se encuentran en
un radio de aproximadamente 12.5 A con respecto a la ubicacion del piridoxal
fosfato de la cadena A (Figura 23), que puede ser considerada una distancia
grande como para tener influencia sobre el sitio catalitico. Sin embargo, este sitio
de unién identificado se ubica muy cerca del canal de acceso al sustrato hacia el
sitio catalitico que se forma entre la interfase A-B de esta enzima
homotetramérica. Las interacciones de puentes de hidrégeno se observaron entre
grupos donadores de puentes de hidrogeno de los ligandos y los aminoacidos
Glu59, His99 y Leul01 de CSE (en gris) y, adicionalmente también se encontré
una interaccion aromatica adicional con Phe238 (en verde). Estos hallazagos
sugieren que los compuestos consenso se unen en el sitio de union a triterpenos
sugerido en trabajos previos [18] y podrian funcionar como activadores alostéricos

de esta enzima.
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9.3 Determinacion del efecto vasodilatador de los compuestos consenso y la
participacion de las vias del NO/GMPc y H2S/Katp €n sus mecanismos de

accion

Todos los “compuestos consenso” seleccionados produjeron una relajaciéon
significativa de la aorta de rata dependiente de la concentracion y alcanzaron un
efecto maximo (Emax) del 100%. Los compuestos mas potentes fueron isoxsuprina
(ECs0 = 0.046 = 0.004 pM) y carvedilol (ECso = 0.069 £ 0.003 pM), los cuales
fueron aproximadamente cinco veces menos potentes que el nitroprusiato de
sodio (SNP: ECso = 0.0099 + 0.001 pyM), usado como control positivo.

La ECso de Nebivolol fue de 2.014 £ 0.215 pM, mientras que sitagliptina, fenoterol,
midodrina, epicatequina, pindolol y propranolol presentaron valores de ECso
mayores a 18 pM. Las curvas concentracion-respuesta (CRC) en la Figura 24,
muestran el efecto vasodilatador obtenido con los compuestos consenso y con los
controles positivos [SNP, acetilcolina (ACh) y sulfuro &cido de sodio (NaHS)] y los

valores de ECso y Emax Se resumen en la Tabla 4.

100+ ¢ ACh
804 ® |soxsuprina ®  NaHS
s e (Carvedilol ®  Propranolol
g e0q°® Nebivolol * Pindolol
% m Sitagliptina
Y 404 . .
< ¢ Epicatequina
20- e Fenoterol
® Midodrina
0-

Log concentracion, uM

Figure 24 Curvas concentracion-respuesta del efecto vasodilatador de los compuestos
consenso Y los controles positivos usados (SNP, ACh y NaHS). Los valores se expresan

como el promedio + SEM (n = 6).
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Tabla 4. Valores de ECso de los “compuesto consenso” y controles positivos

Compuesto ECso (UM) = SEM  Emax (%) £ SEM
Controles
SNP 0.0099 + 0.001 100.7 £ 0.747
Acetilcolina 50.30 + 5.126 68.46 + 1.122
NaHS 191.0 £ 9.841 92.17 + 2.721
Compuestos mas potentes
Isoxsuprina 0.046 =+ 0.004 106.1 £ 0.343
Carvedilol 0.069 £ 0.003 106.6 + 0.115
Nebivolol 2.010 + 0.215 106.7 £ 0.543
Compuestos menos potentes
Propranolol 18.120 + 1.419 103.6 + 1.663
Pindolol 39.490 + 2.603 106 + 0.463
Sitagliptina 252.30 + 8.058 117.6 £ 0.497
Fenoterol 608.60 + 43.225 120.3 +1.548
Epicatequina 626.40 £ 67.372  101.5 % 2.400
Midodrina 4698 + 324.691  219.5+ 8.219

Los datos son promedios £ SEM, n=6.

La inhibicion de la eNOS con NG-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) 100 uM,
desplazé significativamente a la derecha la curva concentracion respuesta de los
compuestos consenso, con el respectivo incremento en sus valores de ECso (p
<0.05) (Tabla 5).

Aunque previamente se ha descrito que el NO estd involucrado en el efecto
vasodilatador del carvedilol [120], el nebivolol [121], el propranolol [122], el pindolol
[123] y la epicatequina [59], ésta es la primera vez que se demuestra que la
activacion de la via del NO/GMPc contribuye al efecto vasodilatador de la midodrina,
la sitagliptina, el fenoterol y la isoxsuprina. Ademas, el efecto vasodilatador de todos
los compuestos consenso, con la excepcion de nebivolol y propranolol, fue reducido
por DL-propargilglicina (PAG) 10 mM, como se demostro por el incremento en sus
valores de ECso (Tabla 5). Ambos resultados sugieren que la vasodilatacion

producida por los compuestos consenso involucra la activacién de eNOS y/o CSE.
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Tabla 5. Valores de ECso de los “compuestos consenso” y la participacion de las
vias de sefializacion del NO/GMPc y el H,S/Katp en su efecto vasodilatador

Control L-NAME PAG
Compuesto  ECso (UM)+ SEM  ECso (UM) £ SEM  ECsp (UM) £ SEM
Vasodilatadores mas potentes
Isoxsuprina  0.0461 + 0.004 0.3846 + 0.040***  0.3255 + 0.026***
Carvedilol 0.0695 + 0.003 0.3643 £ 0.011***  0.1500 + 0.019**
Nebivolol 2.0135+0.215 11.290 £ 1.501*** 2.5280 + 0.229
Vasodilatadores menos potentes
Propranolol 18.120+ 1.419  40.430 + 5.696** 27.900 £ 3.651
Pindolol 39.490 £ 2.603  166.1 £ 3.610*** 89.47 + 7.940***
Sitagliptina ~ 252.30 + 8.058  864.3 + 8.692***  436.2 + 12.63***
Fenoterol 608.6 £ 43.225 882.1 +27.513** 1038 + 22.241***
Epicatequina 626.4 £ 67.372 1789 + 389.469* 3087 + 552.718**
Midodrina 4698 + 324.691 8618 + 2060.477* 10076 + 1955.342*

Los datos son promedios + SEM (n = 6). El andlisis estadistico se realizé usando el

andlisis de varianza ANOVA de una via, seguido por una prueba post hoc de Dunnett.
Los valores de *p < 0.01, **p < 0.001, ***p < 0.0001 se consideraron significativos.

En la Figura 25 se muestran las estructuras quimicas de los compuestos
vasodilatadores mas potentes y en la Figura 26 se observa que las vias del
NO/GMPc y del H2S/Kate contribuyen de manera importante en el efecto
vasodilatador producido por isoxsuprina y carvedilol y que el efecto vasodilatador

producido por nebivolol, es independiente de la via del H2S/Kartp.

OH
N OH F
/©/k‘/ \:/\O o m
= N - ’//O
"~ QJ/LH on
F

Isoxsuprina  HN O .
o~ Nebivolol

O O/\;/\N/\/O
on
Carvedilol

Figura 25. Estructuras quimicas de los compuestos consenso mas potentes.

63



z=
[y
=
=

]
L ]
L]
L
+

® [soxsuprina +
~ 807 e L-NAME
= ® PAG
£ 601
g
~
‘= 404
=
=
20-
0 T T T
-2 -1 0
Log concentracion (uM)
B 1004 . ) L S
® (Carvedilol /. 4+
g0 ® L-NAME /
= ® PAG
=
=1 6l
=
o
kB
= 404
i
=
204
ols=—%¢ ' ' .

-2 -1 0
Log concentracion (uM)

-

C 100 .
® Nebivolol i/4 f
L] -NA) /‘.”I '
eo] ® L-NAME
—_ L] PAG /"
= 604 /%
= /e
L *) r b 4
L] 2l /e
= 40 5 §
é i i r
zn-F-i_!i'i-’ e
e o @ e
0 ; . :
1 0 1 2

Log concentracion (uM)

Figure 26. El efecto vasodilatador de A) isoxsuprina, B) carvedilol, y C) nebivolol en
ausencia (control) y presencia de inhibidores de eNOS y CSE (L-NAME, 100 uM y PAG,
10 mM, respectivamente). Los datos son promedios + SEM (n = 6). El analisis estadistico
fue realizado usando el analisis de varianzas ANOVA de una via, seguido por una prueba
post hoc de Dunnett. (*p < 0.01, **p < 0.001, ***p < 0.0001).
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9.4 Ensayos de dinamica molecular de los compuestos que se unen con alta
afinidad a las enzimas eNOS y CSE

Con base en la alta potencia vasodilatadora de la isoxsuprina y los resultados
obtenidos en los ensayos de acoplamiento molecular, que indican en conjunto que
este compuesto exhibe alta afinidad de unién a la CSE, se realiz6 una simulacién
de dindmica molecular (MD) de la interaccién isoxsuprina-CSE (el compuesto
consenso con el mas potente efecto vasodilatador) y de la interaccién fenoterol-
CSE (uno de los compuestos con menor efecto vasodilatador) (Tabla 4). La grafica
de energia de union calculada (CBE) de la Figura 27, indica que el complejo
isoxsuprina-CSE permanece en equilibrio por aproximadamente 5 ns v,
posteriormente, el compuesto gradualmente pierde su afinidad por la enzima. Con
respecto al complejo fenoterol-CSE, el compuesto mostré alta afinidad por la
enzima al inicio de la simulacion, sin embargo la pierde mas rapidamente que la
isoxsuprina. En el periodo de estabilizacion, el complejo fenoterol-CSE muestra
una Energia de Interacciéon Lineal (LIE) promedio de 1.83 kcal/mol, la cual es
mucho mas baja que la LIE promedio de -26.2 kcal/mol calculada para el complejo
isoxsuprina-CSE en el mismo periodo (Figura 27).
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Figure 27. Energias de interaccion lineal (método LIE) obtenidas de la simulacion de
dinamica molecular con GROMACS de los complejos CSE-isoxsuprina y CSE-fenoterol,
usando el campo de fuerza AMBER vy ajustando los parametros requeridos para el ligando
con el programa ACPYPE.

La Figura 28 muestra las interacciones entre la CSE y la isoxsuprina durante las
simulaciones de dinamica molecular usando GROMACS. El complejo CSE-
isoxsuprina pierde algunas de las interacciones identificadas en el ensayo de
acoplamiento molecular. Sin embargo, los datos obtenidos de la simulacién
confirmaron que la isoxsuprina establece interacciones con aminoacidos de las
cadenas A y B formando puentes de hidrégeno entre su grupo amino y un acido
glutdmico (Glu59) y su grupo hidroxilo y una alanina (Ala357). Estas interacciones
estan localizadas en la interfase de las subunidades A y B de la CSE, en el sitio
de union a triterpenos previamente identificado [18]. Este sitio fue evaluado en
simulaciones de dinamica molecular realizadas con los triterpenos uvaol y acido
oleanoico [124], los cuales presentaron una actividad vasodilatadora mediana y
casi nula dependiente de H2S, respectivamente. De acuerdo a los resultados de

esas simulaciones, el uvaol y el &cido oleanoico forman un complejo con la CSE

66



cuya LIE es de -0.73 y 33.88 kcal/mol, respectivamente. Estos resultados y los
obtenidos en el presente trabajo para fenoterol e isoxsuprina, sugieren una posible
correlacion entre el efecto vasodilatador y el valor teérico de LIE, el cual predice
la afinidad de los compuestos consenso con la CSE.

