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ANTECEDENTES

La isquemia cerebral induce un estrés oxidativo que puede causar un dafno irreversible a los componentes
celulares. Las nitronas son compuestos con capacidad antioxidante al actuar como trampas de radicales,
por ello han sido propuestas como potenciales agentes terapéuticos para el ictus isquémico. Nuestro
laboratorio ha desarrollado la molécula 1SQ201, una nitrona con demostrada capacidad antioxidante y
neuroprotectora en modelos celulares y animales de isquemia cerebral, que actualmente se encuentra en
estudios preclinicos para el tratamiento del ictus isquémico.

La quimica click es una metodologia sintética caracterizada por reacciones facilmente modulables, de alto
rendimiento y compatibles con sistemas biologicos, entre otras propiedades. Un ejemplo de estas
reacciones es la que se produce entre una nitrona (dipolo) y un alquino (dipolarofilo), dando lugar a un
producto de cicloadicion.

En este trabajo, hemos utilizado un alquino con marcaje fluorescente que permitiria la deteccion de la
nitrona 1ISQ201 a través de la observacion del correspondiente producto de cicloadicion. Esto convierte a
este tipo de reacciones de quimica click en una herramienta adecuada para un potencial estudio de la
actividad biologica de 1SQ201.

OBJETIVOS

Determinacion de la actividad biologica de la nitrona 1ISQ201 en un modelo de isquemia cerebral mediante
la deteccion de 1SQ201 por medio de su producto de reaccidn con quimica click.

La reaccion de quimica click se realizara entre 1ISQ201 y un alquino tensionado fluorescente (DBCO-Cy3)
para la visualizacion por microscopia de fluorescencia del producto ISQ201-DBCO-Cy3. Las condiciones
de la reaccidon de quimica click se determinaran y analizaran por espectrometria de masas MALDI-TOF.

RESULTADOS Y METODOS

S0, Cicloadicion

»
»

HO5S

1SQ201 (1,3-dipolo) DBCO-Cy3 (dipolarofilo) (Isoxazolina)
C28H47NO C50H54N401183 C78H101N5012SS
Masa exacta: 413.366 Da Masa exacta: 982.295 Da Masa exacta: 1395.661 Da
m/z = 414.373 m/z = 983.302 m/z = 1396.668

Esquema 1. Representacion esquematica de la reaccion de cicloadicion entre 1ISQ201 y DBCO-Cy3 mediante una
reaccion de quimica click. Estructura quimica de 1SQ201, DBCO-Cy3 y del producto de la reaccion entre ambas moléculas.
El 1,3-dipolo presente en la nitrona reacciona con la molécula dipolardfila para formar una isoxazolina (heterociclo de cinco
atomos). Se muestra la masa exacta (M) de las moléculas (Da) y su [M+H]* (m/z).

1. Deteccion de los materiales de partida ISO201 y DBCO-Cy3 por MALDI-TOF MS
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Figura 1. Analisis de ISQ201 por espectrometria de masas (MALDI-TOF MS) (A) Espectro de masas de 1SQ201 Figura 2. Analisis de DBCO-Cy3 por espectrometria de masas (MALDI-TOF MS). (A) Espectro de masas de
(100 uM). Se representa la intensidad relativa en unidades arbitrarias (u.a.) de los picos de 1SQ201 respecto a su DBCO-Cy3 (100 uM). Se representa la intensidad relativa de los picos de DBCO-Cy3 respecto a su m/z. El pico
m/z. El pico con mayor intensidad corresponde a su especie resultante de la pérdida del grupo hidroxilo (M - 16) mayoritario corresponde al [M+H]* (m/z = 983.243). También se observan picos resultantes de la ionizacion con de
(m/z = 398.478) y el pico minoritario corresponde al ion [M+H]* (m/z = 414.486). (B) Relacion de intensidad y un atomo de sodio (Na = 22.990 Da) [M+Na]* (m/z = 1005.228), o la ionizacion con un atomo de potasio (K =
concentracion de 1SQ201 (superior). Relacion de intensidades (ratio) de 1SQ201 y un estandar interno (El) en 38.964 Da) [M+K]* (m/z= 1021.191). (B) Relacion intensidad y concentracion de DBCO-Cy3 (uM). Se representa el
funcion de la concentracion de 1SQ201 (inferior). Se utilizé un derivado de 1SQ201 como EI (10 uM). La relaciéon logaritmo de la concentracion de DBCO-Cy3 en el eje de abscisas. Se observa una relacion proporcional entre la
proporcional entre intensidad y concentracion de 1SQ201 es mayor en m/z = 398 que en m/z = 414. Los resultados iIntensidad del pico m/z = 983 y la concentracion de DBCO-Cy3 hasta una concentracion de 100uM.

representan la media + SEM.

