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RESUMEN:

En la actualidad la prescripcion de medicamentos para uso oftalmico es de gran importancia,
debido a las caracteristicas Unicas del medio ocular. En este trabajo de fin de grado se presenta
una revision bibliogréfica de dos farmacos de uso oftalmico para dos patologias frecuentes, como
son el glaucoma'y el ojo seco. El primero es el latanoprost, explicandose como se concibi6 a partir
de derivados de las prostaglandinas hasta llegar al fArmaco actual segin un proceso de cribado,
probando diferentes derivados a partir de la prostaglandina F», natural. También su mecanismo
de accion, mediante la participacion de unas enzimas llamadas metaloproteinasas que reducen la
resistencia al paso del humor acuoso a través del cuerpo ciliar, y las diversas rutas de sintesis por
las cuales se ha fabricado industrialmente a lo largo del tiempo, con el objetivo de mejorar los
rendimientos de los procesos de sintesis. Sin olvidarnos de las perspectivas de futuro frente a esta
patologia. El segundo es el SkQ1, un antioxidante novedoso para el ojo seco, realizandose una
revision de la posible conexion de esta patologia con el estrés oxidativo. Asimismo, se presenta
la forma de actuacion de la familia de antioxidantes a la que pertenece, mediante la actuacion de
la plastoquinona, prostanoide que se encuentra en cloroplastos y la posible eficacia que conlleva.
También se describe la sintesis que ha llevado a la produccién de dicho farmaco por sus creadores,
y los diferentes ensayos clinicos que puedan justificar el lugar que puede ocupar este dentro de la

patologia que trata.

Palabras clave: Latanoprost, SkQ1, sintesis del latanoprost, sintesis del SkQ1, mecanismo de
accion del Latanoprost, mecanismo de accion del SkQ1, antioxidante, prostaglandina, analogo de

prostaglandina, ojo seco, glaucoma, tratamiento del ojo seco, tratamiento del glaucoma.
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1. INTRODUCCION.

1.1 Latanoprost y el glaucoma

El glaucoma ha sido una de las enfermedades mas clésicas en relacién con el sistema visual. En
cuanto a su epidemiologia, aunque es dificil trabajar con datos exactos, se le considera la segunda
causa de ceguera en el mundo, siendo una enfermedad en la que la aproximadamente la mitad de
los que la padecen lo desconocen, siendo el glaucoma de angulo abierto el de méas prevalencia
(Cortés et al., 2007). En esencia, es una neuropatia optica donde se ve afectado el nervio 6ptico,
principalmente por un aumento de la presién intraocular (hipertensién intraocular) dentro del
propio globo ocular (James B et al., 2012). Este dafio al nervio genera pérdidas progresivas de
campo y agudeza visual central, debido al dafio en las células glangionares de la retina,
manifestandose con el deterioro en la superficie de la retina y en la cabeza del nervio dptico
(Cortés et al., 2007).

El mas fundamental factor de riesgo es la hipertension intraocular. La presion intraocular esta
muy influenciada por el equilibrio entre la produccion y eliminacién del humor acuoso. En
situaciones normales, el humor acuoso se produce en el epitelio ciliar mediante una combinacion
de secreciones activas y pasivas (Bowling, 2016). Una vez producido, pasa desde la camara
posterior por medio de la pupila a la cAmara anterior, y una vez alli, es drenado por 3 vias
principales: la via trabecular o convencional, que drena el 90 - 95 % del humor acuoso a través
de la malla trabecular (un entramado compuesto principalmente de fibras celulares entrecruzadas)
situado cerca del borde del iris, y el conducto de Schlemm, situado en la esclera prelimbica que
redirige el humor hacia las venas epiesclerales y finalmente al torrente sanguineo. La siguiente
via es la via uveoescleral o no convencional, drenando entre un 4 — 10 %, en la que el humor
acuoso pasa a la parte anterior del cuerpo ciliar, para introducirse al espacio supracoroideo y
drenéndose a la circulacion venosa de la esclera y coroides. Y por Gltimo también el humor acuoso

se puede drenar a través del iris, pero es minoritario (Bowling, 2016).

De modo que, para reducir esta hipertension hay dos modos de actuacion. Disminuyendo la
produccion de humor acuoso, como es el mecanismo de agonistas o-adrenérgicos como la
apraclonidina, de los bloqueantes B-adrenérgicos como el timolol o de los inhibidores de la
anhidrasa carbénica como la dorzolamida. O aumentando la eliminacion de humor acuoso, como
es el caso de los agonistas colinérgicos como la pilocarpina (aumentando la eliminacién por la
via trabecular) o los analogos de las prostaglandinas (aumentando la eliminacion por la via

uveoescleral).
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Sobre estos Ultimos, que es de los que versa este TFG, la idea de su uso para la reduccion de la
presion intraocular (P10) se remonta finales de los 70 del siglo pasado, cuando autores como Bito
LZ o Stjernschantz J entre otros, encontraron que la prostaglandina F», y sus derivados reducian
los niveles de presion ocular en animales de experimentacion (Bito et al., 1977) (Camras et al.,
1981) (Bito et al., 1989) (Stjernschantz et al., 1993). También intentaron esclarecer, de manera
tedrica, que el mecanismo de actuacion de estos farmacos era incrementando el flujo uveoescleral
del humor acuoso (Nilsson et al., 1989). Se encontr6 que, derivados de la PGF,,, como por
ejemplo el derivado de isopropil ester (IE), reducian la PIO en animales, por lo que se investigo
para su ensayo clinico en humanos, por parte de una compafiia llamada Pharmacia, en Uppsala,
Suecia.
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Figura 1. PGF2, y sus epimeros, PGF2; y 11-epi- PGF2..

En el primer ensayo clinico que hizo ese laboratorio no se observo, o se observé apenas efecto en
laP10O en los pacientes, argumentando que probablemente fuese porque eran pacientes refractarios
a todos los tratamientos disponibles. Sin embargo, después se publicaron otros ensayos donde se
vio que si disminuia la P10, pero en menor cantidad que los farmacos para el glaucoma en ese
momento y con un factor en contra, los efectos secundarios. Estos eran, sobre todo, irritacion
conjuntival e hiperemia conjuntival, y llegando con las dosis mas altas (10 pg) a producir dolor y
fotofobia (Villumsen et al., 1989).

De esta manera, los investigadores pusieron todos sus esfuerzos en averiguar el mecanismo de
accion y en si era posible separar la accién hipotensora de los efectos secundarios, ya que, en un

principio, la PGF, -1E no parecia una alternativa ventajosa con respecto a otras medicaciones.

Investigadores como Crawford y Kaufman, 1987 y el mencionado arriba, Nilsson, 1989
confirmaron que las prostaglandinas reducian la P10 sin afectar a la produccién del humor acuoso,
ni tampoco afectando a la barrera hemato-acuosa, de manera que la explicacion més razonable
que se dio fue que era por un incremento del drenaje del humor acuoso, pero a través de la via

uveoescleral (Gabeh et al., 1989), ya que se demostrd también que la via trabecular sufria pocas
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variaciones, de modo que la PGF,,-1E actuaba de forma predominante sobre la primera via de

drenaje del humor acuoso mencionada (Gabeh et al., 1990).

Otro punto importante era saber si era posible separar los efectos terapéuticos de reduccion de la
PIO, de los efectos secundarios, como la hiperemia y la irritacion. Estudios posteriores
demostraron que, junto con derivados de la PGF,,, en concreto dos epimeros de este, como la
PGF 0 el 11-epi-PGF,, (Figura 1), los efectos midticos, sobre la PIO y la irritacion eran
diferentes para cada uno de ellos, de manera que se podia separar dichas actividades en principio
(Resul et al.,1997).

¢Entonces, como pasar de la prostaglandina F», a un derivado realmente eficaz y cuél era su

principal mecanismo de accion? Se hablara de ello en el apartado de resultados y discusion.

1.2 SkQ1 vy el ojo seco

En las tres ultimas décadas ha habido un creciente interés sobre la patologia del ojo seco, la cual
se le ha dado el estatus de enfermedad (Craig et al., 2017). Segun los criterios diagnosticos, puede
tener una prevalencia entre el 0,39 hasta el 30 % en personas de mas de 50 afios. Este informe

mundial sobre el ojo seco de 2017 citado arriba lo define como:

“El ojo seco es una enfermedad multifactorial de la superficie ocular caracterizada por una
pérdida de la homeostasis de la pelicula lagrimal, acompafiada de sintomas oculares, en los
cuales la inestabilidad de la pelicula lagrimal, la hiperosmolaridad, el dafio y la inflamacién de

la superficie ocular y las anormalidades neurosensoriales juegan papeles etiologicos.”
La clasificacion del ojo seco (Craig et al., 2017) es bastante extensa, pero de manera resumida es:

- Ojo seco con deficiencia acuosa (ADDE en inglés): Relacionado con el Sindrome de Sjogren
(primario o secundario a enfermedades inflamatorias) o no relacionado con el Sindrome de

Sjogren (edad, obstruccion del conducto lagrimal...)

- Ojo seco evaporativo (EDE en inglés): Intrinseco (disfunciones en las glandulas de Meibomio,

dermatitis...) o extrinseco (Déficit de vitamina A, porte de lentes de contacto, alergias...)

El primer estudio a nivel mundial del ojo seco en 2007 contribuyo al estudio de esta enfermedad
comentando que, a pesar de los diferentes factores iniciadores de la enfermedad, llevan a un
camino fisiopatoldgico comun en el cual la hiperosmolaridad de la lagrima y la cadena de eventos
inflamatorios crean un circulo vicioso que perpetan el progreso de la enfermedad (Bron et al.,
2017).
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Todo empieza en la causa del ojo seco, ya sea por una menor produccion de lagrima (ADDE)
como por una lagrima que se evapora mas rapidamente (EDE), por lo que el volumen de la
pelicula lagrimal disminuye, creandose una lagrima que sigue conteniendo componentes no
acuosos, pero en menos volumen, de modo que se concentran dichos componentes, haciendo que
la osmolaridad de la lagrima aumente, dafiando las células directamente. Pero ademas ese
aumento crearia una cascada de sefializacion en las células epiteliales de la superficie ocular que
finalmente degenerarian en la produccion de diferentes mediadores inflamatorios como la IL-1,
el TNF-a, o las MMPs. Esto hace que, paralelamente, se produzca el reclutamiento y activacion
de linfocitos-T y demas células inflamatorias, que exacerban esa inflamacion. En resumen, la
hiperosmolaridad ejerce un dafio directo, pero también indirecto a través de mediadores
inflamatorios. Todo esto genera dafios en células epiteliales, células caliciformes y al glicocalix
epitelial, que permite adherir la mucina a la superficie ocular. Junto con dafios mecanicos
(ausencia de lubricacion en el parpadeo, por ejemplo), acaban por reducir la estabilidad de la
pelicula lagrimal que, junto con los factores etiol6gicos iniciales, hacen que la lagrima se
hiperosmolarice atin mas, cerrando el circulo vicioso que hace que la enfermedad se perpetle y
cronifique. Aunque si bien es cierto que algunas situaciones como la xeroftalmia, la alergia,
conservantes topicos o el uso de lentes de contacto, entre otros, pueden iniciar el ojo seco desde
la inestabilidad de la lagrima, seguidamente se volveria a dar el circulo de nuevo (Bron et al.,
2017).
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Figura 2. Ciclo vicioso fisiopatolégico del ojo seco (Bron et al., 2017).

