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1 RESUMEN

1.1 RESUMEN EN CASTELLANO

Las enfermedades neuroldgicas son actualmente uno de los principales problemas médicos y
socioecondémicos, debido a la alta tasa de morbilidad y mortalidad que afectan a cientos de
millones de personas en todo el mundo. La epilepsia es un trastorno neuroldgico cronico,
caracterizado por descargas neuronales excesivas y anormales en el cerebro, que conducen a
episodios de crisis epilépticas espontaneas y recurrentes. La enfermedad de Parkinson (EP) es
considerada una enfermedad neurodegenerativa, cronica y progresiva del sistema nervioso
central (SNC) causada por una disminucion marcada y gradual en la produccion de dopamina
(DA) en la via nigroestriada.

Recientemente se descubrio que las crisis epilépticas estan relacionadas con el deterioro
cognitivo y que la epilepsia y algunas enfermedades neurodegenerativas, como la EP, tienen
etiologias que estan intrinsecamente relacionadas. Ambas comparten mecanismos patoldgicos
similares, como la desregulacion de neurotransmisores, la excitotoxicidad, la disfuncion
mitocondrial, el aumento de las citocinas proinflamatorias y de las proteinas pro-apoptéticas,
entre otros.

Debido a la compleja etiologia de estas enfermedades, hoy se investiga en el desarrollo de
nuevos farmacos que sean capaces de actuar sobre multiples dianas terapéuticas.

La gamma-decanolactona (GD) es un compuesto monoterpénico que en estudios previos
demostro tener actividad neuroprotectora in vivo e in vitro. La presente tesis doctoral tiene
como objetivo estudiar los aspectos neurofarmacoldgicos y el mecanismo de accion de la GD
en modelos experimentales de epilepsia y de la EP, para contribuir a un mayor conocimiento
de la GD y su posible aplicacién en clinica.

En esta tesis se han llevado a cabo estudios in silico, in vitro, in vivo y ex vivo.

Los estudios in silico incluyen las propiedades fisicoquimicas, la capacidad para atravesar
la barrera hematoencefalica (BHE) y la capacidad de fijacion a las isoformas de la MAO.
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Para la realizacion de los experimentos in vivo se utilizaron ratones albinos machos “Mus
Musculus” CF-1 o Charles River “CD1-Swiss” con 2-3 meses de edad y un peso de 25 £ 5
gramos.

Para evaluar sus propiedades anticonvulsivas, se estudio la posible actuacion de la GD
(300 mg/kg) en los sistemas purinérgico y GABAérgico, utilizando los modelos de crisis
aguda inducida por la aminofilina (AMINOPH) y el de crisis subcronicas (Kindling)
inducidas por el pentilentetrazol (PTZ). Para hacer posible esta investigacion, utilizamos dos
antagonistas de adenosina, el DPCPX (antagonista del receptor A:) y el ZM241385
(antagonista del receptor Aza) y un antagonista GABAérgico, la bicuculina (antagonista del
receptor GABAA). La expresion de proteinas del receptor GABAA al y del receptor de
adenosina A: se evaluo mediante la técnica de Western blotting en muestras de hipocampo de
ratones sometidos al modelo de Kindling. Ademas, también se realizaron estudios de union a
los receptores de adenosina A1, Aca Azs Y As.

Para evaluar sus posibles propiedades antiparkinsonianas, se estudié el efecto de la GD in
vitro para inhibir las isoformas A y B de la enzima monoamino oxidasa humana (hMAO) y su
citotoxicidad en la linea celular de hepatoma humano (HepG2).

Estos estudios in vitro se completaron con los ensayos in vivo, donde se evalud la
coordinacion motora (prueba de Rota-rod), la modificacion de la temperatura corporal y la
actividad locomotora en una prueba de campo abierto. Estos ensayos in vivo se realizaron en
ratones reserpinizados (1,5 mg/kg, 18:00 h antes) o no reserpinizados, para evaluar el efecto
antiparkinsoniano de la GD (300 mg/kg), sola o asociada con levodopa mas benserazida
(LD+BZ, 100:25 mg/kg).

En los estudios in silico los resultados ponen de manifiesto que la GD presenta unas
adecuadas propiedades fisicoquimicas, capacidad para cruzar la BHE y para unirse de forma
preferente a la isoforma B de la MAO.

Los resultados obtenidos en la evaluacion de la actividad anticonvulsivante muestran que
la GD protegi6 a los ratones contra las crisis agudas inducidas por AMINOPH y contra las
crisis subcronicas inducidas por PTZ. El antagonista del receptor de adenosina Aza
(ZM241385) y el antagonista del receptor del GABAAa (bicuculina) no modificaron el
comportamiento de la GD. La administracion del antagonista del receptor de adenosina A
(DPCPX) revirtio el efecto protector de la GD en los dos modelos estudiados. Ademas, la GD

promovio un aumento en la expresion de la subunidad ol del receptor GABAAa, en el
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hipocampo de los ratones sometidos al modelo de Kindling. La GD préacticamente no muestra
afinidad por los receptores de adenosina.

En los resultados de la evaluacion de la GD como antiparkinsoniana se aprecio que esta
inhibid preferentemente la MAO-B de forma parcialmente reversible, con una Clso 55,95 +
9,06 uM. También es un compuesto seguro, ya que solamente a la concentracion méas alta
(100 uM) disminuy¢ la viabilidad de las células HepG2.

Finalmente, en los estudios in vivo, la GD revertié parcialmente la ataxia de los ratones
reserpinizados. El tratamiento concomitante de la GD con la LD+BZ mostr6 una potenciacion
de la reversion de la ataxia y también facilitd la reversion de la hipotermia causada por la
reserpina para todos los tiempos medidos (p < 0.01 vs. vehiculo), excepto a las 24:00 h. Por el

contrario, la GD no revirtio la hipocinesia en el ensayo de campo abierto.
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1.2 ABSTRACT IN ENGLISH

Neurological diseases are currently one of the main medical and socioeconomic problems,
due to the high morbidity and mortality rate affecting millions of people worldwide. Epilepsy
is a chronic neurological disorder, characterized by excessive and abnormal neural discharges
into the brain, leading to spontaneous and recurrent crisis episodes. Parkinson's disease (PD)
is considered a neurodegenerative, chronic, and progressive disease of the central nervous
system (CNS) caused by a marked and gradual decrease in dopamine (DA) production in the
nigroestric pathway.

It was recently discovered that epileptic seizures are related to cognitive decline and that
epilepsy and some neurodegenerative diseases, such as PD, have intrinsically related
aetiologies. Both share similar pathological mechanisms, such as neurotransmitter
dysregulation, excitotoxicity, mitochondrial dysfunction, increased pro-inflammatory
cytokines and pro-apoptotic proteins, among others.

Due to the complex etiology of these diseases, today research is being carried out on the
development of new drugs that are capable of acting on multiple therapeutic targets.

Gamma-decanolactone (GD) is a monoterpenic compound that has been shown in
previous studies to have neuroprotective activity in vivo and in vitro. The present doctoral
thesis aims to study the neuropharmacological aspects and the mechanism of action of GD in
experimental models of epilepsy and PD, to contribute to a greater understanding of GD and
its possible clinical application.

In this thesis, in silico, in vitro, in vivo and ex vivo studies have been carried out.

In silico studies include physicochemical properties, the ability to cross the blood-brain
barrier (BBB), and the ability to bind to MAO isoforms.

Male albino mice "Mus Musculus™ CF-1 or Charles River "CD1-Swiss" with 2-3 months
of age and weighing 25 £ 5 grams were used to carry out the in vivo experiments.

To evaluate its anticonvulsant properties, the possible action of GD (300 mg/kg) in the
purinergic and GABAergic systems was studied, using the models of acute seizure induced by
aminophylline  (AMINOPH) and that of subchronic seizure (Kindling) induced by
pentylenetetrazole (PTZ). To make this research possible, we used two adenosine antagonists,
DPCPX (A1 receptor antagonist) and ZM241385 (A2a receptor antagonist) and a GABAergic
antagonist, bicuculin (GABAA receptor antagonist). The expression of proteins of the GABAAa

al receptor and the adenosine Aj receptor was evaluated by means of the Western blotting
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technique in hippocampal samples of mice subjected to the Kindling model. In addition,
studies of binding to adenosine A1, A2a Azs and As receptors were also performed.

To evaluate its possible antiparkinsonian properties, the effect of GD in vitro to inhibit
isoforms A and B of the human monoamine oxidase enzyme (hMAO) and its cytotoxicity in
the human hepatoma cell line (HepG2) was studied.

These in vitro studies were completed with in vivo tests, where motor coordination (Rota-
rod test), modification of body temperature and locomotor activity were evaluated in an Open
Field Test (OFT). These in vivo tests were performed in reserpinized (1.5 mg/kg, 18:00
before) or non-reserpinized mice, to evaluate the antiparkinsonian effect of GD (300 mg/kg),
alone or in combination with levodopa plus benserazide (LD+BZ, 100:25 mg/kg).

In the in silico studies, the results show that GD has adequate physicochemical properties
and the ability to cross BBB.

The results obtained in the evaluation of the anticonvulsant activity show that GD
protected the mice against acute seizures induced by AMINOPH and against subchronic
seizures induced by PTZ. The adenosine Axa receptor antagonist (ZM241385) and the
GABAA receptor antagonist (bicuculin) did not modify the behavior of GD. Administration of
the adenosine A1 receptor antagonist (DPCPX) reversed the protective effect of GD in the two
models studied. Furthermore, GD promoted an increase in the expression of the al subunit of
the GABAA receptor in the hippocampus of mice subjected to the Kindling model. GD shows
practically no affinity for adenosine receptors.

In the results of the evaluation of GD as antiparkinsonian, it was observed that GD
preferentially inhibited MAO-B in a partially reversible way, with an ICso of 55.95 + 9.06
MM. It is also a safe compound, since only at the highest concentration (100 uM) did the
viability of HepG2 cells decrease.

Finally, in the in vivo studies, GD partially reversed ataxia in reserpinized mice.
Concomitant treatment of GD with LD+BZ showed potentiation of ataxia reversal and also
facilitated reversal of hypothermia caused by reserpine for all times measured (p < 0.01 vs.
vehicle), except at 24:00 h. In contrast, GD did not reverse hypokinesia in the OFT.
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1.3 RESUMO EN GALEGO

Esta tese doutoral forma parte dun acordo de colaboracion internacional (co-tutela) entre a
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) do Brasil, e a Universidade de Santiago
de Compostela (USC) da Espafia.

As enfermidades neuroldxicas son actualmente un dos principais problemas médicos e
socioecondémicos por mor da alta taxa de morbilidade e mortalidade que afecta a centos de
millons de persoas en todo 0 mundo.

Estas enfermidades tefien un grande impacto na vida profesional, social e familiar dos
pacientes e poden levar a unha incapacidade total para realizar calquera tipo de actividade
diaria. Por este motivo, os coidadores e familiares que controlan a vida cotia destes pacientes
tamén acaban sendo vitimas invisibles da enfermidade.

A epilepsia € un trastorno neuroldxico cronico, caracterizado por descargas neuronais
excesivas e anormais no cerebro, que leva a crises epilépticas recorrentes e espontaneas. Os
sintomas dependen da &rea implicada na orixe e/ou propagacion das crises epilépticas. Porén,
0S mais comuns son: tremores corporais, confusion e dificultade para responder, sintomas
visuais ou sensoriais e unha breve perda de cofiecemento.

A epilepsia afecta polo menos 50 milléns de persoas en todo o mundo, a maioria nas
rexions non atendidas. A incidencia e prevalencia tefien taxas altas en nenos menores de 5
anos, unha baixa incidencia de novos casos na idade adulta e un aumento dos novos casos en
adultos maiores de 55 anos.

Segue a ser obxecto de debate como unha lesion cerebral inicial causa crises epilépticas.
Non obstante, a excitotoxicidade causada polo glutamato, a neuroinflamacién e o estrés
oxidativo parecen representar unha "triade" patoxena que caracteriza a neurobioloxia da
epilepsia.

A enfermidade de Parkinson (EP) considérase unha enfermidade neurodexenerativa,
cronica e progresiva do sistema nervioso central (SNC) causada por unha diminucién marcada
e gradual da producién de dopamina (DA) na via nigrostriatal. Os sintomas da EP adoitan
desenvolverse lentamente ao longo dos anos. Os sintomas motores caracterizanse
clinicamente como bradiquinesia (lentitude dos movementos), que en estadios avanzados
pode alcanzar a akinesia (ausencia de movementos conscientes); rixidez; tremor e reflexos

posturais deteriorados, producindo inestabilidade e caidas frecuentes.
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A EP considérase o trastorno neurodexenerativo que mais medra no mundo,
converténdoo na segunda enfermidade neurodexenerativa mais comdn, detréas da enfermidade
de Alzheimer (EA). De 1990 a 2015, o numero de persoas con EP duplicou a mais de 6
millons, debido principalmente ao envellecemento da poboacion e espérase que esta cifra
duplique de novo a mais de 12 milléns para o ano 2040.

Un dos trazos caracteristicos da neuroquimica da EP inclie a perda de neuronas
dopaminérxicas no SNpc, que se proxecta cara ao estriado. En estadios avanzados, a
dexeneracion tamén pode afectar a integridade funcional da cortiza prefrontal.

Recentemente descubriuse que as crises epilépticas estan relacionadas co declive
cognitivo e que a epilepsia e algunhas enfermidades neurodexenerativas, como a EP, tefien
etioloxias relacionadas intrinsecamente. Ambos os dous comparten mecanismos patoldxicos
semellantes, como a desregulacién dos neurotransmisores, a excitotoxicidade, a disfuncion
mitocondrial, 0 aumento das citocinas proinflamatorias e as proteinas pro-apoptéticas, entre
outras. Son duas enfermidades neuroléxicas que causan unha discapacidade importante e
tefien un impacto negativo substancial na calidade de vida dos pacientes e as stas familias.

A maioria dos farmacos utilizados clinicamente caracterizanse por mellorar os sintomas,
pero non afectan a progresion da enfermidade. Este feito, xunto cos efectos adversos, asi
como o custo/beneficio dos tratamentos estandar para a epilepsia e o Parkinson, aumentaron a
demanda de novos medicamentos para tratar estas enfermidades.

Nos ultimos anos, o principal obxectivo do enfoque de ambas as enfermidades foi
desenvolver medicamentos que permitan non sé actuar sobre os sintomas ou atrasar o seu
progreso, sendn deter ou reverter o proceso fisiopatoldxico que 0s orixina.

Debido & complexa etioloxia destas enfermidades, hoxe en dia estanse a investigar sobre
o desenvolvemento de novos farmacos capaces de actuar sobre multiples obxectivos
terapéuticos.

A gamma-decanolactona (GD) é un composto sintético monoterpenico cunha estrutura
quimica semellante &s lactonas presentes no aceite esencial da planta Aeollanthus suaveolens,
gue é usado en etnomedicina polos nativos do Amazonas debido &s sUas supostas
caracteristicas medicinais (sedante, anticonvulsiva, analxésica, hipnética e ansiolitica).

Estudos previos demostraron que a GD presenta actividade hipndtica, hipotérmica e
anticonvulsivante en ratos. A GD mostrou un efecto protector significativo nas crises

epilépticas inducidas por pentilenetetraol (PTZ), isoniazida (INH) e 4-aminopiridina (4-AP).
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Nun modelo agudo de crise inducida por pilocarpina, os ratos que recibiron a dose de 300
mg/kg da GD mostraron unha maior latencia ao comezo da primeira crise. Nas anélises
biogquimicas, as doses de 300 mg/kg e 100 mg/kg da GD protexeron 0s animais contra o estrés
oxidativo e os danos no acido desoxirribonucleico (ADN) producidos pola pilocarpina.

Ademais, a avaliacion realizada a través dunha proba de binding mostrou que a GD foi
capaz de inhibir de forma dependente da concentracion a union especifica do L- [3H] -
glutamato e que esta accién pode estar implicada na actividade anticonvulsivante desta
lactona.

Estudos in vitro demostraron que a GD atenUa a activacion das células microgliais (N9)
no modelo de lipopolisacarido (LPS). Simultaneamente, tamén se observou que a GD diminue
a expresion de marcadores inflamatorios como Oxido nitrico sintase inducible (iNOS), factor
de necrose tumoral-a (TNF-a) e, en consecuencia, inhibe a formacion de especies reactivas de
osixeno (EROS). Ademais, a GD bloquea marcadores de apoptose como a fosforilacion p38-
MAPK e a activacion da caspase-9, diminuindo o dano causado ao ADN. Estes datos indican
que a GD ten un potencial terapéutico neuroprotector e que exerce 0s seus efectos inhibindo a
neuroinflamacion.

Nun intento por descubrir novas terapias que sexan seguras, efectivas e con poucos ou
nulos efectos adversos para o tratamento de enfermidades do SNC, esta tese doutoral tivo
como obxectivo xeral profundar no cofiecemento dos efectos neurofarmacoldxicos e 0s
mecanismos de accion da GD para avaliar a sta potencial aplicacion clinica para o tratamento
de duas enfermidades neuroloxicas prevalentes na poboacion actual: a epilepsia e a EP.

Para que isto sexa posible, nesta tese doutoral levaronse a cabo estudos in silico
(computacional), in vitro, in vivo e ex vivo.

Nos estudos in silico, para cofiecermos as propiedades fisicoquimicas e farmacocinéticas
da GD, realizamos calculos teoricos utilizando o programa Molinspiration (Molinspiration

Cheminformatics, https://www.molinspiration.com/).

A predicion da capacidade de cruzar a barreira hematoencefalica (BHE) foi avaliada co
programa en lifia, CBLigand-BBB (https://www.cbligand.org/BBB/); coa aplicacion de dous

algoritmos, support vector machine (SVM) e AdaBoos; e con catro tipos de pegadas dixitais,
MACCS, Open Babel (FP2), Molprint 2D e PubChem. O programa ofrece unha puntuacion
preditiva superior a 0 se 0 composto probado pode atravesar a BHE.


https://www.molinspiration.com/
https://www.cbligand.org/BBB/
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Para avaliar e comprender como a GD se une &s dianas moleculares das ddas isoformas
da enzima maomonoaminooxidasa (MAO), realizaronse estudos de molecular docking. A
estrutura 3D das enzimas MAO-B e MAO-A obtivose a partir do banco de datos de proteinas

(Protein Data Bank - https://www.rcsb.org/). A estrutura 3D do ligando GD obtivose

empregando os programas Marvin JS e Open Babel. Os estudos de acoplamento realizaronse
empregando o servidor web COACH-D. Despois empregouse o programa Autodock Vina
para seleccionar a mellor posicién do ligando predefinida.

Para realizar os experimentos in vivo empregaronse ratos albinos machos "Mus
Musculus™ CF-1 ou Charles River "CD1-Swiss" con 2-3 meses de idade e un peso de 25 £ 5
gramos. O nimero minimo de animais empregados en cada experimento foi de 8 (N = 8-12).

Antes de realizar os experimentos, 0s animais aclimataronse as condiciéns ambientais,
durante un minimo de 72 horas, nunha sala cun ciclo de luz/escuridade de 12 horas (luces
acesas as 07:00), cunha temperatura constante de 23 + 2°C e con control da humidade
ambiental (45 - 65%).

Todos os experimentos realizaronse nunha sala illada & mesma hora do dia (entre as
08:00 e as 14:00), para evitar posibles variacions causadas polos ritmos circadianos. Todos 0s
procedementos de manipulacion de animais realizdronse mantendo o0 seu benestar para
minimizar o potencial estrés causado polos experimentos.

Para avaliar as stas propiedades anticonvulsivantes, estudouse a posible accion da GD
(300 mg/kg) nos sistemas purinérxico e GABAérxico, empregando os modelos de crises
agudas inducidas pola aminofilina (AMINOPH) na dose de 280 mg/kg e o modelo de crises
subcronicas (Kindling) inducidas polo pentilenotetrazol (PTZ) na dose de 43 mg/kg. Para
facer posible esta investigacion, empregamos dous antagonistas da adenosina, 0 DPCPX
(antagonista do receptor A1) (2 mg/kg) e 0 ZM241385 (antagonista do receptor Aza) (3
mg/kg) e un antagonista GABAérxico, a bicuculina (antagonista do receptor GABAA) (2
mg/kg). O diazepam (DZP) (2 mg/kg), un agonista dos receptores de benzodiazepinicos que
mellora a accion do GABA nos receptores GABAA,, utilizouse como control positivo neste
estudo.

Os parametros avaliados no modelo agudo de AMINOPH durante sesenta minutos
cronometrados foron a aparicion de crises tonico-clonicas que duraron mais de 3 segundos e a

latencia de aparicion da primeira crise.


https://www.rcsb.org/
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Por outra banda, os pardmetros avaliados no modelo subcrénico de PTZ-Kindling durante
trinta minutos cronometrados foron a aparicion de crises clonicas nas extremidades anteriores,
que duraron mais de 3 segundos, e a latencia da primeira crise. Para a comparacion entre
grupos escolleuse a etapa 3 da escala de Racine para permitir unha avaliacién mais clara e
precisa do comportamento do animal.

A expresion de proteinas da subunidade ol do receptor GABAa e do receptor de
adenosina A foron avaliadas mediante a técnica de Western blotting en mostras de
hipocampo de ratos sometidos ao modelo de Kindling. Ademais, tamén se realizaron estudos
de union aos receptores de adenosina A1, A2a Azgs e Asz a través da proba de binding.

Para avaliar as suas posibles propiedades antiparkinsonianas estudouse o efecto da GD in
vitro sobre a inhibicion das isoformas A e B da enzima monoaminooxidasa humana (hMAO).
A citotoxicidade de catro concentracions (10 uM, 25 uM, 50 uM e 100 uM) de GD tamén se
avaliou na lifia celular de hepatoma humano (HepGz2), usando a proba de MTT.

Estes estudos in vitro completaronse con probas in vivo. Estas probas in vivo realizaronse
en ratos reserpinizados (1,5 mg/kg, 18:00 h antes) ou non reserpinizados para avaliar o efecto
antiparkinsoniano da GD (300 mg/kg), soa ou en combinacion con levodopa mais benserazida
(LD+BZ, 100:25 mg/kg).

Avaliouse a coordinacion motora a través do test de Rota-rod no que os parametros
avaliados foron o tempo empregado na barra xiratoria e a porcentaxe de animais que fallaron
(o tempo de corte foi de 180 s). As medidas tomaronse cada 30 minutos durante a primeira
hora e media (00:00, 00:30, 01:00, 01:30 h) e finalmente as 24:00 h da ultima administracion.
A modificacion da temperatura corporal destes animais tamén foi medida.

No test de actividade locomotora (Open field test) avalidronse os seguintes parametros
durante sesenta minutos: distancia percorrida (cm/h), velocidade media (cm/s) e frecuencia de
endereitamento.

Unha condicion bésica para que calquera composto actie no SNC é poder atravesar a
BHE e entrar no cérebro.

Moitos investigadores traballan coa chamada regra dos 5 ou regra de Lipinski na que se
recollen unha serie de propiedades fisicoquimicas comins a todas aquelas moléculas que

tefien boas propiedades de solubilidade e permeabilidade.
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Nesta tese, os resultados dos estudos in silico mostran que a GD ten valores miLogP
compatibles necesarios para atravesar as membranas. Os valores miLogP que oscilan entre -
0,4 e +5,6 son aceptables e a GD mostrou un valor neste intervalo (miLogP = 2,12).

O TPSA, descrito como un indicador preditivo da capacidade de atravesar a membrana, é
positivo para a GD (TPSA = 26,30). O peso molecular (MW) da GD ¢ 170.25 e o volume
molecular (MV) é 180,76. O valor da GD como doadora de enlaces de hidroxeno (nON) foi
de 0. Como aceptora de enlaces de hidroxeno (nOHNH) o valor obtido coa GD foi de 2.

A regra de Lipinski predi que a malabsorcion ou penetracion dun farmaco é mais
probable cando hai mais de cinco doadores de enlaces de hidroxeno, méis de 10 aceptores de
enlaces de hidroxeno, o peso molecular é maior que 500 Da e 0 miLogP é maior que 5.