Consistentemente con lo anterior, nuestros ensayos ex Vvivo claramente
demuestran que la via del H2S/Katp esta involucrada en la vasodilatacion inducida
por isoxsuprina, explicando por qué aunque la simulacibn mostré que la
isoxsuprina pierde afinidad por la CSE durante el periodo de simulacion, las
interacciones enzima-ligando son suficientes para incrementar la actividad
enzimatica y producir una importante vasodilatacion. En contraste, el fenoterol que

conforme a la simulacién de dindmica molecular rapidamente pierde afinidad por

CSE, demostro un efecto vasodilatador significativamente menor.

Interaccién electrostatica
ﬁ‘ ) Carga () == Puente de hidrégeno de cadena principal
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Figura 28. Interacciones CSE-isoxsuprina durante las simulaciones de dindmica
molecular usando GROMACS.

67



9.5 Incremento en los niveles de Hz2S inducidos por isoxsuprina

Para confirmar que el efecto vasodilatador de la isoxsuprina involucra la activacion
directa de la CSE, como sugieren nuestros estudios in silico, se midieron los niveles
de H2S en homogenados de aorta. Los resultados de estos experimentos indicaron
que la isoxsuprina incrementa en aproximadamente dos veces los niveles de este
gasotransmisor (Figura 29). Cuando los anillos de aorta se incubaron
simultdneamente con isoxsuprina y PAG, un inhibidor de la CSE, se redujeron
drasticamente los niveles de H2S. Estos resultados indican que la isoxsuprina puede

activar directamente a la CSE, como lo sugieren nuestros estudios in silico.

301

204

um/gr/min H,S

Control Isoxsuprina Isoxsuprina + PAG

Figura 29. La produccion total de H.S (medido como sulfuros) inducido por isoxsuprina
en homogenados de aorta de rata en la ausencia o presencia de PAG. El andlisis
estadistico fue hecho usando un analisis de varianza ANOVA de una via, seguido por una

prueba de Tukey (**p= 0.0001 isoxsuprina vs. control; *** p < 0.0001 isoxsuprina vs.
isoxsuprina + PAG).

9.6 Participacion de la activacion de adrenoreceptores B2 y bloqueo de
adrenoreceptores al en la vasodilatacion inducida por isoxsuprina

Para determinar la participacion de adrenoreceptores B2 en la vasodilatacion

inducida por isoxsuprina, los anillos de aorta se incubaron con 1 puM propranolol
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(un antagonista no selectivo de receptores 1y 32). Nuestros resultados indicaron
que el efecto vasodilatador producido por isoxsuprina (ECso = 0.046 + 0.004 pM)
no involucra la activaciéon de receptores adrenérgicos B2, ya que el bloqueo de
estos receptores no redujo significativamente la vasodilatacion producida por
isoxsuprina (ECso = 0.033 + 0.003 pM, p = 0.9615) (Figura 30 A). Sin embargo,
isoxsuprine 1 uM significativamente desplaz6 a la derecha (ECso = 2.56 + 0.19
UM, p < 0.0001) la curva concentracion respuesta correspondiente al efecto
vasoconstrictor de fenilefrina (ECso = 0.032 + 0.003 pM), un agonista especifico
de los adrenoreceptores al. Un comportamiento similar se observé cuando se
evallo la vasoconstriccion provocada por fenilefrina en presencia de prazosina
(ECso = 0.9 £ 0.057 uM, p < 0.0001), un inhibidor especifico de los
adrenoreceptores ol (Figura 30 B). Los resultados de estos experimentos indican
que el bloqueo de adrenoreceptores al contribuye a la vasodilatacién inducida
por isoxsuprina, mientras que la activacion de adrenoreceptores 2 no participa

en el mecanismo vasodilatador de este compuesto.

100

1007 s_—°* Te cControl
® [soxsuprina ®  Prazosin
s04 ® Isoxsuprina-Propranolol 8nd ® Tsoxsuprina .
g 601 £ 604
= ]
9 =
=y = -
= 40 = 40
= o
204 204
0 T T 1 0 & T -5 ¥ 2 T T
-2 -1 0 -9 -8 -7 -6 -5
Log concentracion (uM) Log concentracion Fenilefrina (M)

Figure 30. A) Efecto vasodilatador de isoxsuprina en presencia de propranolol (1 uM), un
antagonista de [ receptores. B) Efecto vasoconstrictor de Fenilefrina en la ausencia
(control) o presencia de isoxsuprina (1 uM) o prazosin (0.12 uM), usado como control
positivo. Los datos son el promedio + SEM (n = 6). El analisis estadistico se realiz6 usando
un andlisis de VARIANZA, seguido por una prueba post hoc de Dunnett. Los valores de
***pn < 0.0001 se consideraron significativos.
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9.7 Sintesis e identificacion de a) una moléculas hibrida de acido ursdlico y
una subestructura liberadora de H2S y b) una subestructura liberadora de
NO

Se obtuvo la sintesis del compuesto DMR-S1 (Figura 21; 707.06 g/mol, p.f. (punto
de fusion)= 111 °C, Rf = 0.88 (Hex: AcOEt; 8:2), sélido anaranjado; 6.51 %, 23 mg,
0.032 mmol) y de la subestructura liberadora de NO DMR-N1 (Figura 22; 143.1
g/mol, Rf =0.75 (Hex: AcOEt; 8:2), sélido amarillo palido; porcentaje de rendimiento
85.44 %, 220 mg, 1.6395 mmol). Los espectros de resonancia magnética nuclear
(proténica y de C*3) se obtuvieron en colaboracion con el Instituto de Quimica de la
Universidad Nacional Autbnoma de México, bajo la supervisién de la Dra. Nuria
Esturau-Escofet. A continuacién se presentan las tablas obtenidas con el programa
MestReNova, que contienen los valores de los desplazamientos quimicos
encontrados para los atomos que conforman la molécula hibrida derivada de acido
ursolico DMR-S1 y los desplazamientos quimicos de los atomos que conforman la
subestructura liberadora de NO (DMR-N1). Ambas elucidaciones estructurales
confirman que efectivamente obtuvimos las moléculas esperadas: una molécula
hibrida derivada de &cido ursdlico liberadora de H2S (DMR-S1) y la subestructura
liberadora de NO (DMR-N1).

Tabla 6. Datos de la espectroscopia NMR (700 MHz para *H, 176 MHz para *3C) del
compuesto DMR-S1 en cloroformo deuterado a 298 K, obtenidos del programa
MestReNova.
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Posicién  &éc en ppm  dnen ppm, mult., (J en Hz) COSY HMBC
a: 1.66, t (3.4) 1b 2,3,5,10, 25
1 38.48 b: 1.11, m la 3,9, 10,11, 25
2 23.69 1.64, m 3 3,4,5
3 80.99 4.50, dd (10.3, 5.8) 2 2,4,23,24, 1’
4 37.83 - - -
5 55.44 0.86 6a, 6b 3,4,7,9, 23,25
6 18.33 1.38, m 5, 6b, 73, 7b 4,5,7,8,10, 24, 25, 26
: 1.53, m 5, 6a, 7a, 7b 4,5,7,8, 10,24, 26
1.37, m 6a, 6b, 7b, 5,6,8,10, 11, 14,
! 33.22 155, m 6a, 6b, 7a 5,6,8,9, 10
8 39.90 - - -
9 47.60 1.55, m 11 1,5,7,8,10, 11, 14, 25, 26
10 37.02 - - -
11 23.51 1.94, m 9,12, 15 8,9, 10,12, 13, 14, 18
12 126.26 5.33, 1 (3.60) 11 9,11, 13, 14, 18
13 137.87 - - -
14 42.37 - - -
15 28.25 1.20, ddd (13.9, 3.8, 2.3) 16 13, 14, 16, 17, 27
16 04,42 a: 1.83, ddd (9.1, 4.5, 2.4) 21b, 22a, 22b 14,17, 18, 19, 21, 28
: b: 2.14, td (13.7, 4.4) 15, 22a, 22b 15, 17, 18, 22, 28, 30
17 48.93 - - -
18 53.10 2.34,d (11.2) 19 12,13 .14, 12%’ 17,20, 28,
19 39.00 1.43,m 18 13,17, 18, 23%' 21,22, 29,
20 39.25 0.99, s 29 19, 21, 30
1.39, m 21b 17, 19, 20, 29, 30
21 30.74 1.60, m 21a 17,19, 20, 30
a: 1.81,d (4.3) 16, 21b, 22b,
22 36.70 b: 1,00 m 51, 225, 16, 17, 18, 20, 21, 28
23 28.23 0.87,s - 2,3,4,5,24
24 16.89 0.86, s - 3,4,5,23
25 15.73 0.96, s - 4,5,9, 23,24
26 17.76 0.86, S - 7,8,9, 14, 15, 25
27 23.57 1.13,s - 12,13
28 175.65 - - -
29 21.27 0.99, s - 20, 21, 29
30 17.15 0.90, d (6.5) 20 18, 19, 20, 22, 30
i 171.17 - - -
2 21.46 2.05, s - 3,1
3’ 80.99 - - -
& 123.09 7.15, m 5 3°,6%, 8
5 128.26 7.66, m Yy 37,9
6’ 129.01 - - -
7 128.26 7.66, m 8 35,9
8 123.09 7.15, m 7 34,6
9 172.05 - - -
10° 136.06 7.39, s - 57,9, 11
1 215.64 - - -



Tabla 7. Datos de la espectroscopia NMR (500 MHz para tH, 126 MHz para **C) del
compuesto DMR-N1 en acetona deuterada a 298 K, obtenidos del programa

MestReNova.
- O
O—_ N;I/ AN N
2\\ // 5
y 34— _ .
H,C \
2'\ OH
Posicion éc en ppm o1 en ppm, mult. HMBC
3 111.78 - -
4 153.51 - -
6 9.52 2.29, s 3,4
7 140.41 8.22,s 3,4
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10. Discusion