Sin embargo, en el apartado clinico, existen mecanismos compensatorios. La hiperosmolaridad y
el enfriamiento de la superficie pueden desencadenar un aumento de la secrecion lagrimal y al

aumento de la frecuencia de parpadeo (Bron et al., 2017). Por otro lado, estos mecanismos hacen
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que el inicio de la enfermedad pueda manifestarse bajo una forma asintomatica, sin detectar signos
ni sintomas de la enfermedad, pero es cuando estos mecanismos dejan de ser suficientes cuando
empiezan a aparecer los sintomas de la enfermedad, tales como: disconfort, escozor o ardor en
los ojos, sensacion de rascado, mucosa fibrosa en los ojos 0 a su alrededor, irritacion ocular
excesiva debido al humo o al viento, exceso de lagrimas o molestias al usar lentes de contacto
(Bron et al., 2017).

En cuanto al tratamiento del ojo seco, el tratamiento va a depender del tipo de ojo seco que sea,
pero en general el primer tratamiento suelen ser lagrimas artificiales, de muchas diferentes
composiciones, las cuales poseen una base acuosa. Para favorecer la lubricacion y prolongar el
tiempo de permanencia en la superficie ocular un gran nimero de agentes viscosizantes son
incorporados como el &cido hialurénico o colageno, entre muchos otros (Jones et al., 2017). Estas,
pueden incrementar el grosor de la pelicula lagrimal, proteger la superficie de la desecacion,
mantener el grosor fisioldgico corneal, mejorar la densidad de células caliciformes y los sintomas

del ojo seco (Wegener et al., 2015).

Sin embargo, estos sustitutos de las lagrimas fisiologicas no focalizan sobre la fisiopatologia del
0jO seco en cuestion, es decir, son tratamientos paliativos, ya que solo acttian sobre los sintomas
y no sobre sus causas, por lo que, en los casos mas graves o refractarios, se requieren soluciones
de otra indole segln el grado de severidad de la enfermedad. Como por ejemplo aparatos para
favorecer la secrecion de las glandulas de Meibomio (LipidFlow), antibiéticos, corticoides
(tépicos, u orales en casos mas graves), secretagogos orales, inmunomoduladores tdpicos
(ciclosporina), sueros aut6logos o alogénicos, lentes de contacto terapéuticas, cirugia, entre

muchos otros (Jones et al., 2017).

Ahora bien, todos estos tratamientos tienen como objetivos diferentes partes del globo ocular en
funcion del diagndstico, por ejemplo: la inflamacion de las células en la glandula lagrimal, la
obstruccion o dilatacion de las glandulas de Meibomio, la queratopatia epitelial o la queratitis
filamentosa en la cornea... (Bron et al., 2017). Sin embargo, existe una manera de interrumpir el
ciclo vicioso del ojo seco de una manera diferente y novedosa a las anteriores y es de la que se va
a discutir en este TFG, que es el estrés oxidativo, mediante el uso de una molécula especialmente

disefiada para combatir dicha causa, el SkQ1.
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2. OBJETIVOS

El objetivo primordial de este TFG es realizar una revision bibliogréfica actualizada de dos
moléculas de aplicacion oftalmica, el latanoprost y el SkQ1, analizando como se concibieron y
los precedentes que justificaron su desarrollo, asi como también investigar sobre su mecanismo
de accion, las sintesis que se han utilizado o se utilizan para su fabricacion y su posicion dentro

del espectro terapéutico de las enfermedades que les ocupa.

3. METODOLOGIA

La realizacion de este TFG se ha hecho gracias a la busqueda de informacion primero de manera
general en los apartados de tratamientos de las patologias estudiadas en libros especializados en
materia de oftalmologia y farmacologia como: Oftalmologia, diagnéstico y tratamiento (James B,
Bron A), Farmacologia ocular (Cortés Valdés C, Encinas JL) o Oftalmologia clinica (Brad B,
Kanski J). Posteriormente se indagd mas a fondo en bases de datos de articulos cientificos como
PubMed, Scifinder o Sciencedirect, utilizando términos de bulsqueda como: latanoprost,
prostaglandins analogue, SkQI1, antioxidant, dry eye... Una vez conocidos los conceptos
generales, se concret6 la busqueda para explicar las peculiaridades de cada molécula: FP receptor,
MMPs, structure-activity of latanoprost, synthesis of latanoprost, mitochondria-targeted
antioxidant, ROS y dry eye, age-related eye disease, synthesis SkQ1, plastoquinone,
ubiquinone... llegando a revistas de contenido cientifico especializadas en sintesis quimica,
oftalmologia clinica, farmacologia ocular, bioquimica, relacionadas con prostaglandinas, con el

envejecimiento y especies reactivas de oxigeno...

También se ha utilizado programas de edicion de imagenes para ciertas figuras, asi como también
el ChemDraw 16.0 para la confeccion de algunos esquemas de quimica y el Microsoft Word para

la edicion de este trabajo.
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4, RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 | atanoprost

4.1.1 Desarrollo quimico del latanoprost

¢Entonces, como pasar de una prostaglandina al latanoprost que tenemos actualmente?

3.3

R5= ciclopropil, ciclobutil, ciclopentil, ciclohexil, cicloheptil, furano, tiofeno, 0
R3= CH3Y CF3Y OCH3Y F

Figura 3. Puntos de desarrollo de la PGF2. para producir anélogos (Stjernschantz, 2001).

El laboratorio de Pharmacia, liderado por Stjernschantz J y Resul B, establecié 3 puntos clave:

1) El primero fue modificar el dcido carboxilico situado en el final de la molécula, que llevaron a
estudiar diferentes ésteres. Ninguno supuso una mejora muy notable en el mecanismo
farmacoldgico, pero si mejor6 la potencia antihipertensiva, ya que, al convertirse en un
profarmaco, su tasa de absorcion a través de la superficie epitelial y llegada al espacio intraocular,
eran mayores, debido a su mayor hidrofobicidad. Una vez en el interior se hidroliza a su

correspondiente acido carboxilico. Se eligid el éster isopropilico (Resul B et al., 1997).

2) En segundo lugar, se probé a modificar el anillo de ciclopentano y su estereoquimica, que
resultd en moléculas como la ya citada 11-epi-PGF,,, con una inversion de configuracion en dicho
carbono, que llevé a tener propiedades mioticas con agonismo por el receptor FP, pero no reducia
la P10. Asimismo, la inversion de configuracién en el carbono 9, resulté en una molécula que no
inducia miosis y era menos irritante que la PGF,,, pero 100 veces menos potente que esta para

reducir la P10, por lo que se dejé como estaba originalmente (Resul B et al., 1997).

3) En tercer lugar, se investigd la modificacion de la cadena alquilica (la que no lleva el resto
acido) de la molécula. Aqui si se vio que podia haber cierto potencial, ya que se modificaron

varios elementos de esta cadena:
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3.1) El grupo hidroxilo del carbono 15 se vio que era fundamental para la actividad, ya
que los derivados dehidrogenados correspondientes, sin ese grupo hidroxilo, perdian gran parte
de su efecto bioldgico (Stjernschantz, 2001). Asi como también modificar ese hidroxilo a un
grupo ceto, venia con efectos no deseados como afectacion de la barrera hemato-acuosa de los
animales de experimentacion (Stjernschantz, 2001).

3.2) La longitud de la propia cadena también se estudio. Los diferentes andlogos, todos
con un grupo fenilo al final de la cadena, fueron estudiados en gatos y en primates, prestando
especial atencion a los efectos midticos y nociceptivos. Comprobaron que la longitud ideal era
cuando el grupo fenilo se situaba en el carbono 17 (17-fenil-18,19,20-trinor-PGF,-1E), ya que la
respuesta midtica no resultaba comprometida ademas de abolirse completamente el efecto
irritante. En contraste a esto, la molécula 16-fenil-17,18,19,20-trinor-PGF,,-1E con un carbono
menos, resultd en irritacién, aungue menos que PGF,,-1E original. La elongacion de la cadena
por encima del carbono 17 result6 en una disminucién de la actividad bioldgica, ya que no reducia
la PIO de manera contundente como lo hacia el 17-fenil-PGF,,-IE (Stjernschantz, 2001). De
alguna manera, a base de prueba y error, se llegd a la longitud ideal para que la interaccion
farmaco receptor fuese mayor que la prostaglandina natural y sin irritacion, sin saber de manera

exacta como interaccionaban ambos componentes.

3.3) A continuacidn se investigo la posibilidad de cambiar ese anillo en la posicién o (en
el extremo) de la cadena, probando diferentes andlogos con anillos desde el ciclopropil hasta
compuestos aromaticos como el tiofeno o el furano. Se observd que colocando un fragmento
ciclico (cualquiera de los estudiados) en esa posicion reducia los efectos secundarios, pero que en
algunos casos cambiaba sus efectos bioldgicos, de modo que se mantuvo el fenilo (Resul B et al.,
1997).

Siguiendo en esta linea, se produjeron diversos analogos, pero esta vez introduciendo grupos
funcionales en este anillo final. Introducir un grupo metilo (CHs) en posiciones orto y meta no
cambiaron los efectos mi6ticos del 17-fenil-18,19,20-trinor-PGF,,.-I1E. Sin embargo, introducirlo
en la posicién para, redujo significativamente la actividad, casi con total certeza por motivos
estéricos. Un grupo atractor de electrones como el grupo trifluorometilo (CFs) en las posiciones
orto y para redujeron la actividad, mientras que en la posicion meta lo hizo en menor proporcion.
Lo mismo sucedié con un grupo donador de electrones, como un grupo metoxi (OCHs). De este
modo sacaron la conclusion de que las posiciones orto y para estaban muy afectadas
estéricamente a la hora de la interaccion farmaco-receptor, mientras que la posicion meta no tanto.

De modo que dejaron el fenilo sin afiadir ningun sustituyente, aunque dejaron claro que posibles
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modificaciones en el anillo no estudiadas podrian ser de utilidad para desarrollar nuevos farmacos
(Resul B et al., 1997).

3.4) Y por altimo el doble enlace en el carbono 13. Se investigd que la saturacion de ese
doble enlace daba lugar a un compuesto que mejoraba la interaccion con el receptor de alguna
manera, pero no supieron darle una explicacion razonable, ademas de mejorar su estabilidad
quimica (Resul B et al., 1997).