Polo tanto, podese ver que a GD non incumpre a regra dos 5 de Lipinski, mostrando que
presenta propiedades fisicoquimicas axeitadas e capacidade para atravesar a BHE,
converténdose nun bo candidato a farmaco.

Os resultados obtidos na avaliacion da actividade anticonvulsivante mostran que a GD
protexeu os ratos fronte a crises agudas inducidas por AMINOPH. Os animais tratados con
GD (300 mg/kg) tiveron un aumento significativo na latencia de inicio da primeira crise (p <
0,05) e unha diminucion da porcentaxe de crises en comparacion co grupo control (p < 0,01),
confirmando a sua actividade neste modelo de estudo.

O antagonista do receptor de adenosina A invertiu a proteccion producida pola GD
mentres que o0 antagonista do receptor de adenosina Axa non puido modificar os efectos da
GD. Xuntos, estes resultados mostran que o efecto da GD pode deberse & sua interaccion cos
receptores de adenosina A1, pero non cos receptores de adenosina Aza.

A GD tamén protexeu os ratos contra as crises subcronicas inducidas por PTZ. Os
animais tratados con a GD 300 mg/kg tiveron un aumento significativo da latencia durante a
primeira crise (p < 0,001) e unha diminucion da porcentaxe de Crises vs. o grupo control (p <
0,001).

Como vimos no modelo anterior de AMINOPH, estes resultados poden levarnos a pensar
gue no mecanismo de accion da GD hai unha participacién dos receptores de adenosina A,
pero non dos receptores de adenosina Aza.

Ademais, a GD promoveu un aumento na expresion da subunidade al do receptor
GABAA no hipocampo de ratos sometidos ao modelo de Kindling. A GD non presenta

practicamente ningunha afinidade polos receptores de adenosina na proba de binding.



RESUMEN

Nos resultados da avaliacion da GD como antiparkinsoniana observouse que a mesma
inhibiu preferentemente a MAO-B dun modo parcialmente reversible, cunha Clso de 55,95 +
9,06 uM.

Nesta tese aplicamos a proba de molecular docking para comprender as caracteristicas de
union preferentes do ligando GD & isoforma MAO-B con respecto a MAO-A. En ambas as
isoformas, as simulacions de acoplamento revelaron a union de GD preto do sitio activo da
proteina. Estes experimentos revelaron un mellor valor de enerxia libre de union para o
complexo hMAO-B (-7,8 kcal/mol) que para o complexo hMAO-A (-6,1 kcal / mol).

S6 a maior concentracion da GD (100 uM) diminuiu significativamente a viabilidade das
células HepG2 (p < 0,01), demostrando asi que a GD &s concentracions mais baixas (10, 25,
50 y 100 uM) empregadas neste estudo non ten efectos hepatotoxicos. Eses datos son
importantes xa que mostran a seguridade da dose de 50 uM da GD, correspondente ao valor
da Clso na actividade inhibidora da MAO-B.

Baseado nos resultados anteriores descritos para GD e considerando a sua actividade in
vitro como inhibidor da isoforma MAO-B, utilizouse a proba de Rota-rod para avaliar o
efecto da GD sobre a coordinacién motora en animais de experimentacion.

Os animais do grupo RES/TW/CMCNa mostraron ataxia en todas as medidas (p <0,001)
en comparacién co grupo control (animais non reserpinizados), agas as 24 horas. Houbo unha
marcada diminucion da coordinacion motora & 01:30 h (57,88 + 21,39s).

O tratamento con LD+BZ parcialmente reverteu a ataxia despois de 01:00h (158,70 +
14,49s, p < 0,001) e 01:30h (139,60 + 15,96s, p < 0,01) en comparacion co grupo
RES/TW/CMCNa.

A GD soa reverteu a ataxia despois de 01:00 h e 01:30 h (128,80 = 22,30, p < 0,05 ¢
126,00 £ 20,18s, p < 0,05); respectivamente, en comparacion co grupo RES/ TW/CMCNa.

O tratamento conxunto de GD con LD+BZ, despois de 01:30 h, mostrou unha mellora do
efecto protector (162,90 + 12,89s, p < 0,001) en comparacion co grupo RES/TW/CMCNa.
Este tratamento reverteu mais rapido o estado normal dos animais mostrando que non hai
diferenza entre este grupo e o grupo non reserpinizado (grupo control).

A porcentaxe de animais tratados coa GD mais a LD+BZ que fallaron as 24 h é moi baixa
e semellante ao grupo tratado con vehiculo, mentres que, a0 mesmo tempo da avaliacion, os
grupos tratados s6 coa GD ou coa LD+BZ tefien unha porcentaxe de fracaso de arredor do

40%. Estes resultados mostran que hai unha potenciacién dos efectos farmacoldxicos coa
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asociacion de GD maéis LD+BZ. Estes resultados de coordinacion motora xuntos mostran que
hai unha potenciacién dos efectos farmacoldxicos coa asociacion de GD mais LD+BZ.

A GD non induciu cambios na temperatura corporal en ratos non reserpinizados. Os
animais reserpinizados mostraron unha diminucién marcada da temperatura corporal en todas
as medidas (p < 0,001), agés as 24 h, en comparacion cos ratos non reserpinizados. A
temperatura mais baixa (32,86 + 0,54°C) alcanzouse, na primeira medicion, (00:00) as 18 h
despois da administracion de reserpina. SO o tratamento com a GD facilitou a reversion
significativa da hipotermia en todo momento medido (p < 0,01), agas as 24:00 h, en
comparacién cos animais reserpinizados. Tras a dose empregada no noso estudo, a LD+BZ
soa ou asociada coa GD, non induciu cambios na temperatura corporal dos animais.

A avaliacion da actividade locomotora (Open field test) nos animais reserpinizados
mostrou unha reducion significativamente marcada na distancia total percorrida (en cm), na
velocidade (cm/s) e no numero de endereitamento, en comparacién co grupo control tratado
co vehiculo (H.O + CH3COOH) (p < 0,001). Este descubrimento confirma a hipocinesia
debido & diminucién da DA na via nigrostriatal, causada pola reserpina na dose empregada.

O tratamento coa GD soa (300 mg/kg) ou coa LD+BZ sés (100:25 mg/kg) e o co-
tratamento con ambos os farmacos asociados non reverteron a hipocinesia causada pola
reserpina (p > 0,05) nas doses empregadas neste estudo. Ademais, non houbo cambios nos
outros pardmetros analizados, como a velocidade e o endereitamento.

Nesta tese os principais descubrimentos foron, por un lado, verificar a capacidade da GD
de inhibir de xeito selectivo e parcialmente reversible a enzima MAO-B, que, xunto cos
resultados obtidos in vivo, o fan potencialmente Util para o tratamento da EP. Por outra banda,
tamén hai que destacar os efectos anticonvulsivos da GD nos dous modelos animais de crises
epilépticas estudadas.

En conclusion, a GD presenta un dobre perfil de posible utilidade clinica, tanto no

tratamento da EP como no tratamento da epilepsia.
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2 REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 INTRODUCCION

Las enfermedades neurologicas son una de las principales causas de morbilidad y mortalidad
y afectan a cientos de millones de personas en todo el mundo, convirtiéndose en uno de los
problemas médicos y socioeconémicos mas importantes de la actualidad (Abg Abd Wahab et
al., 2019; Organizacion Mundial de la Salud (OMS), 2020).

Estas enfermedades tienen un gran impacto en la vida profesional, social y familiar de los
pacientes y pueden llevar a una incapacidad total para realizar cualquier tipo de actividad
diaria. Por ello, los cuidadores y familiares que monitorizan la vida diaria de estos pacientes
también acaban siendo victimas invisibles de la enfermedad.

Segun la OMS, entre las enfermedades neuroldgicas se encuentran la epilepsia, la
enfermedad de Parkinson (EP), la enfermedad de Alzheimer (EA) y otras demencias, la
migrafia y otras cefalalgias, la esclerosis mdltiple, las infecciones neuroldgicas, los tumores
cerebrales, los traumatismos craneoencefalicos, los trastornos neuroldgicos causados por la
desnutricion y otras.

La epilepsia es una enfermedad neuroldgica cronica, no degenerativa, caracterizada por
descargas neuronales excesivas y anormales en el cerebro, que conducen a episodios de crisis
espontaneas y recurrentes (Fisher et al., 2014; Fisher et al 2017). Es una de las enfermedades
cerebrales graves mas comunes y afecta a mas de 50 millones de personas, el equivalente a
aproximadamente el 1% de la poblacion mundial (OMS, 2020).

Las crisis epilépticas pueden estar asociadas con una variedad de sintomas clinicos, como
cambios en la conciencia, movimientos y sensaciones (Chindo et al., 2014). EI mecanismo
neuronal involucrado en la epilepsia ain no se ha aclarado por completo, pero se sabe que
existe un desequilibrio entre los principales sistemas de neurotransmision excitatorio
(glutamatérgico) e inhibitorio (GABAérgico), aumento de la excitotoxicidad y
neuroinflamacion (Eyo et al., 2016).
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Recientemente se descubrid que las crisis epilépticas estdn relacionadas con el
deterioro cognitivo y que la epilepsia y algunas enfermedades neurodegenerativas, como
la EP, tienen etiologias que estan intrinsecamente relacionadas. Ambas comparten
mecanismos patologicos similares, como la desregulacion de neurotransmisores, la
excitotoxicidad, la disfuncién mitocondrial, el aumento de las citocinas proinflamatorias
y de las proteinas pro-apoptoticas, entre otros (Devinsky et al., 2013; Abg Abd Wahab et
al., 2019). Son dos enfermedades neurologicas que causan una discapacidad significativa
y tienen un impacto negativo sustancial en la calidad de vida de los pacientes y sus
familiares (OMS, 2020).

La EP es considerada una enfermedad neurodegenerativa, cronica y progresiva del
sistema nervioso central (SNC) causada por una disminucion marcada y gradual en la
produccién de dopamina (DA) en la via nigroestriada, responsable de la aparicion de los
sintomas (Buhidma et al., 2020). Algunos de los sintomas motores caracteristicos de la
EP son: temblores, bradicinesia y rigidez muscular. Pueden existir también alteraciones
de la postura, del equilibrio, depresion, ansiedad, trastornos del suefio, entre otros
(Brettschneider et al., 2015; Angelopoulou et al., 2020).

La EP es la segunda enfermedad neurodegenerativa mas comun, después de la EA, y
su prevalencia esta claramente relacionada con la edad (Van Den Eeden et al., 2003).
Segin Ascherio y Schwarzschild (2016), la tasa mediana de incidencia anual
estandarizada por edad en paises de ingresos altos es de 14 por 100.000 habitantes en la
poblacién total, mientras que en sujetos mayores de 65 afios la incidencia es de 160 por
100.000 habitantes, datos que crecen cada dia principalmente con la mejora de la
esperanza de vida.

La EA es la causa mas comun de demencia, afecta a mas de 40 millones de personas
en todo el mundo y se caracteriza por la pérdida neuronal observada en regiones
responsables de las funciones cognitivas, principalmente en la corteza, en los nudcleos
basales del prosencéfalo y en el hipocampo.

Al igual que en otras enfermedades neurolégicas, la fisiopatologia de la EA no esta
todavia claramente definida. Se sabe que estdn implicadas diversas alteraciones
histopatoldgicas, como el depodsito extracelular del péptido p-amiloide (AB) en el
parénquima cerebral (placas seniles) y en los vasos sanguineos cerebrales (amiloide

vascular), la formacion de ovillos neurofibrilares (NFT) de proteina Tau hiperfosforilada
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(pTau), pérdida neuronal (principalmente neuronas colinérgicas) y activacion e inflamacion
glial (Selkoe, 2001; Deane et al., 2004; Giacobini y Gold, 2013; Busche y Hyman, 2020).

La busqueda de nuevas moléculas con propiedades anticonvulsivas incluye el grupo de
las lactonas (Coelho De Souza et al., 1997; Rasgado et al, 2017). La a-etil-a-metil-y-
tiobutirolactona, por ejemplo, tiene igual o mejor accion anticonvulsiva que el &cido
valproico. Ademas, es menos tdxica y de accion méas prolongada (Ferrendelli et al., 1989).

La gamma-decanolactona (GD) es un compuesto monoterpeno, estructuralmente similar a
las lactonas que se encuentran en el aceite esencial de Aeollanthus suaveolens, una especie
comunmente utilizada por la poblacion amazonica como remedio natural (de Oliveira et al.,
2008; Pfluger et al.,, 2018a). La GD en estudios previos demostrd tener actividad
neuroprotectora in vivo e in vitro (Coelho De Souza et al., 1997; Pereira et al., 1997; Viana et
al., 2007; de Oliveira et al., 2008; Pfluger et al., 2016; Pflliger et al., 2018a, 2018b).

La mayoria de los farmacos utilizados en clinica se caracterizan por mejorar los sintomas,
pero no afectan a la progresion de la enfermedad. Este hecho, junto con los efectos adversos,
asi como el coste/beneficio de los tratamientos estandar de la epilepsia y el Parkinson, han
aumentado la demanda de nuevos farmacos para el tratamiento de estas enfermedades.

En los ultimos afios, el principal objetivo del abordaje de ambas enfermedades ha
consistido en desarrollar farmacos que permitan no sélo actuar sobre la sintomatologia o
Unicamente retardar su avance, sino detener o revertir el proceso fisiopatologico que las

origina.

2.2. EPILEPSIA

La epilepsia se considera una enfermedad neurolégica multifactorial, caracterizada por crisis
recurrentes no provocadas. Una crisis epiléptica se define conceptualmente como “una
aparicion transitoria de signos y/o sintomas debido a una actividad neuronal anormal excesiva
o0 sincronica en el cerebro”. Esta definicion fue publicada en 2005 por la Liga Internacional
Contra la Epilepsia (ILAE — International League Against Epilepsy) (Fisher et al., 2005;
Fisher et al., 2014; Fisher et al., 2017). Los sintomas dependen del area involucrada en el
origen y/o diseminacion de las crisis epilépticas. Sin embargo, los mas comunes son:
temblores corporales, confusion y dificultad para responder, sintomas visuales o sensoriales y

una breve perdida de conciencia (Johnson, 2019).
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De acuerdo con la ILAE, muchos pacientes con una primera crisis aislada nunca vuelven
a tener otras crisis. Sin embargo, después de una segunda crisis no provocada, el riesgo de
crisis recurrentes es alto, y las personas con dos 0 mas crisis no provocadas separadas por al
menos 24 horas son diagnosticadas como epilépticas. De manera similar, las personas con una
Unica crisis, pero con riesgo de futuras crisis de al menos el 60% (segun el historial médico o
el electroencefalograma) también se consideran epilépticas (Fisher et al., 2014; Fisher et al.,
2017; Scheffer et al., 2017; Johnson, 2019).

La epilepsia afecta al menos a 50 millones de personas en todo el mundo, la mayoria en
regiones desfavorecidas (OMS, 2020). La incidencia y la prevalencia poseen altas tasas en
nifilos menores de 5 afios, una baja incidencia de casos nuevos en la edad adulta temprana y un
aumento de casos nuevos en adultos mayores de 55 afios.

Las etiologias mas comunes de la epilepsia varian a lo largo de la vida. En general las
causas de la epilepsia pueden ser estructurales (ACV, tumores cerebrales), genéticas
(epilepsias relacionadas con el gen que codifica para la subunidad alfa 1 del canal de sodio
regulado por voltaje (SCN1A), infecciosas (infecciones cerebrales bacterianas o virales),
metabolicas (sindrome de deficiencia del transportador de glucosa 1 (GLUT1)), inmunitarias
(esclerosis multiple y encefalitis autoinmune) o desconocida. Ademas, un paciente puede
clasificarse en mas de una categoria etioldgica (Figura 1) (Scheffer et al., 2017, Fisher et al.,
2017, Devinsky et al, 2018).

En los nifios, la predisposicion genética y las malformaciones congénitas o los ACV son
las causas mas frecuentes. En los adultos jovenes las lesiones cerebrales traumaticas, las
infecciones, las cicatrices y los tumores se convierten en causas importantes. En los adultos de
edad avanzada, los ACV, las enfermedades neurodegenerativas y las enfermedades

cerebrovasculares son las causas mas comunes (Johnson, 2019).

2.2.1 Clasificacion de la epilepsia

La clasificacion clinica de la epilepsia se basa en las caracteristicas de las crisis. Hay dos
categorias principales divididas en: crisis focales y generalizadas (Figura 1). Las crisis focales
comienzan de manera localizada en un area especifica del cerebro, y sus manifestaciones
clinicas dependen del lugar de inicio, asi como de la velocidad de propagacion de la descarga
epileptdgena. Las crisis se dividen en focos simples (sin deterioro de la conciencia) y focos

complejos (con al menos un deterioro parcial de la conciencia durante el episodio).
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Finalmente, una crisis focal, ya sea simple o compleja, cuando se propaga a toda la corteza
cerebral, puede terminar en una crisis tonico-clénica generalizada (TCG), recibiendo una
denominacion de crisis focal secundariamente generalizada (Elger y Schmidt, 2008; Fisher et
al 2017; Devinsky et al, 2018).

Por otro lado, las crisis generalizadas se caracterizan por crisis cuyo inicio afecta a ambos
hemisferios cerebrales simultdneamente. En general, estan genéticamente determinadas y
acompariadas de cambios de conciencia. Cuando estan presentes, las manifestaciones motoras
son siempre bilaterales. Como principales ejemplos tenemos las crisis de ausencia, crisis
mioclonicas y TCG (Guilhoto, 2011; Fisher et al., 2017).

Etiologias

Crisis epiléptica

Estructural

|

[ Focal ][ Generalizada ][ Desconocida

Genética

Infecciosa

Metabélica

Inmunitaria

Desconocida

Figura 1: Clasificacion de las crisis epilépticas y sus etiologias. Imagen creada por la autora basada en ILAE,

2017. Licencia Creative Commons.

2.2.2 Epileptogénesis

En un contexto mecanicista, la epileptogenesis es un término utilizado para describir un
proceso que conduce a la aparicion de la primera crisis espontanea y episodios epileptiformes
recurrentes después de una agresion cerebral, cambiando de un cerebro normal (no epiléptico)
a uno funcionalmente alterado con susceptibilidad a generar crisis espontaneas y recurrentes
(Yow et al., 2013; Goldberg y Coulter, 2013; Pitkanen et al., 2015).

La epileptogénesis se puede dividir en tres etapas (Figura 2): (1) evento inicial, (2)
periodo de latencia y (3) periodo crénico con crisis espontaneas. La epileptogénesis es un

proceso lento que transcurre durante varios meses 0 afos hasta que aparezcan las crisis

50



REVISION BIBLIOGRAFICA

espontaneas, siendo el periodo de latencia el tiempo entre la agresion epileptdgena y la
aparicion de la primera crisis clinica (Reddy y Kuruba, 2013; Goldberg y Coulter, 2013).

1 2 3
Lesion Periodo latente Aparicion de
epileptogena epilepsia cronica
inicial .
..... meses 0 AN0Ss
.f' -.fl
Apoptosis excitotoxica Crizis espontinea recurrente
— Inflamacion v reaccion glial Eventos de crisis electrografica
- Modificacion postraduccional Esclerosis hipocampal
Desencadenante | ¢ Proteinas Neurogénesis
Transcripeion de genes para
proteinas de sefializacion

Figura 2: La base fisiopatologica de la epileptogénesis. Imagen creada por la autora basada en Reddy y

Kuruba, (2013). Licencia Creative Commons.

En los seres humanos, los factores desencadenantes de la epileptogénesis, como el ACV,
una lesién cerebral traumatica, un proceso infeccioso, el uso de algunas sustancias que
estimulan el SNC, entre otros, activan eventos de sefializacion, como inflamacion, oxidacion,
apoptosis, neurogénesis y plasticidad sinaptica, que eventualmente conducen a cambios en las
neuronas que se manifiestan como hiperexcitabilidad sincronizada anormal y crisis epilépticas
espontaneas (Pitkanen et al., 2015; Reddy et al., 2019). El desarrollo posterior de una region
del cerebro epileptogénica se puede medir registrando patrones electrofisioldgicos especificos
como, picos interictales, oscilaciones de alta frecuencia, asi como mediante imagenes de
resonancia magnética estructural y funcional (Engel y Pitkanen, 2020).

Segun Pitkanen y Engel (2014) las investigaciones destinadas a identificar enfoques para
prevenir la epilepsia comienzan con estudios para identificar los mecanismos neuronales
fundamentales de la epileptogénesis en diferentes tipos de epilepsia, y luego idear
intervenciones que aborten o reviertan este proceso, lo que se conoce como
antiepileptogénesis. La prevencion puede ser completa, es decir, detiene el desarrollo de la
epilepsia, o parcial, que retrasa el desarrollo o reduce su gravedad.

La antiepileptogénesis también puede prevenir o reducir la progresion de epilepsia

después de que ya se haya establecido. El término modificacion de la enfermedad se utiliza
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para referirse tanto a la antiepiléptogénesis como a la modificacion de la comorbilidad, es
decir, cuando el tratamiento alivia o revierte el desarrollo sintomético o la progresion de las
comorbilidades relacionadas con la epilepsia, como ansiedad, depresion, deterioro
somatomotor o cognitivo (Engel, 2019).

La epileptogénesis también puede modelarse en roedores y el periodo de latencia puede
oscilar entre dias y semanas (Weltha et al., 2019). Los principales modelos en roedores son
inducidos por inyecciones de sustancias convulsivantes, como el acido kainico y la
pilocarpina, que conducen al status epilépticus crénico (Goldberg y Coulter, 2013; Pitkanen et
al., 2015) y por repetidas inyecciones del convulsivo pentilentetrazol (PTZ) en el modelo de
Kindling (Bascufiana et al., 2016). La estimulacion eléctrica repetitiva de estructuras, como el
hipocampo o la amigdala también es considerado un modelo de epileptogénesis (Goldberg y
Coulter, 2013; Pitkénen et al., 2015).

2.2.3 Fisiopatologia de la epilepsia

La forma en que una lesion cerebral inicial provoca la epilepsia sigue siendo un tema de
debate. Sin embargo, la excitotoxicidad causada por el glutamato, la neuroinflamacién vy el
estrés oxidativo parecen representar una “triada” patdégena que caracteriza la neurobiologia de
la epilepsia (Ambrogini et al., 2019).

Un desequilibrio en el mecanismo excitador e inhibidor del SNC, debido a la pérdida
selectiva de neuronas GABAGérgicas o excitacion intensa por glutamato, provoca descargas
eléctricas neuronales excesivas (Figura 3). Por ello, tanto el neurotransmisor glutamato como
el &cido gamma-aminobutirico (GABA) tienen un papel crucial en la enfermedad de la
epilepsia (Eyo et al., 2016).
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Figura 3: Participacion de GABA y glutamato en la epilepsia. nAChR: receptor nicotinico de
acetilcolina; 5-HT: receptor de serotonina; DA: receptor de dopamina; GABA, ys: receptores GABAérgicos.
Modificado de Akyuz et al., (2021), con permiso de Elsevier.

La neuroinflamacién también estd muy involucrada en la fisiopatologia de la epilepsia.
En realidad, la expresion de mediadores inflamatorios, como la interleucina-13 (IL-1p) y el
factor de necrosis tumoral-o (TNF-a), esta inducida en los astrocitos y en la microglia, lo que
origina una cascada de eventos inflamatorios posteriores que da como resultado la alteracion
de la excitabilidad neuronal aumentando la probabilidad de produccion de crisis (Devinsky et
al., 2013; Ambrogini et al., 2019). De esta manera no esta claro si la neuroinflamacion es la
causa o consecuencia de la crisis.