En un estudio previo, se encontrd que el efecto vasodilatador del &cido ursoélico y el
uvaol era producido por la activacion de las vias del NO/GMPc y H2S/Kartp,
posiblemente a través de la interaccion de estos triterpenos a sitios de unién
alostéricos localizados en las enzimas eNOS y CSE, provocando su activacion [18].
Por esta razon, estos sitios de unién alostéricos a triterpenos en ambas enzimas
constituyen blancos farmacoldgicos valiosos en la busqueda de nuevos compuestos
lideres para el desarrollo de farmacos para tratar enfermedades cardiovasculares
(ECV). Estos compuestos, muy diferentes estructuralmente a los activadores
competitivos, podrian actuar como moduladores alostéricos positivos capaces de
activar estas dos importantes enzimas, sin competir con ligandos ortostéricos
[125,126]. Con el fin de identificar moduladores alostéricos de la eNOS y la CSE, en
el presente proyecto se llevé a cabo una busqueda virtual de alto rendimiento
(HTVS) de compuestos con adecuadas caracteristicas fisicoquimicas (tipo lider) y
comercialmente disponibles, lo que nos condujo a la identificacibn de nueve
compuestos consenso que mostraron altos valores de afinidad (affinity scores) para
ambas enzimas. Los compuestos con mas altos valores de afinidad resultaron ser
dos agonistas beta adrenérgicos (fenoterol e isoxsuprina) [127,128], cuatro
antagonistas beta adrenérgicos (carvedilol, nebivolol, propranolol y pindolol)
[57,123,129], un agonista adrenérgico al (midodrina) [130], un inhibidor de la
dipeptidilpeptidasa (sitagliptina) [131] y un antioxidante (epicatequina) [132]. Como
se esperaba, los nueve compuestos consenso mostraron un efecto vasodilatador
sobre la aorta aislada de rata y en este trabajo, se reporta por primera vez la
contribucion de la via del NO/GMPc en el efecto vasodilatador producido por la
midodrina, el fenoterol, la sitagliptina y la isoxsuprina. Los resultados de este estudio
también respaldan reportes previos que indicaban que los efectos farmacolégicos
del fenoterol sobre otros tejidos diferentes a los vasos sanguineos, estan
relacionados con una elevacion de los niveles de NO [133,134]. Nuestros resultados

también concuerdan con estudios anteriores, en los que se demostro que la
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sitagliptina administrada oralmente en ratas diabéticas, incrementa
significativamente los niveles de NO en aorta de rata y en suero [131,135]. EIHTVS
realizado en este trabajo sobre el sitio de unidn alostérico a triterpenos en la eNOS
nos condujo a la identificacion del carvedilol, el nebivolol, el propranolol, el pindolol
y la epicatequina. En estudios previos, ya se habia demostrado que estos
compuestos presentaban un efecto vasodilatador, que era mediado por la via del
NO/GMPc [59,120-123].

No obstante, un hallazgo importante en este trabajo fue identificar que la via del
H2S/Katp esta involucrada en el efecto vasodilatador de los compuestos consenso
identificados por HTVS, exceptuando el nebivolol y el propranolol, lo cual hasta
ahora no se habia descrito.

Los compuestos que mostraron mayor efecto vasodilatador fueron la isoxsuprina,
carvedilol y nebivolol. La potencia de la isoxsuprina fue similar a la observada para
el carvedilol, mientras que el nebivolol fue aproximadamente 30 veces menos
potente que los dos primeros. Esto podria ser atribuido al hecho de que la via del
H2S/Katp no participa en la vasodilatacion inducida por el nebivolol. Existen
numerosas evidencias que indican que la sefializacion por NO vascular se
incrementa por HzS, favoreciendo la vasodilatacion [136]. Por lo tanto, es posible
hipotetizar que en el caso de la isoxsuprina y el carvedilol, la activacion simultanea
de las vias del NO/GMPc y del H2S/Katp, podrian actuar en una manera cooperativa
[31] y conducir a un efecto vasodilatador aumentado.

El nebivolol es un farmaco apliamente utilizado en la clinica, ya sea solo o en
combinacion con otro farmaco para el tratamiento de la hipertensién arterial
sistémica o falla cardiaca cronica [137]. Este compuesto quiral se adquiere como
mezcla racémica. El isomero D es un agente bloqueador p1 altamente selectivo,
mientras que el enantiomero L es capaz de inducir relajacién vascular por aumento
en la produccién de NO [138]. El mecanismo exacto por medio del cual el L-nebivolol
activa la eNOS no ha sido elucidado, pero algunos estudios han demostrado que
este compuesto incrementa la produccion de NO por medio de la activacion de
receptores B3 endoteliales [139]. Sin embargo, otros autores han reportado que la

activacion de la via del NO/GMPc por nebivolol involucra la activacion de
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adrenoreceptores (2 [138—140]. Nuestros experimentos ex vivo en presencia de L-
NAME confirmaron la participacion de la via del NO/GMPc en el efecto vasodilatador
de nebivolol.

Los resultados de los ensayos in silico mostraron que el carvedilol también se une
con alta afinidad tanto a la eNOS como a la CSE. Consistente con estos resultados,
la inhibicién de ambas enzimas disminuyé significativamente el efecto vasodilatador
de este compuesto. Estos resultados ademas, coinciden con previos estudios donde
Se propuso que este compuesto actia sobre el endotelio vascular, provocando la
liberacion de NO [141,142] y aumentando su biodisponibilidad [57]. Carvedilol es un
antagonista de adrenoreceptores B y es un farmaco autorizado para tratar pacientes
con falla cardiaca, hipertension e isquemia del miocardio [143,144]. Este compuesto
interactua con diversos blancos bioldgicos, antagonizando receptores adrenérgicos
B1y NMDA, asi como inhibiendo canales de calcio [143,145]. Sin embargo, no habia
sido reportado que la via del H2S/Katp participa en el efecto antihipertensivo de este
compuesto. En un estudio previo, se mostrdé que la vasodilatacién producida por
carvedilol era inhibida, pero no completamete bloqueada por L-NAME [146].
Posiblemente, esta vasodilatacion “insensible” a L-NAME podria ser atribuida a la
activacion de la via del H2S/Katp, como sugieren nuestros resultados tanto
farmacol6gicos como aquellos obtenidos in silico, en los cuales se encontr6 que la
estimulacién de esta via puede ser debida a la activacién directa de la CSE.

De todos los compuestos consenso, la isoxsuprina resulto ser el vasodilatador mas
potente, cuyo mecanismo de accion involucra en un grado similar, las vias del
NO/GMPc y del H2S/Katp. A diferencia del nebivolol y el carvedilol, los cuales han
sido exitosamente usados para tratar varias enfermedades cardiovasculares
[137,143,144], la isoxsuprina tiene un uso terapéutico restringido y no ha sido
estudiada sistematicamente. Por esta razon, decidimos investigar con mayor detalle
los mecanismos bioquimicos involucrados en el efecto vasodilatador de este
compuesto. Nuestro estudio in silico sugirié que este compuesto es capaz de unirse
con alta afinidad al sitio alostérico de union a triterpenos en la CSE. Este resultado
fue posteriormente confirmado en la evaluacion farmacoldgica, la cual demostré que

el efecto vasodilatador de isoxsuprina fue significativamente bloqueado por
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propargilglicina. Ademas, los niveles de H2S medidos en homogenados de aorta de
rata, después de ser incubados con isoxsuprina, se incrementaron
aproximadamente dos veces. Todos los resultados anteriores apoyan nuestra
hipotesis que sefiala que el efecto vasodilatador de la isoxsuprina involucra la
activacion de la via del H2S/Katp, muy posiblemente por la interaccion directa con la
CSE.

Considerando ademas que el H2S estimula directamente los canales de potasio
dependientes de ATP (Katp) [147,148] exploramos si estos canales estaban
involucrados en el mecanismo de accion de isoxsuprina. Como esperdbamos, el
inhibidor glibenclamida disminuyé significativamente el efecto vasodilatador de esta
molécula, apoyando que la via del H2S/Katp participa en dicho efecto [149]. Se ha
reportado que la isoxsuprina activa adrenoreceptores (2 y bloquea
adrenoreceptores 1, iniciando la relajacion del musculo liso [116,150]. Debido a
estos efectos se ha usado a la isoxsuprina para tratar algunas patologias,
incluyendo insuficiencia cerebrovascular, enfermedad de Raynaud y parto
prematuro [151]. De manera interesante, nuestros experimentos empleando el
modelo de aorta de rata mostraron que la isoxsuprina indujo vasodilatacion a través
del bloqueo de adrenoreceptores al, pero no la activacion de adrenoreceptores 2.
Resultados similares se obtuvieron en arteria digital de caballo [116] y para explicar
sus hallazgos, los autores propusieron que en el masculo liso de las arterias existia
un bajo numero de adrenoreceptores 2 y que la isoxsuprina actia como un
agonista parcial, activando este tipo de receptores, sélo en aquellos tejidos donde
hay un mayor nimero de adrenoreceptores 32, tales como el intestino de aves [116]
y en el utero [152].

Ademas, la falta de efecto del pretratamiento con propranolol sobre la vasodilatacion
producida por isoxsuprina es consistente con aquel encontrado en otros tejidos
vasculares y no vasculares, incluyendo yugular de rata [153], miometrio aislado
humano [154] y vasos deferentes de rata [155]. Sin embargo, nuestros resultados
en aorta de rata difieren de lo encontrado en venas digitales aisladas de caballo
[156], donde el propranolol ligeramente inhibié la accién vasodilatadora de la

isoxsuprina. En este esceneario, es posible proponer que el propranolol, el cual es
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un antagonista no selectivo de receptores adrenérgicos B, no es capaz de bloquear
la actividad adrenoreceptora 32 en aorta de rata. Ahora bien, considerando que
algunos estudios han demostrado que en células endoteliales vasculares los
adrenoreceptores B1, B2, y B3 son funcionalmente expresados y se acoplan a la
activacion de la via del NO/GMPc [57,123], es necesario utilizar inhibidores
especificos de adrenoreceptores B2, tal como el compuesto ICI-118551, para
determinar con certeza el papel que este tipo de receptores juegan en el efecto
vasodilatador de la isoxsuprina.

Kozlovski y col. (2015) mostraron que la vasodilatacion coronaria producida tanto
por nebivolol como por carvedilol no involucra la activacion directa de
adrenoreceptores (2, sin embargo, sugieren que los metabolitos de estos
compuestos activan este tipo de receptores [142]. Por lo tanto, considerando que la
activacion de adrenoreceptores B2 estimula la via del NO/GMPc [138,140], es
factible proponer que los metabolitos de esos compuestos y la isoxsuprina
interactian con estos receptores, activando tanto la via del NO/GMPc como la via
del H2S/Katp, Sin embargo, es necesario realizar mas experimentos para comprobar
esta hipotesis.