Con todo esto, el 13,14-dihidro-15R,S-17-fenil-18,19,20-trinor-PGF,.-IE se convirtié en el
candidato a ser el nuevo farmaco, y a la mezcla de diasteroisémeros se le llamé PhXA34. Més
tarde se comprobd que el isémero 15R era el mas potente, de modo que paso a ser el candidato a
farmaco final, llamandose PhX41, méas conocido mas tarde como latanoprost. En resumen, el
desarrollo de este farmaco fue debido a un proceso de cribado, es decir, modificar una estructura
con cierta actividad y probar diferentes derivados, ya que no se sabia perfectamente la interaccion
entre el principio activo y el receptor en cuestion, es decir, no se sabia que aminoécidos del
receptor interaccionaban con que parte de la molécula. Modificando y probando diferentes
analogos como se describe arriba, se llegd al primero que producia una reduccion de la PIO
clinicamente considerable y sin tantos efectos adversos, de manera que fuese una alternativa
frente a los tratamientos en aquel tiempo. Este principio activo seria el componente fundamental

del Xalatan®, medicamento de venta en farmacia para el tratamiento del glaucoma.

PGFui1a-1E 17-fenil-PGF 54,-1E PhXA34 PhXA41 (latanoprost)

Figura 4. Principales moléculas en el desarrollo del latanoprost (Stjernschantz, 2001).

4.1.2 Mecanismo de accién del latanoprost

El latanoprost es un farmaco analogo a la PGF,, humana, de modo que es un agonista de los
receptores de prostaglandinas, pero difiere de la prostaglandina natural en que tiene diferentes
perfiles de unién a los diferentes receptores. Stjernschantz J en 2001 observa como la
concentracion efectiva media (CEso) de la PGF,, 17-fenil-18,19,20-trinor-PGF»,, y el latanoprost

difieren, como se ve en la tabla 1.
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Existen multitud de receptores de prostanoides entre los que se encuentran: el receptor FP, los
receptores EP1, EP, y EPs, el receptor IP de prostaciclinas, los multiples receptores DP o el

receptor TP de tromboxanos.

Se observa en la tabla 1 que el &cido del latanoprost (forma libre una vez que se metaboliza) es
un agonista total del receptor FP y de los receptores EP1y EPs, no teniendo o teniendo muy poco
agonismo sobre los receptores EP-, IP, DP y TP. Comparandolo con la PGF»,, el latanoprost es
mucho mas selectivo por el receptor FP, ya que la PGF», es agonista de practicamente todos los
receptores (posiblemente causando los efectos secundarios), mientras que si se compara con el
17-fenil-18,19,20-trinor-PGF,, este Gltimo tiene cierto agonismo sobre el receptor TP, lo que les
llevé a pensar gque la saturacion del doble enlace en las posicién 13 del latanoprost incrementaba
la flexibilidad de la cadena alquilica, no teniendo ningun beneficio sobre la interaccion con el

receptor FP, pero que reducia la potencia sobre los receptores EP; y TP (Stjernschantz, 2001).

FP EP:1 EP2 EPs IP/DP TP

Potencia | Eficacia P E P E P E P E P E

1|12x108| 100 |3,2x107| 100 |6,4x10%|100|1,6x107|100|>10%|0 | >10"* ~20

245x10°| 100 |6,5x107| 100 >10% 0 >10* 0 |>10*|0|34x10%| ~50

3]1,0x10%| 100 5x10% | 100 |2,8x10°| 0 |2,8x105|~80|>10%|0| >10* 0

Tabla 1. Potencia basada en los valores de CEso medidos mediante ensayo de unidn a receptores de 1: PGF2q; 2: 17-
fenil-18,19,20-trinor-PGF2.; y 3: Latanoprost (Stjernschantz, 2001).

En concreto, el que mas interesa es el receptor FP, ya que es la diana terapéutica del latanoprost.
Se trata de un receptor transmembrana acoplado a proteina G que posee 7 subunidades y que se
encuentra en distintos tejidos del cuerpo humano, como por ejemplo en los ovarios, fibroblastos
cardiacos, células vasculares musculares, y en el sistema ocular como los procesos ciliares
oculares (Zhang et al., 2010). Es precisamente en estos Ultimos tejidos donde el latanoprost actGa
en su totalidad. Se demostrd que es fundamental para la actuacion del latanoprost que existiese
ese receptor, ya que en ratones modificados genéticamente sin el receptor FP, los analogos a
prostaglandinas como el latanoprost o el bimatoprost no tuvieron ningan efecto sobre disminuir
la P1O (Ota et al., 2005).

Diversos estudios han hipotetizado sobre la cadena de eventos que suceden en el transcurso de la
aplicacion de los analogos a prostaglandinas. El posible mecanismo de accién mas plausible es
una remodelacion de la matriz extracelular (MEC) del cuerpo ciliar, ya que se ha visto como, tras

la accion del farmaco, se produce un aumento de los espacios entre los haces del musculo ciliar,
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facilitando el drenaje por la via uveoescleral debido a una menor resistencia al paso del flujo por
el musculo, por lo que la PIO disminuiria (Cortés et al., 2007). Normalmente el recambio o
metabolismo del MEC viene determinado por unas proteinas llamadas metaloproteinasas de la
matriz (MMPs). Las MMPs son una gran familia de endopeptidasas que dependen de zinc y calcio
para su funcionamiento, las cuales hidrolizan secuencias peptidicas de proteinas extracelulares.
Se han establecido 4 familias: las gelatinasas, degradan el coldgeno de la membrana basal y
proteoglicanos; Las colagenasas, que degradan el colageno del tejido conectivo; Las
estromelisinas, que degradan laminina, fibronectina, elastina, o proteoglicanos; Y una MMP de
membrana implicada en la activacion de la gelatinasa A (Cortés C et al., 2007). Hipotetizaron que
el tratamiento con latanoprost parece que induce: una reduccion de la sintesis bioldgica de nuevos
componentes de la MEC, un aumento de la destruccion de estos o cambios en sendos puntos
anteriores a modo de “limpieza” de la MEC (Lindsey et al., 1997).

Ahora bien, cuando el farmaco se une al receptor FP, se induce una cascada de segundos
mensajeros. 1) Este receptor activa al fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato, a través de la proteina G,
con la formacion de inositol trifosfato y consiguiente movilizacion del calcio intracelular, y la
activacion de la protein quinasa C (Winkler y Fautsch, 2014). Esto finalmente activa a la proteina
quinasa activada por mitégenos MAPK, que seréd la encargada de activar la transcripcion de
proteinas a través de factores nucleares de transcripcion; 2) Por otro lado, este receptor activa
también a la proteina G, que activa diversas especies de la familia de proteinas Rho, que
controlan el reordenamiento citoesquelético y la formacion de fibrillas de actina (Winkler y
Fautsch, 2014); 3) Adicionalmente a estas dos vias, también se ha relacionado a la PGF», y sus
analogos con la activacion de la via de sefializacion WNT (wingless/integrase 1). Empieza con la
activacion del receptor de factores de crecimiento asociado a la fosfolipasa C, que finalmente
activa a una proteina llamada B-catenina, que puede translocarse al nicleo y funcionar como un

activador transcripcional de diversas enzimas (Winkler y Fautsch, 2014).

A modo general, se observo que la PGF,, y sus analogos (latanoprost, bimatoprost...) inducian la
produccion de proteinas como el factor de crecimiento precoz-1 (EGR-1), el factor de crecimiento
de tejido (CTGF), factor-1a hipoxia-inducible (Hif-1a), c-fos o Cyr61 entre otros. Todos estos
regulan el remodelamiento de la MEC, a través de activacion de las MMPs. Por lo tanto, lo que
evidencia esto es que, una activacion de los receptores FP consiguen activar factores de
transcripcion para la produccion de MMPs, y que son estas las que remodelan en gran medida la

MEC de los procesos ciliares (Winkler y Fautsch, 2014).

En concreto, el tratamiento con latanoprost y bimatoprost llevé a la induccion de la produccion

de las MMP-1 (colagenasa-1), -3 (estromelisina-1) y -9 (gelatinasa B) en las células musculares

11
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ciliares. La MMP-1 degrada el colageno tipo I, Il y I1l, mientras que la MMP-9 lo hace con los
tipos IV y V. La MMP-3 abarca la degradacién de bastantes proteinas (fibronectina, laminina,
elastina, proteoglicanos...), ademas de tener cierta influencia en la activacién de las MMP-1 y
-9, siendo por tanto decisiva en todo el proceso de remodelamiento de la MEC (Winkler y Fautsch,
2014) (Lindsey et al., 1997).

Todo esto implica la degradacién de gran parte del colageno y demas proteinas formadoras de la
MEC de los procesos ciliares, sin que haya un aumento de la TIMP (proteinas que inhiben a las
MMPs), por lo que las fibras ciliares quedan mas retraidas, hay mas espacio entre ellas,
ofreciéndose por tanto una menor resistencia mecénica al paso del flujo del humor acuoso
(Winkler y Fautsch, 2014), por lo que el drenaje uveoescleral se veria aumentado casi un 60 %
(Stjernschantz, 2001).

Ahora bien, todo lo expuesto anteriormente es un proceso normalmente lento, que requiere
bastantes horas, incluso dias, de modo que no se podia explicar la disminucion de laPIO en 2 h
que producia tipicamente el latanoprost. Autores como Winkler y Fautsch, 2014, teorizaron que
las tres vias intracelulares de sefializacion eran también responsables de la relajacion inicial del
masculo ciliar, que junto con la liberacion de calcio, la reduccion de la PIO se mantenia primero,
por la relajacion del masculo ciliar, y después por la remodelacion de la MEC efectuada por el
latanoprost (Cortés C et al., 2007) (Winkler y Fautsch, 2014).

4.1.3 Sintesis del Latanoprost

A continuacion, se discutird sobre las sintesis que ha tenido esta molécula y derivados
relacionados con el paso del tiempo. Hay multitud de sintesis y puntos de aproximacion, por lo
que solo se mencionaran las mas importantes para el desarrollo de este TFG. Haciendo un relato

cronoldgico:

1969: Fue en los afios 1969-1971 cuando Corey EJ y su equipo de la Universidad de Harvard
desarrollaron un método para la sintesis de prostaglandinas de manera sintética, eficaz y con un
rendimiento aceptable, aunque en 17 pasos. En concreto, desarrollaron un método para obtener
un intermediario clave que se utilizaria en todas las sintesis de prostaglandinas siguientes, la
lactona de Corey. Con esta lactona, se puede obtener prostaglandinas de forma controlada
estéricamente, ya que en su estructura sus sustituyentes tienen la misma orientacion espacial que
en las prostaglandinas observadas en la naturaleza. La sintesis completa estd descrita en la

referencia (Corey et al., 1969) o de forma esquematica en siguiente enlace web:

12
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https://www.synarchive.com/syn/8

M
Meo\g N
o H/Y\/\/
O O
)

[0}
o
) NaH, DME, RT, 60 min (2 pasos) ~
O == Loui -
—_— : "~ Reaccion de Horner-Wadsworth-Emmons .
AcO AcO o
o J\ (o}
No MOH Ph3P/\/\/CO2
o HO
O\/\/\/\/ ~— O\/\/\/\/ IaDHSO. DISO. 80% 3pasos O\/\/\/\/
P m—
. Z v = Y Reaccion de Wittig
OH OH OTHP  OTHP THPO OTHP
PGF 2aia-IE

Figura 5. Sintesis resumida de la sintesis de Corey en 1969.