El cerebro es un drgano altamente oxidativo debido a su alta producciéon de especies
reactivas de oxigeno (ERO) y nitrogeno (ERN) y sus bajos niveles de defensas antioxidantes.
El estrés oxidativo resulta en la modulacion de las funciones de peroxidacion de acidos
nucleicos, proteinas y lipidos, lo que da como resultado dafio celular. Ademas, la produccion
de ERO promueve el aumento de las concentraciones de Ca?* citoplasmico, lo cual incrementa
la hiperexcitabilidad neuronal. También influye directamente en la accion del receptor
GABAA\, altera el potencial de la membrana neuronal y promueve modificaciones de la

transcripcion genética y sintesis de proteinas, induciendo cambios en las funciones
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fisiol6gicas neuronales. Estos cambios pueden resultar en muerte neuronal por necrosis o
apoptosis, siendo uno de los factores méas relevantes que pueden conducir al desarrollo de una
condicion epiléptica (da Fonséca et al., 2019).

La disfuncion mitocondrial, consecuencia del estrés oxidativo, reduce la produccién de
trifosfato de adenosina (ATP), altera la actividad de la ATPasa Na'/K" responsable de
mantener el potencial de la membrana, reduciendo asi su actividad y aumentando la
excitabilidad neuronal (da Fonséca et al., 2019).

Recientemente han surgido nuevas perspectivas fisiopatologicas de la epilepsia,
implicando el sistema purinérgico en esta patologia. Diversos estudios revelan que la
adenosina es liberada en gran cantidad durante una crisis epiléptica e interactda
principalmente con receptores de adenosina A1 presinapticos o postsinapticos, inhibiendo la
transmision sinaptica glutamatérgica hipocampal y reduciendo asi la excitabilidad (Ribeiro,
2005; Fredholm et al., 2005a; llie et al., 2012; Akyuz et al., 2021). Actualmente muchos
autores ya han reconocido el papel de la adenosina como anticonvulsivante y neuroprotector
enddgeno (Roseti et al., 2008; Boison et al., 2010; Weltha et al., 2019; Tescarollo et al.,
2020).

2.2.4 Glutamato y GABA

El glutamato (Glu) es el principal neurotransmisor excitador en el SNC y el aminoéacido
mas abundante en el cerebro. Sintetizado por la enzima glutaminasa, en el ciclo glutamina-
glutamato de neuronas presinapticas y células gliales (Figura 4). El glutamato participa en
funciones cognitivas, incluyendo el aprendizaje, la memoria, la plasticidad sinaptica y el
desarrollo neuronal. Sin embargo, la sobreestimulacion glutamatérgica también esta implicada

en la excitabilidad neuronal y la neurodegeneracion (Ribeiro et al., 2017; Akyuz et al., 2021).
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Figura 4: Ciclo glutamina (Gln) y glutamato (Glu) en las neuronas y los astrocitos. EAAT: transportador
de aminoacidos excitadores; GInT: transportador de glutamina; VGIuT: transportador vesicular de
glutamato. Modificado de Rang y Dale, (2020) con permiso de Elsevier.

Después de la liberacién de los terminales nerviosos glutamatérgicos, el glutamato ejerce
sus efectos sobre tres subtipos especificos de receptores ionotrépicos en la membrana
postsinaptica, designados de acuerdo con sus especificidades agonistas: acido a-amino-3-
hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico (AMPA), kainato y N-metil-D-aspartato (NMDA)
(Hollmannand y Heinemann, 1994; Rang y Dale, 2020; Sills y Rogawski, 2020). El receptor
AMPA posee cuatro subunidades (GIluA1-GluA4); el kainato, cinco subunidades (GluK1-
GIuKb5); y el NMDA, siete subunidades (GIuN1, GIuN2A-GIuN2D, GIuN3A, GIuN3B) (Sills
y Rogawski, 2020).

El glutamato liberado sindpticamente también activa los receptores metabotrépicos
(mGIuRs), que son receptores acoplados a proteina G y tienen la funcién de controlar la
excitabilidad celular y otros procesos celulares a través de la sefializacién de un segundo
mensajero (Sills y Rogawski, 2020). Los subtipos de mGIuRs se dividen en tres subgrupos de
acuerdo con la homologia de secuencia y la activacion de la sefializacion celular. En el grupo
I se encuentran el mGIuR1 y mGIuR5, que se acoplan a Gg/11, promoviendo la liberacion de

Ca?* de las reservas intracelulares. En el grupo Il estan el mGIuR2 y mGIuR3. Finalmente, en
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el grupo 11 estdn el mGIluR4, mGIuR6, mGIuR7 y mGIuR8. Tanto los mGIuR del grupo 11
como del grupo Il regulan negativamente la adenilciclasa a través de una proteina Gi
(Ribeiro et al., 2017).

La sobreestimulacion de los receptores de glutamato contribuye a la generacion de
radicales libres. Estos radicales provocan estrés oxidativo y, en consecuencia, desequilibrio en
las funciones mitocondriales. La alteracién de la funcién mitocondrial contribuye a la
aparicion y progresion de la epilepsia, provocando la activacion de las cascadas de apoptosis,
el mecanismo basico de la muerte celular. La apoptosis, a su vez, favorece la entrada de iones
de Ca?" en las neuronas y la baja regulacion de los receptores GABA, lo que conduce
nuevamente a la excitabilidad en un proceso de retroalimentacion (Pflliger et al., 2018a;
Akyuz et al., 2021).

El GABA es el neurotransmisor inhibidor predominante en el SNC de mamiferos que se
libera hasta en un 40% de todas las sinapsis en el cerebro. Se sintetiza a partir del glutamato
por la accion de la enzima descarboxilasa del &cido glutamico (GAD) (Figura 5) v, tras la
liberacion de las terminales nerviosas, actla sobre los receptores GABAA y GABAg (Rang y
Dale, 2020; Sills y Rogawski, 2020).

o
A \=

AB! Glutamato </ Glioxilato
Semi'alldelﬁdo Xv Oxoglutarato /\‘Gllcmn
succinico

L/

Clclo de Krebs succmam

Aspartato nOxaloacetato

Figura 5: Metabolismo de los aminoacidos transmisores en el encéfalo. GABA-T: GABA transaminasa;

GAD: descarboxilasa del acido glutamico. Modificado de Rang y Dale, (2020) con permiso de Elsevier.
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Los receptores GABAA forman parte de canales ionicos controlados por ligando que
ejercen un rapido efecto inhibidor, aumentando el flujo de cloruro hacia el interior de la
célula. Hasta el momento se han identificado diecinueve subunidades del receptor GABAA,,
dieciséis en el cerebro (al-6, B1-3, y1-3, 9, €, 6, m) y tres subunidades adicionales en la retina
(p1-3) que se unen como pentdmeros heteromericos para formar canales funcionales (Sills y
Rogawski, 2020).

Por el contrario, los receptores GABAg estan acoplados, a través de una proteina G, a los
canales de potasio que median la hiperpolarizacion de la membrana postsinaptica y causan un
efecto inhibidor lento al disminuir la entrada de calcio (Bowery, 1993; Katzung y Trevor,
2016; Frangaj y Fan, 2018; Rang y Dale, 2020). Este receptor también se expresa en las
terminaciones nerviosas presinapticas, donde actia como autorreceptor, y la activacion limita
la posterior liberacion de GABA.

Una vez que se libera GABA de las terminaciones de los axones presinapticos, la enzima
GABA transaminasa (GABA-T) cataliza la conversion del GABA en semialdehido succinico,
que posteriormente se convierte en &cido succinico por la enzima succinico semialdehido
deshidrogenasa (SSADH) y entra en el ciclo de Krebs. La interrupcion de la transmision
GABAérgica se ha asociado con varios tipos de epilepsia (Akyuz et al., 2021).

El pentilentetrazol (PTZ) se utiliza ampliamente para inducir ataques epilépticos en
roedores y en el pez cebra (Nieoczym et al., 2019). Actla uniéndose al sitio de la picrotoxina
(PCT) del receptor GABAA e inhibe el funcionamiento de los canales de cloruro (Akyuz et
al., 2021). Algunos estudios han demostrado cambios en la expresion de las subunidades del
receptor GABAA en el hipocampo después de las crisis inducidas por el PTZ (Szyndler et al.,
2018; Barzroodi Pour et al., 2019; Pflliger et al., 2020).

El efecto de los farmacos que aumentan la inhibicién mediada por GABA se ha estudiado
durante mucho tiempo como la principal alternativa para el tratamiento de las crisis
epilépticas, incluyendo benzodiazepinas, barbituricos, vigabatrina (VGB), tiagabina (TGB),
muscimol, cetilGABA y progabide, mientras que los antagonistas del GABA, como la

bicuculina 'y la PCT, tienen accién pro-convulsiva (Akyuz et al., 2021).

2.2.5 Adenosina
La adenosina es un nucleodsido de purina endogeno producido en las neuronas durante la

degradacion del ATP extracelular o intracelular y actia como un neuromodulador de
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neurotransmisores como la acetilcolina (ACh), el glutamato, el GABA y la dopamina DA, que
estan implicados en la modulacion de multiples funciones en el SNC (Soliman et al., 2018;
Akyuz et al., 2021). El ciclo de la adenosina incluye su formacion a partir de monofosfato de
adenosina (AMP) por la accion de la enzima citosélica 5’-nucleotidasa 0 de la enzima
extracelular ecto-5’-nucleotidasas. También puede ser fosforilada a través de la adenosina
quinasa (ADK), por lo tanto, los cambios en la expresion y actividad de la ADK afectan el
nivel de adenosina extracelular (Cieslak et al., 2017; Akyuz et al., 2021), o aun puede

transformarse por la enzima adenosina desaminasa (Figura 6).

Adenosina quinasa
(ADK) Ecto-5’-nucleotidasa
E-NTPDasa -2 E-NTPDasa-1

! !
IJ/ \L 2\ i/ I

ATP —— ADP ——— AMP ——— s Adenosina ——— Inosina

Ecto-adenosina
desaminasa

Receptores de Receptores nucleosideos
nucleotido P, P, de adenosina
Py Py | ]
Ay Ay A Ay

Figura 6: Metabolismo de la adenosina y receptores con los que interacciona. E-NTPDasa:

ectonucleotidasa; ADP: adenosina difosfato. Esquema creado por la autora.

Existen dos tipos de receptores purinérgicos (P1 y P2). Los receptores nucledsidos P de
adenosina son metabotropicos, es decir, que cooperan con las proteinas G y se dividen en
cuatro subtipos (A1, A2a, A2s Y Az) (Cieslak et al., 2017; Rang y Dale, 2020).

Los receptores de adenosina Ax son responsables de la mediacion de la inhibicion de la
actividad neuronal y se expresan en todo el cuerpo, con niveles mas elevados en el cerebro,
principalmente en la corteza, hipocampo, cerebelo y asta dorsal de la médula espinal. La
liberacion de neurotransmisores en el hipocampo aumenta en gran medida por el blogueo
farmacoldgico de los receptores A1 (Roseti et al., 2008).

Por otro lado, los receptores de adenosina Aza provocan la excitacion de las neuronas y

se expresan principalmente en el cuerpo estriado. Tanto en el cerebro humano como en el
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animal, los receptores Aoa se encuentran principalmente en las neuronas postsinapticas del
cuerpo estriado; sin embargo, también estan presentes significativamente a concentraciones
mas bajas en los sitios presinapticos en los terminales corticoestriatales y en el hipocampo
(Soliman et al., 2018).

Los receptores A1 y Aoa son importantes en diferentes procesos fisioldgicos. La
reduccion en la expresion del receptor A: y el aumento en la expresion del receptor Aoa
afectan a la proliferacion de astrocitos y pueden contribuir al desarrollo de gliosis, etapa
temprana de la epileptogénesis, que conduce a la aparicion de crisis (Masino et al., 2014;
Cieslak et al., 2017).

La activacion de los receptores Az inhibe, mientras que la activacion de los receptores
Az estimula la liberacion de glutamato y DA (Ferre, 2010; Cieslak et al., 2016). Los efectos
conductuales mediados por el receptor Axa 'y el receptor D> de DA tienden a ser opuestos. Por
lo tanto, el bloqueo de los receptores D2 o la interrupcién de la transmision de DA facilita los
efectos mediados por la activacion del receptor Axa y, a la inversa, el blogueo de los
receptores Aza facilita los efectos mediados por la activacién de los receptores D2 (Salmi et
al., 2005; Mori, 2014; Soliman et al., 2018) Figura 7

Adenilil
ciclasa

cANEP

Figura 7: Representacion esquematica de la interaccion entre los receptores Aza y D2 en neuronas
estriatopalidales. Gs: proteina G estimulante de la adenilil ciclasa; G;: proteina G inhibidora de la adenilil
ciclasa. Imagen creada por la autora basada en Salmi et al., (2005), a partir de imagenes creadas por

Servier y disponibles en https://smart.servier.com/. Licencia Creative Commons.

Debido a su menor presencia en el cerebro, el papel de los receptores Ag y Az ha

recibido menos atencion y sus efectos son menos conocidos que los de los receptores A1 y


https://smart.servier.com/
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Aoa. Sin embargo, se sabe que los receptores A2g y Az presentan una afinidad menor por la
adenosina, por lo que el papel de estos receptores cobraria importancia en las situaciones de
estrés fisiolégico o patoldgico en las que la concentracion de adenosina aumente
considerablemente (Burnstock et al., 2011

El nucledtido ATP actla a través de receptores del tipo P2y, acoplados a la proteina G y
receptores P2x, que son ionotropicos, hasta la fecha, en mamiferos se han caracterizado
farmacoldgicamente siete subtipos de receptores P2x (P2x1-P2x7) y ocho subtipos de receptores
Pov (P2v1, 2,4, 6,11, 12, 13, 14) (Jacobson y Miiller, 2016; Cieslak et al., 2017). Ambas subclases de
receptores se expresan de manera muy abundante en el SNC, donde estan presentes tanto en
neuronas como en células gliales. EI ATP extracelular, mediante la activacion de estos dos
receptores, actia como un neurotransmisor excitatorio rapido en diversas areas del SNC,
modulando la excitabilidad neuronal y el funcionamiento de la glia (Jacobson y Miller,
2016).

2.2.6 Papel de los principales neurotransmisores en la epilepsia

Las crisis epilépticas representan el resultado de un desequilibrio en la estimulacion
eléctrica modulada por neurotransmisores excitadores e inhibidores.

La figura 8, muestra los principales neurotransmisores implicados en la patologia de la
epilepsia:

En el cuadro A, podemos ver el efecto a través de los receptores de glutamato, NMDA,
AMPA, kainato y mGlu. Debido al cambio en la actividad de receptores de NMDA y AMPA,
el aumento de Ca?*, la produccion de EROS en la célula y el aumento de la concentracion de
glutamato se acaba produciendo excitotoxicidad. El estrés oxidativo activa las vias de
apoptosis por disfuncion mitocondrial.

En el cuadro B, el GABA ejerce su efecto inhibidor a través del receptor GABAA, que
facilita la entrada de CI™ en la célula, y los receptores GABAg que facilitan la salida de K™ de
la célula. Mecanismos como la extravasacion de iones intracelulares y el estrés del reticulo
endoplasmico se activan como resultado de mutaciones genéticas de las subunidades de los
receptores de GABA en la epileptogénesis.

En el cuadro C, los receptores nicotinicos de ACh reducen la liberacion de citocinas con
efectos antiinflamatorios. En este contexto, estos receptores se consideran importantes en la

formacion de neuroinflamacion en la epilepsia. Los receptores muscarinicos de ACh estan
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involucrados en la produccion de EROS junto con los receptores de glutamato. La formacion
de EROS tiene un efecto sobre el mecanismo de apoptosis y participa en la patogenia de la
epilepsia.

En el cuadro D, los receptores de adenosina A: desempefian un papel crucial en la

modulacion de crisis y la neuroproteccion, promoviendo la depresion de la transmision
sinaptica excitadora y la proteccion contra los efectos excitotoxicos provocados por la elevada

liberacion de glutamato durante la crisis epiléptica.

o—x'/mGlnRr '\.\D\ kﬂllﬂw “.‘l“i s /\ Y

Salida de iones
Mutacion en mcoluhn:
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dacitocinas
Efectos anticonvulsivos dependientes de la adenosina
Regulaciones mediadas por acetilcolina

Figura 8: Los principales neurotransmisores implicados en la epilepsia. IP3: trifosfato de inositol; ENT1
transportador de nucledsidos. Modificado de Akyuz et al., (2021) con permiso de Elsevier.
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2.2.7 Farmacos antiepilépticos

Los farmacos antiepilépticos ademas de su utilizacion en pacientes epilépticos se emplean
también para tratar o prevenir las convulsiones causadas por otras enfermedades cerebrales,
como traumatismos craneoenceféalicos, infecciones, tumores cerebrales, entre otros. Por eso
también son conocidos como anticonvulsivos (Katzung y Trevor, 2016; Rang y Dale, 2020).

Actualmente el tratamiento mas eficaz para reducir los sintomas de la epilepsia sigue
siendo el farmacologico, aunque en algunos casos graves la cirugia también estd indicada
(Katzung y Trevor, 2016). Sin embargo, en determinadas situaciones se recomienda el uso
conjunto de farmacos con otros abordajes terapéuticos, como la estimulacién transcraneal de
corriente continua (ETCC), estimulacion del nervio vago (VNS) y la dieta cetogénica. No
obstante, el uso de farmacos continda siendo indispensable (Frantz et al., 2017; Regner et al.,
2018; Utamek-Koziot et al., 2019).

En aproximadamente dos tercios de los pacientes, las crisis epilépticas se pueden suprimir
con la farmacoterapia. Los pacientes deben tomar el farmaco a diario, incluso si la mayoria de
los dias no tienen crisis. A pesar de la optimizacion de la terapia farmacoldgica, alrededor del
10% de los pacientes siguen experimentando crisis a intervalos de un mes 0 menos,
comprometiendo su calidad de vida y actividad laboral (French, 2017; French y Perucca,
2020).

El primer antiepiléptico fue identificado por casualidad, cuando el investigador Charles
Locock, en 1857, administr6 la sal de bromuro de potasio a personas con epilepsia,
proporcionando un efecto sedante. Durante mucho tiempo, este fue el Unico medicamento
disponible (Wieser, 1996; Loscher et al., 2013; Rang y Dale, 2020). El fenobarbital fue el
segundo compuesto descubierto y pronto se consideré mas efectivo que la sal de bromuro.
Pasados algunos afos, la introduccion de modelos animales para el estudio de nuevos
compuestos y el comienzo del proyecto de screening de nuevos farmacos antiepilépticos
condujo a la introduccion de la primera, segunda y tercera generacién de farmacos
antiepilépticos, que proporciond a médicos y pacientes mas opciones para el tratamiento de

los diversos tipos de crisis (Figura 9) (Loscher et al., 2013).
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Figura 9. Farmacos antiepilépticos mas importantes y afio de introducciéon. ASDs: Antiseizure drugs, ASP:

Anticonvulsant Screening Project. Loscher, (2017) con permiso de Springer Nature.

De manera general los farmacos antiepilépticos se plantean como objetivo inhibir la

descarga neuronal andmala mas que corregir

accion mas importantes: (1) potenciacion de

la causa subyacente. Tres son los mecanismos de
la accion del GABA, (2) inhibicidon de la funcién

de los canales de sodio e (3) inhibicién de la funcion de los canales de calcio (Méalaga et al.,
2019; Sills y Rogawski, 2020; Rang y Dale, 2020).

Estd bien documentado que algunos farmacos antiepilépticos previenen los ataques

actuando sobre varias dianas terapéuticas como por ejemplo el valproato de sodio y otros. La

combinacion de efectos puede contribuir a la eficacia del tratamiento y, por otro lado,

aumentar los efectos secundarios (Rogawski y Ldéscher, 2004a; Loscher et al., 2013;
Rogawski et al, 2016; Sills y Rogawski, 2020; Rang y Dale, 2020).

Los principales farmacos antiepilépticos/anticonvulsivos se recogen en la siguiente tabla

(tabla 1) y en la figura 10.
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Tabla 1. Relacion de los principales farmacos utilizados en pacientes con epilepsias sintomaticas,

mecanismos de accion, efectos adversos y principales indicaciones.

Farmaco

Mecanismos de accion

Efectos adversos comunes

Principales

indicaciones

Fenobarbital?

Facilita/Provoca la activacion de
los receptores GABA,; disminuye
las respuestas excitadoras en las

sinapsis

Sedacion intensa y

depresion

Crisis focales y

generalizadas

Valproato de
Sodio

Bloquea los canales de Ca?
activados por bajo voltaje; actla
en los canales de Na*; aumenta la

sintesis o liberacién de GABA,
inhibe la GABA-T

Nauseas, pérdida de pelo,
aumento de peso, dano
hepatico, malformaciones

fetales, disfuncion sexual

Crisis de ausencia,
mioclonicas,
focales y

generalizadas

Carbamazepina

Bloquea los canales de Na*
dependientes del voltaje;

mejora la accion de GABA

Sedacion, ataxia, vision
borrosa, retencion de agua,
leucopenia y reacciones de

hipersensibilidad

Ampliamente
eficaz, excepto en

crisis de ausencia

Inactiva canales de Na*

Ataxia, vértigo,
hipertrofia gingival,

hirsutismo, anemia

Crisis focales y

accion del GABA

animo, cambios en la vision

Fenitoina? dependientes del voltaje; inhibe L )
) » megaloblastica, generalizadas
la liberacion de glutamato .
malformacion fetal,
reacciones hipersensibles
Nauseas, mareo,
Blogueo de los canales de Ca?* ) . )
Etosuximida ) . ) cambios de humor, cefalea Crisis de ausencia
activados por bajo voltaje
Sedacion (discreta), Terapia adjunta en
Bloquea los canales de Na* )
Zonisamida ) ) somnolencia, pérdida de las crisis focales y
dependientes del voltaje .
peso generalizadas
Inhibe de manera irreversible la Sedacion, cambios de Eficaz para las
. . enzima GABA-T; mejora la comportamiento y estado de epilepsias
Vigabatrina

refractarias
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periférica y ocasionalmente

psicosis

Pregabalina

Analogo de GABA/ antagonista
de la subunidad a20-1 de los

canales de Ca?*

Sedacion, somnolencia,

ataxia

Accion poderosa en

crisis de inicio focal

Gabapentina

Analogo de GABA/ antagonista
de la subunidad a20-1 de los

canales de Ca%*

Sedacion, somnolencia,

ataxia

Crisis focales

Lamotrigina

Inhibicién de la funcion de los
canales de Na* dependientes de

voltaje

Mareos, sedacion,

erupciones en la piel

Crisis focales,
generalizadas y de

ausencia

Levitiracetam

Unidn a la proteina vesicular 2A

Sedacion (leve), ansiedad,

pérdida de apetito

Crisis focales con o
sin generalizacion,

crisis mioclonicas

Tiagabina

Bloquea la recaptacion de GABA
(inhibe GAT1)

Mareos, somnolencia,
nauseas, temblor, trastornos

cognitivos

Eficaz en la terapia
adyuvante de las

crisis focales

Topiramato

Bloquea los receptores
glutamatérgicos; mejora el
efecto de GABA (sitio de union
distinto de las benzodiazepinas o
barbitiricos); bloqueo de
canales de Na* dependientes de

voltaje

Mareo, sedacion, trastornos
cognitivos, pérdida de

apetito y peso

Terapia adyuvante
en crisis focales y
generalizadas
refractarias

Perampanel

Se une a los receptores AMPA en
sitios no competitivos con gran

selectividad

Mareo, aumento de peso,
sedacion, coordinacion
comprometida, cambios en
el estado de animo y en el

comportamiento

Eficaz en crisis
focales y

refractarias

Oxcarbazepina

Profarmaco - bloguea los canales

de Na* dependientes de voltaje

Inestabilidad del estado de
animo, somnolencia,

temblor

Eficaz en las crisis

focales
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Inactivacion lenta de canales de

Nauseas, vértigo,

alteraciones visuales,

Terapia adyuvante

para crisis focales

Lacosamida . ) alteracion de la )
Na* dependientes de voltaje , con o sin
coordinacion, cambios de o
generalizacion
humor
Modulacion de los receptores
endocannabinoides, aumento de ) .
. o . Potente interaccion con o
Cannabidiol la actividad del GABA a través de o Epilepsias
. otros antiepilépticos, )
(CBD) la modulacion del receptor refractarias

GABA,, agonista del receptor
(TRPV1)

somnolencia, diarrea

aEfectos adversos importantes, poco utilizado en la actualidad.
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Figura 10. Esquema simplificado del mecanismo de accion de los principales farmacos antiepilépticos en la

sinapsis neuronal. Malaga et al., (2019). Licencia Creative Commons.