En un trabajo previo realizado por nuestro grupo de investigacion [149], se
realizaron experimentos adicionales para evaluar si otras vias de sefializacion
estaban involucradas en el mecanismo de accién de la isoxsuprina. Los resultados
de ese estudio indicaron que la inhibicibn de la ciclooxigenasa no reduce
significativamente la vasodilatacion inducida por la isoxsuprina. Este resultado
difiere de aquellos previamente encontrados en otros agonistas beta adrenérgicos.
La inhibicion de esta enzima redujo la dilatacion de la arteria coronaria causada por
terbutalina en hamsters [157] e incremento la relajacion, inducida por isoproterenol,
de la arteria braquial en humanos [158]. Estas diferencias se pueden atribuir tanto
a una distribucion diferencial de subtipos de adrenoreceptores en los diversos tipos
de arterias y al uso de diferentes especies [159]. La inhibicién de la hemooxigenasa
tampoco disminuyé el efecto vasodilatador por isoxsuprina [149]. Hasta donde
tenemos conocimiento, no hay reportes que indiquen si la vasodilatacién inducida

por isoxsuprina involucra la participacion de la via del CO/GMPc. Los resultados de
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estos experimentos sugieren que las vias de la PGl2/cAMP y del CO/GMPc no
contribuyen al efecto vasodilatador producido por este compuesto.

Algunos estudios han comparado el efecto tocolitico de la isoxsuprina con aquel
producido por bloqueadores de los canales de calcio dependientes de voltaje tipo-L
(LVCC), tales como el nifedipino [160]. Sin embargo, a la fecha no hay reportes
acerca del efecto de la isoxsuprina sobre los LVCC en aorta de rata. En
experimentos previos realizados por nuestro grupo de trabajo [149], se encontr6 que
de manera similar a lo que ocurre con el verapamilo, la isoxsuprina desplaza a la
derecha la curva concentracion respuesta del efecto vasoconstrictor del cloruro de
calcio. Este hallazgo indica que la vasodilatacion producida por isoxsuprina
involucra el bloqueo de los LVCCs, lo cual no habia sido descrito anteriormente. El
bloqueo de los LVCCs reduce el flujo de calcio extracelular hacia las células de
musculo liso vascular, aumentando la vasodilatacion, la cual finalmente conduce a
una disminucion en la presion sanguinea [161].

La disminucién de la presion sanguinea, resultado del bloqueo de LVCCs por
nifedipino o verapamilo, es mas pronunciado en pacientes con hipertension que en
individuos con presion sanguinea normal, lo cual indica que los blogqueadores de los
LVCCs pueden considerarse como agentes antihipertensivos especificos [162].
Ademas, es un hecho bien demostrado que las acciones combinadas de la
liberacion basal de NO y el antagonismo de calcio resulta en una vasodilatacion
mucho mas grande que los efectos aditivos de ambos efectos [163]. La estructura
co-cristalizada del complejo LVCC-verapamil proporcioné evidencia que sugirié que
el verapamilo se une al poro del canal [164]. Considerando que existe una elevada
similitud estructural entre la isoxsuprina y el verapamilo, determinado con el indice
de Tanimoto (0.8) [165], es posible que la isoxsuprina se una al sitio de unién de
verapamilo en el LVCC. Sin embargo, evidentemente es necesario modelar la
arquitectura multi-dominio de los LVCCs, usando métodos sofisticados vy
procesadores de alto rendimiento [166], para entender mejor el efecto de la

isoxsuprina y otras moléculas pequefias sobre estos canales.
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En este trabajo, como estrategia alternativa en el desarrollo de farmacos
vasodilatadores que activen las vias del NO/GMPc y la H2S/Katp, se disefiaron dos
nuevas moléculas haciendo uso de la hibridacion farmacoférica, para unir
covalentemente dos regiones bioactivas: una molécula de &cido ursdlico y una
region liberadora de NO o H2S, con el fin de conseguir una molécula hibrida con
mayor actividad biolégica [90], como en el caso del derivado de diclofenaco ATB
337/ACS 15, en donde se encontré que la modificacidn quimica incrementd sus
efectos antiinflamatorios con respecto al farmaco parental y como en el caso del
compuesto ATB-429, derivado de la mesalamina, un farmaco empleado para tratar
la inflamacion del intestino, el cual mostré ser significativamente méas efectivo que
el farmaco parental y el compuesto ATB-346, un derivado del naproxeno, que
también demostré un incremento en la efectividad [89]. Con base en el éxito que
han tenido las moléculas hibridas, es altamente probable que los derivados de acido
ursélico liberadores de NO o H2S, produzcan un intenso y sostenido efecto
vasodilatador, mediante la activacion directa de las enzimas eNOS y CSE vy la
liberacion adicional de gasotransmisores. Estos potentes vasodilatadores podrian
utilizarse para el desarrollo de farmacos utiles para tratar ECV. No obstante, es
necesario la realizacion de mas experimentos para sintetizar diferentes compuestos

hibridos, mejorar su rendimiento y optimizar su efecto vasodilatador.

Debido a que muchas de las ECV se han asociado a la disfuncién endotelial, en
donde las vias del NO/GMPc y del H2S/Katep son disfuncionales, es importante
buscar nuevas moléculas lideres para el desarrollo de farmacos alternativos, los
cuales sean capaces de restaurar los niveles de NO y H2S [31]. Ejemplos de estos
farmacos son los compuestos que se unen con alta afinidad a los sitios alostéricos
de union a triterpenos en las enzimas eNOS y CSE y los compuestos hibridos
liberadores de NO y H2S. Los resultados obtenidos en este estudio, nos permiten
proponer a la isoxsuprina como un valioso farmaco que podria ser reposicionado
para tratar un amplio espectro de ECVs, como la hipertension, el derrame cerebral
y la falla cardiaca, ya que induce un potente efecto vasodilatador que involucra no
solo la activacion de las vias del NO/GMPc y del H2S/Katp, sino también el bloqueo
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de canales de calcio y adrenoreceptores al. Estos mecanismos, pueden actuar
sinérgicamente dando a este compuesto la posibilidad de producir efectos clinicos

benéficos que claramente difieren de los vasodilatadores convencionales.
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11. Conclusiones

1. Los vasodilatadores mas potentes obtenidos de la busqueda virtual de alto
rendimiento (HTVS) de compuestos que se unen con alta afinidad a los sitios
alostéricos de unioén a triterpenos en las enzimas eNOS y CSE fueron la isoxsuprina,
el carvedilol y el nevibolol

2. El efecto vasodilatador de la isoxsuprina involucra en un grado similar la

activacion de las vias del NO/GMPc y del H2S/Katp

3. La isoxsuprina produce su efecto vasodilatador, mediante el bloqueo de
receptores adrenergicos al, pero no involucra la activacion de los receptores

adrenergicos p2.

4. Con la informacion obtenida en esta tesis se puede proponer el reposicionamiento
de la isoxsuprina como una molécula prometedora que podria ser usada en la

terapéutica de diversas patologias cardiovasculares.

5. Los sitios alostéricos de unién a triterpenos en la eNOS y la CSE constituyen
blancos farmacoldgicos valiosos en la blusqueda de compuestos lideres para el

desarrollo de farmacos para tratar enfermedades cardiovasculares.

6. Se sintetizaron, una molécula hibrida de acido ursélico y una subestructura
liberadora de H2S (DMR-S1) y una subestructura liberadora de NO (DMR-N1). Tanto
la molécula hibrida como la subestructura liberadora constituirdn prototipos

estructurales para el desarrollo de farmacos antihipertensivos alternativos.
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Abstract: Recently, our research group demonstrated that uvaol and ursolic acid increase NO and H,S
production in aortic tissue. Molecular docking studies showed that both compounds bind with high
affinity to endothelial NO synthase (eNOS) and cystathionine gamma-lyase (CSE). The aim of this
study was to identify hits with high binding affinity for the triterpene binding-allosteric sites of eNOS
and CSE and to evaluate their vasodilator effect. Additionally, the mechanism of action of the most
potent compound was explored. A high-throughput virtual screening (HTVS) of 107,373 compounds,
obtained from four ZINC database libraries, was performed employing the crystallographic structures
of eNOS and CSE. Among the nine top-scoring ligands, isoxsuprine showed the most potent
vasodilator effect. Pharmacological evaluation, employing the rat aorta model, indicated that the
vasodilation produced by this compound involved activation of the NO/cGMP and H,S/Karp
signaling pathways and blockade of «;-adrenoceptors and L-type voltage-dependent Ca?* channels.
Incubation of aorta homogenates in the presence of isoxsuprine caused 2-fold greater levels of H,S,
which supported our preliminary in silico data. This study provides evidence to propose that the
vasodilator effect of isoxsuprine involves various mechanisms, which highlights its potential to treat
a wide variety of cardiovascular diseases.

Keywords: high-throughput virtual screening; isoxsuprine; NO/cGMP and H,S/Karp pathways;
calcium channels; vasodilation

1. Introduction

High blood pressure plays a major role in the occurrence of cardiovascular diseases (CVD), which
represent the main cause of death in the world [1,2]. Usually, hypertension treatment requires the
employment of multiple antihypertensive drugs, many of which have low therapeutic effectiveness
and cause severe adverse effects [1,3-5].

Hypertension has been associated with endothelial dysfunction, which is characterized by a
disruption in the synthesis and/or release of endothelium-derived relaxing factors [6-10], such as
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the gasotransmitters NO and H,S, whose participation in regulating vasodilation is critical [11-15].
In recent years, the interest in finding novel drugs that either donate NO and H,S or induce their
synthesis, or both, has increased [14,16,17].

Earlier in silico studies suggested that naturally occurring triterpenes, such as uvaol and ursolic,
morolic, and betulinic acids, display high affinity for binding pockets found in the substrate access to
the catalytic site of eNOS and might directly activate it [18,19]. We also previously found, using in
silico analysis, that ursolic acid and uvaol bind with high affinity to a site that could act as an allosteric
site on CSE [18]. These findings supported the hypothesis that the proposed triterpene-binding
sites to both enzymes might represent promissory pharmacological targets in the search of new hit
compounds for the development of drugs useful to treat CVD. In this context and considering that
high throughput virtual screening (HTVS) of lead-like libraries represents a valuable hit finding
strategy for pharmaceutical research and development [20-23], the aim of the present study was to
identify new hits that bind with high affinity to the triterpene-binding putative allosteric sites on
eNOS and CSE, through HTVS of commercial natural and synthetic compound libraries. Compounds
that showed the highest affinity for the proposed pharmacological targets were evaluated ex vivo and
participation of the NO/cGMP and H,S/Karp pathways in their vasodilator effect was determined.
Once the compound with the most potent vasodilator effect was identified, its mechanism of action
was investigated in more detail.

2. Results

2.1. Virtual Screening

Figure 1 shows the sequence of the screening process. 107,373 compounds, with unique Smiles
codes, were obtained from the ZINC database. The MOE software [24] was used in order to exclusively
select non-reactive compounds with suitable physico-chemical properties (MW under 500 and less
than 5 hydrogen bond donors and 10 hydrogen bond acceptors). The LigPrep program (Schrodinger
Release 2015-4) was employed to generate 3D structures of the selected compounds, considering their
stereochemistry, protonation states, and tautomeric forms.