1993: En este afio, el grupo de trabajo de Pharmacia en Suecia liderados por Stjernschantz JW
publica la sintesis del latanoprost, aunque atn no habia recibido dicho nombre comun, entre otros
derivados sin el doble enlace entre el C13 y C14, siguiendo la sintesis clasica de Corey con

algunas modificaciones. (Resul et al., 1993).

2007: Martynow Y sus colaboradores publican un nuevo punto de vista sintético. Utilizan una
sintesis no lineal, donde sintetizan 3 bloques: el derivado hemiacetalico de la lactona de Corey
con un grupo sulfona, la cadena superior de la molécula protegida y la cadena alquilica a partir
de D-manitol como fuente de quiralidad, consiguiendo un gran rendimiento. En la sintesis

completa se consigue un 16,9 % de rendimiento (Martynow et al., 2007).
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1 Cl —> PhyP (0]
Cloruro de acido
5-yodopentanoico

Figura 6. Puntos clave de la sintesis de Martynow en 2007.

2010: Zanoni et al. investigaron la posibilidad de realizar una de las etapas clave de la sintesis, la
introduccidn de la cadena alquilica de forma distinta a la propuesta tradicional, Ilamada reaccion

de Horner-Wadsworth-Emmons. La epimerizacion de los centros estereogénicos de la molécula,
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gue son bastante labiles o la formacion de productos secundarios en funcion de los reactivos
basicos empleados para la desprotonacién en este proceso eran sus inconvenientes (Zanoni et al.,
2010). En su lugar, utilizan una reaccion que se llama reordenamiento de Meyer-Schuster, una
reaccion que requiere condiciones de reaccion mas favorables, menos agresivas, menor carga de

catalizador y estereoselectividad absoluta (Zanoni et al., 2010).

2014: Contente et al. propusieron una nueva alternativa a la sintesis clésica. En este estudio se
propuso cambiar diversas etapas de la sintesis que se hacian de forma puramente quimica:
Empezando por la reduccidn estereoselectiva de 2, la hidrogenacion de la insaturacion de 3 con
Pd/C y la hidrdlisis del éster para dar el compuesto 4. Sin embargo, estas reacciones podrian ser
llevadas a cabo enzimaticamente mediante enoato reductasas (reducen dobles enlace C=C),
dehidrogenasas (reducen grupos carbonilos C=0) y estearasas (hidrolizan los ésteres). Se realizé
un screening para ver que cepas de levaduras podrian dar las reacciones deseadas, y una vez
seleccionadas se optimiz6 la sintesis variando las condiciones de incubacion y los sustratos.
Finalmente, se propuso que una cepa no convencional de Pichia anomala era la que realizaba un
mejor trabajo de sintesis con las condiciones y sustratos indicados en la referencia, para después

continuar con la sintesis tradicional hasta llegar al Latanoprost (Contente et al., 2015).

i) estearasa
i) enoato reductasa
iii) cetorreductasa

? e
oA "
Condensaclon f THF, éter R ), @
,,,,, 1s0c O\/W i) Pd/C, 1M NaOH, E1OH y — Q\/WQ
Ph i) Cromatografia S Ph ii) KoCOa/MeOH \ e N :

Bzé BzO éH HO H oH OH

o
Q% i) Li-Selectride O//<

Lactona de Corey 3 4 Latanoprost
Figura 7. Nueva aproximacion de los pasos claves posibles para realizar enzimaticamente (Contente et al., 2015).

2015: Y lo altimo publicado, aun con todas las sintesis anteriores, Prévost et al. introdujeron un
camino alternativo (fig. 8). Las variantes de la lactona de Corey son reactivos bastante caros, pero
en esta sintesis se llega a un enol biciclico intermedio, que no es la lactona de Corey, a partir de
succinaldehido, un reactivo mas asequible, ademas de completar la sintesis completa en 7 pasos
y con un equilibrio enantiomérico del 99 % (el enantidmero més potente se encuentra en un 99 %
en la mezcla). Esto implica una sintesis en menos pasos (menos manipulacién) y con unos
intermedios con una pureza enantiomérica alta, por lo que se dan menos subproductos no
deseados. Se obtuvo un rendimiento aproximado del 18,8 % (Prévost et al., 2015), lo cual puede
no parecer mucha mejora, pero desde el punto de vista quimico si la es. Estas Ultimas sintesis nos

indican que la sintesis de estos derivados sigue en constante estudio, buscando maneras de
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abaratar la sintesis para producir mas cantidad, con mas rendimiento y con menos subproductos

intermedios no deseados.

S
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) ] (@) Br Cadena con resto acido
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Figura 8. Puntos clave de la sintesis de Prévost en 2015 utilizando un enol biciclico.

4.1.4 Presente v futuro del tratamiento del glaucoma

Actualmente, el latanoprost se considera de primera linea contra el glaucoma. Pero el desarrollo
de los prostanoides no termind ni ha terminado todavia, otros andlogos como el bimatoprost,
tafluprost o el travoprost también han sido desarrollados y comercializados siendo también
utilizados en la terapéutica actual, con diferentes perfiles de reduccion de la P10, por lo que el
latanoprost no es el Unico utilizado. También combinaciones con otro tipo de farmacos

antiglaucomatosos como el timolol o dorzolamida se han comercializado y son de gran utilidad.

Se siguen descubriendo y desarrollando nuevas propiedades del latanoprost, como que por
ejemplo pueda tener un efecto neuroprotector (Yamamoto et al., 2017) o que puede asociarse a
un donador de 6xido nitrico (latanoprostene bunod) para producir un descenso de la PIO por las
dos vias, la convencional (por el nitrico) y la no convencional (por el latanoprost), presentando
una mayor reduccion de la P10 que la monoterapia de latanoprost y timolol (Weinreb et al., 2015)
(Medeiros et al., 2016). Se comercializé en diciembre del 2017 con el nombre de Vyzulta®.

Se han descubierto nuevos analogos de prostanoides, en concreto prostaciclinas, agonistas de los
receptores EP3; y FP, que han empezado a investigarse. En 2006 se vio que los receptores EP
podian tener cierta regulacion en la PIO (Yamane et al., 2015) y en el 2015 empiezan a aparecer
articulos de cientificos japoneses sobre una nueva molécula ONO-9054 en forma de profarmaco,
que libera la forma activa ONO-AG-367, capaz de agonizar sobre los dos receptores,
consiguiendo una reduccion de la PIO més acusada que con el latanoprost. Son prostaciclinas
modificadas, con un ciclo de 7 miembros, un heterociclo en la posicion o con grupos electron-
atrayentes, y una cadena con el resto acido mas corta. Caracteristicas que haran posible su
mecanismo dual, que no esta del todo dilucidado (Yamane et al., 2015). Aunque todavia esté en
investigacion, consigue, en principio, mejores reducciones de la PIO que el latanoprost (Miller et

al., 2017). En los proximos afios veremos cual es en profundidad este mecanismo dual y si
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realmente sale al mercado como medicamento, ya que su sintesis también se ha empezado a
estudiar (Miller et al., 2017) (Yamane et al., 2015) (Sugimoto et al., 2017) (Suto et al., 2015).

OH OH

R=i-Pr, ONO-9054

R=H, ONO-AG-367

Figura 9. Nuevos derivados de prostaciclinas en estudio para el glaucoma (Yamane et al., 2015).

Por Gltimo, destacar que otros farmacos con otros mecanismos de accion estan siendo también
desarrollados, como los inhibidores ROCK (inhibidores de Rho kinasa), como el Rhopressa®, que
producen una relajacion de las fibras que forman la malla trabecular y el conducto de Schlem, o
los agonistas de los receptores A; de adenosina como el Trabodenoson®, también actuando sobre
la via convencional de drenaje (Prassana et al., 2016) o por altimo los donadores individuales de
oxido nitrico, en forma de dinitroalquilbencenos, también pueden ser un campo interesante de

desarrollo (Blangetti et al., 2017).
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4.2.1 El estrés oxidativo vy el o0jo seco

El estrés oxidativo. De manera natural, el 0jo esta expuesto a reacciones fotoxidativas debido a la
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Como por ejemplo en Seen y Tong, 2017 se ToornstaoRtY . mmm— Roduced tear quaitysecration =
. . . Figura 10. Ciclo vicioso del ojo seco en relacion con la
expone una figura (Fig. 10) donde los radicales produccion de radicales libres (Seen y Tong, 2017).

16



Doble Grado en Farmacos de uso oftalmicos,
- Farmacia, Opticay situacion actual y nuevos
u" Optometria farmacos en desarrollo
Pablo Serrano Giménez Trabajo de Fin de Grado

libres de oxigeno (ROS) forman parte fundamental del circulo vicioso patoldgico del ojo seco.
De hecho, en esa revisién comentan que, si se focalizase la atencién sobre la formacion de ROS,
no seria tan necesario el tratamiento o correccién de problemas individuales como por ejemplo la
inestabilidad o la pérdida de células superficiales (Seen y Tong, 2017). Contintian comentando
que la evidencia de la relacion entre estrés oxidativo y el 0jo seco se ha demostrado tanto in vitro
como en animales. Como se ha comentado antes, la hiperosmolaridad causa un dafio a la
superficie ocular por la activacion de cascadas de eventos inflamatorios, en los que los ROS estan
muy relacionados, debido a que hay un aumento de la produccion de estos, y una disrupcion de
los niveles de oxigenasa y enzimas antioxidantes, resultando en un dafio tanto a nivel del ADN
mitocondrial como a nivel de la membrana, por la deteccion de marcadores de peroxidacion
lipidica (Deng et al., 2015).

En estudios realizados con ratones sin la superéxido dismutasa-1 (ratones Sod1™) (Kojima et al.,
2012) demostraron también que la oxidacién lipidica se encontraba acelerada, al no tener un
sistema de frenar esa cadena oxidativa eficazmente, estudiando metabolitos de esa oxidacion,
como el 4-hidroxinonenal o 4-HNE, el cual se encontraba en bastante mas abundancia que los
ratones control, o la 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina (8-OHdG), biomarcador de estrés oxidativo en
el ADN, el cual también se encontré aumentado (Kojima et al., 2012). También estudiaron como
afectaba la acumulacion de ROS en la mitocondria, la cual sufria cambios a nivel celular de
hinchazén, rotura de membranas y disrupcién de las crestas mitocondriales. Estas alteraciones
citoesqueléticas de las mitocondrias podrian iniciar una cascada de sefiales apoptéticas a través
de las caspasas, especialmente la caspasa 3, la cual podria inducir también estadios de
inflamacion, a través de la proliferacion de linfocitos. De hecho, en este estudio se observé un
aumento de linfocitos T CD4*, monocitos y neutr6filos en la glandula lagrimal, todo ello
generando atrofia de los acinos glandulares, con la consiguiente menor produccion de lagrima,

tanto la estimulada como la basal (Kojima et al., 2012).