Recientemente, la FDA (Food and Drug Administration) (2018) y la EMA (European
Medicines Agency) (2019) han agregado la indicacion del cannabidiol (CBD) en el
tratamiento de crisis epilépticas en pacientes de 2 afios 0 mas con sindrome de Dravet o
sindrome de Lennox-Gastaut. Aunque también hay evidencia que sugieren que el CBD puede
ser eficaz en otras formas de epilepsia y sindromes epilépticos (Devinsky et al., 2016). Su

mecanismo de accion en las crisis epilépticas es complejo y no completamente conocido y se
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hipotetiza que es debido una interaccion con los receptores endocannabinoides que
desempefian un papel en el control de la transmision sinaptica y en el disparo neuronal
(Franco y Perucca, 2019). Existen pruebas de que los sistemas endocannabinoides estan
alterados en varios modelos animales de crisis epilépticas (Ledgerwood et al., 2011; Hofmann
y Frazier, 2013; Rosenberg et al., 2017) y también en epilepsias humanas (Ludanyi et al.,
2008; Magloczky et al., 2010; Romigi et al., 2010). Por el contrario, se sabe que el CBD tiene
una afinidad muy baja por los receptores cannabinoides tipo 1 (CB1) y tipo 2 (CB2) (Friedman
et al., 2019; Franco y Perucca, 2019), poniendo en duda esa primera hipatesis.

Otros investigadores han hipotetizado que en la accion antiepiléptica del CBD esta
involucrada un aumento en la actividad del GABA a través de la modulacion del receptor
GABAA (Malaga et al., 2019). Ademaés, el CBD, como agonista del receptor de potencial
transitorio V1 (TRPV1), desensibiliza este canal, lo que lleva a una disminucién de la entrada
de Ca?* extracelular y en consecuencia a una reduccion de la hiperactividad neuronal (Franco
y Perucca, 2019), entre otros mecanismos de accion. En resumen, los datos disponibles
indican que el CBD actta en maltiples dianas terapéuticas. Su principal ventaja es que se ha
probado su eficacia en dos de los sindromes epilépticos mencionados anteriormente, que son
dificiles de controlar (Méalaga et al., 2019; Cristino et al., 2020).

Los antiepilépticos actuales disponibles en clinica controlan eficazmente las crisis en el
70% de los pacientes, siendo un 30% de los pacientes refractarios a esos tratamientos.
Ademas, los farmacos existentes tienen una gran cantidad de efectos secundarios,
interacciones farmacocinéticas, baja tolerabilidad y seguridad y altos costes, lo que limita a
menudo sus usos (Katzung y Trevor, 2016; Brodie et al., 2016; Rang y Dale, 2020).

Todos estos hechos ponen de manifiesto la necesidad de una mejor comprension de los
mecanismos basicos de la epilepsia y la busqueda y posterior desarrollo de nuevas terapias

farmacoldgicas mas eficaces y con menos efectos adversos.

2.2.8 Modelos experimentales de epilepsia

Se han desarrollado una variedad de modelos animales para estudiar y comprender la
neurobiologia de las crisis o status epilepticus (SE). Cada modelo animal puede poner de
manifiesto diferentes tipos de crisis epilépticas, es decir, cada modelo es Unico y estd mas

cerca de un cierto tipo de epilepsia humana (Yow et al., 2013). Podemos citar como ejemplo
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algunos modelos experimentales de epilepsia: modelos quimicos, eléctricos, térmicos y
modelos in vitro.

El modelo quimico implica la administracion de una sustancia que tiene una accion
inductora de la crisis. Este método es facil de realizar, comparado, por ejemplo, con un
modelo eléctrico, en el que es necesaria la implantacion de electrodos (Reddy y Kuruba,
2013). Diferentes sustancias tienen comprobada capacidad para inducir crisis o estado
epiléptico en roedores, lo que las convierte en herramientas Utiles para la generacion de
modelos bien establecidos de crisis epilépticas. Los dos modelos utilizados en este estudio
han sido:

1) Modelo de aminofilina (AMINOPH): las propiedades convulsivas del
compuesto quimico AMINOPH (teofilina-2-etilendiamina) ain no se conocen
totalmente. A pesar de ello, hasta ahora se sabe que su accion estimulante en el SNC
es principalmente debida a su componente teofilina. Esta, por un lado, bloquea los
receptores de adenosina Az, y por otro, inhibe la enzima fosfodiesterasa-3 (PDE3), lo
qgue provoca un aumentando de la excitabilidad neuronal y consecuentemente la
generacion de crisis epilépticas (Chu, 1981; Butler et al., 1995; Gulati, 2005; Ochi,
2011; Ya'u et al., 2015; Staley, 2015; Rang y Dale, 2020). AMINOPH se puede
administrar de forma crénica con una subdosis o de forma aguda con una dosis méas
alta. En esta tesis se ha utilizado de forma aguda. Las crisis generadas son clasificadas

como tonico-clénicas (Jaishree et al., 2003; Ya'u et al., 2015).

2) Modelo de Kindling: consiste en la administracion repetida e intermitente de
estimulos quimicos o eléctricos que conducen al desarrollo progresivo de las crisis
epilépticas focales, culminando en una actividad de crisis secundariamente
generalizadas (McNamara, 1984; Cheng et al., 2020). En estas tesis se ha utilizado el
PTZ de forma subcronica.

Segun Goddard, (1969), el primer investigador en describir el Kindiling, el
estimulo inicial de crisis (estimulo que no produce ningun signo conductual o
electroencefalografico), cuando se aplica repetidamente a ratas, induciria crisis
generalizadas. El principio clésico: “Las crisis generan crisis”, describe con precision
el principio subyacente y el resultado del modelo de Kindling (Ben-Ari, 2006). Entre

los protocolos de Kindling se destaca el inducido por una subdosis del compuesto
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quimico PTZ, que bloquea los canales de cloro en los que se encuentran los receptores
GABA,, induciendo crisis cldnicas (Reddy y Kuruba, 2013). Una vez que se han
desarrollado las crisis los cambios que se producen suelen persistir durante meses o
afios, por lo que es uno de los modelos animales de epileptogénesis mas aceptado en la

busqueda de nuevos farmacos anticonvulsivos (Bascufiana et al., 2016).

2.3 ENFERMEDAD DE PARKINSON

En el afio de 1817 el médico britanico James Parkinson escribio el ensayo Paralysis Agitans,
donde detallé varios sintomas tipicos de la enfermedad que hoy en dia lleva su nombre,
incluyendo el temblor en reposo, la rigidez muscular y los cambios posturales (Parkinson,
2002; Dorsey et al., 2018). Sin embargo, la EP ya era conocida en tiempos clasicos. Hay
referencias de la enfermedad en la Biblia, en textos hindles y egipcios (Garcia-Ruiz, 2004).

La EP es considerada el trastorno neurodegenerativo de méas rapido crecimiento en el
mundo, convirtiéndose en la segunda enfermedad neurodegenerativa mas comun, por detras
de la EA (Van Den Eeden et al., 2003). De 1990 a 2015, la cantidad de personas con la EP se
duplic6 a mas de 6 millones, esto es debido principalmente al envejecimiento de la poblacién
y se prevé que este nimero se duplique nuevamente a mas de 12 millones para el afio de 2040
(Dorsey et al., 2018).

El aumento de la esperanza de vida en los paises desarrollados hace que la poblacion
mayor sea mas susceptible a desarrollar enfermedades neuroldgicas como la EP,
especialmente los hombres (Ascherio y Schwarzschild, 2016; Benito-Leon, 2018; Vaidya et
al., 2021). La prevalencia e incidencia de la EP varian mucho en todo el mundo. En general,
la prevalencia es més alta en Europa y Estados Unidos que en otros paises. En los paises de
Asia, América Latina y Africa es menor, especialmente en este Gltimo continente (Von
Campenhausene et al., 2005; Bauso, 2015; Benito-Leon, 2018).

Los comportamientos sociales, politicos y econdmicos estan impulsando el aumento de
muchas enfermedades no transmisibles. Algunos de los vectores de enfermedades incluyen
alimentos y bebidas ultraprocesados, alcohol, cambios sociales y ambientales que limitan la
actividad fisica y los subproductos de la industrializacion, incluyendo pesticidas, solventes y
metales pesados (Dorsey et al., 2018).

Generalmente los sintomas de la EP se desarrollan lentamente a lo largo de los afios. A

menudo la evolucion varia de un paciente a otro. Los sintomas motores se caracterizan
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clinicamente como bradicinesia (lentitud de movimientos), que en fases avanzadas puede
Ilegar a la acinesia (ausencia de movimientos conscientes); rigidez; temblor y alteracion de los
reflejos posturales, cuya consecuencia son la inestabilidad y las caidas frecuentes
(Brettschneider et al., 2015; Kalia y Lang, 2015; Poewe et al., 2017; Angelopoulou et al.,
2020).

Ademas de los sintomas relacionados con el movimiento, existen otros sintomas llamados
no motores, que aparecen durante el desarrollo de la enfermedad y contribuyen a deteriorar la
calidad de vida del paciente. Entre ellos destacan las alteraciones cognitivas (demencia,
pérdida de memoria), de la percepcion (alucinaciones, delirio, falsas percepciones), de la
emotividad (depresion), gastrointestinales (estrefiimiento, sialorrea, disfagia), de los patrones
del suefio y la presencia de fatiga y dolor muscular (Figura 11) (Cacabelos, 2017; Poewe et
al., 2017; Angelopoulou et al., 2020; Buhidma et al., 2020).

Enfermedad de Enfermedad de Enfermedad de Parkinson Enfermedad de Parkinson
Grado de Parkinson prodrémica Parkinson en etapa en etapa media en etapa tardia
discapacidad Diagnéstico de la temprana Institucionalizacion Muerte
sintomas ﬂfmmﬁddﬁ | 1
motores Parkinson

[:] Sintomas motores

D Sintomas no motores

Tiempo (afios)
Figura 11: Sintomas clinicos asociados con la progresion de la enfermedad de Parkinson. Modificada

de Poewe et al., (2017). Licencia Creative Commons.

Desafortunadamente, ain no se dispone de una prueba o marcador de diagnostico
confiable y facilmente aplicable para diagnosticar la EP. Por lo tanto, el diagnéstico de la EP
en estudios epidemioldgicos se basa en los sintomas clinicos (Kalia y Lang, 2015). La

Movement Disorder Society (MDS) cre0 criterios para facilitar el diagnostico, que constan de
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cuatro pasos que deben ser evaluados por el médico, como se muestra en la figura 12 (Reich y
Savitt, 2019).

* Establecer la presencia de parkinsonismo: .
* Bradicinesia
* Temblor en reposo
* Rigidez
J

» Identificar las caracteristicas que respaldan el diagnostico de Ia EP:

* Respuesta inequivoca a levodopa

* Presencia de temblor en reposo

*+ Pérdida olfativa

* Otros J/

* Ausencia de criferios de exclusion absolufos: ™\

* Signos cerebelosos

*Imposibilidad para los movimientos oculares verticales

+El tratamiento con un bloqueador de los receptores de dopamina o un agente reductor de la dopamina
durante el ultimo afio

* Alteraciones sensoriales

J
* Buscar senales de alerta que pongan en duda el diagnostico de la EP:

* Progresion rapida de la alteracion de la marcha que requiere el uso regular de silla de ruedas dentro de los 5 afios
posterioresal inicio

* Caidas tempranas

* Problemas del proceso deglutorio tempranos y graves

* Fallo autonomico temprano

» Ausencia de algunas de las caracteristicas no motoras esperadas con la EP: estrefiimiento, ansiedad, depresion ~ /

Figura 12: Enfoque de cuatro pasos para el diagnostico de la EP. Esquema creado por la autora.

Hasta la actualidad, la confirmacion del diagnostico de los sintomas clinicos se realiza
post morten mediante autopsia, observandose la degeneracion de las neuronas de la sustancia
negra pars compacta (SNpc) y la presencia de cuerpos de Lewy (Kaliay Lang, 2015).

Un sesgo en el diagndstico de EP es el parkinsonismo atipico, que incluye enfermedades
neurodegenerativas como la paralisis supranuclear progresiva, la demencia difusa con cuerpos
de Lewy, la degeneracion del ganglio corticobasal y la atrofia multisistémica. Dichas
enfermedades tienen sintomas muy similares a la EP. En estos casos para diferenciar la EP del
parkinsonismo atipico o secundario, los médicos observan si hay una mejoria clinica dréstica
con la LD, lo que sugiere ser de hecho la EP (Foubert-Samier et al., 2012; Reich y Savitt,
2019).

El riesgo de desarrollar la EP es claramente multifactorial. Segun Kalia y Lang, (2015), la

edad es uno de los mayores factores de riesgo, en virtud de que la mayoria de los pacientes
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tienen mas de 60 afios. De acuerdo con datos epidemioldgicos y bioquimicos se cree que tanto
el entorno como la genética afectan al riesgo y la progresion de la enfermedad (de Lau y
Breteler, 2016; Blauwendraat et al., 2020).

Se han encontrado asociaciones potenciales entre la EP y varios factores ambientales,
incluida la exposicion directa o indirecta a pesticidas como el 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina (MPTP), herbicidas como el paraquat, plaguicidas, metales pesados,
disolventes organicos e ingesta de agua contaminada del pozo (Ascherio y Schwarzschild,
2016; Bellou et al., 2016; de Lau y Breteler, 2016). EIl uso de farmacos con efectos adversos
del tipo parkinsoniano, como los antipsicéticos tipicos o la deficiencia de algunas vitaminas,
también son factores de riesgo de la EP (Bellou et al., 2016; Blauwendraat et al., 2020).

Desde el punto de vista genético el primer gen asociado con la EP hereditaria fue el
SNCA (1997), que codifica la proteina a-sinucleina, formando acimulos de proteina anormal
conocidos como cuerpos de Lewy. Mutaciones en el gen LRRK2, UCHL1, VPS35, RIC3,
entre otros, provocan parkinsonismo autosémico dominante (Kalia y Lang, 2015; Katzung y
Trevor, 2016; Puschmann, 2017).

De la misma manera que las mutaciones en el gen PRKN, SYNJ1, PINK1, DJ-1 causan
parkinsonismo autosémico recesivo, muchos otros genes o regiones cromosémicas se han
asociado con la EP (de Lau y Breteler, 2016; Katzung y Trevor, 2016; Puschmann, 2017,
Blauwendraat et al., 2020).

El género también puede ser un factor de riesgo. Se ha establecido la relacion de
aproximadamente 3 hombres con la EP por cada 2,28 mujeres, por lo que el género masculino
presentaria un condicionante de mayor riesgo que el femenino (Kalia y Lang, 2015;
Blauwendraat et al., 2020).

2.3.1 Fisiopatologia de la enfermedad de Parkinson

El origen neuroquimico de la EP fue dilucidado en 1960 por Hornykiewicz, quien
demostro que uno de los rasgos caracteristicos de esta enfermedad incluye la pérdida de
neuronas dopaminérgicas en la SNpc, que proyectan al estriado (Fahn, 2015; Raza et al.,
2019). En estados avanzados, la degeneracidn también puede afectar a la integridad funcional
de la corteza pre-frontal (Poewe et al., 2017; Raza et al., 2019).

La dramatica pérdida de estas neuronas dopaminérgicas de la SNpc, incluso en las

primeras etapas de la enfermedad, sugiere que la degeneracion en esta region comienza antes
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del inicio de los sintomas motores, lo que esta respaldado por un estudio clinico-patologico
reciente (Poewe et al., 2017).

Los aspectos fisiologicos del envejecimiento y la fisiopatologia de la EP estan
intrinsecamente relacionados, una vez que en los dos procesos hay una reduccion de las
concentraciones de DA en el estriado, debido a la pérdida progresiva de neuronas
dopaminérgicas de la SNpc y la aparicion de cuerpos de Lewy. Sin embargo, en los pacientes
afectados por la EP, la pérdida es mas rapida y precoz, reduciendo la actividad de las areas
motoras de la corteza cerebral, desencadenando la reduccion de los movimientos voluntarios.

Aunque ya ha sido ampliamente estudiada, la causa de la pérdida neuronal en la EP y el
papel de estas inclusiones de proteinas no se comprenden completamente. Sin embargo, se
han identificado varios cambios moleculares y celulares que podrian estar involucrados en la
degeneracion neuronal, incluida la homeostasia irregular del Ca?*, la disfuncion proteica, la
disfuncion mitocondrial, el estrés oxidativo, la excitotoxicidad, la neuroinflamacion y los
procesos apoptéticos. Todos estos procesos originan la activacion microglial que contribuye
al deterioro y la progresion de la enfermedad (Figura 13) (Samii et al., 2004; Hirsch y Hunot,
2009; Poewe et al., 2017; Raza et al., 2019).

Cabe destacar que esta cascada de eventos estd involucrada en varias enfermedades
neurodegenerativas, por lo que no es un mecanismo exclusivo de la EP (Hirsch y Hunot,
2009). Por lo tanto, la basqueda de un mayor conocimiento sobre los mecanismos especificos

implicados en la fisiopatologia de la EP se vuelve imprescindible.
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Figura 13: Mecanismos moleculares implicados en la EP. Imagen creada por la autora basada en Poewe et

al., (2017), a partir de imagenes creadas por Servier y disponibles en www.smart.servier.com. Licencia

Creative Commons.

2.3.2 Dopaminay receptores dopaminérgicos

Entre las monoaminas, las catecolaminas derivan del aminoacido tirosina e incluyen tres
neurotransmisores esenciales: la DA, la noradrenalina (NA) y la adrenalina (A). La
noradrenalina generalmente regula los patrones del suefio, la concentracion y el estado de
alerta, mientras que la adrenalina, ademas de regular el suefio, regula también el estado de
alerta y la respuesta de lucha o huida (Klein et al., 2019). Como principal neurotransmisor
catecolaminérgico y predominante en el cerebro de los mamiferos, la DA controla una
variedad de funciones que incluyen la actividad motora y locomotora, la cognicion, el
refuerzo positivo, la ingesta de alimentos, la regulacion endocrina, la funcion de memoria
espacial y la excitacion (Beaulieu y Gainetdinov, 2011).

La mayor parte de la sintesis de DA se produce a partir del aminoacido tirosina
proveniente de la dieta. La DA también puede sintetizarse a partir del aminoacido
fenilalanina, una vez que la fenilalanina se convierte en tirosina mediante la actuacion de la
enzima fenilalanina hidroxilasa (Klein et al., 2019). Independientemente del origen de la
tirosina, la ruta metabdlica primaria implica una sintesis de dos pasos en el citosol. La tirosina
hidroxilasa (TH), enzima que limita la velocidad, convierte la tirosina en levodopa (LD),
utilizando tetrahidrobiopterina (THB), oxigeno (O) y hierro (Fe?*) como cofactores (Rang y
Dale, 2020).


http://www.smart.servier.com/
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Posteriormente, la levodopa (LD) es descarboxilada por la enzima levo-aminoacido
aromatico descarboxilasa (L-AAD) o dopadescarboxilasa (DDC) para obtener DA. Igual que
en la etapa anterior la reaccion ocurre en el citoplasma, pero en este caso la enzima se
encuentra en muchas células del organismo, no es especifica y como cofactor necesita la
presencia de la vitamina Be.

El almacenamiento de la DA se realiza en las vesiculas a través del transportador
vesicular de monoaminas (VMAT) para evitar la accion de las enzimas degradantes. Las
vesiculas en su interior tienen un pH &cido por la presencia de una bomba de protones, lo que
hace que la DA se mantenga en su forma ionizada y no difunda hacia el exterior de la
membrana. El transportador VMAT también esta presente en vesiculas de otras terminaciones
como las noradrenérgicas y las serotoninérgicas (Garcia-Sevilla y Meana, 2008; Mulvihill et
al., 2019; Rang y Dale, 2020).

Se han identificado dos isoformas de VMAT: el tipo 1 (VMATL1) y el tipo 2 (VMAT?2).
El VMAT?2 se expresa principalmente en neuronas monoaminérgicas del SNC y se encarga de
secuestrar la DA citosolica y llevarla al interior de las vesiculas sinapticas. Sin embargo, el
VMAT1 se encuentra de forma predominante en células endocrinas/paracrinas asociadas con
el estbmago, el intestino y el sistema nervioso simpatico (Mulvihill et al., 2019).

Tras su liberacion de las terminaciones nerviosas, la DA interactla con los receptores
dopaminérgicos y una gran parte vuelve a ser captada por medio de un transportador
especifico, el DAT (Dopamine transporter), que es fundamental en la regulaciéon extra e
intracelular de DA (Rang y Dale, 2020). El proceso de recaptacion de DA es importante
porque permite su reutilizacion, una menor dependencia de la sintesis de la misma y una

liberacion neuronal prolongada (Mulvihill et al., 2019) (Figura 14).
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Figura 14: Esquema de la sintesis y liberacion de DA (Klein et al., 2019), con permiso de Springer Nature.

En el proceso de metabolizacion de la DA existen dos enzimas principales, la monoamino
oxidasa (MAO) y la catecol-O-metiltransferasa (COMT). Los metabolitos finales mas
importantes son el acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) y el acido homovanilico (HVA)

(Rang y Dale, 2020) como se observa en la figura 15.
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Figura 15: Principales vias del metabolismo de la dopamina en el encéfalo. Imagen modificada de

Rang y Dale, (2020) con permiso de Elsevier.

En la EP, la cantidad de HVA se correlaciona con la progresion de la enfermedad. Por lo
tanto, este metabolito puede ser un biomarcador til ya que contribuye a la especificidad del
diagnostico (Klein et al., 2019).

Los receptores de DA son miembros de la superfamilia de los receptores acoplados a
proteinas G (GPCR) y se han subdividido en dos familias principales: receptores tipo D1, que
incluye D1y Ds; y receptores tipo D2, que tienen una mayor importancia farmacolégica en el
SNC y comprenden los subtipos D2, Dz y D4 (Beaulieu et al., 2014; Rang y Dale, 2020).

Ademas, existen dos variantes principales del receptor D> de DA que presentan
propiedades anatémicas, fisioldgicas, de sefializacion y farmacoldgicas distintas, y se
clasifican como Dzs (D2-corto) y Do (D2-largo) (Beaulieu y Gainetdinov, 2011; Klein et al.,
2019).

Los receptores de clase D1 (receptores D: y Ds) estan acoplados principalmente a
proteinas Gas/olf, que estimulan la actividad de la adenililciclasa (AC) y la produccion del
segundo mensajero AMPc. Se encuentran exclusivamente en el entorno postsinaptico siendo
el subtipo Dy la forma predominante.

Por otro lado, los receptores de clase D2 (receptores Das, D2i, D3 y D4) estan asociados con las
proteinas Gai/o, que disminuyen la actividad de la AC e inhiben la produccion de AMPc. Los
receptores D2 y D3 se expresan tanto postsinapticamente como presinapticamente en neuronas

dopaminérgicas (Beaulieu et al., 2014).
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2.3.3 Farmacos antiparkinsonianos

Actualmente la EP no tiene cura, por lo tanto, el tratamiento actual se dirige Unicamente a
mejorar los sintomas derivados de la pérdida de neuronas dopaminérgicas. EIl tratamiento
farmacologico convencional de la EP se centra en aumentar la accién dopaminérgica en las
vias nigroestriatales (Figura 16) (Zhang et al., 2021). Aunque las terapias dopaminérgicas
siguen siendo el estandar de oro para el manejo sintomatico de la EP, quedan varias
necesidades no resueltas con respecto al tratamiento de los sintomas motores, no motores y
para las intervenciones que modifican el curso clinico natural de la enfermedad (Connolly y
Lang, 2014; Cristino et al., 2020).