High-throughput virtual screening using eNOS and CSE as targets

Pharmacological evaluation

Removal of

duplicated and
non-lead like ZINC lead-like database
compounds »
(MOE) 176,500

2) Stereoisomers compounds
generation
(LigPrep)

High-thronughput T T
docking (Glide HTVS) “‘d‘xr K
2,00010p scoring Aulodock ;

ligands [ Autodock Vina

Consensus hits

Docking

Figure 1. Virtual screening strategy diagram. Once duplicated compounds were removed from the
ZINC database, lead-like compounds were selected and high-throughput virtual screening was done.
Compounds with the highest scores were docked using Glide XP, Autodock, Autodock Vina, and
Dock-UCSE. The consensus hits were identified and subsequently evaluated.

This procedure led to a set of 176,500 lead like structures that were subjected to a docking into
the triterpene allosteric binding sites on eNOS and CSE [18], using the GLIDE High-Throughput
Virtual Screening (HTVS) docking module (Glide, version 6.2, Schrédinger) [25-27]. Virtual screening
was performed with the highest-resolution protein structures available from the Protein Data Bank
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archive, eNOS (PDB: 3NOS) [28] and CSE (PDB: 3COG) [29]. The 2000 top scoring ligands for each
of the targets were subsequently docked within the binding site of interest, employing Glide XP [27],
AutoDock [30], AutoDock Vina [31], and UCSF-Dock [32]. The nine top ranking compounds with best
scores (“consensus hits”; Supplementary materials Table S1) were selected via consensus in all four
programs [33].

2.2. Determination of the Vasodilator Effect of the Consensus Hits and Involvement of the NO/cGMP and the
H)S/Karp Pathways in Their Mechamism of Action

All selected consensus hits induced a significant concentration-dependent relaxation of the
rat aorta and reached a 100% of maximum effect. The most potent compounds were isoxsuprine
(ECgso = 0.046 + 0.004 uM) and carvedilol (ECsy = 0.069 + 0.003 uM), which turned out to be
approximately five-fold less potent that sodium nitroprusside (SNP: ECsg = 0.0099 + 0.001 uM),
used as a positive control.

Nebivolol showed an EC5j = 2.014 & 0.215 uM, whereas, sitagliptin, fenoterol, midodrin, epicatechin,
pindolol, and propranolol showed ECsj values higher than 18 uM. The concentration-response curves
(CRC) of the vasodilator effect elicited by the consensus hits and the positive controls [SNP,
acetylcholine (ACh), and sodium hydrosulfide (NaHS)] are shown in Figure 2 and their ECsy and
Emax values are summarized in Table 1.
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Figure 2. Concentration-response curves of the vasodilator effect of the consensus hits and the positive
controls (SNP, ACh, and NaHS). Values are expressed as mean + SEM (1 = 6).

Table 1. ECsj values of the consensus hits and the positive controls.

Compound ECsp (uM) + SEM Emax (%) = SEM
Controls
SNP 0.0099 £ 0.001 100.7 &+ 0.747
ACh 50.30 £ 5.126 68.46 +1.122
NaHS 191.0 +9.841 92.17 £2.721
Highly Potent Compounds
Isoxsuprine 0.046 £ 0.004 106.1 £ 0.343
Carvedilol 0.069 £ 0.003 106.6 & 0.115
Nebivolol 2.014 £0.215 106.7 & 0.543
Lowly Potent Compounds
Propranolol 18.120 £ 1.419 103.6 £ 1.663
Pindolol 39.490 + 2.603 106 £ 0.463
Sitagliptin 252.30 + 8.058 117.6 & 0.497
Fenoterol 608.60 + 43.225 120.3 & 1.548
Epicatechin 626.40 £ 67.372 101.5 £ 2.400
Midodrine 4698 + 324.691 219.5 £8.219

Data are means =+ SE, relaxation is expressed as a percentage of the precontraction induced by 1 uM phenylephrine;
n=6.
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Inhibition of eNOS with 100 uM NS-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) significantly shifted
to the right the CRC of the consensus hits, with the consequent increase in their respective ECs( values
(Table 2). Although it had been previously described that NO is involved in the vasorelaxant effect
of carvedilol [34], nebivolol [35], propranolol [36], pindolol [37], and epicatechin [38], this is the first
report, which shows that activation of the NO/cGMP pathway contributes to the vasodilator effect
elicited by midodrine, sitagliptin, fenoterol, and isoxsuprine. On the other hand, the vasodilator effect
of all the consensus hits, with the exception of nebivolol and propranolol, was reduced by 10 mM
DL-propargylglycine (PAG), which was evidenced by the increase in their ECs( values (Table 2). These
results suggested that the vasodilation elicited by the consensus hits involves activation of eNOS
and/or CSE.

Figure 3 shows participation of the NO/cGMP and H,S/Karp pathways in the vasodilator effect
elicited by isoxsuprine, carvedilol, and nebivolol, the three most potent consensus hits (Figure 4). Both
biochemical pathways importantly contribute to isoxsuprine- and carvedilol- induced vasodilation.
However, the vasodilator effect elicited by nebivolol is independent of the HyS/Katp pathway.

Table 2. EC5; values of the “consensus hits” and participation of the NO/cGMP and the H,S/Karp
signaling pathways in their vasodilator effect.

Control L-NAME PAG
Compound
ECsp (uM) + SEM ECsp (uM) + SEM ECs¢ (uM) + SEM
Most Potent Vasodilators
Isoxsuprine 0.0461 + 0.004 0.3846 + 0.040 *** 0.3255 =+ 0.026 ***
Carvedilol 0.0695 + 0.003 0.3643 £+ 0.011 *** 0.1500 + 0.019 **
Nebivolol 2.0135 £ 0.215 11.290 + 1.501 *** 2.5280 £ 0.229
Less Potent Vasodilators
Propranolol 18.120 + 1.419 40.430 + 5.696 ** 27.900 + 3.651
Pindolol 39.490 + 2.603 166.1 4+ 3.610 *** 89.47 4 7.940 ***
Sitagliptin 252.30 £ 8.058 864.3 + 8.692 *** 436.2 + 12.63 ***
Fenoterol 608.6 4 43.225 882.1 4+ 27.513 *** 1038 + 22.241 ***
Epicatechin 626.4 + 67.372 1789 + 389.469 * 3087 £ 552.718 **
Midodrine 4698 + 324.691 8618 £ 2060.477 * 10076 + 1955.342 *

Data are means + SEM (n = 6). Statistical analysis was made using a one-way ANOVA, followed by Dunnett’s post
hoc test. Values of * p < 0.01, ** p < 0.001, *** p < 0.0001 were considered as significant.
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Figure 3. Vasodilatory effect of (A) isoxsuprine, (B) carvedilol, and (C) nebivolol in the absence (control)
and presence of inhibitors of eNOS and CSE (L-NAME, 100 uM and PAG, 10 mM, respectively). Data
are means + SEM (n = 6). Statistical analysis was made using a one-way ANOVA, followed by
Dunnett’s post hoc test (** p < 0.001, *** p < 0.0001).
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Figure 4. Chemical structures of the most potent compounds: isoxsuprine, carvedilol, and nebivolol.
2.3. Virtual Pharmacophoric Elements Identification and General Protein-Ligand Interaction Model

Considering that individual identification of the interactions relevant for the binding of the
consensus hits to eNOS and CSE would be limited to that particular compound and thus would
render limited information about the structural requirements for best binding, we conducted a search
of pharmacophoric elements in the best protein-ligand complexes obtained by consensus docking.
Thereafter, we applied Partitioning Around Medoids (PAM) to cluster these elements in order to
identify the main residues and protein-ligand interactions essential for increased affinity for both
enzymes (Figure 5). This statistical analysis, which is not a formal pharmacophore model, will be
useful for future identification of active compounds.

Figure 5. Model of pharmacophoric elements with (A) eNOS (3NOS structure) and (B) CSE (3COG
structure). Hydrogen bond donors are represented in gray; aromatic-type interactions in green;
hydrophobic interactions in yellow and an interaction as bridge acceptor of hydrogen in purple.

In the case of eNOS, the main amino acid residues that interact with the consensus hits are located
both on the substrate access channel and within the catalytic site. The tested molecules showed two
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interactions between hydrogen bond donors and heme (HEM) and tetrahydrobiopterin (H4B) cofactors
(represented in gray), as well as hydrophobic interactions with Trp447 and Val104 (in yellow), and
an additional interaction between a hydrogen bond acceptor and Asn338 (in purple). These results
suggest that the consensus hits bind to eNOS at different amino acid residues to which uvaol and
ursolic acid bind, most likely due to their structural differences, since unlike triterpenoids that are
mainly hydrophobic, the consensus hits have more hydrogen bond donors and acceptors.

On the other hand, the consensus hits were found to interact with amino acids that belong to
subunits A and B of CSE, which supports our proposal that the ligand binding site is located at the
interface between these two subunits. These residues are positioned within a 12.5 A radius of the
pyridoxal phosphate of chain A (Figure 5B), which could be considered a large distance to influence
the catalytic site. However, the binding site is placed very close to the substrate access channel to the
catalytic site, which is formed within the A-B interface of this homotetrametic enzyme. Hydrogen
bonding interactions are observed between hydrogen bond donors located in the ligands and Glu59,
His99, and Leul01 of CSE (in gray). An additional aromatic interaction with Phe238 (in green) was
found. These findings suggest that the consensus hits bind to the proposed binding site of triterpenes
found in our previous works on CSE and could play a role as allosteric activators of this enzyme.

2.4. Molecular Dynamics (MD) of Isoxuprine-CSE Interaction

Considering the vasodilator potency of isoxsuprine and the results obtained from molecular
docking, which suggested that this compound displays high binding affinity for CSE, we conducted
a MD simulation of isoxsuprine-CSE interaction (the most potent vasodilator) and fenoterol-CSE
interaction (this compound belongs to the group of less potent vasodilators, Table 2). The plot
of calculated binding energy (CBE) (Figure S1, Supplementary materials) indicated that the
isoxuprine-CSE complex remains in equilibrium for approximately 5 ns, and subsequently this
compound gradually loses its affinity for the enzyme. On the other hand, fenoterol showed a favorable
affinity for CSE at the start of the simulation, to subsequently lose it faster than isoxsuprine does. In the
stability period (1-5 ns), the fenoterol-CSE complex has a mean LIE of 1.83 kcal/mol, which is lower
than the mean LIE of —26.2 kcal/mol calculated for isoxsuprine-CSE in the same period (Figure 6).

Our ex vivo assays clearly demonstrated that the H,S/Karp pathway is involved in
isoxsuprine-induced vasodilation, indicating that although in silico MD simulation showed that
isoxsuprine affinity for CSE decreases during the simulation period, ligand-enzyme interactions
are significant enough to increase enzymatic activity, which eventually contributes to produce an
important vasodilation. Contrastingly, fenoterol, which according to the MD simulation quickly loses
affinity for CSE, displayed a significantly lower vasodilation.