Siguiendo en este mismo articulo de revision (Seen y Tong, 2017) también se habla de otro estudio
con ratones transgénicos modificados (Tet-mev-1). El gen mev-1 codifica un citocromo (Cyt-1)
que forma parte de la succinato-ubiquinona oxidorreductasa que se encuentra en el complejo Il
de la cadena de transporte electronico mitocondrial, siendo andloga de la subunidad succinato
deshidrogenasa C, imprescindible en las mitocondrias humanas. Esta subunidad mutada lo que
hace es producir en exceso aniones O,~, por lo que las defensas antioxidantes se saturan y
comienza a producirse el dafio oxidativo, encontrandose los mismos marcadores anteriores (4-
HNE y 8-OHdG) aumentados (Uchino et al., 2012). Mencionan también que hay una clara

conexion entre los ROS creados en la mitocondria (mtROS) y la inflamacién, ya que inducen la
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produccién de citoquinas proinflamatorias. Todo esto indujo inflamacién leucocitica y fibrosis en
la glandula lagrimal, lo que llevo a una pérdida de la funcion de esta, resultando finalmente en
o0jo seco (Uchino et al., 2012).

Existen multitud de articulos que prueban que la relacion entre la produccion de ROS vy la
patologia del ojo seco no es casual. Tanto es asi, que en muchos articulos revisados puntualizan
al final de sus publicaciones que un punto de posible alternativa para el tratamiento del ojo seco

podria ser frenar la produccion de mtROS.

4.2.2 Desarrollo e investigaciones de los cationes transportadores

En otro orden de cosas, en Rusia un grupo de cientificos empezaba a investigar y a disefiar
moléculas que pudiesen servir para reducir la produccién de ROS, pero desde dentro de la

mitocondria, no como los antioxidantes convencionales. Moty | e
Este grupo, liderado entre otros cientificos por Skulachev ~ “cnmastasents i

VP, empezaron en 1969 a hacer experimentos en los que ifﬁv;i‘;’:?é% v .
intentaban atravesar moléculas en forma de cationes a través "o Lf —
de membranas (Lieberman et al., 1969). El cation cargado D 5’\\\_;/
de acilcarnitina empez6 como una de las primeras  meons” = JE | P

agents i lipophilic cation

superoxide

"locomotoras electrénicas" como se les denomina, para probe

Figura 11. Ejemplo de las posibles aplicaciones
de los cationes transportadores (Zielonka et al.,

(Severin et al., 1970). 2017) .

transportar acidos grasos al interior de la mitocondria

Este tipo de molécula se ide6 como un catién debido a que la matriz mitocondrial es de los Unicos
compartimentos intracelulares cargados negativamente, de modo que el objetivo de los cationes
fuese en gran parte las mitocondrias, y que, anexionado a un antioxidante, se acumularan y
"limpiaran” una de las zonas donde se producen mas radicales de oxigeno (Antonenko et al.,
2008). En 2017, Zienlonka et al. publicaron una extensa revision sobre estas moléculas,
explicando el mecanismo de dichos cationes hidrofébicos. Al aproximarse a la membranas
mitocondriales, la carga positiva se asocia electrostaticamente con los fosfatos de los fosfolipidos,
mientras que la cadena hidrofdbica y la molécula transportada se orientan al interior. Una vez
producido esto, la carga del compuesto es atraida por el espacio negativamente cargado, mientras
que la cadena les permite viajar por la membrana. Aunque la fuerza principal que promueve la
acumulacion del cation sea la carga, los procesos de equilibrio en las membranas vienen dados
también por la hidrofobicidad, de modo que cationes con cadenas mas largas (mayor coeficiente

octanol/agua) eran més acumulados (Zielonka et al., 2017).

18



Doble Grado en Farmacos de uso oftalmicos,
Farmacia, Opticay situacion actual y nuevos
l I / Optometria farmacos en desarrollo

Pablo Serrano Giménez Trabajo de Fin de Grado

Este concepto ya se puso en préctica gracias a cientificos como Burns y Smith, los cuales probaron
con diferentes moléculas como un catidn tiobutiltrifenilfosfonio (Burns et al., 1995) y afiadieron
a-tocoferol y también ubiquinol, el dltimo recibiendo el nombre de MitoQ. Se observé gue este
era un antioxidante recargable, es decir, las diferentes formas oxidadas del ubiquinol pueden ser
reconvertidas en la forma reducida original por la propia cadena o

respiratoria mitocondrial (Kelso et al., 2001). Sin embargo, dependiendo

de la dosis administrada, MitoQ podia operar también como prooxidante, o H

OH

debido a un estrecho margen entre las actividades anti y prooxidantes, por
OH
lo que sus aplicaciones para su uso practico quedaban limitadas w,co

(Antonenko et al., 2008). H,CO = H

10
OH

Sin embargo, el grupo de trabajo multidisciplinar (entre los que se (':a'?r%aa)ljUE:Ziﬁ%%%‘;“(’ggajo)
encuentra Skulachev VP) de la Universidad Estatal Lomonosov de Mosct, (Gruszka et al., 2008).
sintetiz6 diversos antioxidantes, pero en vez de utilizar ubiquinol, utilizaron plastoguinona, un
isoprenoide situado en los tilacoides de los cloroplastos. Revisaron trabajos en los que se
mencionaba que era mejor antioxidante que la ubiquinona, ya que los cloroplastos estan expuestos

a un estrés oxidativo mucho mayor que las mitocondrias, entre otros factores como la luz y el

medio acido de los cloroplastos (Antonenko et al., 2008).

4.2.3 El papel de la plastoquinona como antioxidante

En la cadena fotosintética, al igual que la cadena electrdnica en los animales, la eficiencia de
transporte de electrones puede fallar, de modo que a veces puede haber fugas de electrones que
lleven a la formacion de radicales libres que empiezan la cascada oxidativa de los lipidos y
proteinas mitocondriales, siendo el singlete O, formado por la excitacién de la clorofila, el
responsable de mas del 80 % de la peroxidacion lipidicas no enzimaticas (Nowicka et al., 2013).
Ante esto, el cloroplasto posee diversas moléculas antioxidantes, como el ascorbato, los
tocoferoles y sus formas oxidadas y reducidas, la plastoquinona y el plastocromanol, enzimas

antioxidantes. ..

En concreto, la plastoquinona (PQ) forma parte de dicha fotofosforilacion vegetal siendo un
agente redox mavil, ya que es liposoluble, permitiendo el transporte de electrones entre el
fotosistema Il y el complejo citocroméatico be/f del ciclo de transporte electrénico (Millner y
Barber, 1984). Al tener la funcion de “lanzadera” de electrones, tiene una gran movilidad tanto
transversal como lateral. Teniendo en cuenta que la longitud de la PQ en su conformacion linear
es aproximadamente el espesor de la membrana, la difusion es bastante eficiente, con la cola

hidrofdbica en paralelo a los fosfolipidos de la membrana (Nowicka y Kruk, 2010). Sin embargo,
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la cabeza de la PQ debe tener tendencia a introducirse en la membrana para unirse al sitio de
unién Qa del fotosistema |1, donde se reduce y pasa a ser PQH,. La cabeza pasa a ser mas polar
de modo que tiende a orientarse mas a la superficie, donde hay un medio mas polar. No obstante,
debe introducirse otra vez en la membrana para donar esos electrones al citocromo be/f por su sitio
de unién. Lo hace mediante las formas oxidadas y reducidas de la PQ, que forman un complejo
de transferencia de carga que facilita la penetracion y la estancia de la cabeza apolar de la PQH-
en el interior de la membrana (Nowicka y Kruk, 2010).

Aparte de la funcidn en la fotosintesis, la PQ tiene una funcién antioxidante importante, similar a
la de los tocoferoles y el ubiquinol, demostrando ser un secuestrador de superoxido y del singlete
de oxigeno eficaz. ¢;Por qué? Tanto el sitio (agua o fase lipidica) como el mecanismo de iniciacion
de la peroxidacion lipidica en la membrana, influyen en la aparente actividad de los mecanismos
de defensa antioxidante. En adicién a esto, algunas de las defensas antioxidantes de los
cloroplastos son hidrosolubles, como el &cido ascorbico, por lo que su acceso al interior de la
membrana del tilacoide es limitado. Aparte, los antioxidantes hidrofobicos como el a-tocoferol o
el B-caroteno, aun siendo hidrofobicos, tienen una movilidad reducida en la membrana ya que se
encuentran frecuentemente asociados a complejos proteicos, de modo que la abundancia de la
plastoquinona, junto con su gran movilidad por la membrana, le hacen ser un antioxidante maévil
muy util para el cloroplasto, pudiendo actuar sobre radicales méas polares (cerca de la interfase
agua/membrana) como sobre radicales mas apolares (en el interior de la membrana del tilacoide)
(Hundal et al., 1995).

En estudios realizados en el afio 1995 se demostro que, en cloroplastos aislados de espinaca, ante
una intensa iluminacion, que produciria un gran estrés oxidativo, la presencia de PQH- (la forma
reducida de la plastoquinona) evitaba la peroxidacion lipidica y la reduccién de los niveles de
clorofila y carotenoides. Sin embargo, cuando la plastoquinona se encontraba en su forma
oxidada, no era capaz de impedir tanto dafio como la forma reducida (Hundal et al., 1995). Otros
estudios observaron que cuando hay un gran estrés en el tilacoide, al producirse muchas especies
reactivas de oxigeno, una de sus consecuencias es la alteracion de la proteina D1 del fotosistema
[1, inhibiéndose el transporte electrénico. Se le denomina fotoinactivacion, y es debido a la
formacion del singlete de 'O.. Se ha comprobado que la PQ, junto con los tocoferoles y demas
antioxidantes, impiden la alteracion de la proteina D; por el efecto antioxidante evitando el dafio
producido por dicho singlete (Trebst et al., 2002) (Kruk y Trebst, 2008).

Pero ¢qué sucede molecularmente? La generacion de radicales libres en el cloroplasto es un
proceso complejo que comienza con la produccion del anion superéxido (O;™), al darse una

semireduccion de la molécula de oxigeno, tras una fuga de electrones en la cadena de transporte
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electronico, como una de las posibles causas. Tras esto, la dismutacién del anién da como
resultado el peroxido de hidrégeno (H20.) y después la formacién del radical hidroxilo (OH")
siguiendo una reaccién llamada reaccion de Fenton. Es este radical el que es muy reactivo,
teniendo la capacidad de arrancar electrones de moléculas de hidrégeno de proteinas y lipidos,
forméandose el radical R". Este reacciona de nuevo con el oxigeno para formar una larga lista de
mas radicales que son los que generan el dafio en las moléculas bioldgicas (Pospisil y Prasad,
2014).