Carbidopa Entacapona
i Tolcapona
Benserazida :
Opicapona
PERIFERIA
Dopamina

ENCEFALO M
Levodopa

Selegilina
Rasagilina

Safinamida

Pramipexol
Y Ropinirol
Receptores Dy, D, - Rotigotina
Bromocriptina
l Apomorfina
Efecto Quinagolida
terapeutico

Figura 16: Lugares de accion de algunos farmacos utilizados para tratar la EP. Modificado de Rang y

Dale, (2020) con permiso de Elsevier.

La eleccidon de una determinada terapia debe ser hecha por un médico neurdlogo que
valorard la fase o estadio de la enfermedad, considerando que cada paciente posee
caracteristicas individuales y distintas respuestas al tratamiento. Ademas, hay que tener en

cuenta otras variables a la hora de elegir el tratamiento, como la edad, la presencia de
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comorbilidades, el coste-beneficio, la presencia de efectos indeseables, la politerapia y el

namero de veces que el paciente necesita tomar la medicacion.

Entre los farmacos disponibles actualmente para tratar la EP, podemos mencionar la LD,

los inhibidores de la DDC (IDDC), los inhibidores de la MAO (IMAOQO), los inhibidores de la

catecol-o-metil-transferasa COMT (ICOMT), los agonistas dopaminérgicos, los antagonistas

de los receptores muscarinicos de acetilcolina (anticolinérgicos) y otros (Katzung y Trevor,
2016; Raza et al., 2019; Jankovic y Tan, 2020; Rang y Dale, 2020).
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1. Levodopa (LD): en la actualidad es el farmaco mas eficaz para el tratamiento
de la EP, con méas de 60 afios de uso, significé un gran avance en el tratamiento de
esta enfermedad ya que mejora los principales signos y sintomas como la rigidez, la
bradicinesia y en menor medida el temblor (Beaulieu et al., 2014).

La LD es considerada préacticamente inactiva, asumiendo que sus efectos,
terapéuticos o adversos son debidos a su descarboxilacion a DA (Katzung y Trevor,
2016).

Su semivida plasmatica es corta (unas 2 horas) y, a medida que la enfermedad
progresa, la eficacia de la LD disminuye gradualmente, desconociéndose el motivo.
Puede ser debido a la progresion natural de la enfermedad, a la reduccién del nimero
de receptores y otros mecanismos de compensacion (Rang y Dale, 2020).

Entre las reacciones adversas mas destacadas de la LD estan las discinesias, las
fluctuaciones o las alucinaciones después de un tratamiento a largo plazo (Birtwistle y
Baldwin, 1998; Beaulieu et al., 2014).

2. Inhibidores de la DDC (IDDC): son farmacos que aumentan la
biodisponibilidad de la LD, ya que cuando es administrada en monoterapia la
biodisponibilidad es baja y solamente un porcentaje del 3-5% alcanza el SNC.

Los inhibidores mas utilizados son la carbidopa y la benserazida (Katzung y
Trevor, 2016). Se suele afadir al tratamiento con la LD un IDDC, ya que estos no
atraviesan la barrera hematoencefalica (BHE), impidiendo asi la transformacion de la
LD en DA a nivel periférico (Beaulieu et al., 2014; Rang y Dale, 2020; Jankovic y
Tan, 2020).
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Ademas, la administracion concomitante de un IDDC puede disminuir las
necesidades diarias de la LD en casi 75% (Katzung y Trevor, 2016).

3. Inhibidores de la MAO (IMAO): los IMAO, preferentemente los que actlan
sobre la isoforma B, como el deprenilo (también denominado selegilina), la rasagilina
y la safinamida impiden la metabolizacion de la DA y la mantienen activa mas tiempo
en el espacio sinaptico (Connolly y Lang, 2014; Armstrong et al., 2020).

La selegilina y la rasagilina actian como inhibidores irreversibles de la MAO-B.
Ambas moléculas, y en especial la rasagilina, tienen una actividad antiapoptética, al
estabilizar la permeabilidad del poro mitocondrial, lo que les confiere propiedades
neuroprotectoras. Sin embargo, la selegilina esta asociada con la produccion de
metabolitos neurotoxicos de anfetaminas, reduciendo la intensidad del efecto
neuroprotector (Bar-Am et al., 2004).

La safinamida aprobada por la FDA, como farmaco antiparkinsoniano en 2016, es
un inhibidor selectivo y reversible de la MAO-B que provoca un aumento de los
niveles extracelulares de DA en el cuerpo estriado, pero también bloquea los canales
de Na* dependientes del voltaje y modula los canales de Ca?*, inhibiendo la liberacion
de glutamato (Blair y Dhillon, 2017).

Actualmente muchos investigadores estdn estudiando nuevas moléculas con
potencial actividad como inhibidores de la MAO-B para el tratamiento de la EP, que
se encuentran en etapas avanzadas de desarrollo (Zhang et al., 2021). El bromuro de
1,3-bis-bencil-imidazolio 'y la benzopirona-biochanina-A  son  compuestos
recientemente desarrollados como inhibidores de la MAO-B, incluso el primero
demostrd ser mas eficaz que la selegilina en modelos de roedores (Zarmouh et al.,
2017; Chan et al., 2018; Zhang et al., 2021).

4. Inhibidores de la COMT (ICOMT): son farmacos que inhiben
principalmente la metilacion periférica de la LD, aumentando la semivida de la
misma y disminuyendo la formaciéon del 3-O-metildopa (3-OMD), metabolito que
compite con la LD por el sistema de transporte de aminoacidos neutros en la BHE.

Actualmente en la préctica clinica tenemos tres farmacos disponibles que son la
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tolcapona, la entacapona y la opicapona (Katzung y Trevor, 2016; Rodrigues y
Ferreira, 2017).

La tolcapona y la entacapona son inhibidores selectivos e irreversibles de la
COMT, mientras que la opicapona es un inhibidor selectivo y reversible. Estos
farmacos prolongan la accién de la LD por disminuir su metabolismo periférico y
consecuentemente su eliminacion. La tolcapona es capaz de atravesar la BHE, por lo
que también ejerce efectos centrales.

Estos farmacos son utiles en pacientes que sufren fluctuaciones de la respuesta
con la LD (fenémenos on/off), dado que disminuyen la frecuencia de las fases off y la
duracién de las mismas, por lo que permiten un tiempo de accién mas prolongado y la
opcidén de reducir la dosis total diaria de la LD (Connolly y Lang, 2014; Katzung y
Trevor, 2016; Lees et al., 2017).

Dentro de las reacciones adversas, destaca la tolcapona por su asociacién con
casos de dafios hepaticos, por lo que en Europa es de uso exclusivamente hospitalario.
Puede ser frecuente la aparicion de discinesias que se pueden controlar reduciendo la
dosis de LD (Connolly y Lang, 2014).

5. Agonistas dopaminérgicos: son farmacos que estimulan los receptores de DA
que se encuentran en la membrana celular de las neuronas de proyeccion estriatales.
Las diferencias entre los distintos agonistas dopaminérgicos se basan en la afinidad
por los diferentes subtipos de receptores (D1, D2, Ds3), en la estructura quimica
(ergdticos y no ergoticos) y semivida plasmatica (Wood et al., 2015; Katzung y
Trevor, 2016).

Los agonistas de estructura ergotica (bromocriptina, lisurida, pergolida vy
cabergolina) pueden producir reacciones fibroticas serosas o valvulares cardiacas, por
lo que, su utilizacion en la clinica es muy escasa. Una ventaja de la bromocriptina es
que tiene una accion mas duradera (semivida plasmatica de 6-8 horas) que la LD, por
lo que no es necesario administrarla con tanta frecuencia (Alonso-Canovas et al.,
2014; Rang y Dale, 2020).

Los no ergoticos (ropinirol, pramipexol, rotigotina, apomorfina y quinagolida) son
méas aceptados que los anteriores y suelen ser utilizados como monoterapia en el

tratamiento inicial de los pacientes de inicio anterior a los 70 afios. Sin embargo,
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tienden a producir episodios de suefio repentinos y alucinaciones (Alonso-Cénovas et
al., 2014; Yeung y Cavanna, 2014; Jankovic y Tan, 2020).

6. Anticolinérgicos: son farmacos clasicos que se utilizaron con amplitud en la
terapéutica de la EP antes del descubrimiento de la LD. Actualmente son poco usados
debido a sus notables efectos adversos (confusién mental, deterioro cognitivo,
retencion urinaria y estrefiimiento).

Su mecanismo de accion se basa en el bloqueo de la actividad colinérgica de las
interneuronas  estriatales, cuya actividad estd regulada por las neuronas
dopaminérgicas que proyectan desde la sustancia negra. El bloqueo de receptores
muscarinicos mejora el temblor, pero no la rigidez ni la bradicinesia. Son farmacos de
este grupo, por ejemplo, el trihexifenidilo, el biperideno, la prociclidina, la

benzatropina y la orfenadrina (Katzung y Trevor, 2016; Lopez Alvarez et al., 2019).

7. Amantadina: es un farmaco antiviral que mostré ser capaz de inhibir la
recaptacion de DA vy facilitar su liberacion. También tiene cierta actividad como
agonista dopaminérgico y como antagonista de receptores muscarinicos y
glutamatérgicos del tipo NMDA. Es Util en las fases iniciales de la EP para mejorar la
acinesia, la rigidez y el temblor (Rao et al., 2006; Raza et al., 2019). La amantadina
no es tan eficaz como la LD o la bromocriptina y su accion disminuye rapidamente

con el tiempo (Jankovic y Tan, 2020).

8. Antagonistas de los receptores de adenosina Aza: debido a la co-
localizacion e interaccion funcional de los receptores de adenosina Aza con los
receptores D2 de DA en las neuronas estriatales, la modulacion con los antagonistas de
Ao tiene un efecto compensador sobre el déficit de DA causado por la degeneracion
de neuronas dopaminérgicas que se proyectan desde la sustancia negra al estriado,
mejorando la disfuncién motora (Soliman et al., 2018).

En relacién con las estrategias multi-dianas, recientemente la FDA aprobd el
primer farmaco antagonista del receptor de adenosina A>a Nourianz® (istradefylline)
desarrollado por Kyowa Hakko Kirin Inc., Japon, como tratamiento complementario a
la LD en la EP (Cheny Cunha, 2020).
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También se ha estudiado el uso de inhibidores de la MAO-B con actividad
antagonista del receptor de adenosina Aza, que podrian proporcionar efectos
sintomaticos y neuroprotectores, entre otros, en el tratamiento de la EP (Jaiteh et al.,
2018; Kuder et al., 2020).

9. Cannabidiol (CBD): recientemente, al igual que en otras enfermedades
neuroldgicas como la epilepsia, también se ha introducido el CBD en el tratamiento
de la EP (Cristino et al., 2020). A pesar de tener efectos beneficiosos probados en el
tratamiento de la EP, su mecanismo de accion es complejo y sigue constantemente en
estudio. Sin embargo, algunas hipétesis ya han sido bien documentadas, como la
participacion de ambos receptores canabinoides, CB1 y CBy, de los receptores TRPV1
y de los compuestos endocannabinoides (N-aracdonoil etanolamina o anandamida, y
2-aracdonoil glicerol 0 2-AG) que se encuentran en grandes concentraciones en areas
del cerebro involucradas en el procesamiento y ejecucion de movimientos corporales,
como los ganglios basales (Suero-Garcia et al., 2015). Ademas, el CBD presenta
actividades antioxidantes, anti-excitotdxicas y antiinflamatorias, proporcionando un

efecto neuroprotector (Cristino et al., 2020).

2.3.4 Modelo de reserpina

La reserpina fue uno de los primeros compuestos que se administraron a roedores para
imitar la neuroquimica de la EP. Aunque se trata de un modelo animal algo basico, fue
fundamental para demostrar la eficacia terapéutica de la LD, que sigue siendo el tratamiento
de referencia en la EP (Tadaiesky et al., 2006; Bispo et al., 2019; Rodriguez-Enriquez et al.,
2020).

A finales de la década de 1950, Carlsson et al., (1957) demostraron por primera vez la
capacidad de la LD, el precursor de la DA endogena, para revertir los llamados efectos
tranquilizantes del pretratamiento con reserpina en ratones. Algun tiempo después, el efecto
de la LD se recapituld en humanos, haciendo del modelo de reserpina un cribado sélido para
la posible eficacia sintomatica de nuevos farmacos en la EP.

La dosis habitual de reserpina puede variar de 1 a 5 mg/kg y puede administrarse por via
intraperitoneal o subcutanea. EI mecanismo de accion se basa en el bloqueo del transportador

vesicular de monoaminas 2 (VMAT2). Esto conduce a la pérdida de la capacidad de
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almacenamiento y, por lo tanto, al agotamiento de la DA, noradrenalina y la serotonina (5-
HT) (Duty y Jenner, 2011; Matos et al., 2013).

Los cambios de comportamiento inducidos por reserpina en roedores se describen como
acinesia, rigidez de las extremidades traseras y ataxia, que son caracteristicas representativas
de los sintomas asociados con la EP. La reversion de estos cambios se utiliza como indicador
predictivo de la probable eficacia sintomética de nuevos agentes.

La hipotermia causada por reserpina en ratones también se produce por el bloqueo del
VMAT?2 que causa una disminucion intensa y prolongada de DA en todas las terminaciones
nerviosas dopaminérgicas, incluida la via nigroestrial (Freitas et al., 2016).

Aunque el modelo de reserpina imita los componentes principales de la bioquimica de la
EP e induce acinesia, rigidez, ataxia e hipotermia que reflejan las caracteristicas clinicas de la
enfermedad, no hay degeneracion de células dopaminérgicas, por lo que el modelo se limita a
evaluar nuevos enfoques para el tratamiento sintomatico (Duty y Jenner, 2011).

Sin embargo, todos los farmacos dopaminérgicos y antagonistas muscarinicos que se
utilizan actualmente en la clinica para controlar los sintomas de la EP se probaron primero en
el modelo de reserpina (Colpaert, 1987; Menzaghi et al., 1997; Duty y Jenner, 2011; Olaya et
al., 2019).

Dicha evidencia destaca la fuerte validez predictiva del modelo de reserpina en la EP y
justifica su posicion mantenida como un modelo clave de eleccién para las primeras etapas

preclinicas de los protocolos de descubrimiento de farmacos.

2.4 NEUROINFLAMACION
La inflamacion es una secuencia de respuestas biologicas complejas y puede clasificarse
como aguda o cronica. En la etapa aguda de la inflamacion, las proteinas plasmaticas y los
leucocitos de los vasos sanguineos se filtran rapidamente a los sitios dafiados para iniciar una
serie de eventos bioquimicos y celulares que involucran al sistema inmunoldgico. La
inflamacion aguda suele remitir en unos pocos dias, sin embargo, en algunas situaciones la
inflamacion persiste hasta que se vuelve cronica, desencadenando una compleja red de vias de
sefializacion celular y molecular que estan vinculadas a diversas patologias (Vezzani et al,
2011; Dey et al, 2016).

Estas vias de sefializacion, cuando se activan, secretan una variedad de factores

inflamatorios, que incluyen citocinas proinflamatorias como la interleucina-1p (IL-1B) e
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interleucina-6 (IL-6), el TNF-a, las enzimas 6xido nitrico sintasa (iNOS) que producen EROS
y la ciclooxigenasa 2 (COX2), los factores de crecimiento que incluyen el factor de
crecimiento transformante beta (TGF-B) y el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF)
y citocinas antiinflamatorias como la interleucina-10 (IL-10). Toda esta cascada de
sefializacion contribuye a la patogenia del dafio neuronal en muchas enfermedades del SNC,
incluida la epilepsia y la EP (Hirsch y Hunot, 2009; Polazzi y Monti, 2010; Gullo et al., 2014,
lughetti et al., 2018, Cokyaman et al., 2020).

En contrapartida, se sabe que el SNC tiene un sistema de proteccion inmunoldgico
privilegiado, donde cuenta con una barrera de proteccion, la BHE, ademas de activar células
endoteliales, microgliales y astrocitos en el proceso de reversion de la neuroinflamacién (Dey
et al, 2016). Segun Vezzani et al., (2020), la respuesta neuroinmune realizada por las células
gliales activadas tiene un papel dicotdmico en el SNC. Por un lado, induce la activacion de
mecanismos de reparacion y regeneracion, mientras que, por el otro, la liberacion incontrolada
de mediadores inflamatorios estimula un estado neuroinflamatorio crénico, y es
potencialmente peligroso para las células vecinas.

Algunos datos sugieren que la inflamacién, que involucra células gliales activadas y una
mayor expresion de mediadores inflamatorios especificos, puede contribuir a la
epileptogénesis, debido a la excitabilidad neuronal alterada, favoreciendo asi el
establecimiento de una red de hiperexcitabilidad neuronal cronica que puede generar crisis
espontaneas recurrentes (Devinsky et al., 2013, Wang et al., 2015).

Ademas, estudios pos-mortem tanto celular como molecular del tejido cerebral de
pacientes con EP ponen de manifiesto que existen procesos neuroinflamatorios en las regiones
cerebrales afectadas por la enfermedad (Boka et al., 1994; Hunot et al., 1996; Mogi et al.,
2000). Aln no se sabe si tales cambios estan involucrados en el proceso patoldgico o son
simplemente una consecuencia de la degeneracién neuronal. Aunque estudios in vivo en
pacientes con la EP han detectado cambios inflamatorios durante el curso de la enfermedad,
antes de la muerte del paciente y estan asociados con la progresion de la enfermedad de
manera directa o indirecta (Dobbs et al., 1999; Krtger et al., 2000; Chen et al., 2008; Hirsch
y Hunot, 2009).

2.5 GAMMA-DECANOLACTONA
Hace muchos afios que las lactonas son estudiadas para el tratamiento de las enfermedades

neuroldgicas (Ferrendeli et al., 1989; Holland et al., 1992) y todavia hoy en dia se siguen
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estudiando (Zhou et al., 2020; Zhao et al., 2020). Estas sustancias han sido reconocidas por
sus propiedades neuroactivas; entre ellas, efectos anestésicos, hipnéticos y anticonvulsivos
(Ferrendelli et al., 1989; Duke, 1992; Viana et al., 2006; de Oliveira et al., 2008; Pfluger et
al., 2018a,b).

La tiobutirolactona ha mostrado tener accion anticonvulsiva con menos efectos adversos
y accion més prolongada en comparacion con un medicamento convencional utilizado en
clinica: el valproato de sodio (Ferrendelli et al., 1989). Un estudio realizado por Warnecke et
al., (2020) demostrd que las lactonas macrociclicas como ivermectina y moxidectina mejoran
la actividad motora de ratones tratados con la 6-hidroxidopamina (6-OHDA), un farmaco
neurotdxico que destruye las terminaciones dopaminérgicas, lo que nos lleva a pensar que las
lactonas también pueden ser Utiles en el tratamiento de otras enfermedades neurolégicas como
la EP.

La gamma-decanolactona (Figura 17) es un compuesto sintético monoterpénico con una
estructura quimica similar a las lactonas presentes en el aceite esencial de la planta
Aeollanthus suaveolens, que se utiliza en etnomedicina por nativos de la Amazonia, por sus
supuestas caracteristicas medicinales (sedante, anticonvulsiva, analgésica, hipndtica y
ansiolitica) (Elisabetsky et al., 1995).

H,C

Figura 17: Estructura bidimensional de la GD. Imagen creada por la autora utilizando la herramienta
Marvin JS.

Estudios previos realizados por Coelho De Souza et al., (1997) han mostrado que la GD
presenta actividad hipnotica, hipotérmica y anticonvulsiva en ratones. Ademas, la evaluacion
realizada a través de un ensayo de binding mostré que la GD fue capaz de inhibir de manera
concentracion-dependiente la union especifica de L-[3H]-glutamato, y que esta accion puede
estar involucrada en la actividad anticonvulsiva de esta lactona (Pereira et al., 1997).

Cuando se probd en los modelos experimentales de natacion forzada (test Porsolt) y en el
laberinto elevado en cruz, la GD no mostrd ningln efecto, lo que sugiere que no hay actividad

antidepresiva ni ansiolitica (Viana et al., 2007). En el modelo de Kindling, considerado un
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modelo importante de epileptogénesis, la GD mostr6é un efecto protector significativo en las
crisis inducidas por PTZ y también demostré actividad antigenotdxica, ya que reparé el dafio
al acido desoxirribonucleico (ADN) inducido por PTZ (de Oliveira et al., 2008).

Estudios mas recientes han puesto de manifiesto que la GD atenda la activacion de
células microgliales (N9) en el modelo de lipopolisacarido (LPS). Concomitantemente,
también se ha visto que la GD disminuye la expresion de marcadores inflamatorios como
INOS, TNF-a y, en consecuencia, inhibe la formacion de EROS. Ademas, la GD bloguea
marcadores de apoptosis como la fosforilacion de p38-MAPK y la activacion de caspasa-9,
disminuyendo el dafio causado al ADN. Estos datos indican que la GD tiene un potencial
terapéutico neuroprotector y que ejerce sus efectos mediante la inhibicion de la
neuroinflamacién (Pfluger et al., 2016).

En un modelo agudo de crisis epilépticas inducidas por pilocarpina, los ratones que
recibieron la dosis de 300 mg/kg de la GD mostraron un aumento de la latencia para la
aparicion de la primera crisis epiléptica. En los anélisis bioquimicos, tanto la dosis de 300
mg/kg como la de 100 mg/kg de la GD, protegieron a los animales del estrés oxidativo y el
dafio al ADN producido por la pilocarpina. En este mismo estudio, la GD fue eficaz en la
prueba de Ames, un ensayo consolidado de mutagenicidad (Pfliger et al., 2018a).

También se evalud el perfil farmacoldgico y los posibles mecanismos de accion de la GD
en modelos animales de crisis epilépticas agudas inducidas por el compuesto isoniazida (INH)
(inhibidor de la sintesis de GABA), PCT (actua bloqueando el canal de cloruro del receptor de
GABA\,) y 4-aminopiridina (4-AP) (antagonista selectivo de los canales de K*).

Los experimentos pusieron de manifiesto un aumento en la latencia para la aparicion de
la primera crisis, asi como una disminucién en el porcentaje de crisis en los modelos INH y 4-
AP en animales que recibieron una dosis de 300 mg/kg de GD. La GD no resulto eficaz en las
crisis inducidas por PCT. Los resultados de este estudio sugieren que el efecto de la GD en las
crisis puede estar relacionado con su capacidad para modular de forma positiva la enzima
GAD (responsable de la sintesis de GABA) y activar, directa o indirectamente, los canales de
K™ (Pflliger et al., 2018b).
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3 JUSTIFICACION

Esta tesis se encuadra en un convenio de colaboracién internacional (cotutela) entre la
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) de Brasil, y la Universidade de
Santiago de Compostela (USC) de Esparia.

Las enfermedades neuroldgicas son una de las principales causas de discapacidad en el
mundo, comprometiendo la vida de miles de personas anualmente. Entre ellas se encuentran
enfermedades muy prevalentes como la epilepsia y la EP, que causan un gran impacto tanto
en la vida del paciente como en la vida de sus familiares, convirtiéndose en un problema
social.

La falta de un tratamiento eficaz y seguro, capaz de detener o revertir el proceso y no solo
mitigar los sintomas, justifica la necesidad e importancia de la prospeccion de nuevos
compuestos potenciales candidatos a farmacos.

Dada la complejidad de nuestro cerebro y més ain de la etiologia multifactorial de la
epilepsia y la EP, la Unica manera de poder avanzar en el tratamiento de estas enfermedades
es por medio de la investigacion. Ambas enfermedades comparten mecanismos
fisiopatoldgicos similares como el aumento de la excitotoxicidad y de las citocinas
proinflamatorias y apoptoticas, entre otros. También se ha visto que pacientes que desarrollan
la EP antes de los 60 afios tienen 87 veces mas probabilidades de desarrollar crisis epilépticas,
lo cual puede acelerar el deterioro cognitivo.