2. Estudio de la formacion del producto 1ISO201-DBCO-Cy3 por MALDI-TOF MS

Condiciones de la reaccion ensayadas : Estequiometria (1ISQ201:DBCO): 1:1 (100 uM:100 uM), 1:5 (100 uM:500 uM), 5:1 (100 uM:20 uM) Temperatura (°C): 37 °C, 42 °C y 50 °C Tiempo (h):1h,2h,3hn,24h
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Figura 3. Comparacion de condiciones de la reaccidon entre 1SQ201 y DBCO-Cy3. Para determinar las condiciones con las que se obtenia mayor cantidad del producto de reaccion se establecio el ratio entre las intensidades (1) de
los picos correspondientes al producto (P) (m/z = 1397) e 1SQ201 (m/z = 398). (A) Representacion grafica del ratio en las diferentes condiciones de reaccion estudiadas. Los ratios mas elevados se obtuvieron con las condiciones de
estequiometria 1:1 y 3 h de reaccion, tanto a 37 °C como a 42 °C. Se establecid la temperatura de la reaccion a 37 °C (flecha), por encontrarse dentro del rango de temperatura fisiolégica, para continuar con el ensayo en cultivos
celulares, con un rendimiento estimado de la reaccion del 20.7 % (Io/1pgc0)- (B) Espectro de masas de la mezcla de reaccion 1ISQ201-DBCO-Cy3 de las condiciones seleccionadas para el estudio. Se representa la intensidad relativa de
los picos de las especies implicadas en la reaccidon respecto a su m/z. Los circulos indican los picos correspondientes a 1ISQ201 (azul) [M+H]* (m/z = 398.512), DBCO-Cy3 (rojo) [M+H]* (m/z = 983.755) y el producto de la reaccion

(morado) [M+H]* (m/z = 1397.293).

3. Ensayo de lareaccion ISQ201-DBCO-Cy3 en modelo experimental de isguemia cerebral
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Figura 4. Deteccion de 1SQ201-DBCO-Cy3 en cultivos neuronales tratados con 1SQ201 después de isquemia experimental. Cultivos neuronales
primarios sometidos a deprivacion de oxigeno y glucosa (OGD, como modelo experimental de isquemia cerebral), fueron tratados al inicio de la reoxigenacion
con 1SQ201 10 uM. Después de los tiempos de reoxigenacion indicados (I/R 15 min, 30 min, 1 h, 2 h, 4 h'y 24 h) los cultivos fueron fijados, permeabilizados e
incubados con DBCO-Cy3 10 nM durante 3 h a 37 °C, y finalmente visualizados por microscopia de fluorescencia. (A) Imagenes representativas de cultivos
tratados y sin tratar con 1SQ201 (40x). (B) Cuantificacion de la Intensidad de Fuorescencia (en numero de veces) a los diferentes tiempos de reoxigenacion
tras tratamiento con 1SQ201. Los resultados representan la media £ SEM de la cuantificacion de la fluorescencia (n = 4). *p < 0.05 comparado con su
respectivo tiempo de reoxigenacion sin tratamiento con ISQ201 (normalizado como valor 1.0) mediante test de la t de Student para muestra unica.

CONCLUSIONES

actividad biologica entre 15 y 30 minutos.

» Se ha desarrollado un método de deteccion especifico del producto de reaccion de guimica click entre las especies de reaccion 1SQ201 y DBCO-Cy3 mediante espectrometria de masas MALDI-TOF, identificando los compuestos
1ISQ201 (m/z =398y 414), DBCO-Cy3 (m/z = 983) y el producto 1ISQ201-DBCO-Cy3 (m/z = 1397), demostrando dicha reaccion de quimica click y la formacion de su producto de reaccion 1ISQ201-DBCO-Cy3.

» Entre las condiciones estudiadas de reaccion, el mayor rendimiento se produjo con una estequiometria 1:1, durante 3 horas y a 37°C, condiciones idoneas para su aplicacion en un modelo celular de isquemia cerebral.

« La aplicacion de esta tecnica en un modelo experimental de isquemia cerebral en cultivo neuronales primarios tratados con 1SQ201 ha permitido la deteccion especifica e intracelular de 1ISQ201 y la determinacion de su tiempo de