4.2.4 Mecanismo moleculares de accion de la plastoguinona

¢Cémo actla pues la PQ? Recibe primero un electrén, convirtiéndose en la semi-plastoquinona,
para después aceptar el segundo electron y convertirse en plastoquinol (PQH>), totalmente
reducido. También en sentido contrario, donde dona esos electrones a los ROS para reducirlos y
asi oxidarse y pasar de nuevo a la plastoquinona (Figura 13).

O OH OH

+H" +e +H +¢e

— )
rR-H-e rR -H'-e R

OH
Figura 13. Distintos estados de oxidacién-reduccion de la plastoquinona.

Los siguientes articulos son citados debido a que contienen evidencias de que la PQ es capaz de
frenar la cadena oxidativa en tres sucesos que pueden ocurrir con bastante frecuencia en los
cloroplastos y mitocondrias: la produccién del singlete *O,, la produccion del anién superéxido y

la peroxidacién lipidica.

Gruszka et. al investigaron la capacidad antioxidante de diversas moléculas del interior del
cloroplasto contra el singlete *O.. Encontraron que la PQ, aun teniendo de 3 a 6 veces menos ratio
de disminucion del singlete que el a-tocoferol, resultaba un antioxidante eficaz. Diferenciaron
entre el PQ-9 (la forma oxidada de la plastoquinona) y la PQH2-9 (la forma reducida), encontrando
que la PQ-9 era de 3,5 a 5 veces menos potente que la PQH»-9, aunque tedricamente al principio
se creia que la forma oxidada no tenia mucha potencia (Gruska et al., 2008). Esa relativa potencia
es debida en gran medida a la cadena insaturada de la propia molécula, mas que al anillo de

quinona, segun la reaccion descrita en dicho articulo, en la cual el singlete de oxigeno se une

R, R, 1 R, R R,

Figura 14. Reaccion del singlete 02 con la cadena insaturada del PQ-9 (Gruska et al. 2008).
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preferentemente al carbono terciario del doble enlace de la insaturacion, y tras un reordenamiento

molecular, se forma el subproducto final (Fig. 14).

De nuevo, se repite que la PQ, tanto su forma oxidada como la reducida, son secuestradores
eficaces de radicales libres, por su alta movilidad y difusion a través de la membrana (Gruska et
al., 2008).

0=0
También Pospisil y Prasad estudiaron la formacién del singlete
de oxigeno ante diferentes situaciones como gran intesidad
. . . ., 00
luminica, calor... proponiendo los subproductos de oxidacion
de las moléculas antioxidantes mas habituales, ante el singlete
10, (Figura 15). 0=6 0
X TH
. -, . . . OH Plastoquinol
Por otro lado, se investigd la capacidad de antioxidante frente al o
anion superoxido (Kruk et al., 2003) mediante la siguiente ©=0 9
A H
reaccion: PQ + O, - PQ™ + O, donde la semi-plastoquinona o Plastoquinona

formada puede volver a convertirse en hidroguinona original, Figura 15. Productos de la oxidacion
del a-tocoferol y la PQ (Pospisil y
debido a la regeneracion que se produce en la cadena Prasad, 2014).

mitocondrial. De esta manera, puede volver a entrar dentro

. , . H,0
del conjunto de moléculas de PQ, siendo por tanto un steme A
. . . Toc -
- - k,—‘
antioxidante recargable, al contrario que el a-tocoferol, que e -y
. &
genera un subproducto que ya no es activo como propuso PQH,
lumen

Pospisil y Prasad. Segun el experimento, la PQH»-9, fue la @ Fos 1

que mostré mayor capacidad antioxidante frente al anion Figura 16. Generacién del anién superéxido en
el cloroplasto y las moléculas antioxidantes (la

superoxido, especialmente su forma reducida, (Fig. 16) ya pow,, ja mas efectiva) (Kruk et al., 2013).
que la cabeza de la PQH--9 tiene facilidad para acceder al interior de la membrana del tilacoide
(mas que el a-tocoferol) donde se produciria mayor cantidad del anidn superoxido (Kruk et al.,
2003).

En cuanto a la peroxidacion lipidica, es un proceso no deseado que conlleva la destruccion de
las membranas que contienen cadenas poliinsaturadas, con la desestructuracion consiguiente de
la mitocondria o cloroplasto, entre otras consecuencias (Nowicka et al., 2013). Puede ser iniciada
por radicales como el radical hidroxilo OH*, HO,", radicales peroxilos, o el singlete de oxigeno
10,. Observaron que los tocoferoles y vitamina K, podian detener la peroxidacion solo en la fase
inicial del proceso por la desactivacion del singlete de oxigeno. Sin embargo, no eran capaces de
detener de manera efectiva la reaccion radicalaria una vez iniciada, incluso exhibian cierta

actividad prooxidante que era prevenida por el plastoquinol (Nowicka et al., 2013). Se demostrd
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que la PQ, junto con el plastocromanol (otra molécula relacionada implicada en la
fotofosforilacion) eran mas eficaces cuando la peroxidacion empezaba en el interior de la
membrana ya que poseen unas largas cadenas, que, como se ha venido repitiendo, les permite
moverse y localizarse méas profundamente en la membrana, desactivando de manera mas efectiva

al singlete de oxigeno y las consiguientes etapas peroxidativas lipidicas (Nowicka et al., 2013).

Para definir cudl es la funcion exacta de la PQ en este proceso se utilizaran precedentes de la
defensa frente a la peroxidacién lipidica por parte de la ubiquinona (coenzima Q10).
Analogamente a la plastoquinona, es una molécula encargada del transporte electrénico en la
mitocondria, tienen cierta similitud en su biosintesis y en su estructura, por lo que su funcionalidad
es en cierto modo parecida. La PQ posee mecanismos de accidn similares en cuanto a detener la
peroxidacion lipidica que el ubiquinol, de modo que los articulos citados a continuacion en

relacién con el ubiquinol también son aplicables por extension a la PQ.

Ernster y Dallner definieron en su revision al ubiquinol como un eficaz antioxidante, protegiendo
a los fosfolipidos de membrana y lipoproteinas de baja densidad de la peroxidacion, pero también
a las proteinas membranales mitocondriales y el ADN del dafio de los radicales libres. También
sefialan que estos efectos son independientes de otros antioxidantes, y que pueden potenciar la
accion de estos, por ejemplo, mediante la regeneracion de la vitamina E (a-tocoferol) (Ernster y

Dallner, 1995).

LH
Mas tarde, Bentinger et al. realizaron otra revision en O Fe'-0;" - CoQH, NADPH
2007 sobre el papel antioxidante de la CoQ10. La lmn:wn
efectividad como inhibidor de la peroxidacion lipidica /L L~@1282
'l

CoQH-

(Fig. 17) se debe a la interaccion en varios puntos del

Propagation CoQ NADE

proceso. En primer lugar, es capaz de reducir la creacion

de los radicales peroxidos lipidicos LOO" en la etapa de | pn. 100  coQH,

e e .y, . .. . VitE-OH Asc or CoQH-

iniciacion, para dar la ubisemiquinona CoQH"y H0,, X

que mas tarde se puede regenerar cuando reacciona con \ VitE-O- Asc or CoQH,
L.

. ., , . . CoQH~
otro radical. También actuia regenerando la vitamina E en Rl .
.. . y Figura 17. Sitios de accion del ubiquinol en la
la etapa de propagacion, potenciando la accion de esta, peroxidacion lipidica (Bentinger et al., 2007).

junto con la accion del &cido ascérbico (Bentinger et al., 2007).

Con esto queda demostrado que la plastoquinona natural es un antioxidante eficaz en diversas
situaciones oxidativas en el cloroplasto, y que aunque no tenga el mayor potencial antioxidante,
su movilidad y su abundancia le hace poseer un caracteristico modo de accién, pudiendo actuar

tanto frente a ROS mas hidréfilos como ROS mas hidrofébicos.
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4.2.5 Sintesis del SkQ1 vy derivados

Una vez propuestos los posibles efectos antioxidantes de la plastoquinona y sus posibles
mecanismos, hay que discutir como se lleg6 al disefio del SkQ1, y que otros disefios de moléculas
derivadas de la plastoguinona se obtuvieron.

Los pioneros en la sintesis de dicho grupo (los SkQs) fueron los citados en la introduccién, un
grupo de cientificos rusos liderados por Antonenko YN y Skulachev VP siendo este ultimo el
“creador” de la familia de moléculas. De hecho, queda patente su nombre en todas las moléculas

por el prefijo Sk.

B

Sintetizaron diversos derivados de la plastoquinona, combinandola con los iones “penetrantes’
citados anteriormente, probandolos en diferentes modelos, para después comprobar su funcion
antioxidante en los experimentos posteriores (Antonenko et al., 2008).

H H
- Gi HsC. A Hs
Hy .. it e ot
HaC' SkQR1
H
Hs Hs

e i H L:P
HsC’

Bz ;&0 MitoQ

:):E\/WEO . /\/\/\N\/\E‘i@ CiPP

Figura 18. Diferentes derivados sintetizados en el estudio de Antonenko et al. 2008

Los derivados sintetizados fueron los siguientes:

SkQ1: Posee un residuo de plastoquinona, una cadena de carbono o “linker” de 10 carbonos y un
i6n penetrante trifenilfosfonio; SkQ2M: Posee un residuo de plastquinona, un linker de 10
carbonos y un io6n penetrante de metil-carnitina; SkQ3: Posee un residuo similar a la
plastoquinona, pero con un grupo metilo adicional en el carbono 5, siendo un hibrido entre la
ubiquinona y la plastoquinona. El resto es igual que el SkQ1; SkQ4: Igual que el SkQ1 salvo que
el i6n es tributilamonio; SkQ5: Igual que el SkQ1 salvo que el linker es de solo 5 carbonos.;
SkQR1: Igual que el SkQ1 pero con un residuo de rodamina 19, el Gnico SkQ con propiedades

fluorescentes, por lo que su paso por las membranas, las mitocondrias y células es facilmente
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detectable.; MitoQ y DMQ: MitoQ posee un residuo de ubiquinona con dos grupos metoxi,

mientras que el DMQ solo posee uno; C12P3P: es el linker y cation aislados.

Para la sintesis de los compuestos que contenian trifenilfosfonio se utilizé el siguiente esquema

general (Figura 19):

0
Re Rt nooccHner R Ri P(Ph);, 8595 °C Ry
Ry (NH4)28203, AgNO3 Rj (CHa)nBr Ry (CHz)n?(Ph)s
o o 0 Br
1a: Rq=H, R;=R;=CHj; 2a: Ry=H, R=R3=CHs, n=10 3a: Ry=H, R;=Ry=CH3,n=10 (SkQ1)
1b: Ry=R;=R3=CH 2b: Ry=R;=Rs=CHjs, n=10 3b: Ry=R;=R;=CHs, n=10 (SkQ3)
1c: Ry=CHj, R,=R;=0CHs 2¢: Rq=CH3, R;=R5=OCHj, n=10 3c: Ry=CHs, R;=R;=OCH3,n=10  (MitoQ)

1d: Ry=CHj, R,=H, R;=OCH; 2d: R4=CH3, Rp=H, R3=0CH3, n=10 3d: Ry=CH3, Rp=H, R3=OCH3, n=10 (DMQ)

2e: R4=H, R;=R3=CHj, n=5 3e: Ry=H, R,=R3=CHj, n=5 (SkQ5)

Figura 19. Esquema general de sintesis de los derivados SkQ con grupo trifenilfosfonio como i6n (Antonenko et al.
Supl, 2008).