Dicho esto, se hace necesario disponer de compuestos con diferentes actividades
farmacoldgicas, capaces de actuar de forma simultanea sobre multiples dianas terapéuticas
implicadas en la patogenia de las enfermedades.

En esta tesis doctoral se realiza una evaluacion farmacoldgica de la GD para comprobar
su potencial efecto beneficioso en el tratamiento de la epilepsia y la EP. Como ya se
menciono, la GD tiene una estructura quimica similar a las lactonas presentes en el aceite
esencial de la planta Aeollanthus suaveolens, que se utiliza en etnomedicina por nativos de la
Amazonia, por sus supuestas caracteristicas medicinales.

Este estudio es una continuacion/ampliacion de la investigacion previa de la GD realizada
en las dos universidades, donde se ha puesto de manifiesto su capacidad para actuar en el
SNC.



En resumen, esta tesis representa una oportunidad Unica para generar nuevo conocimiento
sobre el mecanismo de accion de la GD y su potencial aplicacion en dos enfermedades

neuroldgicas prevalentes.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL
El objetivo general es profundizar en el conocimiento de los efectos neurofarmacologicos y
los mecanismos de accién de la GD con la finalidad de valorar su potencial aplicacion en

clinica para el tratamiento de la epilepsia y la EP.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.2.1 Evaluar el efecto de la gamma-decanolactona en estudios computacionales
(in silico):

a) Prediccion de las propiedades fisicoquimicas.

b) Prediccion de la capacidad para cruzar la barrera hematoencefélica.

c) Estudio de molecular docking sobre las isoformas MAO.

4.2.2 Evaluar el efecto anticonvulsivo de la gamma-decanolactona:
a) Estudio in vitro:

a.1) Estudio de la union a receptores de adenosina A1, Aca Az Y As.

b) Estudios in vivo:

b.1) Latencia y manifestacion de crisis epilépticas agudas inducidas por AMINOPH.

b.1.1) Implicacion del sistema purinérgico.

b.2) Latencia y manifestacion de crisis epilépticas subcrénicas inducidas por PTZ
Kindling.

b.2.1) Implicacion del sistema GABAérgico y purinérgico.

c) Estudio ex vivo:
c.1) Western blotting: Evaluacion de expresion de proteinas GABAAa al y adenosina
Au.
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4.2.2 Evaluar el efecto antiparkinsoniano de la gamma-decanolactona:

a) Estudios in vitro:
a.1) Inhibicion enzimatica: MAO-A, MAO-B.
a.2) Estudio de citotoxicidad (MTT).

b) Estudios in vivo:

b.1) Ensayo de la coordinacion motora - Rota-rod test.

b.2) Modificacion de la temperatura corporal.

b.3) Ensayo de la actividad locomotora - Open Field Test (OFT).
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5 MATERIAL Y METODOS

En este capitulo se reproducen contenidos de la publicacion de la doctoranda en la revista
Behavioural Pharmacology. Editorial: Wolters Kluwer Health, Inc. ISSN: 0955-8810.

Pfluger P, Regner GG, Luft JG, Goncalves DA, Krebs C, Fontenla JA, Pereira P.
Gamma-decanolactone attenuates acute and chronic seizures in mice: a possible role of
adenosine A  receptors. Behav  Pharmacol. 2020 Sep;31(6):544-552.  doi:
10.1097/FBP.0000000000000554.

Autoria: Pricila Pfluger®®

Coautoria: Gabriela Gregory Regner?, Jordana Griebler Luft?, Débora Aguirre
Gongalves?, Chris Krebs?, José Angel Fontenla®, Patricia Pereira?,

Filiacion: 2Departamento de Farmacologia, Laboratorio de Neurofarmacologia vy
Toxicologia Preclinica, Instituto de Ciencias Basicas de la Salud, Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brasil. "Departamento de Farmacologia, Farmacia y
Tecnologia Farmacéutica, Universidade de Santiago de Compostela, Santiago de Compostela,
Espana.

Los experimentos descritos en esta tesis han sido realizados en la Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (UFRGS), en la Universidade de Santiago de Compostela (USC) y en
la Universita de Cagliari (UniCA), Italia.

Los estudios llevados a cabo en la UFRGS se han realizado en el laboratorio de
Neurofarmacologia y Toxicologia Pre-clinica (LABNET), coordinado por la Prof. Patricia
Pereira.

Los estudios llevados a cabo en la USC se han realizado en:

- Laboratorio del grupo de investigacion BioFarma (CiMUS), coordinado por la Prof.
M? Isabel Loza.

- Laboratorio del grupo de investigacion de Fisiologia y Farmacologia de las
enfermedades crénicas (CiMUS), coordinado por la Prof. Dolores Vifia.

- Laboratorio del grupo de investigacion de Farmacologia del Sistema Nervioso

Central (Facultad de Farmacia), coordinado por el Prof. José A. Fontenla.
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El estudio en la UniCA se ha realizado en el laboratorio de Ingenieria Eléctrica y

Electrdnica, bajo la direccion del Prof. Amit Kumar.

5.1 ESTUDIOS COMPUTACIONALES (IN SILICO)

5.1.1 Prediccion de las propiedades fisicoquimicas

Para conocer las propiedades fisicoquimicas y farmacocinéticas de la GD, tales como la
absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion (ADME) y comparar sus resultados con los
inhibidores de la MAO de referencia, selegilina, rasagilina y safinamida hemos realizado
calculos tedricos utilizando el programa Molinspiration (Molinspiration Cheminformatics,

https://www.molinspiration.com/).

Este programa permite calcular parametros como la lipofilia (expresada como miLog P),
el peso molecular (MW), el area de superficie polar topoldgica (TPSA), el nimero de dadores
de enlaces de hidrogeno (nOHNH), el nimero de aceptores de hidrégeno (nON) y el volumen
molecular (MV).

La regla de los 5 de Lipinski (Lipinski et al., 1997) establece las caracteristicas que una
molécula debe tener para ser un buen farmaco:

- Lipofilia: Es una caracteristica decisiva para que un farmaco se absorba,
distribuya, metabolice y elimine. Se define log P como el coeficiente de reparto de una
especie Unica entre dos fases en equilibrio, una oleosa y otra acuosa. Cuanto mayor
sea el valor de log P, mayor seré la liposolubilidad del farmaco y cuanto menor el log
P, mayor sera la solubilidad en agua. La recomendacion es que el log P sea inferior a
5.

- Peso molecular: En general se recomienda que las moléculas posean un peso
molecular inferior a 500 Da para que presenten buenas propiedades moleculares para
su absorcion.

- Donantes de enlaces de hidrogeno: Se considera como tal cualquier
heteroatomo con al menos un hidrégeno (H) unido. Se recomienda que la molécula no
tenga mas de 5 donadores de enlaces de H para que tenga una biodisponibilidad

satisfactoria.
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- Aceptores de enlaces de hidrogeno: Se considera como tal cualquier
heterodtomo sin una carga positiva formal, excluyendo halégenos, grupos pirrol,
nitrégeno, oxigeno y azufre heteroaromaticos, y estados de oxidacion maés altos de
nitrégeno, fdsforo, y azufre, pero incluyendo los oxigenos unidos a ellos. Se
recomienda que la molécula no tenga méas de 10 aceptores de enlaces de H.

- Area de superficie polar: Es un parametro que se define como la suma de las
superficies de los atomos polares (generalmente oxigenos, nitrogenos e hidrdgenos
unidos) en una molécula. Es util para la prediccion de las propiedades de pase de

farmacos a través de membranas, como por ejemplo la penetracion en la BHE.

5.1.2 Prediccion de la capacidad para cruzar la barrera hematoenceféalica
La prediccion del cruce de la BHE se evalu6 con el programa online, CBLigand-BBB

(https://www.cbligand.org/BBB/); con la aplicacion de dos algoritmos, support vector

machine (SVM) y AdaBoost; y con cuatro tipos de huellas dactilares, MACCS, Open Babel
(FP2), Molprint 2D y PubChem (Liu et al., 2014). El programa proporciona una puntuacion

predictiva mayor gque 0 si el compuesto analizado puede atravesar la BHE.

5.1.3 Estudio de molecular docking sobre las isoformas MAO

La estructura bidimensional del ligando GD se obtuvo utilizando la herramienta Marvin
JS (www.chemaxon.com) y se convirtio a tridimensional (3D) utilizando el software Open
Babel (O’Boyle et al., 2011).

La estructura 3D de la GD se sometié a optimizacién geométrica dentro del marco de la

teoria funcional de la densidad (Becke, 1993) utilizando el conjunto de bases gaussianas 6-
31G * (Rassolov et al., 2001) en combinacion con funcional B3LYP (Lee et al., 1988). La
estructura 3D de las dianas hMAO-B (ID de PDB: 2V61) y hMAO-A (ID de PDB: 2Z5Z) se

obtuvieron del banco de datos de proteinas (Protein Data Bank - https://www.rcsb.org/).

Para evaluar y comprender como la GD se une a las dianas moleculares MAO-B y/o
MAO-A, se realizaron estudios de docking con el servidor web COACH-D (Wu et al., 2018),
mediante la implementaciéon de un consenso entre cinco métodos individuales: TM-SITE, S-
SITE (Yang et al., 2013), FINDSITE (Brylinski y Skolnick, 2008), COFACTOR (Roy et al.,
2012) y ConCavity (Capra et al., 2009), para predecir las interacciones proteina-ligando.


https://www.cbligand.org/BBB/
http://www.chemaxon.com/
https://www.rcsb.org/
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Luego se empleo el programa AutoDock Vina (Trott et al., 2010) para seleccionar la mejor

posicion del ligando predefinidas.

5.2. ESTUDIOS IN VITRO

5.2.1 Estudio de la actividad inhibidora de la MAO

5.2.1.1. Farmacos y reactivos

Los farmacos y los reactivos utilizados en los experimentos fueron la selegilina y la
GD suministrados por Sigma-Aldrich (S.A.) (St. Louis, Missouri, EE. UU.), el DMSO y la
moclobemida suministrados por los laboratorios Hoffmann-La Roche (Basilea, Suiza), la sal
sodica de resorrufina, el hidrocloruro de p-tiramina, el tampdn fosfato sédico y la peroxidasa
de rdbano picante suministrados en el kit para el ensayo de la MAO Amplex® Red Molecular
Probes (S.A.) (Waltham, Massachusetts, EE. UU.).

Disoluciones stock de concentracion 10 mM de los farmacos y de la GD fueron
preparadas y mantenidas a -20 °C para su conservacion. La moclobenida y la GD se
disolvieron en DMSO (concentracion final de DMSO < 1%) y la selegilina se disolvié en
agua Milli-Q. En el dia de la realizacion del experimento, a partir de las disoluciones stock, se
realizaron las adecuadas diluciones empleando el mismo vehiculo utilizado anteriormente.

El tampdn fosfato sédico proporcionado a una concentracion 5 veces superior a la
necesaria en el Kit de MAO Amplex® Red se diluyé en agua Milli-Q hasta la concentracion
adecuada.

El 10-acetil-3,7-dihidroxifenoxazina (Amplex® Red) se prepar6 en una concentracion de
20 mM, disolviéndose en DMSO; el hidrocloruro de p-tiramina se preparé en una
concentracion de 100 mM, disolviéndose en agua Milli-Q; y la peroxidasa de rabano picante
se prepar6é en una concentracion de 200 U/mL, disolviéndose en el tampdn fosfato sodico
(1X).

El Amplex® Red y la GD se mantuvieron en todo momento protegidos de la luz debido a

su fotosensibilidad.

5.2.1.2 Determinacion de la inhibicion de las isoformas de la MAO
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Los potenciales efectos de GD sobre la actividad de las isoformas de la MAO se
determinaron midiendo la produccion de H20: y, por consiguiente, de resorrufina a partir de
p-tiramina (4-hidroxi-feniletilamina), utilizando el reactivo Amplex® Red y las isoformas de
la MAO, presentes en la fraccion microsomal, preparada a partir de células de insectos (BTI-
TN-5B1-4) infectadas con baculovirus recombinantes que contienen insertos de ADNc de
MAO-A o0 MAO-B humano (Sigma Aldrich S.A.) (St. Louis, Missouri, EE. UU.).

Estas isoformas de la MAO catalizan la oxidacion de varios sustratos que contienen
restos de amino para originar los aldehidos correspondientes, amoniaco y H2O,. La p-
tiramina, que es oxidada a 4-hidroxifenilacetaldehido, es un sustrato comun para la MAO-A 'y
para la MAO-B.

La produccion de H,O: catalizada por las isoformas de la MAO se puede detectar
utilizando el reactivo Amplex® Red, una sustancia no fluorescente, altamente sensible, que
reacciona con el H20. en presencia de la peroxidasa del rabano picante para producir una
sustancia fluorescente: la resorrufina (Figura 18).

MAO
/Q’/.V /Ej/\/‘*NH +H,0,

p-tiramina 2-(4-Hidroxifenil)acetaldehido

O

N
H202 i
Peroxldasa
HO 0 8]

Amplex Resorrufina

Figura 18. Esquema de las reacciones catalizadas por las isoformas de la MAO y la peroxidasa.

Protocolo del ensayo de inhibicion de la MAO.

En nuestros experimentos, la actividad de la MAO fue evaluada con el método
mencionado anteriormente, siguiendo un procedimiento general, previamente descrito, con
algunas modificaciones (Matos et al., 2013; Rodriguez-Enriquez et al., 2020).

En primer lugar se incubaron 0,1 mL de tampdn fosfato sédico (50 mM, pH 7,4) que

contiene distintas concentraciones de la GD (concentracion final de DMSO < 1%) o los
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inhibidores de referencia, y la cantidad de MAO-A o MAO-B recombinante humana
requerida para obtener, en nuestras condiciones experimentales, la misma velocidad de
reaccion; es decir, para oxidar (en ausencia de los compuestos: grupo control) la misma
concentracion de sustrato: 165 pmoles de p-tiramina por min (MAO-A; 1,1 ug; actividad
especifica: 150 nmoles de p-tiramina oxidados a p-hidroxifenilacetaldehido por min por mg
de proteina; MAO-B: 7,5 ug; actividad especifica: 22 nmoles de p-tiramina transformados por
min por mg de proteina). Dicha incubacion se realizé durante 10 min a 37 °C en placas de 96
pocillos de fondo negro y plano (Microtest™ 96 well assay plate, BD Biosciences) (Franklin
Lakes, New Jersey, EE. UU.) ya colocadas en la camara oscura del lector de fluorescencia.
Después del periodo de incubacidn, la reaccion se inicié afiadiendo (concentraciones finales)
200 uM de reactivo Amplex® Red, 1 unidad (U)/mL de peroxidasa de rabano picante y 1 mM
de p-tiramina como sustrato, tanto para los estudios realizados con la MAO-A como para los
realizados con la MAO-B.

La produccién de H20- y, por consiguiente, de resorrufina fue cuantificada a 37 °C en un
lector de fluorescencia de placa (Fluo-star Optima™, BMG LABTECH) (Waltham,
Massachusetts, EE. UU.) determinando la fluorescencia generada (Aexcitacion 545 nm, Aemision
590 nm) durante 10 min, periodo en el cual el incremento de la fluorescencia fue lineal desde
el principio. Simultaneamente se llevaron a cabo experimentos control sustituyendo nuestro
compuesto o los inhibidores de referencia con las disoluciones apropiadas de los vehiculos.

La evaluacion de la inhibicidén enzimética producida por nuestro compuesto se determind
mediante la variacion de fluorescencia por unidad de tiempo (cuantificada como unidades
arbitrarias de fluorescencia/min). De esta forma se midieron los moles de resorrufina
generados, que coinciden con los moles de 2-(4-hidroxifenil)-acetaldehido, ya que la reaccion

guimica presenta una estequiometria 1:1.

5.2.1.3 Reversibilidad de la inhibicion de la MAO-B
Para evaluar si la GD es un inhibidor de hMAO-B reversible o irreversible se utilizo
un método de dilucién y como farmaco de referencia se utilizé la selegilina (inhibidor
irreversible de la MAO-B) (Gerlach et al., 1992; Copeland, 2005).
En primer lugar, se prepard una disolucion de la GD 10 veces superior a su valor de Clso.
Posteriormente, se prepar0 una disolucion de la enzima MAO-B 100X (en relacién con la

concentracion utilizada en los experimentos para la determinacion de la inhibicion de la
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actividad enzimaética antes descritos) en tampon fosfato sédico (50 mM, pH 7,4). Se afiadieron
0,2 pL de la disolucion de compuesto sobre 1,8 uL de la disolucion de la enzima y las
disoluciones obtenidas se incubaron en hielo durante 30 min. De este modo, si la inhibicion
ejercida por el compuesto es irreversible, este permaneceria unido a pesar de la dilucion de la
muestra; mientras que si se trataba de un inhibidor reversible, se desligaria de la enzima,
recuperandose la actividad de la misma en un porcentaje elevado. En los experimentos control
se utilizo el vehiculo DMSO < 1%.

Una vez transcurrido el periodo de incubacion, las diferentes disoluciones se diluyeron
100 veces con tampon fosfato, afiadiendo 198 pL del mismo. Posteriormente, se tomaron 50
ML de cada una de las disoluciones, que se llevaron a una placa de 96 pocillos de fondo negro
y plano (Microtest™ 96 well assay plate, BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, EE.UU.),
incubandose a continuacion a 37 °C durante 3 min. Posteriormente, se afiadieron 50 pL de
tampén fosfato conteniendo una mezcla de p-tiramina, peroxidasa de rabano picante y
Amplex® Red a las concentraciones descritas previamente. Finalmente, se determiné la

fluorescencia generada como se describe en el apartado anterior.

5.2.1.4 Expresion de los resultados, andlisis estadistico y representacion grafica
La actividad IMAO de la GD y de los farmacos de referencia se expres6 como Clsg,
es decir, como la concentracion de cada compuesto necesaria para producir una disminucion
de la actividad enzimatica de las isoformas de la MAO de un 50%. Los correspondientes
valores de las Clso fueron calculados utilizando el programa informéatico Microsoft Office
Excel. Para ello se representd graficamente el logaritmo de la concentracion molar del
compuesto estudiado en el eje de abscisas, frente al porcentaje de inhibicion de la MAO en el
eje de ordenadas. Como resultado se obtuvo una grafica de forma sigmoide, en la que existia
una relacion lineal entre el logaritmo de la concentracion de los compuestos y el porcentaje de
inhibicion de la MAO. Los valores de Clso se obtuvieron a partir de las ecuaciones de las
rectas obtenidas por regresion lineal (método de minimos cuadrados) de los puntos resultantes
de esta representacion.
Ademas, se calcul6 el cociente [Clso (MAO-A)] / [Clso (MAO-B)] como indicador del
indice de selectividad en la inhibicion mostrada sobre ambas isoformas.
Para la determinacion de la reversibilidad se calculo el porcentaje de la pendiente (AUF/t)

respecto al control. Para los inhibidores reversibles, el incremento de fluorescencia muestra
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un progreso lineal alcanzando al menos el 91% de la pendiente del control, mientras que si la
inhibicion es irreversible se alcanza solo el 9% de esta pendiente. La representacion grafica se

realizé con el programa informatico GraphPad Prism (V 5.0) (San Diego, EE.UU.).

5.2.2 Cultivo de células hepaticas HepG2

En estos experimentos se utilizaron células de la linea HepG2 (ATCC®, American Type
Culture Collection, Virginia, EE. UU.), las cuales fueron proporcionadas por el grupo de
investigacion Biofarma (CiMUS, USC). Las células HepG2 corresponden a una linea celular
de hepatocarcinoma de humano caucasiano. Esta linea celular es una de las mas utilizadas
para determinar la potencial hepatotoxicidad de farmacos en estudio.

El medio de cultivo para las células HepG2 fue el Minimum Essential Medium Eagle
(EMEM) (Sigma-Aldrich S.A.) (St. Louis, Missouri, EE. UU.), suplementado con suero
bovino fetal (FBS) 10%, penicilina (100 IU/mL) y estreptomicina (100 pg/mL)
(Gibco/Invitrogen S.A.) (Waltham, Massachusetts, EE. UU.).

Las células se cultivaron en flask de 75 cm? en un incubador (Forma Direct Heat CO,
Thermo Electron Corporation) (Waltham, Massachusetts, EE. UU.) en condiciones de
humedad saturada con una presion parcial de CO2 del 5% y a 37 °C, hasta alcanzar la
confluencia (90-95%) de la superficie del flask. El medio se cambi¢ cada dos dias.

Posteriormente, se realizaron subcultivos a una superficie 3 veces mayor. Para ello, se
aspird el medio de cultivo, se lavaron las células con PBS (tampon fosfato salino) y se
trataron las células con una solucién de tripsina-EDTA 0,05% (Sigma-Aldrich S.A.) (St.
Louis, Missouri, EE. UU.) durante 5 min a 37 °C. Tras comprobar la protedlisis de la matriz
extracelular, la suspensién resultante se diluy6 1:1 en medio de cultivo y se centrifugd a 100 g
durante 5 min a 20-22 °C. El pellet obtenido se resuspendi6 en el medio de cultivo completo y
se sembr6 en nuevos flask de 75 cm?,

Para la realizacion de los experimentos, las células se sembraron en placas estériles de 96
pocillos (Microtest™ 96 well assay plate, BD Biosciences.) (Franklin Lakes, New Jersey, EE.
UU.) a una densidad celular de 1x10° cél/mL y crecieron, distribuidas en alicuotas de 100 pL,

durante 24 h en las mismas condiciones anteriormente descritas.

5.2.2.1 Determinacion de la citotoxicidad celular
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Las células se mantuvieron en las condiciones antes descritas durante 48 horas hasta
alcanzar la confluencia en el pocillo. Seguidamente, se trataron con distintas concentraciones
de la GD (10 uM, 25 uM, 50 uM y 100 pM) disuelta en DMSO (concentracion final de
DMSO 1%) para evaluar el efecto citotoxico de la misma.

Una vez afiadida la GD, las células se incubaron durante 24 horas. Transcurrido el
periodo de incubacion, se determind la viabilidad de las células utilizando el bromuro de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium (MTT) (Sigma-Aldrich S.A.) (St. Louis,
Missouri, EE. UU.). Este compuesto de color amarillo es reducido a formazan, (cristales azul-
violaceos insolubles en agua) por enzimas deshidrogenasas presentes en las mitocondrias de
las células viables (Mossman, 1983) (Figura 19).

Se afiadieron 10 pL de MTT (5 mg/mL en tampon PBS) a cada pocillo conteniendo 100
puL de medio. Tras incubar 2 horas a 37 °C, se retir6 el medio y los cristales de formazan
formados se resuspendieron en 100 pL/pocillo de DMSO. La produccion de formazan por las
celulas viables fue cuantificada a 37 °C en un lector de absorbancia (Fluo-star Optima, BMG
LABTECH) (Ortenberg, Ortenaukreis, Alemania). La lectura se realizo a A = 570 nm.

J,%@ Ty

Reducta sas mitocondriales

Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio Formazén

Figura 19: Reaccion de reduccion de MTT a formazan. Protocolo del ensayo de MTT.

5.2.2.1.1 Expresion de los resultados, analisis estadistico y representacion
gréfica
Los resultados se expresan como el porcentaje de viabilidad de las células
HepG2 tratadas con la GD respecto a células tratadas con DMSO 1% (vehiculo en el que se
ha disuelto la GD), usado como control.
El porcentaje de viabilidad celular se obtiene utilizando la siguiente formula:

% viabilidad = (AbS'céIuIas tratadas /AbS'controI) x 100
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El porcentaje de viabilidad representa la media * error estandar de la media (e.e.m.) de al
menos 3 experimentos. Para las representaciones graficas y el analisis estadistico se utilizo el
programa GraphPad Prism® (v 5.0) (San Diego, USA). Las diferencias estadisticamente
significativas se determinaron mediante el test ANOVA de una via, seguido del test de

Dunnet.