Figure 6 shows isoxsuprine-CSE interactions during MD simulations using GROMACS.
Isoxsuprine-CSE complex lost some of the binding interactions previously visualized through
molecular docking. However, MD simulation data confirmed that isoxsuprine establishes interactions
with A and B chain residues by forming hydrogen bonds between its amino group and a glutamic acid
residue (Glu59) and its phenolic hydroxyl group and an alanine residue (Ala357). These bindings are
located at the interface of A and B subunits of CSE at the previously identified as a triterpene-binding
site [18]. Noteworthy, this site was preliminarily tested by molecular dynamics simulations carried out
with the naturally occurring triterpenes uvaol and oleanolic acid [39], which elicited a medium and
almost nil HyS-dependent vasodilatory activity, respectively. According to those simulations, uvaol
and oleanolic acid form a complex with CSE with a mean LIE of —0.73 and 33.88 kcal /mol, respectively.
These results, together with the ones we obtained in the present study for fenoterol and isoxsuprine,
suggests a possible correlation between the vasodilator effect and the theoretical LIE value, which
predicts the binding affinity of docked compounds with CSE.
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Figure 6. Isoxsuprine-CSE interactions during MD simulations using GROMACS.

2.5. Increase in H»S Levels Elicited by Isoxsuprine

In order to confirm whether direct stimulation of CSE participated, at least partly,
in isoxsuprine-induced vasodilation, as suggested by our in silico study, H,S levels in aorta
homogenates were measured. We found that incubation of rat aorta rings with isoxsuprine resulted in
approximately two-fold increased levels of this gasotransmitter (Figure 7). As expected, when aortic
rings were simultaneously incubated with isoxsuprine and PAG, a drastic reduction in H,S levels was
observed. These results supported the hypothesis that isoxsuprine might directly activate CSE.
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Figure 7. Total H,S production (measured as sulfides) induced by isoxsuprine in rat aortic homogenates
in the absence or presence of PAG. Statistical analysis was made using a one-way ANOVA, followed by
a Tukey’s test (** p = 0.0001 isoxsuprine vs. control; *** p < 0.0001 isoxsuprine vs. isoxsuprine + PAG).
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2.6. Participation of Other Endothelial-Derived Relaxing Factors in the Vasodilator Effect of Isoxsuprine

Denudation of aortic rings significantly reduced the vasodilator effect of isoxsuprine
(ECs9 = 0.3781 £ 0.019 uM), further supporting involvement of the NO/cGMP and H;S/Katp
pathways in its vasodilator effect. However, considering that eNOS and CSE inhibition did
not completely abolish isoxsuprine-induced vasodilation, the role of other endothelium-derived
vasodilators, such as CO and prostacyclin (PGI;) was investigated. Neither inhibition of heme
oxygenase (HO) with chromium mesoporphyrin IX, nor inhibition of cyclooxygenase (COX) with
indomethacin significantly reduced vasodilatory effect of isoxsuprine (Figure 8A). In contrast, the
vasorelaxant effect of isoxsuprine was significantly reduced by blockade of ATP-dependent potassium

channels (Katp) (EC59 = 1.152 £ 0.0335 pg/mL; p < 0.0001) (Figure 8B), indicating that these channels
are involved in this effect.
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Figure 8. (A) Vasodilatory effect of isoxsuprine in the presence (+E) or absence (-E) of endothelium
or in the presence of the heme oxygenase inhibitor, chromium mesoporphyrin IX (CrMP) (15 uM)
or the cyclooxygenase inhibitor, indomethacin (Indo) (10 uM). Statistical analysis was made using a
one-way ANOVA, followed by Dunnett’s post hoc test (** p < 0.001 vs. control). (B) Vasodilatory effect
of isoxsuprine in the absence (control) or presence of the ATP-dependent potassium channel (Katp)
inhibitor, glibenclamide (Gli) (1 pM). Statistical analysis was made using t-test with Welch’s correction
(*** p <0.0001).

2.7. Participation of By-Adrenoceptor Activation and w1-Adrenoceptor Blockade in
Isoxsuprine-Induced Vasodilation

In order to determine participation of 3,-adrenoceptors in isoxsuprine-induced vasodilation,
aortic rings were incubated with 1 uM propranolol (a non-selective antagonist of 31 and 3, receptors).
Our results indicated that the vasodilator effect produced by isoxsuprine (ECsy = 0.046 £ 0.004 uM)
doesn’t involve activation of 3;-adrenergic receptors, as demonstrated by the fact that the mean
effective concentration of the vasodilation provoked by isoxsuprine was not significantly modified
(p = 0.9615) in the presence of 1 uM propranolol (ECsy = 0.033 £ 0.003 uM). On the other hand,
1 uM isoxsuprine significantly (p < 0.0001) shifted to the right (ECso = 2.56 4+ 0.19 puM) the
concentration-response curve for the vasoconstrictor effect of phenylephrine (ECsy = 0.032 £ 0.003 uM),
a specific «;-adrenoceptor agonist. A similar behavior was observed when the vasoconstriction
provoked by phenylephrine was evaluated in the presence of prazosin (ECs5yp = 0.9 &+ 0.057 uM,
p < 0.0001), a specific inhibitor of xj-adrenoceptors (Figure 9B). In summary, the results derived from
these pharmacological experiments showed evidence suggesting that blockade of x-adrenoceptors
contributes to isoxsuprine-induced vasodilation, while activation of 3;-adrenoceptors does not
participate in the vasodilatory mechanism of this compound.
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Figure 9. (A) Vasodilatory effect of isoxsuprine in the absence and presence of propranol (1 uM),
a 3-receptor antagonist. (B) Vasoconstrictor effect of Phenylephrine (Phe) in the absence (control) or
presence of isoxsuprine (1 uM) or prazosin (0.12 uM), used as a positive control. Data are means &= SEM

(n = 6). Statistical analysis was made using a one-way ANOVA, followed by Dunnett’s post hoc test.
Values of *** p < 0.0001 were considered as significant.

2.8. Involvement of L-Type Voltage-Dependent Calcium Channels in the Vasodilator Effect of Isoxsuprine

To assess participation of L-type voltage-dependent calcium channels (LVCCs) in the vasodilator
effect of isoxsuprine, a CRC of the vasoconstrictor effect of CaCl, on isolated rat aorta in the presence of
isoxsuprine was constructed (Figure 10). The results showed that this compound is capable of blocking
LVCCs, since it shifted the CRC of CaCl,-induced aortic contractions (ECsy = 0.0004459 + 0.00003 M)
to the right and significantly increased the ECsq (0.003256 + 0.0002 M, p < 0.0001). Verapamil, used as
a positive control, behaved in a similar manner (ECsy = 0.002712 £ 0.0003 M, p = 0.0008).
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Figure 10. Vasoconstrictor effect of CaCl, in the absence or presence of isoxsuprine or verapamil

(positive control). Statistical analysis was made using a one-way ANOVA, followed by Dunnett’s post
hoc test (** p < 0.001 and *** p < 0.0001 vs. control (CaCly)).

3. Discussion

Our previous studies carried out on ursolic acid and uvaol showed that the vasodilator effect
produced by these two natural triterpenes, is mediated by the NO/cGMP and H,S/Katp pathways,
possibly by binding to putative allosteric control sites located in NOS and CSE, which provokes direct
activation of these enzymes [18]. We therefore proposed that the triterpene binding sites on both
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enzymes might represent allosteric control sites that could be considered valuable pharmacological
targets in the search of new hits for the development of drugs to treat CVD. These hits, very likely
structurally different from competitive activators, could act as positive allosteric modulators capable
of activating these two important enzymes, without competing with orthosteric ligands [40,41]. In a
first approach for detecting new allosteric modulators of eNOS and CSE, we performed a HTVS of
commercially-available lead-like compounds, which led to the identification of nine consensus hits that
displayed high binding affinity scores for both enzymes. The top scoring hits turned out to be two beta
adrenergic agonists (fenoterol and isoxsuprine) [42,43], four beta adrenergic antagonists (carvedilol,
nebivolol, propranolol, and pindolol) [37,44,45], an alpha-1 adrenergic agonist (midodrine) [46],
a dipeptidyl-peptidase IV inhibitor (sitagliptin) [47], and an antioxidant (epicatechin) [48]. As expected,
all nine consensus hits displayed a vasodilator effect on the isolated rat aorta. This is the first report,
which shows that activation of the NO/cGMP pathway contributes to the vasodilator effect elicited by
midodrine, fenoterol, sitagliptin, and isoxsuprine. The results obtained in the present study, support
previous findings, which indicated that the pharmacological effects of fenoterol on tissues other than
blood vessels are associated with a rise in NO levels [49,50]. Our results also agree with earlier studies,
which demonstrated that sitagliptin, orally administered to diabetic rats, significantly increased
NO levels in rat aortas and blood serum [47,51]. The HTVS performed at the triterpene-binding
putative allosteric site on eNOS led to the detection of carvedilol, nebivolol, propranolol, pindolol,
and epicatechin, whose vasodilatory effect mediated by activation of the NO/cGMP pathway has
previously been demonstrated [34-38].

It is worth noting that the vasodilator effect of the consensus hits, excepting nebivolol and
propranolol, involved activation of the HyS/Katp pathway. Our findings provide a heretofore
unknown evidence that the Hy,S/Karp pathway participates in the vasodilation induced by midodrine,
fenoterol, sitagliptin, isoxsuprine, carvedilol, pindolol, and epicatechin.

Isoxsuprine, carvedilol, and nebivolol displayed the most potent vasodilator effect. The potency
of isoxsuprine was similar to that of carvedilol, while that of nebivolol turned out to be more than
30-fold lower. This might be attributed to the fact that the H»S/Karp pathway does not participate
in nebivolol-induced vasodilation. Numerous evidences support that H,S enhances vascular NO
signaling, thus favoring vasodilation [52]. Therefore, it is possible to hypothesize that in the case of
isoxsuprine and carvedilol, simultaneous activation of the NO/cGMP and H,S/Ka1p pathways, which
act in a cooperative way [53], leads to an increased vasodilatory effect.

Nebivolol is widely clinically used, either alone or as an add-on therapy, to treat systemic
hypertension or chronic heart failure [54]. This chiral compound is provided as a racemic mixture
of two enantiomers. The D isomer is a highly selective 3;-blocking agent, while the L enantiomer
is capable of inducing vascular relaxation enhancing production of NO [55]. The exact mechanism
by which L-nevibolol activates endothelial NO synthase has not been elucidated. Some studies
provide evidence that this compound increases NO release via endothelial 33-receptors [56]. Other
authors reported that activation of the NO/cGMP pathway by nebivolol involved activation of
(2-adrenoceptors [55,57]. Our ex vivo experiments in the presence of L-NAME further confirmed the
participation of the NO/cGMP pathway in the vasodilator effect of nebivolol.