Cada sintesis de los compuestos 1 se lleva a cabo a partir de una hidroquinona o 1,4-
dihidroxibenceno, al cual se le realiza la alquilacion de los radicales correspondientes a cada
compuesto. Después se realiza la oxidacion de las correspondientes alquilhidroquinonas con
KBrOs, un oxidante, para dar la forma oxidada de alquilquinonas (1a, 1b, 1c...). Ya tendriamos

los nacleos de los diferentes derivados con sus correspondientes radicales.

Para la primera etapa del esquema para producir los compuestos 2 se utiliza el acido 11-
bromoundecanoico para los compuestos 1a-1d, mientras que para el compuesto le se utiliza el
acido 6-bromohexanoico. Con este paso lo que se consigue es introducir el “linker” en la
molécula, en todos los casos de 10 carbonos menos en el 2e, que contiene un “linker” de 5

carbonos.

Para la segunda etapa se utilizé trifenilfosfina en benzeno o alcohol (disolventes) y se mantuvo
sellado con argon en tubo de cristal a 85-95°C durante 72 h. Tras la separacion del disolvente, el
residuo se precipita y se purifica con una cromatografia de columna silica gel. Ya se obtendria el

derivado completo con el cation hidrofobico ya en la molécula. (Antonenko et al. Supl, 2008).

Para la sintesis de SkQ4, Sk2M y SKQrR1 se utilizaron esquemas de sintesis diferentes debido a
sus caracteristicas estructurales. Los esquemas de sintesis se encuentran en las referencias
(Antonenko et al. Supl, 2008).
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4.2.6 Estudio de las propiedades fisicoguimicas de la familia de SkQs

Una vez sintetizados se comprobd su estabilidad en agua a un pH de 6,5 y 37°C. De mayor a
menor fue MitoQ > SkQ3 > SkQ1 > SkQR1, descomponiéndose el 50 % de este Gltimo en 3,5 h
mientras que para el SkQ1 fueron 54 h (Antonenko et al. Supl, 2008). Al ser compuestos
hidrofébicos se veia muy afectada su concentracion por la adsorcion a la superficie de los envases
y localizdndose en la interfaz aire/agua por lo que se recomienda una agitacion enérgica antes del
uso (Antonenko et al. Supl, 2008).

Nernst

T . = skaf
Para comprobar su difusion por las membranas se utilizaron “ , MitoQ
membranas de fosfolipidos gruesas ya que los SkQ E 80 /ﬂ/s(kom
desestabilizaban las bicapas lipidicas planas que habitualmente = &
se utilizan. Los resultados se muestran en la figura 20. Esta
figura implica que los antioxidantes mostrados pasaban a través @ 10° 0° 0°
de las membranas, pero no se observé difusion de los [Quincne]; M

Figura 20. Potenciales de difusion de los
compuestos SKQ2M y SkQ4, por lo que su estudio posterior derivados SkQ (Antonenko et al. Supl, 2008).

quedd en segundo plano (Antonenko et al. Supl, 2008).
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este compuesto es bastante elevado, de modo Figura 21. Captacion de SkQ1 (izquierda) y SkQ5 (derecha)
. ., (Antonenko et al. Supl, 2008).

gue un gran porcentaje de la captacion es
independiente del potencial de membrana mitocondrial, y de desacopladores (que impidan la
entrada de la molécula), dandose de forma pasiva por las propias membranas mitocondriales,
mientras que el resto es dependiente del potencial y de los desacopladores, como el FCCP, que
induce una pequefia pero medible salida del SkQ1 (Antonenko et al. Supl, 2008). Del SKQ5 decir
que, al ser menos hidrofdbico por tener una cadena mas corta, la fraccion potencial-independiente

es menor y la dependiente es mayor, por lo que su acumulacion es menor.

A continuacion, se investigo su capacidad para oxidarse y reducirse dentro de la mitocondria.
Tanto el NADH como el succinato resultaron ser donadores para la reduccion del SkQ1, al igual
que también podria ser reducido por el ubiquinol CoQH- (Antonenko et al., 2008). La oxidacion
se encontrd que podia ser enzimatica o no enzimatica (por los radicales lipidicos, malonato o el

O.). Laratio global es que la oxidacion es més lenta que la reduccion (Fig. 23), por lo que el SkQ1
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permanece en un estado mayoritario reducido, donde mejor actla como antioxidante. Esto
también significa que se le puede denominar un antioxidante recargable, ya que una vez que se

oxida, se reduce rapidamente (Antonenko et al., 2008).
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Figura 23. Absorbancia del compuesto a 274 nm, donde la curva en
azul representa la reduccién y la curva en rojo y verde representan la
oxidacion, mas lenta que la reduccién (Antonenko et al. Supl, 2008).

Mitochondrial respiratory chain
Figura 22. Estados de oxidacion-reduccion
del SkQ. (lomdina et al., 2015).

4.2.7 Estudio de las capacidades antioxidantes de la familia de SkQs

Entonces, ¢como relacionar el estrés oxidativo, los cationes transportadores y la eficacia de la
plastoquinona? Para ello el grupo ruso realiz6 diversos modelos de experimentos para comprobar
su efecto antioxidante, primero en solucion para ver de manera mas directa como disminuia la
formacion de los ROS; en lipidos, para observar coémo eran protegidos frente al dafio; y también
en mitocondrias aisladas y células humanas, HeLa, para comprobar los efectos antioxidantes a un

nivel mas general.

En solucidn se midi6 la habilidad para disminuir los niveles de OH". Para ello se utilizé un radical
iniciador llamado 2,2’-azobis(2-amidino-propano) dicloruro (AAPH en sus siglas en inglés) que
es capaz de producir dichos radicales de oxigeno. Si el compuesto es antioxidante, se observaria
una disminucion de la quimioluminiscencia propia de este método, como se observa en la figura
24. Se observa que el SkQ1H: reduce la quimioluminiscencia de forma mas acusada que la SkQ1,
mientras que el MitoQH- lo hace con menor potencia y el MitoQ no tiene practicamente ningln

efecto (Antonenko et al., 2008).
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Figura 24. Efecto antioxidante de SkQ1 y MitoQ y sus formas reducidas en solucion acuosa. (Antonenko et al., 2008)
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En lipidos se estudié la desactivacion de la peroxidacion de micelas lipidicas. La actividad de
SkQ1H; y MitoQH esté caracterizada por la reaccion entre el radical y el quinol correspondiente:
LO; + QH, &> LOOH + QH". Reaccion que compite con la reaccion de propagacion de la
peroxidacion: LO + LH > LOOH + L". Se vio que dichos antioxidantes producian la primera
reaccion de manera mas rapida, en concreto, el SkQ1H; era 4 veces més potente que el MitoQH,
de manera que se daba antes que la reaccién de propagacion, impidiendo el dafio. Tanto el SkQ1
como el MitoQ fueron inactivos en este sistema (Antonenko et al., 2008).

En mitocondrias cultivadas aisladas de corazén de £ 49 0
rata se investigd también su capacidad antioxidante % 0K
mediante la formacion de malondialdehido (MDA), :. =
marcador de estrés oxidativo, iniciado por Fe*? y E
ascorbato. En la figura 25 se ve como el efecto -;« "
antioxidante del SkQl se ve a mucha menos g o Apree———e——————— Z

0o 10* 10* 10" 10 10
concentracion que el SkQ3 y el MitoQ, ademas de que = Tl MitoQ
hay méas margen entre los efectos anti y prooxidantes [Quinone], M ‘-L.. ::g?

tad Ii hori tal ma Figura 25. Produccion de MDA de SkQ1, SkQ3,
(represen ado CoOmo una linea norizontal mas 0 Menos y MitoQ. (Antonenko et al., 2008)

larga) (Antonenko et al., 2008). Adicionalmente se

estudio que el contenido en cardiolipina se mantenia con un pretratamiento de 100 nM de SkQ1.
La cardiolipina es practicamente el primer fosfolipido afectado por la cadena oxidativa del radical
OH-' y se encuentra de forma abundante en las mitocondrias (Antonenko et al., 2008).

En células humanas, HelLa, el SKQR1, el SkQ con 100-
capacidad fluorescente, fue encontrado especialmente o 80
localizado en las mitocondrias, tras aproximadamente 1 h. ; 60-
Mas tarde se incubd en un medio sin SKQR1, donde se é_ 40/
produjo una liberacion lenta del SKQR1 (tiz: 2,5 h), §' 20
demostrando que se acumulan en estos organulos gracias gl SRt
a los cationes transportadores. Estudiaron en dichas 0 10™10"10™ 10° 10° 107

. . , ] ) . [Quinone], M
células si los SkQ poseian propiedades antiapoptdticas y

Figura 26. Disminucion de la apoptosis por SkQ1,
antinecroéticas, si la muerte de la célula era debida a los  SkQR1y MitoQ. (Antonenko et al., 2008)

ROS. Se vio que a concentraciones de tan solo 0,2 nM de SkQ1 en pretratamiento, abolian casi
completamente la apoptosis inducida por 400 uM H0O, siendo el SKQR1 mas efectivo en este

caso (Fig. 26).

También se puede observar ese mismo efecto en la figura 27, en la que se produce un

pretratamiento previo de 20 nM de diversos SkQs, tras el cual se aplicaron 400 pM de H,O; para
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observar la posible apoptosis inducida por los radicales 100
! 7
libres generados. Anteriormente se descubrio que la o ] 7
)
adicion de H.O; resultaba en la fosforilacion de ciertas g 60 i//
- ” - g
proteinas, que incrementaban la generacion de radicales & 4] %
Qo //;/
libres. Se vio que este fenémeno era abolido cuando habia < 5] 7
7
un pretratamiento con SkQ1 (Fig. 27), sin embargo, ol dndal W
- . S 2 PO ov o o
cuando la concentracion de H20: era superior a 500 pM, & og“—- R o’b B 30
() N

los efectos protectores del SkQ1 empezaban a disminuir,

: : A1t Figura 27. Porcentaje de apoptosis en pretatamiento
ya que posiblemente sobrepasa su capacidad terapéutica con 20 nM de diversos SkOs y adicion de 400 M de

(Antonenko et al., 2008). H202 cuando se indica. (Antonenko et al., 2008)

Impedian también sucesos proapoptéticos inducidos por H202, como la migracion de la proteina
proapoptoética BAX a la mitocondria o la salida del citocromo c al citosol, mediante observacion
al microscopio. También se observd que prevenia de la descomposicion de los filamentos
mitocondriales que lleva a una disminucion del tamafio del organulo (fenémeno preapoptético)
(Antonenko et al., 2008).