5.2.3 Evaluacion de la union de la GD a receptores de adenosina

5.2.3.1 Receptores de adenosina Ax:

Los experimentos de unidén competitiva del receptor de adenosina A1 se llevaron a
cabo en una placa de 96 pocillos GF/C (Millipore, Madrid, Espafia) pretratada con tampdn de
union (acido 2-[4-(2-hidroxietil) piperazin-1-il] etanosulfonico (Hepes) 20 mM, NaCl 100
mM, dicloruro de magnesio (MgCl.) 10 mM y 2 U/ml de adenosina desaminasa, pH=7,4). En
cada pocillo se incubaron 5 pg de membranas de la linea celular Euroscreen de ovario de
hamster chino-A: (CHO-A1) que se prepararon en el laboratorio (Lote: A002/13-04-2011,
concentracion de proteina =5864 pg/mL), 1 nM [3H]-DPCPX (137 Ci/mmol, 1 mCi/ml,
Perkin Elmer NET974001MC) y GD o estandar. La union no especifica se determiné en
presencia de (R)-N6-(1-metil-2-feniletil) adenosina (R-PIA) 10 puM (Sigma P4532). La
mezcla de reaccion (Vt: 200 pL/pocillo) se incubd a 25°C durante 60 min, luego se filtrd y se
lavo cuatro veces con 250 uL. de tampoén de lavado (Hepes 20 mM, NaCl 100 mM, MgCI2 10
mM pH=7.4), antes de medir en un contador de centelleo beta de microplaca
(MicrobetaTrilux, PerkinElmer, Madrid, Espaiia) (Klotz et al., 1998).

5.2.3.2 Receptores de adenosina Aza:

Los experimentos de union competitiva del receptor de adenosina Aza se llevaron a
cabo en una placa de 96 pocillos GF/C (Millipore, Madrid, Espafia) pretratada con tampon de
unién Tris-HCI 50 mM, EDTA 1 mM, MgCI2 10 mM, 2 U/ml de adenosina desaminasa, pH =
7,4). En cada pocillo se incubaron 5 pug de membranas de la linea celular epitelial A2a de
adenocarcinoma cervical humano (Hela-A2a) que se prepararon en el laboratorio (Lote:
A002/17-04-2018, concentracion de proteina = 2058 pg/ml), 3 nM [3H]- ZM241385 (50
Ci/mmol, 1 mCi/mL, ARC-ITISA 0884) y GD o estandar. Se determin6 la unién no
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especifica en presencia de 5'-(N-etilcarboxamido) adenosina (NECA) 50 uM (Sigma E2387).
La mezcla de reaccion (Vt: 200 pL/pocillo) se incubd a 25°C durante 30 min, luego se filtrd y
se lavd cuatro veces con 250 pL de tampoén de lavado (Tris-HCI 50 mM, EDTA 1 mM, MgCl»
10 mM, pH = 7.4), antes de medir en un contador de centelleo beta de microplaca
(MicrobetaTrilux, PerkinElmer, Madrid, Espafia) (Fredholm et al., 2001).

5.2.3.3 Receptores de adenosina Azg:

Los experimentos de unién por competicion del receptor de adenosina Azg se
llevaron a cabo en una placa de 96 pocillos GF/C (Millipore, Madrid, Espafia). En cada
pocillo se incubaron 25 g de membranas de la linea celular Euroscreen de rifion embrionario
humano-Azxs (HEK-Azg) que se prepararon en el laboratorio (Lote: A008/30-04-2019,
concentracion de proteina = 3916.02 pug/mL), 25 nM [3H]-DPCPX (137 Ci/mmol, 1 mCi/mL,
Perkin Elmer NET974001MC) y GD o estandar. La unidon no especifica se determin6 en
presencia de NECA 1000 uM (Sigma E2397). La mezcla de reaccion (Vt: 250 uL/pocillo) se
incubdé a 25°C durante 30 min, se transfirieron 200 pL a una placa de 96 pocillos GF/C
(Millipore, Madrid, Espafia) pretratada con tampon de union (Tris-HCI 50 mM), EDTA 1
mM, MgCl> 5 mM, Bacitracina 100 pg/uL, adenosina desaminasa 2 U/mL, pH = 6,5), luego
se filtrd y se lavo cuatro veces con 250 ul de tampon de lavado (Tris-HCI 50 mM, EDTA 1
mM, MgClz> 5 mM, pH = 6,5), antes de medir en un contador de centelleo beta de microplaca
(MicrobetaTrilux, PerkinElmer, Madrid, Espafia) (Fredholm et al., 2001).

5.2.3.4 Receptores de adenosina Aaz:

Los experimentos de unidn por competicion del receptor de adenosina As se llevaron
a cabo en una placa de 96 pocillos GF/B (Millipore, Madrid, Espafia) pretratada con tampon
de union (Tris-HCI 50 mM, EDTA 1 mM, MgCl2 5 mM, 2 U/mL 2 adenosina desaminasa, pH
= 7,4). En cada pocillo se incubaron 30 ug de membranas de la linea celular Hela-As que se
prepararon en el laboratorio (Lote: A005/05-07-2019, concentracion de proteina = 3925
png/mL), [3H]-NECA 10 nM (26,3 Ci/mmol, 1 mCi/mL, Perkin Elmer NET811250UC) con
GD vy estandar. La unién no especifica se determiné en presencia de R-PIA 100 uM (Sigma
P4532). La mezcla de reaccion (Vt: 200 uL/pocillo) se incub6 a 25°C durante 180 min, luego
se filtrd y se lavo seis veces con 250 uL de tampon de lavado (Tris-HCI 50mM pH = 7.4),
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antes de medir en una microplaca de centelleo beta contador (MicrobetaTrilux, PerkinElmer,
Madrid, Espafia) (Gao et al., 2002).

5.3 ESTUDIOS IN VIVO

5.3.1 Animales

Para la realizacion de los experimentos se utilizaron ratones albinos machos “Mus
Musculus” CF-1 o Charles River “CD1-Swiss” con 2-3 meses de edad y un peso de 25 £ 5
gramos. Los animales fueron suministrados por el Centro de Experimentacion y
Reproduccién de Animales de Laboratorio (CREAL) de la UFRGS o por la Unidad de
Produccion Animal del Animalario Central de la USC.

Se ha realizado un estudio matematico previo (céalculo del tamafio muestral) para
determinar el nimero de animales minimo necesario para los estudios a realizar y la validez
estadistica de los mismos siguiendo el principio de las 3Rs (reemplazo, reduccion,
refinamiento). Para el calculo se ha utilizado el programa  G*Power

(http://www.gpower.hhu.de/) y otras referencias (Rojo, 2014; Mayer et al., 2017).

El nimero minimo de animales utilizados en cada experimento fue de 8 (N=8-12) y el
namero total de animales utilizados en esta tesis fue de un maximo de 312.

Todos los protocolos experimentales realizados en la UFRGS y la USC se efectuaron de
acuerdo con las legislaciones nacionales e internacionales (Directrices del Consejo Brasilefio
de Animales de Experimentacion - CONCEA -, Directiva UE 2010/63/UE, RD 53/2013,
Orden ECC/566/2015, RD 1386/2018, RD 118/2021), con la aprobacion del Comité sobre el
Uso Etico de los Animales de la UFRGS (nimero de autorizacion 32940), Xunta de Galicia
Procedimientos Informados 15007AE/09/INV MED 02/NER 02/JAFG4, 15007AE/09/INV
MED 02/NER 02/JAFG14, 15007AE/09/INV MED 02/NER 02/JAFG15, Proyecto
15012/2021/008.

Los ensayos in vivo se realizaron en los establecimientos autorizados: laboratorio de
Neurofarmacologia y Toxicologia Pre-clinica (LABNET), asociado al animalario del Instituto
de Ciencias Basicas de la Salud (ICBS), del Departamento de Farmacologia de la UFRGS y
laboratorio de Farmacologia del Sistema Nervioso Central, asociado al Animalario de la
Facultad de Farmacia (REGA ES150780263501), del Departamento de Farmacologia,
Farmacia y Tecnologia Farmaceutica de la USC.
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Los ratones se estabularon en grupos de 4/5 animales en cajas de plastico con superficie
basal de 600 cm? (300x 200x 130 mm) sobre un suelo de virutas de madera, con agua y
comida ad libitum.

Previamente a la realizacion de los experimentos los animales se aclimataron a las
condiciones ambientales, durante un minimo de 72 horas, en una sala con un ciclo de
luz/oscuridad de 12 h (luces encendidas a las 07:00 h), con una temperatura constante de 23 +
2°C y con control de la humedad ambiental (45 — 65%).

Todos los experimentos se realizaron en una habitacion aislada a la misma hora del dia
(entre las 08:00 y las 14:00 h), para evitar posibles variaciones provocadas por los ritmos
circadianos. Todos los procedimientos de manipulacion de animales se llevaron a cabo
manteniendo el bienestar de los mismos a fin de minimizar el potencial estrés ocasionado por

los experimentos.

5.3.2 Evaluacién del efecto anticonvulsivo de la gamma-decanolactona

5.3.2.1 Farmacos y reactivos
Los farmacos y reactivos utilizados en los experimentos fueron PTZ, AMINOPH,
bicuculina, 8-ciclopentil-1,3-dipropilxantina (DPCPX), 4-(2-[7-amino-2-(2-furyl[1,2,4]-
triazolo[2,3-a[1,3,5]triazin-5-yl-aminoethyl)phenol (ZM 241385), GD, Tween (TW) 80,
dimetilsulfoxido (DMSO) y cloruro de sodio (NaCl) suministrados por Sigma-Aldrich Co.
(St. Louis, Missouri, EE. UU.). El diazepam (DZP; Compaz), suministrado por Cristalia
Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltd. (Sdo Paulo, Brasil). La GD, los farmacos de
referencia y los vehiculos se administraron por via intraperitoneal (i.p.) con excepcion del
PTZ, que se administré por via subcutanea (s.c.). El volumen de administracion fue de 10
ml/kg de peso corporal.
El NaCl se prepar6 en solucién al 0.9% (p/v) con agua Milli-Q en agitacion, para obtener
la solucidn salina (SAL). El PTZ (43 mg/kg), la AMINOPH (280 mg/kg), la bicuculina (2
mg/kg), el ZM 241385 (3 mg/kg) y el DZP (2 mg/kg) se disolvieron en SAL.
La GD (300 mg/kg) se disolvio en TW 5% y el DPCPX (2 mg/kg) se disolvié en DMSO

5%, ambos con agitacion constante.
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Las dosis de farmaco se eligieron en base a estudios previos de otros investigadores en
roedores y/o en base a estudios preliminares realizados por nosotros mismos (Hansen et al.,
2004; Siebel et al., 2015; Pfllger et al., 2018b).

5.3.2.2 Disefio experimental

5.3.2.2.1. Protocolo farmacologico de crisis epilépticas agudas
El protocolo de crisis epilépticas agudas inducidas por AMINOPH se llevo a
cabo de acuerdo con el procedimiento descrito por Jaishree et al. (2003), con ligeras
modificaciones.
Los animales se asignaron al azar a siete grupos de tratamiento diferentes, como se

describe a continuacion:

Grupo 1. SAL + SAL + AMINOPH
Grupo 2. SAL + TW + AMINOPH
Grupo 3. SAL + DMSO + AMINOPH
Grupo 4. SAL + DZP + AMINOPH
Grupo 5. SAL + GD + AMINOPH
Grupo 6. DPCPX + GD + AMINOPH
Grupo 7. ZM241385 + GD + AMINOPH

En el tiempo O min se les administré la SAL o DPCPX o ZM 241385 a los animales.
Transcurridos 15 min se le administraron los tratamientos asignados a cada grupo (SAL, TW,
DMSO, DZP o GD). Transcurridos 30 min mas desde el segundo tratamiento de cada animal
(tiempo total 45 min) se les administré el farmaco proconvulsivo AMINOPH, conforme se
muestra en el esquema de disefio experimental (Figura 20).

Inmediatamente después de la inyeccion de la AMINOPH, los ratones se colocaron
individualmente en cajas acrilicas transparentes. La observacién del comportamiento y

aparicion de crisis se realizo durante los siguientes sesenta minutos cronometrados.

112



MATERIAL Y METODOS

@ Crisis epiléptica aguda — modelo de AMINOPH

e
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SAL. SAL, AMINOPH (280 mg/kg) Fin del periodo de observacién
DPCPX Tween (5%),
2 m 0
(2 mg/ke) DMSO (5%),
ZM 241385
3 mg/ke) DZP (2 mg/kg) o

GD (300 mg/kg)

Figura 20: Linea del tiempo que representa el disefio experimental y los distintos tratamientos

administrados.

La aparicion de las crisis tonico-clonicas que duraron mas de 3s y la latencia de aparicion
de la primera crisis fueron los parametros evaluados.

La dosis de AMINOPH utilizada en este estudio fue elegida en una prueba piloto inicial.
Su accién proconvulsiva puede estar relacionada con la capacidad de antagonizar los
receptores de adenosina A: 0 bien puede ser debida a la inhibicion de la actividad de la
enzima fosfodiesterasa-3, causando una hiperexcitabilidad neuronal (Ya'u et al., 2015).

El DZP, un agonista de los receptores benzodiazepinicos que intensifica la accion del
GABA en los receptores GABAA, fue utilizado en este ensayo como control positivo y su
dosis también fue elegida por estudios previos (Jaishree et al., 2003). SAL, TW y DMSO
fueron utilizados en este ensayo como control negativo.

El DPCPX, un antagonista del receptor de adenosina A1 y el ZM 241385 un antagonista
del receptor de adenosina Aza, se utilizaron para estudiar la posible actuacion de la GD en el
sistema purinérgico. Sus dosis también fueron elegidas en base a estudios previos (Southam et
al., 2002; Mares, 2010; Siebel et al., 2015).

5.3.2.2.2. Protocolo farmacolégico de crisis epilépticas subcronicas (Kindling)
Aungue previamente la GD fue evaluada en este mismo modelo de Kindling por

de Oliveira et al., (2008), quien puso de manifiesto que la GD era capaz de proteger contra las
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crisis subcronicas inducidas por PTZ, en esta tesis se utilizo este el modelo con el objetivo de
evaluar los posibles mecanismos de accién de la GD como farmaco anticonvulsivo.

Para hacerlo posible, ademéas de utilizar el protocolo descrito por de Oliveira et al.,
(2008), también utilizamos un antagonista del receptor GABAAa, la bicuculina, dos
antagonistas del receptor de adenosina Ai1 y Aca, el DPCPX y el ZM 241385,
respectivamente, para estudiar la posible actuacion de la GD en los sistemas GABAérgico y/o
purinérgico (Southam et al., 2002; Hansen et al., 2004; Mares, 2010; Siebel et al., 2015).

Los animales se asignaron al azar a ocho grupos de tratamiento diferentes como se

describe a continuacion:

Grupo 1. SAL + SAL + SAL
Grupo 2. SAL + SAL+PTZ
Grupo 3. SAL + TW + PTZ
Grupo 4. SAL + DZP + PTZ
Grupo 5. SAL + GD + PTZ
Grupo 6. BIC + GD + PTZ
Grupo 7. DPCPX + GD + PTZ
Grupo 8. ZM241385 + GD + PTZ

El primer grupo de animales recibieron solo SAL (tres inyecciones) como control del
ensayo posterior de Western blotting.

Los grupos dos y tres fueran utilizados como controles negativos y el grupo cuatro, DZP
se utiliz6 como control positivo.

El PTZ que actda uniéndose al sitio de la PCT del receptor GABAA, inhibiendo el
funcionamiento de los canales de cloruro, fue utilizado en una dosis subconvulsiva (43 mg/kg
s.c.) obtenida mediante una prueba piloto previa.

El protocolo se llevo a cabo con la administracion de PTZ cada tres dias, totalizando seis
tratamientos (16 dias). Los animales recibieron SAL, TW 5%, DZP (2 mg/kg) o GD (300
mg/kg), 30 min antes de cada inyeccion de PTZ.

Como se indico anteriormente, para evaluar el mecanismo de accion de la GD en el
modelo Kindling, en el Gltimo dia del protocolo, quince minutos antes del tratamiento con la

GD y 45 min antes de la administracion de la ultima dosis de PTZ, los animales del grupo seis
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recibieron bicuculina (2 mg/kg), los animales del grupo siete recibieron DPCPX (2 mg/kg) y
los del grupo ocho recibieron ZM 241385 (3 mg/kg). En la figura 21, se muestra un diagrama
del disefio experimental.

Inmediatamente después de cada inyeccion de PTZ, los ratones se colocaron
individualmente en cajas acrilicas transparentes. La observacion del comportamiento y de la
aparicion de crisis se realiz6 durante treinta minutos cronometrados.

La gravedad de las crisis se cuantifico utilizando la escala de Racine (Racine, 1972),
adaptada por da Silva et al., (1998).

0: sin comportamiento convulsivo;

1: espasmos mioclonicos;

2: crisis cldnica bilateral de la extremidad anterior que dura menos de 3 s;
3: crisis clonica bilateral de la extremidad anterior que dura mas de 3 s;
4: crisis tdnico-clonica;

5: muerte.

La aparicién de crisis clonicas de las extremidades anteriores que duraron mas de 3s y la
latencia de la primera crisis fueron los parametros evaluados en cada dia de administracion de
PTZ. Para la comparacion entre grupos, se eligié el estadio 3 de la escala de Racine para

permitir una evaluacion mas clara y precisa del comportamiento del animal.
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Crisis epiléptica subcrénica - modelo de Kindling

@ Los ratones recibieron SAL, Tween (5%), DZP (2 mg'kg) o (GD 300 mg/kg)

30 minutos antes de cada inyeccion de PTZ (43 mg/kg) una vez cada tres dias,

en un total de seis tratamientos (16 dias)

! ! ! ! ! !

Dial Dia 4 Dia 7 Dia 10 Dia 13 Dia 16

-
"

Bicuculina 2 (2 mg/'kg),
DPCPX - (2 mg/kg) o

ZM 241385 (3 mgkg)

!

Fin del periodo de ohservacién y

muerte de los animales =3

Recogida del hipocampo

Figura 21: Linea del tiempo que representa el disefio experimental y los distintos tratamientos.

Después de completar el protocolo, todos los animales fueron decapitados.

5. 3.2.3 Eutanasia y recogida de los tejidos
La eutanasia de los animales se llevo a cabo de acuerdo con la Resolucion N°.
37/2018 - Directriz de practica de eutanasia del Consejo Nacional para el Control de
Experimentacion Animal. El procedimiento se realizé en una habitacion separada, en un
ambiente tranquilo y limpio, utilizando una guillotina.
Se recolectaron muestras de hipocampo derecho e izquierdo segun la técnica descrita por
Siqueira et al., (2007) y Regner et al., (2020), con ligeras modificaciones. Las muestras se
congelaron rapidamente en nitrogeno liquido en eppendorf identificado y luego se

almacenaron a una temperatura de -80 °C.

5.3.2.4 Expresion de los resultados, andlisis estadistico y representacion grafica
Se aplicd el test exacto de Fisher para analizar los porcentajes de crisis epilépticas.

Los datos de latencia se analizaron mediante la prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba
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de Dunn (p < 0,05). Los resultados se expresaron como media + error estandar de la media
(e.e.m.). Los datos se analizaron utilizando el programa GraphPad Prism v.5.0 (GraphPad

Software, Inc. San Diego, California, EE. UU.).

5.3.3. Evaluacidn del efecto antiparkinsoniano de la gamma-decanolactona

5.3.3.1 Farmacos y reactivos

Los farmacos y reactivos utilizados en los experimentos fueron reserpina, LD,
benserazida (BZ), GD, TW 80, y el acido acético glacial (CHsCOOH) suministrados por
Sigma-Aldrich (S.A.) (St. Louis, Missouri, EE. UU.). La carboximetilcelulosa sddica
(CMCNa), suministrada por Merck (Madrid, Espafia). Todos los fa&rmacos o reactivos se
administraron por via intraperitoneal (i.p.) en un volumen de 10 mi/kg de peso corporal.

La CMCNa se prepard en suspension al 1% (p/v) con agua Milli-Q (Millipore Ibérica
S.A., Madrid, Espafia) en agitacion constante durante un minimo de 2 horas. La reserpina
(1,5 mg/kg) se disolvié en solucion de agua con &cido acético (H.O+ CH3COOH 0,1%).
Tanto la LD (100 mg/kg) como la BZ (25 mg/kg) se suspendieron en CMCNa 1% (p/v). La
GD (300 mg/kg) se disolvié en TW 5%.

Las dosis de los farmacos se eligieron en base a estudios realizados previamente (Matos
et al., 2013; Pfluger et al., 2018a).

5.3.3.2 Protocolo farmacoldgico y disefio experimental

Los animales se asignaron al azar a seis grupos de tratamiento diferentes. Este
protocolo implica la administracion de reserpina (1,5 mg/kg) o vehiculo (H.O/CH3COOH
0,1%) a los animales, 18 h antes del inicio de cada ensayo. La segunda administracion ocurrid
1:30 h antes del inicio del ensayo con la GD (300 mg/kg) o el vehiculo (TW 5%) y 30 min
después, se realizo la ultima administracion de la LD+BZ (100:25 mg/kg) o el vehiculo
(CMCNa 1%). Sesenta minutos después de la ultima administracion, se evaluaron la
coordinacion motora, la modificacion de la temperatura corporal y la actividad locomotora,
como se describe a continuacién. En la figura 22 se muestra un diagrama con el disefio

experimental.
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Figura 22: Linea de tiempo que representa el disefio experimental y los distintos tratamientos.

5.3.3.2.1 Ensayo de la coordinacién motora - Rota-rod test

La coordinacion motora de los animales se evalud siguiendo la técnica descrita

por Dunham y Miya (1957), con ligeras modificaciones. Los ratones fueron entrenados

inicialmente durante 3 dias para evaluar su capacidad de mantener el equilibrio en una barra

giratoria de 3cm de diametro que gira a una velocidad constante de 16 rpm, durante 180

segundos (s). Se utilizé un equipo Rotamex 4/8 (Columbus Instruments, OH, EE. UU.).

Los ratones capaces de permanecer en la barra caminando durante los 180s fueron

seleccionados y clasificados en seis grupos de cuatro ratones cada uno. Los animales

asignados a cada grupo experimental recibieron los tratamientos mencionados anteriormente.

Sesenta minutos después del Gltimo tratamiento con LD+BZ o CMCNa (al tiempo 0)

cada ratdn se coloco en el Rota-rod (Figura 23) para evaluar el tiempo de permanencia en la

barra giratoria y el porcentaje de animales que fallaron (el tiempo de corte fue de 180 s). Se

realizaron mediciones cada 30 min durante la primera hora y media (00:00, 00:30, 01:00,

01:30 h) y, finalmente a las 24:00 h de la tultima administracion.
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Figura 23: Rota-rod Columbus Instruments.

5.3.3.2.2 Modificacién de la temperatura corporal

La temperatura rectal de cada raton se midi6 a las -18:00 h (temperatura basal
antes de la administracion de reserpina) y en los tiempos 00:00, 00:30, 01:00, 01:30 y 24:00 h
después del ultimo tratamiento (LD+BZ o CMCNa) de cada grupo utilizando un termémetro

modelo 0331 (PanLab Instruments, Barcelona, Espaiia) (Figura 24).
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Figura 24: Termémetro PanLab Instruments modelo 0331.

5.3.3.2.3 Test de actividad locomotora - Open Field Test (OFT)

La evaluacion de la actividad locomotora en ratones se realizé6 mediante el test
de campo abierto, siguiendo la técnica descrita por Rodriguez-Enriquez et al., (2020), con
ligeras modificaciones. Sesenta minutos después del ultimo tratamiento con LD+BZ o
CMCNa, se dispuso a los animales de cada grupo en una caja cuadrada negra de tamafio (100
x 100 x 30 cm?), que, a su vez, esta subdividida en 4 arenas independientes de dimensiones
(50 x 50 x 30 cm®) en las que se colocan cada uno de los ratones de forma independiente.