On the other hand, the results of the in silico analysis also showed that carvedilol binds with high
affinity to both eNOS and CSE. Consistent with this finding, inhibition of both enzymes significantly
decreased the vasodilator effect of this compound. Our results are in agreement with those of
previous studies, which indicated that this compound acts on vascular endothelium, provoking
NO release [58,59] and enhancing NO bioavailability [45]. Carvedilol, a third-generation and
nonselective 3-adrenoceptor antagonist, is a licensed drug used for treating patients suffering from
heart failure, hypertension, and myocardial ischaemia [60,61]. This compound interacts with multiple
biological targets, antagonizing (3;-adrenergic and NMDA receptors, as well as inhibiting calcium
channels [60,62]. However, to date, no study has been reported indicating that the H,S/Karp pathway
participates in the antihypertensive effect of this compound. It had already been shown that the
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vasodilation produced by carvedilol was inhibited, but not completely blocked by L-NAME [63].
Possibly this L-NAME-insensitive vasorelaxation might be attributed to activation of the HyS/Katp
pathway, as suggested by our results. Moreover, our in silico analysis showed that stimulation of this
pathway could be due to a direct activation of CSE.

On the other hand, of all the consensus hits, isoxsuprine turned out to be the most potent
vasodilator, whose mechanism of action involved, to a similar degree, both the NO/cGMP and the
H,S/Katp pathways (Figure 4). Unlike, nevibolol and carvedilol, which are successfully used for
treating various cardiovascular diseases [54,60,61], isoxsuprine has a restricted therapeutic use and has
not been studied systematically. Therefore, we decided to further investigate the mechanism by which
this compound exerts its vasorelaxant effect. Our in silico study suggested that this compound is able
to bind with high affinity to the triterpene-binding putative allosteric site on CSE. This result was
further confirmed in the pharmacological evaluation, which demonstrated that the vasodilatory effect
of isoxsuprine was significantly blocked by propargylglycine. Moreover, when measuring H;S levels
in rat aorta homogenates, after incubation with isoxsuprine, a two-fold increase in the production of
this gasotransmitter was observed. All these data supports our proposal that isoxsuprine-induced
vasodilation involves activation of the HyS/Karp pathway, very likely through direct interaction
with CSE.

Considering that H;S directly stimulates ATP-dependent potassium channels (Katp) [64,65], we
explored whether these channels were involved in the mechanism of action of isoxsuprine. As expected,
glibenclamide significantly decreased the vasodilator effect of this molecule, further supporting that
the HpS/Ka1p pathway underlies its effect. It is known that isoxsuprine activates (3;-adrenoceptors and
blocks «-adrenoceptors, triggering relaxation of smooth muscle [66,67]. Due to this effect isoxsuprine
has been employed to treat some pathological conditions, including cerebrovascular insufficiency,
Raynaud’s phenomenon, and suppression of premature labor [68]. Interestingly, our experiments,
employing the rat aorta model, showed that isoxsuprine-induced vasodilation involves blockade of
«p-adrenoceptors, but not activation of 3-adrenoceptors. Similar results were obtained by Belloli
et al. in horse digital artery [67]. In order to explain their findings, those authors hypothesized
that smooth muscle from arteries contains low levels of 3;-adrenoceptors and that isoxsuprine acts
as a partial agonist, activating this kind of receptors, only in those tissues where there is a large
number of (3p-adrenoceptors, such as in the fowl caecum [67] and in uterus [69]. Morever, the lack
of effect of propranolol pretreatment on the vasodilation elicited by isoxsuprine is consistent with
what was found in other vascular and non-vascular tissues including rat jugular vein [70], gravid
isolated human myometrium [71], and rat vas deferens [72]. However, what we found in the rat aorta,
differ from what Elliot and Soydan (1995) found in isolated equine digital veins, where propranolol
slightly inhibited isoxsuprine’s vasodilatory action [73]. In this scenario, it is plausible to propose
that propranolol, which is a non-selective 3-adrenoceptor antagonist, is not able to significantly block
2-adrenoceptor activity in rat aorta. Considering that some studies have provided evidence that 3;-,
-, and B3-adrenoceptors are functionally expressed in vascular endothelial cells and are coupled
to activation of the NO/cGMP pathway [37,45], it would be necessary to use specific inhibitors of
2-adrenoceptors, such as ICI-118551, in order to determine with greater certainty the role that these
type of receptors play in the vasodilatory effect of isoxsuprine.

Kozlovski et al. showed that coronary vasodilation elicited by both nebivolol and carvedilol does
not involve direct activation of beta-2 adrenoceptors, however, they suggested that their metabolites
do activate this type of receptors [59]. Considering that it has been suggested that activation of
beta-2 adrenoceptors stimulates the NO/cGMP pathway [55,57], it is feasible to hypothesize that
the metabolites of these compounds and isoxsuprine interact with these receptors, consequently
activating both, the NO/cGMP and/or the Hy,S/Katp pathways. Evidently, this proposal remains to
be confirmed.

We conducted additional experiments to assess if other signaling pathways were involved
in isoxsuprine’s mechanism of action. Inhibition of cyclooxygenase did not significantly reduce
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isoxsuprine-induced vasodilation. This result differs from those previously found for other beta
adrenergic agonists. Inhibition of this enzyme reduced coronary artery dilation caused by terbutaline
in hamsters [74], while it produced an increased brachial artery relaxation induced by isoproterenol in
humans [75]. These differences might be attributed to both a differential distribution of adrenoceptor
subtypes in the various types of arteries, and the use of different experimental species [76]. Inhibition
of hemooxygenase also did not decrease the vasodilator effect elicited by isoxsuprine. As far as we
have knowledge, there are no reports that indicate whether isoxsuprine-induced vasodilation involves
participation of the CO/cGMP pathway. Taken together, these results showed that the PGI, /cAMP
and CO/cGMP pathways do not contribute to the vasodilator effect produced by this compound.

Some studies have compared the tocolytic effect of isoxsuprine and that produced by L-type
voltage-dependent calcium channel (LVCC) blockers, such as nifedipine [77,78]. However, at present
there are not reports about the effect of isoxsuprine on LVCC in rat aorta. We found that, similarly to
what happened with verapamil, isoxsuprine shifted to the right the concentration-response curve of
the vasoconstrictor effect of calcium chloride. This finding evidenced that the vasodilation evoked by
isoxsuprine also involves the blocking of LVCCs. This effect was hitherto unknown. The blockade
of LVCCs reduces the flow of extracellular calcium to the vascular smooth muscle cells, increasing
vasodilation, which finally leads to a decrease in blood pressure [79]. Diminution of blood pressure,
resulting from LVCC blockade by nifedipine or verapamil, is more pronounced in patients with
hypertension than in individuals with normal blood pressure, which indicates that LVCC blockers
may be considered as specific antihypertensive agents [80]. Moreover, it is a well-demonstrated fact
that the combined actions of basal NO release and calcium antagonism results in an inhibition of
vasoconstriction, which is greater than the additive effects of both events [81]. A co-cristallized structure
of LVCC-verapamil complex provided evidence suggesting that verapamil binds within the pore of
the channel [82]. Considering the structural similarity between isoxsuprine and verapamil, which
we determined by the Tanimoto index (0.8) [83], it is likely that isoxsuprine binds to the verapamil
binding site on the L-type voltage-dependent calcium channel. However, evidently it is necessary to
model the multi-domain architecture of LVCC, using sophisticated methods and high-performance
computing [84], in order to gain a better understanding of the effect of isoxsuprine and other small
molecules on these channels.

Since diverse CVDs are associated with endothelial dysfunction related to NO/cGMP and
H,S/Katp pathways impairment, it is important to search new leads for the development of alternative
drugs, which are able to restore NO and H,S levels [53]. The results obtained in the present study
provide evidence indicating that isoxsuprine induces a potent vasodilator effect that involves not
only the activation of the NO/cGMP and H,S/Karp pathways, but also the blockade of calcium
channels and «;-adrenoceptors. These mechanisms, which act synergistically, give this compound the
possibility of producing significant beneficial clinical effects that clearly differ from that of conventional
vasodilators. Our findings allow us to propose isoxsuprine as a very valuable drug that could be
repurposed to treat a wide range of CVDs, such as hypertension, stroke, and heart failure.

4. Materials and Methods
4.1. Virtual Screening

4.1.1. Human eNOS and CSE Enzyme Structures Preparation

The crystallographic structures of eNOS and CSE from H. sapiens were obtained from the Protein
Data Bank, http://www.pdb.org [85-87]. In this work, the highest-resolution protein structures
available of eNOS (PDB: 3NOS) [28] and CSE (PDB: 3COG) [29] were used. Cofactors for the active
enzymes were included in these structures, which were prepared and corrected by the “Protein
Preparation Wizard” (Schrodinger Release 2015-4: Schrodinger Suite 2015-4 Protein Preparation
Wizard; Epik, Impact, Prime, Schrodinger, LLC, New York, NY, USA, 2015) [88]. Protein structures
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were optimized by adding missing atoms and amino acids, eliminating water molecules, accessory
ions, and ligands, and choosing the best conformation for ambiguous side chains.

4.1.2. Lead-Like Compounds Selection from Database and Preparation

Four libraries obtained from the ZINC database (http://zinc.docking.org/) [89-91] were
used: (1) Natural Products (ZINC-Natural Products: 89,425 compounds), (2) Approved drugs
(ZINC-DrugBank: 1731 compounds), (3) Commercial libraries (ZINC-Maybridge Commercial vendor
library: 14,400 compounds) and (4) Diverse database of the U.S. National Cancer Institute (NCI Diverse:
1817 compounds). The four libraries were combined into a single comprehensive database with a total
of 107,373 compounds, which was processed with MOE [24] to select compounds with a single SMILES
code, thus unique structures were selected. The resulting database was subsequently processed by
the LigPrep program (Schrodinger Release 2015-4: LigPrep, Schrodinger, LL, 2015) and a subset of
lead-like molecules was obtained based on the following three properties: (1) molecular weight (MW),
topological polar surface area (TPSA), and octanol-water partition coefficient (log P); (2) hydrogen
bond acceptors and donors (HBA and HBD, respectively); and (3) molecular topology (number and
size of rings, molecular flexibility, and number of rotatable bonds). The LigPrep program was also used
to assign the protonation states of the compounds (pH =7.0 &= 2.0) and to generate all tautomeric forms
within this pH range. In the case of chiral molecules, chirality was retained, if specified, otherwise
stereoisomers were generated. The 176,500 resulting structures were included in our lead-like library.