Sin embargo existen también efectos prooxidantes, cuando un antioxidante sobrepasa cierta dosis.
La actividad prooxidante en solucién acuosa del SkQ1 vy el ] ‘
MitoQ fue estudiada mediante la velocidad de reaccion de O, a o

O,°. Para ello se utilizd un espectrofotometro y un

0.19

espectrébmetro de resonancia electronica (ESR) (Fig. 28).

Superoxide formation, uM/min

MitoQ SkQ1
MitoQ era mucho mayor que la del SkQ1, pero la de esta rigyra 28, Formacion del anién superoxido
medida con un espectrometro ESR. (Antonenko
et al., 2008)

Ambos métodos mostraron que la capacidad prooxidante del 00

tampoco era despreciable (Antonenko et al., 2008).

También se midi6 la capacidad prooxidante en la mitocondria para producir H,O2, en ausencia
de ADP. De forma resumida, se vio que la “ventana” en la que la cual el efecto antioxidante no
se acompafiaba de un efecto prooxidante, era mayor en el SkQ1 (0,9 a 850 nM) que el MitoQ (de
350 a 550 nM) y el SKQ3 en un punto intermedio (de 25 a 1600 nM) (Antonenko et al., 2008).

¢Qué se puede deducir de todos estos estudios del SkQ1? En primer lugar, la capacidad
antioxidante es satisfactoria tanto en solucién (en un medio hidrofilico) como en lipidos (medio
hidrofébico) ya que reduce la produccion de los ROS y la propagacion de la peroxidacion lipidica.
En segundo lugar, que se acumulan de manera efectiva en las mitocondrias ya que impide la
formacion de marcadores de oxidacion, siendo mucho més activo que la MitoQ. En tercer lugar,

a consecuencia de su pretratamiento, se produce una menor apoptosis (cuando es debida a los
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ROS) ya que al impedir la propagacion de la cadena oxidativa, bloguean los sucesos
preapoptéticos. Y en cuarto y ultimo lugar, la capacidad prooxidante es mucho menor que la

MitoQ y con un intervalo entre los efectos anti y prooxidantes mucho mayor que la MitoQ.
En resumen se explicard las razones por las que se escogio el SkQ1 frente a los otros SKQs.

El primer punto de cribado fue la capacidad para atravesar membranas. EI SKQ2M, SkQ4 vy el
SkQ5 no tuvieron una difusion buena a través de las membranas, este Ultimo debido a su menor
hidrofobicidad por su linker mas corto, pero los otros dos debido a que su cation transportador no
era tan efectivo como el trifenilfosfonio. Asimismo solo se compard la capacidad de acumulacion
en la mitocondria del SkQ1, con el SkQ5, resultando este Gltimo también menos acumulado.
Debido a estos dos experimentos, la investigacion del SkQ2M, SkQ4 y el SkQ5 quedd en segundo
plano.

En los estudios posteriores se discutié sobre los efectos del SkQ1, SkQ3 y el SKQR1. EI SkQ3
resulté que tenia una eficacia intermedia, por lo que se deduce que el radical metilo que contiene
de méas comparado con el SkQ1, puede influir en una pequefia disminucién de la actividad
antioxidante. En el caso del SKQRL1, se observd que incluso era mas efectivo que el SkQ1, en
células HelLa, aunqgue el propio autor comenta que no esté claro porque la sustitucion del cation
transportador conlleva un aumento de la eficiencia (Antonenko et al., 2008), teniendo unos
valores antioxidantes similares entre los dos en mitocondrias aisladas, aungue se comenta que
este aumento puede ser debido a que el SkQ1 es un mejor sustrato de la ABC ATPasa,
transportador inespecifico de la célula, que expulsa moléculas exdgenas. Sin embargo, el SKQR1
no resulta el farmaco final debido a que se desconocen los efectos a largo plazo de un catién

fluorescente, aparte de que su estabilidad en solucién era baja.

Finalmente llegamos al SkQ1, analogo a la plastoquinona, ya que contiene el mismo resto de
quinona pero con una cadena lateral diferente, con un catién transportador que le permite entrar
de forma facil a la mitocondria y acumularse para hacer frente a las reacciones oxidativas de
manera eficaz como se ha citado anteriormente, incluso siendo recargable, gracias a la propia
cadena de respiracion mitocondrial, ademéas de tener una estabilidad en solucién aceptable. Su
eficacia es mayor que su precedente més directo, el MitoQ (igual que el SKQ1 pero con un resto
de ubiquinona), consiguiendo a fin de cuentas, menores tasas de apoptosis, al mismo tiempo que
su ventana en la que ejerce como antioxidante vuelve a ser mayor que el MitoQ, por lo que resulta

ser la mejor opcion de las sintetizadas por el grupo de investigacion ruso.
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4.2.8 Estudios in vivo y ensayos clinicos del SkQ1

Los efectos antioxidantes han sido puestos a prueba en ensayos con animales y clinicos. El mismo
grupo ruso de investigacion, en adicion a la sintesis y pruebas in vitro, también ejecutd diversos
experimentos para frenar enfermedades relacionadas con los ROS y con la edad (arritmias de
corazon, infartos, isquemia de rifion...) donde obtuvieron resultados prometedores (Bakeeva et
al., 2008). Asi como también en el estudio de Anisimov et al. donde comenzaron a hacer pruebas
en organismos vivos, tanto hongos e insectos, como en ratones (Anisimov et al., 2008). En el caso
de Shabalina et al., en su investigacidn se utilizaron ratones mutados para tener un envejecimiento
acelerado, que fue frenado aparentemente con el tratamiento con el SkQ1 (Shabalina et al., 2017).
También en estudios de Tsybul’ko et al. se demostré que aumentaba la longevidad del insecto
Drosophila melanogaster (Tsybul'ko et al., 2017) entre otros articulos. En la actualidad se estan
obteniendo resultados esperanzadores en investigaciones sobre modelos de infarto, artritis y

demas enfermedades neurodegerativas (Zielonka et al., 2017).

En cuanto al sistema visual, ya en 2008 empezaron a realizar investigaciones en enfermedades

oculares relacionadas con la edad en animales, como retinopatias, cataratas, uveitis... (Neroev et
al., 2008).

Y en cuanto al ojo seco, Zernii et al., investigaron un modelo de ojo seco generado tras la
aplicacién de anestesia en conejos, en el cual investigaron los posibles efectos beneficiosos del
SkQ1 a unas dosis de 0,25, 2,5y 7,5 uM, siendo esta Gltima la més efectiva. Observaron que la
premedicacién con este medicamento: 1) Prevenia cambios prenecréticos, necréticos y
apoptoticos en la superficie epitelial corneal, provocados por el 0jo seco generado por la anestesia;
2) Producia una potenciacion en la generacion de las defensas antioxidantes enziméticas, como
enzimas glutation peroxidasas o reductasas; 3) Detenian el desarrollo de reacciones
proinflamatorias llevadas a cabo por la TNF-a o 1a IL-6, asi como también promover la presencia

de compuestos antiinflamatorios, como la IL-4 y IL-10 (Zernii et al., 2017).

Fue en 2012 cuando se empez6 a utilizar el SkQ1 para el ojo seco bajo el nombre de Vizomitin®
y se comenzaron a ver sus posibles efectos beneficiosos, frente al tratamiento con lagrimas
artificiales, como primer ensayo clinico realizado en Rusia (Yani et al., 2012). Mas tarde se

comercializaria en Rusia como farmaco para su posible prescripcion.

En un segundo ensayo ruso, Brzheskiy et al., aseguraron la seguridad, tolerabilidad y eficacia del
Vizomitin® frente al placebo, ilustrando que con el tratamiento de dicho farmaco se producia
menor tincion corneal, a la vez que restauraba la funcién celular y la estabilidad de la pelicula
lagrimal (Brzheskiy et al., 2015).
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Se han realizado estudios en fase 2 en los Estados Unidos de seguridad y eficacia (Petrov et al.,
2016) donde se mejoraron tanto los signos (por las tinciones de fluoresceina y verde de lisamina)
como los sintomas del ojo seco (menos disconfort oculares, sequedad...) en los 87 sujetos que
participaban en el ensayo, en comparacion con el placebo. Se puso de manifiesto la posible
utilidad del SkQ1 dentro de esta enfermedad, una vez mas.

Actualmente no se considera de primera linea este tratamiento, ya que la relacion entre la
produccién de radicales libres y el o0jo seco aun esta en continuo estudio, de modo que habra que
esperar nuevos estudios que confirmen la mejoria a largo plazo de este farmaco, asi como también
los posibles efectos adversos gque aln no se hayan descubierto. Se espera que esta direccion de
tratamiento sea una alternativa esperanzadora en cuanto al tratamiento de la patologia del ojo seco
y otras diversas patologias oculares. Aparte de las posibles aplicaciones en la medicina general,
en los proximos afios veremos si este tratamiento se consolida como una alternativa fundamentada
y viable, y que presente ventajas en la patologia del ojo seco frente a los tratamientos que se

prescriben actualmente.
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5. CONCLUSIONES
Del latanoprost se concluye que:

1) Su desarrollo fue a través de la busqueda de analogos en forma de cribado, identificando los
puntos clave de su estructura comparando la afinidad frente al receptor FP de los diferentes
derivados de prostaglandinas, llegando al que tenia mas afinidad y mejor reduccion de la P10 sin

tener efectos secundarios.

2) Su mecanismo de accion implica un aumento del flujo uveoescleral, al reducir la resistencia
del cuerpo ciliar, por una remodelacién de su matriz extracelular por parte de la MMPs y la

relajacion del musculo ciliar.

3) Su sintesis inicial se basa en la sintesis de Corey de prostaglandinas de los 70, pero que se han

publicado alternativas con puntos de vista distintos y rendimientos mayores.

4) El papel de los prostanoides en el glaucoma sigue en estudio, con nuevos analogos y la

investigacion de nuevos farmacos contra esta enfermedad sigue en activo.
Del SkQ1 se concluye que:

1) La relacion entre el ojo seco y el estrés oxidativo es clara tras encontrarse marcadores de

oxidacidn en dicha enfermedad, basandose en los diferentes modelos experimentales.

2) Gracias al desarrollo de los cationes transportadores, es posible acumular moléculas en la

mitocondria.

3) La plastoquinona es un antioxidante eficaz frente a los diferentes radicales libres y la

peroxidacién lipidica.

4) El grupo ruso liderado por Skulachev VP desarroll6 un método de sintesis del SkQ1, mediante
la union de las moléculas comentadas en los puntos 2) y 3), comprobando mediante diferentes

modelos de experimentacion su capacidad antioxidante.

5) Existen ya ensayos clinicos avalando el efecto del SkQ1, con el objetivo de que pueda

convertirse en alternativa fiable y viable frente a la patologia del ojo seco.
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