4.1.3. Virtual Docking

The HTVS Glide program [25-27] (Glide, version 6.2, Schrodinger, LLC, 2014) was used to
find the 2000 structures that showed the highest affinity for each enzyme in the putative allosteric
triterpene-binding site previously described for eNOS and CSE [18]. Then, the 2000 structures were
redocked with four different programs: Glide XP [27], AutoDock [30], AutoDock Vina [31] and
UCSEF-Dock [32]. The nine compounds, which displayed the highest docking scores (“consensus hit
compounds”) were selected for pharmacological evaluation (Figure 1).

4.2. Pharmacological Evaluation

4.2.1. Reagents

Standards for the pharmacological and biochemical assays were purchased from Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, USA). Isoxsuprine, carvedilol, propranolol, and pindolol were supplied as a racemic
mixture. Stock solutions of water insoluble compounds were prepared in dimethyl sulfoxide (DMSO),
where the highest concentration of this solvent in the incubation chamber was 0.2% (v/v). Other
compounds and subsequent dilutions were prepared directly in distilled water.

4.2.2. Experimental Animals

All experiments were performed according to the NOM-062-ZO0-1999, “Technical specifications
for the production, care, and use of laboratory animals”. Male Wistar (200250 g) rats were provided
by the Institute of Neurobiology of the National Autonomous University of Mexico (INB-UNAM),
Campus Juriquilla. Protocol for animal use and handling was evaluated and approved by the Ethics
Committee of the Faculty of Chemistry, Autonomous University of Querétaro (CBQ16/1116-7).

4.2.3. Isolated Rat Aorta Assay and Participation of the NO/cGMP and the HyS/Katp Pathways in the
Vasodilator Effect Elicited by the “Consensus Hits”

The isolated rat aorta assay was carried out according to the method previously reported [18,92,93].
Rats were sacrificed by decapitation using a guillotine (NOM-062-ZO0-1999, section 9.5.3.3). Then,
thoracic aorta was removed and placed in a cold Krebs-Henseleit solution with the following
composition (mM): 126.8 NaCl; 5.9 KCl; 1.2 KHPOy; 1.2 MgSOy; 5.0 D-glucose; 30 NaHCOs3; 2.5 CaCl,
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(pH 7.4), bubbled with carbogen (95% O, and 5% CO;). Adipose and connective tissues were removed
from the aorta and thereafter, it was cut into 4-5 mm rings. Aortic rings were mounted in 5 mL
incubation chambers with Krebs-Henseleit solution at 37 °C and constant bubbling with carbogen.
Tissues were stabilized for 30 min under a tension of 1.5 g at 37 °C. During this period, the bathing
medium was changed every 10 min. Once the basal tension was restored at 1.5 g, the aortic segments
were contracted with KCI (100 mM) to sensitize the tissue. When the contraction with KCI was stable,
the bath medium was replaced until the basal tension of 1.5 g was recovered. Subsequently, tissues
were contracted with L-phenylephrine (Phe, 1 pM) and its contractile force was defined as 100%.
Thereafter, the test compounds (0.001 to 1000 ng/mL) were cumulatively added to the chambers,
20 min after the addition of Phe. Sodium nitroprusside (SNP), sodium hydrosulfide (NaHS), and
acetylcholine (ACh) were used as positive controls. The integrity of endothelium was periodically
evaluated in a representative segment of aorta by determining the relaxation induced by ACh (1 pM;
greater than 60%). Changes in aortic tonus caused by the test compounds were detected by Grass FT03
force transducers coupled to a Grass 7D Polygraph and were expressed as percentages of relaxation
based on the contraction generated by adding Phe. Participation of the NO/cGMP and the HyS/Katp
pathways in the vasodilator effect of the consensus hits was assessed by incubating the aortic rings for
20 min in the presence of 100 uM NG-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME, inhibitor of NOS) and
10 mM DL-propargylglycine (PAG, inhibitor of CSE) [18,92,93].

4.2.4. Participation of Endothelium, the CO/cGMP and the PGI, /cAMP Pathways, Potassium
Channels and 3, Adrenoceptors in the Vasodilator Effect of Isoxsuprine

In experiments with endothelium denuded aortic rings, endothelial cells were chemically removed
with 0.2% deoxycholic acid. The absence of endothelium was confirmed by adding ACh (1 uM),
which did not induce more than 5% of relaxation. In order to further investigate the mechanism
of action of isoxsuprine, aortic rings were incubated for 20 min in the presence of the following
compounds: (a) 15 uM chromium mesoporphyrin IX (CrMP, inhibitor of heme oxygenase, HO),
(b) 10 uM indomethacin (Indo, inhibitor of cyclooxygenase, COX), (c) 10 uM glibenclamide (inhibitor
of ATP-dependent potassium channels, Katp) [18,92,93], and (d) 1 uM propranolol (a non-selective
antagonist of 31 and 3, adrenoceptors).

4.2.5. Participation of Blockade of o;-Adrenoceptors and Calcium Channels in the Vasodilator Effect
of Isoxsuprine

To evaluate whether the blockade of o;-adrenoceptors contributes to isoxsuprine-induced
vasodilation, concentration-response curves were obtained by noncumulative administrations of
increasing concentrations of phenylephrine (from 1 x 1078 to 1 x 1073 M; 5 min contact), a selective
a4 -adrenoceptor agonist as the contracting compound, either alone or 5 min after the administration of
isoxsuprine (1 x 10~ M) or prazosin (1.2 x 10~7 M), a selective «l-adrenoceptor antagonist. The test
compounds, either isoxsuprine or prazosin, were washed out of the tissue after each concentration of
phenylephrine and then reapplied 5 min before the next concentration of the agonist. Changes in aortic
tonus caused by phenylephrine were expressed as percentages of contraction based on the maximum
contraction generated by adding this agonist [67].

In order to determine if isoxsuprine-induced vasodilation involved the blockade of L-type
voltage-gated calcium channels, the rat aortic segments were stabilized in the Krebs-Henseleit
solution, and afterwards calcium was removed, replacing the bathing medium with calcium-free
solution containing EDTA (0.1 mM). Next, the solution was replaced with 60 mM KCl in calcium-free
Krebs-Henseleit solution. Then cumulative concentration-response curves for CaCl, (1 uM to 3 mM)
were constructed in the absence (control) or presence of isoxsuprine (0.03 pg/mL) or verapamil (1 uM,
positive control) [94].
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4.2.6. Measurement of H,S Levels in Rat Aorta Homogenates

Aortic segments were frozen in liquid nitrogen and homogenized in PBS pH 7.4 with a protease
inhibitor (Sigmafast protease inhibitor cocktail tablets, EDTA free). Next, aorta homogenate (100 uL)
and all components of the incubation mixture [pyridoxal-5’-phosphate (2 mM final concentration),
L-cysteine (10 mM final concentration) and either isoxsuprine (0.026 £ 0.003 png/ml final concentration)
or isoxsuprine plus PAG (10 mM final concentration)] were poured to 2 mL vials fitted with septum
stoppers and plastic center wells. Center wells were filled with 0.5 mL of 1% (w/v) zinc acetate pH 10
and a folded 2 cm x 2.5 cm rectangle of Whatman no. 1 filter paper for trapping evolved H,S. Each
vial was flushed with N, for 20 s and then sealed. This mixture was left to react for 60 min at 37 °C. The
reaction was ended by adding 50% trichloroacetic acid and incubated for 60 min at 37 °C. Afterwards,
50 pL of 20 mM N,N-diethyl-p-phenylenediamine sulphate in 1.2 M HCI were added, followed by
addition of 50 uL of 30 mM iron trichloride in 1.2 M HCL. After 20 min, absorbance was measured at
670 nm and H,S concentration was calculated against a calibration curve of standard NaHS solution
(0-100 uM) [95].

4.2.7. Statistical Analysis

Six evaluations were carried out for each concentration of the tested compounds. The results
are expressed as the mean =+ standard error of the mean (SEM). Experimental data were fitted to
a sigmoidal equation, plotted and analyzed to calculate EC5yp and Emax values (GraphPad Prism
7.02, San Diego, CA, USA). These results were subjected to one-way ANOVA analysis, followed by
Dunnett’s post hoc test, using the statistical program GraphPad Prism 7.02. Values of * p < 0.01,
**p <0.001, *** p < 0.0001 were considered to be significant. In Figure 7, statistical analysis was made
using a one-way ANOVA, followed by a Tukey’s test. In Figure 8B, statistical analysis was made using
t-test with Welch’s correction.

4.3. Virtual Pharmacophoric Elements Identification and General Protein-Ligand Interaction Model

The software Pharmer (2015, Pittsburg, PA, USA) [96] was used to identify the key pharmacophoric
elements of the consensus hits on their protein-ligand complexes: hydrogen bond donors and acceptors,
aromatic systems, hydrophobic groups, and ionic groups in the three-dimensional conformations of
the ligands. These characteristics were clustered according to their nature, position, and size using a
partition around medoids statistical method [97], implemented in the cluster package [98], available in
the statistical software R (3.5.2, Vienna, Austria) [99].

4.4. Molecular Dynamics (MD) of Isoxuprine-CSE Interaction

Once the CSE-isoxuprine structure was obtained, this complex was subjected to molecular
dynamics simulation with GROMACS 5.1.4 [100], using the AMBER99SB force field [101] and adjusting
the parameters necessary for the ligand with ACPYPE [102]. The protonation state was defined at
physiological pH, so that the ligand had a positive charge. Electrostatic and Lennard-Jones interactions
had a cut-off of 1 nm. Simulation was carried out in periodic conditions by using rectangular boxes
of maximum length of the system plus 1 nm. The complex was subjected to a minimization of
energy followed by a period of equilibrium of free and restricted position, to finally carry out an
isothermal-isobaric (300 K, 1 atm) computer simulation of 10 ns, employing a temperature coupling
and velocity rescaling with a stochastic term [103] and a Parrinello-Rahman barostat [104]. Binding
free energy was calculated by means of the LIE method [105] as a notion of affinity of the ligand for
the enzyme.

5. Conclusions

In conclusion, in this work we present for the first time evidences indicating that the vasodilation
induced by isoxsuprine comprises different mechanisms that include activation of the NO/cGMP and
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the H,S/Katp pathways and blockade of &;-adrenoceptors and L-type voltage gated calcium channels.
All these mechanisms act in a synergistic manner to produce a potent vasodilator effect. This study
presents valuable elements for the repositioning of isoxsuprine as a promising molecule that could be
used in the therapeutics of various cardiovascular pathologies. Finally, our results provide support
for the usefulness of the triterpene-binding putative allosteric sites on eNOS and CSE as valuable
pharmacological targets in the search of hit compounds for the development of drugs useful to treat
cardiovascular diseases.

Supplementary Materials: The Supplementary Materials are available online. Figure S1: CSE-isoxsuprine and
CSE-fenoterol binding free energies results (LIE Method) obtained from Molecular Dynamics Simulation with
GROMACS, using AMBER force field and adjusting the parameters required for the ligand with ACPYPE. Table S1:
Docking scores by program and percentile consensus of the “consensus hit compounds”.
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