La observacion de los animales se realiz6 desde una habitacion adyacente a la de
realizacion del experimento utilizando para ello un sistema de video-registro. La actividad de
los animales se captd con una videocamara analdgica (Sony DXC-107AP, Sony Corporation,
Japdn) suspendida en el techo. La camara esta conectada a un adaptador (Sony CMA- D2CE)

que envia la sefial a un monitor (Sony PVM-14M2E) y a dos tarjetas digitalizadoras:
1. Una interna localizada en una ranura PCI del ordenador (Picolo frame graber,

Euresys, Lieja, Bélgica).
2. Otra externa con conexion USB (DVC-USB, Dazzle-Pinnacle, ON, Canada).
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La sefial directa de la tarjeta Picolo es utilizada por el sistema videocomputerizado de
observacion animal (EthoVision V. 3.1.16, Noldus Information Technology, Wageningen,
Holanda).

El software EthoVision localiza el centro del animal, simbolizado graficamente por la
interseccion entre los ejes de coordenadas (X, y), almacena los datos y permite el andlisis

posterior (Figura 25).
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Figura 25. Esquema del equipo utilizado en el OFT.

Todos los ensayos, de una hora de duracién, fueron grabados digitalmente mediante la
tarjeta DVC-USB y el Dazzle MovieStar software (V.4.5) que graba el video in vivo del
experimento y permite el analisis de comportamientos no susceptibles de automatizacion.

En cada ensayo se evaluaron los siguientes parametros:

— Distancia recorrida (cm/h);
— Velocidad media (cm/s);

— Frecuencia de enderezamientos (n°).

5.3.3.3 Expresion de los resultados, andlisis estadistico y representacion grafica

Los resultados se expresan como media + error estandar de la media (e.e.m.). La
representacion grafica y el andlisis estadistico se realizaron utilizando el programa GraphPad
Prism v.5.0 (GraphPad Software, Inc. San Diego, California, EE. UU.). Las diferencias
estadisticamente significativas se determinaron mediante el test ANOVA de dos vias

(tratamiento-tiempo) seguida del test de Bonferroni. Se aplico el test exacto de Fisher para
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analizar los porcentajes de animales que fallaron en el ensayo de Rota-rod. Se determinaron
diferencias estadisticamente significativas con p < 0.05.

5.4 ESTUDIO EX VIVO

5.4.1 Reactivos

Los anticuerpos primarios de los receptores anti-GABAAa al y anti-adenosina A; fueron
suministrados por Abcam®, n° de catalogo ab33299 y ab151523 respectivamente (Cambridge,
Inglaterra). EI normalizador anti-B-actina fue suministrado por Cell Signaling Technology®,
n® de catélogo 8457 (Danvers, Massachusetts, EE. UU.). EIl anticuerpo secundario ligado a
peroxidasa de cabra anti-conejo fue suministrado por EMD Millipore (Merck®) (Billerica,
Massachusetts, EE. UU.). El marcador de peso molecular Precision Plus Protein® Dual Color,
las membranas de polifluoruro de vinilideno y el reactivo de Bradford fueron suministradas
por BioRad (Hercules, California, EE. UU.). El kit enhanced chemiluminiscence Prime
Western blotting detection reagent y la pelicula fotografica Hyperfilm® enhanced
chemiluminiscence fueron suministrados por GE Healthcare (Chicago, Illinois, EE. UU.). Los
demés reactivos utilizados en el ensayo de Western blotting fueron suministrados por Sigma
Aldrich (S.A.) (St. Louis, Missouri, EE. UU.).

5.4.2 Preparacion de la muestra

Las muestras de hipocampo congeladas de cada animal se homogeneizaron en potter con
solucion tampén de lisis (pH 7,4) que contenia inhibidores de proteasa y detergentes (NaCl
150 mM, hidrocloruro de hidroximetil-amino-metano (Tris-HCI) 20 mM, é&cido
etilendiaminotetraacético (EDTA) 1 mM, glicerol al 10%, Nonidet P40 (NP 40) al 1% y
fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 0,2 mM). La homogeneizacion se realizé 10 veces
suavemente para cada muestra, manteniéndose siempre en hielo. La suspensién se centrifugd
a 7000 xg durante 10 min a 4°C para descartar los restos celulares, y la fraccion sobrenadante
obtenida se utilizo para el ensayo de Western blotting. Los niveles de proteina se midieron
mediante el método colorimétrico descrito por Bradford, (1976), utilizando albumina de suero

bovino (BSA) (1 mg/ml) como estandar.
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5.4.3 Ensayo de Western blotting

Para realizar el ensayo de Western se separ6 una muestra de 30 ug de proteinas totales
mediante electroforesis en un gel de poliacrilamida-dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) al
12%. La electroforesis se llevo a cabo durante 2 h a 70-120 V, en tampon (Tris 25 mM,
Glicina 192 mM, SDS 0,1%). Después de la electroforesis, las proteinas se transfirieron a una
membrana de difluoruro de polivinilideno que fueron previamente activadas en metanol y se
sumergieron en tampon de transferencia (metanol 15% (v/v), Tris 25 mM, glicina 192 mM a
pH 8,3) durante al menos 10 min. La transferencia duré 60 min a 100 V.

Las membranas se bloquearon mediante incubacion en BSA al 1% (p/v) y TBS (Tris-HCI
20 mM, NaCl 140 mM, pH = 7,4) suplementada con TW 20 al 0,1 % (v/v) (TBS-T) durante
30 min a temperatura ambiente en agitacion y luego se lavaron con tampén TBS-T. A
continuacion, las membranas se incubaron con los anticuerpos primarios durante
aproximadamente 16 h con agitacion a 4 °C. Los anticuerpos primarios utilizados fueron
policlonales de conejo para la subunidad al del receptor anti-GABAa (52 kDa; 1:500),
receptor anti-adenosina A: (37 kDa; 1:500) y anti-B-actina (45 kDa; 1:500). Después de la
incubacion del anticuerpo primario, las membranas se lavaron tres veces en tampén TBS-T y
se hibrid6é el anticuerpo secundario ligado a peroxidasa de cabra anti-conejo (Dilucion
1:10.000) durante 2 horas a temperatura ambiente en agitacion. Pasadas las 2 horas, las
membranas se lavaron con TBS 3 veces durante 10 min y se procedi6 al revelado de las
mismas. El revelado se llevo a cabo por quimioluminiscencia seguida de la superposicion de
las membranas a peliculas autorradiograficas (Hyperfilm ECL, Amersham) (Chicago, Illinois,
EE. UU.). El andlisis densitométrico se realizd con el software Image J (NIH, Bethesda,
Maryland, EE. UU.).

5.4.4 Expresion de los resultados, analisis estadistico y representacion grafica

Los datos del Western blotting se analizaron mediante el test ANOVA de una via,
seguido del test de Dunnet con p < 0,05 considerado estadisticamente significativo. Los datos
se analizaron utilizando el programa GraphPad Prism v.5.0 (GraphPad Software, Inc. San
Diego, California, EE. UU.). Los experimentos con homogeneizados se realizaron por

triplicado. Los resultados se expresaron como media + error estandar de la media (e.e.m.).
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6.1 ESTUDIOS COMPUTACIONALES (IN SILICO)

6.1.1 Prediccion de propiedades fisicoquimicas

Los valores obtenidos con la GD en los estudios computacionales, como la lipofilicidad
expresada en miLogP, el peso molecular (MW), el area de superficie polar topoldgica
(TPSA), el numero de donantes de hidrégeno (nON), el numero de aceptores de enlaces de
hidrogeno (nOHNH), el volumen molecular (MV) y los enlaces rotativos (Nrotb) se presentan
en tabla 2.

Es importante resaltar que la GD tiene valores de miLogP compatibles con los requeridos
para cruzar las membranas. Los valores de miLogP en el rango de —0,4 a +5,6 son aceptables

y la GD mostro un valor en este rango (milogP = 2.12).
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El TPSA, descrito como un indicador predictivo de la capacidad de paso de las
membranas, es positivo para la GD (TPSA = 26.30) aunque tiene un valor mucho mas alto
que los farmacos de referencia selegilina (TPSA = 3.24) y rasagilina (TPSA = 12.03), pero
mas bajo que el obtenido con la safinamida (TPSA = 64.36) (Ertl et al., 2000).

El peso molecular (MW) de la GD (170.25) es el més bajo de todos los farmacos
evaluados. Por el contrario, el peso molecular mas alto correspondio a la safinamida (302.25).
Los resultados obtenidos con los demas farmacos evaluados se encuentran entre los dos
farmacos mencionados, con valores de 171.24 y 187.29 para rasagilina y selegilina,
respectivamente.

Los resultados obtenidos para la prediccion de aceptores de enlace de Hidrogeno
(nOHNH), muestran que el valor obtenido con la GD fue de 2, y este valor es el doble que el
obtenido con la selegilina (1) o la rasagilina (1), pero es la mitad que el obtenido con la
safinamida (4).

En los donantes de enlace de Hidrogeno (nON) los resultados para la GD vy la selegilina
fueron idénticos (0), el valor de la rasagilina fue de 1 y para la safinamida, nuevamente se
obtuvo el valor més alto (3).

El volumen molecular (MV) de la GD (180.76) fue ligeramente superior al obtenido con
la rasagilina (175.10) pero inferior al obtenido con la selegilina (202.64) o la safinamida
(279.04).

Las moléculas de mayor flexibilidad fueron la safinamida, con siete enlaces rotativos
(Nrotb) y la GD con cinco enlaces rotativos, respectivamente. La mayor rigidez fue observada
con la rasagilina, con dos enlaces rotativos, y la selegilina con cuatro enlaces rotativos. La
flexibilidad molecular es un buen indicador de la biodisponibilidad oral de los farmacos
(Veber et al., 2002).

Ademas, se puede observar que ni la GD ni ninguna de las moléculas de referencia violan
la regla de los cinco de Lipinski (Lipinski et al., 2001), llamada asi porque los valores limite
de referencia son cinco o un multiplo de cinco. La GD tiene un miLogP <5, el peso molecular
<500, el namero de aceptores de enlaces de H <10 y el nimero de donantes de enlaces de H
<5. Con estos resultados, la GD exhibe propiedades fisicoquimicas adecuadas para

convertirse en un buen farmaco.
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Tabla 2: Propiedades fisicoquimicas de la GD y los farmacos de referencia IMAO-B

H-bond H-bond
Compuesto | milLogP? MwP TPSAc Mve Nrotbf | Lipinski's®
acceptors? | donors?

GD 2.12 170.25 | 26.30 2 0 180.76 5 0
Selegilina 2.64 187.29 | 3.24 1 0 202.64 4 0
Rasagilina 2.10 171.24 | 12.03 1 1 175.10 2 0

Safinamida 2.9 302.35 | 64.36 4 3 279.04 7 0

Tabla 2: miLogP - expresado como el logaritmo del coeficiente de particién octanol/agua. "MW - peso
molecular. <TPSA - area de superficie polar topolégica. INumero de aceptores de enlaces de H (nON) y
donantes (NnOHNH). *MV- volumen molecular. Nrotb - namero de enlaces rotativos. eLipinski: nimero de

infracciones.

6.1.2 Prediccion de la capacidad para cruzar la barrera hematoencefalica

Las propiedades de cruce de la BHE para la GD y los farmacos estdndar de referencia
IMAO-B, selegilina, rasagilina y safinamida, se evaluaron utilizando el programa “CBligand-
BBB predictor” con dos algoritmos, AdaBoost y support vector machine (SVM), con cuatro
huellas dactilares: MACCS, Open Babel (FP2), Molprint 2D y PubChem. Los resultados
obtenidos muestran que la GD y los farmacos de referencia tienen valores compatibles con los
requeridos para cruzar la BHE como se muestra en la tabla 3.

Los resultados obtenidos con el algoritmo Adaboost fueron similares, en todas las huellas
dactilares, para la GD y los dos inhibidores clasicos de la MAO-B, selegilina y rasagilina, con
valores > 7, excepto en el algoritmo Molprint 2D, donde la GD exhibié un valor muy bajo
(2.931). Por el contrario, el inhibidor de la MAO-B comercializado més recientemente, la
safinamida, muestra un valor muy bajo en tres de las cuatro huellas dactilares examinadas
excepto, en contraste con la GD, en el valor de la huella dactilar 2D de Molprint, donde tiene
un valor méximo de 10.783.

Cabe destacar el valor negativo obtenido con la safinamida con la huella de PubChem, en
cualquier caso, los valores obtenidos con la GD con este algoritmo predicen su capacidad para

atravesar la BHE.
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A diferencia del algoritmo anterior, en el algoritmo SVM, los valores de la GD y de los
farmacos de referencia son mas similares y en todos los casos, con valores positivos que

predicen su capacidad para cruzar la BHE.

Tabla 3 (A y B) Prediccion para cruzar la barrera hematoencefalica (BHE)

(A) Algoritmo AdaBoost

Huella dactilar

Compuesto MAC Open Babel
. PubChem
cS (FP2) Molprint 2D
GD 7.036 11.288 2.931 10.225
7.464 10.964 8.447 9.465
Selegilina
8.614 10.405 7.428 10.997
Rasagilina
Safinamida 3.128 5.454 10.783 -1.037
(B) Algoritmo SVM

Huella dactilar

Compuesto MAC Open Babel
Molprint 2D PubChem
cS (FP2)

GD 0.052 0.212 0.314 0.465
Selegilina 0.110 0.138 0.347 0.239
Rasagilina 0.090 0.216 0.330 0.331
Safinamida 0.067 0.143 0.465 0.127

Tablas 3 Ay B: Algoritmos AdaBoost y SVM: la puntuacién para cruzar la BHE (BHE +) o no cruzar (BHE -) es
0, excepto para SVM MACCS que es 0.02. Escala AdaBoost: MACCS (-15.00 - +15.00), Openbabel (FP2) (-
40.00 - +40.00), Molprint 2D (-20.00 - +20.00), PubChem (-30.00 - +30.00). Escala SVM: MACCS (-0.80-

+0.50), Openbabel (FP2) (-2.00 - +2.00), Molprint 2D (-1.00 - +2.00), PubChem (-2.00 - +1.00).

6.2 EVALUACION DEL EFECTO ANTICONVULSIVO DE LA GAMMA-DECANOLACTONA
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6.2.1 Modelo agudo de crisis epilépticas

En este modelo, evaluamos los efectos anticonvulsivos de la GD en crisis agudas
inducidas por la AMINOPH. Ademas, investigamos el efecto de la GD en combinacion con
dos antagonistas de receptores de adenosina A1 (DPCPX) y Aza (ZM 241385) con el fin de
comprender si en el mecanismo de accion de la GD esté involucrado el sistema purinérgico.

Las figuras 26a y 26b muestran los efectos de la GD sobre las crisis inducidas por
AMINOPH en ratones. La prueba estadistica de Kruskal-Wallis mostro que la latencia hasta
la primera crisis tonico-clénica inducida por AMINOPH fue diferente entre los grupos de
tratamiento (H (6) = 27,90, p <0.001; Figura 26a).

Todos los ratones del grupo de control SAL tuvieron crisis ténico-clonicas de una
duracion superior a 3s, lo que demuestra que la prueba tiene validez predictiva (Figura 26b).

El DZP, un agonista de los receptores benzodiazepinicos, que intensifica la accion del
GABA sobre los receptores GABAA, aumento la latencia para la primera crisis (p < 0.001) y
disminuyd el porcentaje de crisis (p < 0.001) en comparacion con el grupo SAL. El grupo que
recibi6 TW y DMSO no mostré diferencias estadisticamente significativas en ningun
parametro en comparacion con el grupo control (SAL), mostrando asi que no son capaces de
interferir en la accion de la GD.

Los animales tratados con la GD (300 mg/kg) tuvieron un aumento significativo en la
latencia de aparicion de la primera crisis (p < 0.05) y una disminucion en el porcentaje de
crisis en comparacion con el grupo de control (p < 0.01), confirmando su actividad en este
modelo de estudio.

Cuando comparamos los resultados del grupo tratado solo con la GD con el grupo tratado
con la GD en combinacién con DPCPX, observamos que hay una diferencia estadisticamente
significativa, es decir, el antagonista de receptor de adenosina A: revirtid la proteccion
producida por la GD, tanto en la latencia de aparicion de la primera crisis como en el
porcentaje de crisis, como se puede observar en las figuras 26a y 26b, con valores de p <0.01
y p < 0.05, respectivamente.

Por otro lado, al comparar el grupo de la GD con el grupo tratado con la GD en
combinacion con el ZM 241385, se observé que no habia diferencia estadisticamente
significativa. Asi, el antagonista del receptor de adenosina A>a no ha podido modificar los
efectos de GD en la latencia de aparicion de la primera crisis (p = 0.99) y en el porcentaje de
crisis (p = 0.17).
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Estos resultados en conjunto ponen de manifiesto que el efecto de la GD puede ser debido

a su interaccién con los receptores de adenosina Az, pero no con los receptores de adenosina

Aoa.
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Figura 26: Efecto de la GD (300 mg/kg) sobre las crisis inducidas por AMINOPH en ratones N=10 animales

por grupo. (a) Latencia hasta la primera crisis tonico-clonica que dura mas de 3s; (b) porcentaje de crisis
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tonico-clénicas que duran mas de 3s. Los valores representan la media + error estandar de la media
(e.e.m.). *p < 0.05, **p < 0.01 y ***p < 0.001 vs. el grupo SAL. #p < 0.05 y #p < 0.01 vs. el grupo GD 300.

6.2.2 Crisis epilépticas subcronicas (Kindling)

En este modelo de Kindling evaluamos los efectos anticonvulsivos de la GD en crisis
subcronicas inducidas por el PTZ. Ademas, investigamos el efecto de la GD administrada en
combinacion con un antagonista del receptor GABAA (bicuculina) y dos antagonistas de
receptores de adenosina A1 (DPCPX) y Aoa (ZM 241385) con el fin de averiguar si en este
caso, en el mecanismo de acciéon de la GD estan involucrados los sistemas GABAérgico y
purinérgico.

Como se puede observar en la figura 27 en el grupo SAL/PTZ, solo el 11.11% de los
animales presentaron crisis clonicas de las extremidades anteriores que duraron mas de 3s en
el primer dia de tratamiento. Sin embargo, después del Gltimo dia tratamiento, el 100% de los
animales de este grupo tuvieron crisis superiores a 3s, mostrando una diferencia
estadisticamente significativa con respecto al primer dia de tratamiento (p < 0.001). Estos
resultados confirman que la dosis de PTZ subconvulsiva utilizada (43 mg/kg, s.c.) indujo un
estado de epileptogénesis (estado de Kindling) en los ratones después de seis tratamientos.

Al observar el efecto de la GD (300 mg/kg) en este modelo Kindling (Figura 27), al igual
que en el estudio anterior hecho por de Oliveira et al., (2008), la GD pudo bloquear las crisis
inducidas por administraciones repetidas de PTZ (p < 0.001), aunque la dosis del farmaco
pro-convulsivante (PTZ) utilizada en este caso es diferente de la utilizada por de Oliveira et
al., (2008).

El DZP (2 mg/kg), utilizado como control positivo, también fue eficaz (p < 0.001 vs. el
grupo SAL). El grupo TW mostro respuestas similares a las observadas en el grupo SAL.

Ademas, analizando los datos de los grupos de la GD y el DZP, se observo que no hubo
diferencia estadisticamente significativa entre el primer y el ultimo dia de tratamiento, lo que

confirma el efecto protector de estos dos compuestos en este modelo de crisis (Figura 27).
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Figura 27: Efecto de la GD (300 mg/kg) en el modelo Kindling, N=10 animales por grupo. Se contabiliz6 el
porcentaje de animales que presentaron aparicién de crisis clonicas de mas de 3 s. *p < 0.05, **p < 0.01y
***p < 0.001 vs. el grupo SAL. ##p = 0.001 vs. el primer dia de tratamiento en el grupo SAL.

En las figuras 28a y 28b se muestra especificamente el ultimo dia de tratamiento en el
Kindling- PTZ, asi como la influencia GABAérgica y purinérgica en el mecanismo de accion
de la GD.

La prueba estadistica de Kruskal-Wallis mostré que la latencia para la aparicion de la
primera crisis clonica de las extremidades anteriores que duraron mas de 3 s, inducidas por el
PTZ fue diferente entre los grupos de tratamiento (H (6) = 39,93, p < 0.001; figura 28a).

Los animales tratados con la GD 300 mg/kg tuvieron un aumento significativo en la
latencia para la primera crisis (p < 0.001) y una disminucién en el porcentaje de crisis vs. el
grupo control (p < 0.001), (Figuras 28a y 28b) mostrando un efecto protector contra las crisis
inducidas por el PTZ.

Cuando comparamos el grupo tratado solo con la GD con el grupo tratado con la GD en
combinacion con el DPCPX, se observd que habia una diferencia estadisticamente
significativa, es decir, el antagonista del receptor de adenosina A;p revirtié la proteccion

inducida por la GD, tanto en la latencia de la aparicion de la primera crisis como en el
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porcentaje de crisis, como podemos ver en las figuras 28a y 28b (p < 0.01) y (p < 0.01),
respectivamente.

Por otro lado, al comparar el grupo tratado con la GD con los grupos tratados con la GD
en combinacion con ZM 241385 o bicuculina, observamos que no hubo diferencias
estadisticamente significativas en los dos tratamientos. Tanto el antagonista del receptor de
adenosina A2a como el antagonista del receptor de GABAAa no han conseguido modificar los
efectos de la GD tanto en la latencia de aparicidn de la primera crisis (p = 0.99; para los dos
grupos), como en el porcentaje de crisis (p = 0.30) y (p = 0.58) respectivamente. Al igual que
hemos visto en el modelo previo de AMINOPH, este resultado puede inducirnos a pensar que
en el mecanismo de accion de la GD tienen una participacion los receptores de adenosina A,

pero no los receptores de adenosina Aza.
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Figura 28: Efecto de la GD (300 mg/kg) en el altimo dia de Kindling-PTZ, N=10 animales por grupo. (a)
Latencia para aparicion de la primera crisis clonica que duré mas de 3 s; (b) Porcentaje de crisis clénicas
que durdé mas de 3 s. Los valores representan la media + error estandar de la media (e.e.m.). *p < 0.05,

**p < 0.01y ***p < 0.001 vs. el grupo SAL. #p < 0.01 vs. el grupo GD 300.

6.2.3 Western blotting

Para completar los estudios de la posible participacion de la GD en los sistemas
purinérgico y GABAEérgico, se evalud el efecto de la GD sobre la expresion de las proteinas
de los receptores de adenosina A1 y GABAA al del hipocampo de ratones utilizados en el
ensayo anterior (Kindling-PTZ), mediante el ensayo de Western blotting.

La figura 29a muestra el efecto de la GD en la expresion de proteina del receptor de
adenosina A1. F (3,11) = 4.06, (p = 0.04) ANOVA, de una via.

No se detectaron cambios en la expresion del receptor de adenosina A en el hipocampo
de los ratones del grupo SAL/PTZ en comparacion con el grupo control SAL/SAL.

Cuando comparamos el grupo DZP/PTZ y el grupo GD 300/PTZ con el grupo SAL/PTZ
observamos un aumento en la expresion proteica del receptor de adenosina Ai, sin embargo,
este aumento no fue estadisticamente significativo.

En la figura 29b se muestra el efecto de la GD en la expresion de la proteina del receptor
de GABAA al. F (3,12) = 4.23, (p = 0.03) ANOVA, de una via.
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El grupo SAL/PTZ mostré una disminucion de la expresion del receptor GABAAa al en
comparacion con el grupo control SAL/SAL (p < 0.05). Sin embargo, el grupo de GD
300/PTZ caus6 una regulacion positiva estadisticamente significativa en la expresion del
receptor de GABAA al (p < 0.05) en comparacion con el grupo SAL/PTZ. Lo mismo sucedio
con el grupo tratado con el DZP/PTZ.

En la figura 29c podemos ver las bandas que representan la expresion de las dos proteinas

en estudio y la proteina de referencia.
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Figura 29: (a) Efecto de la GD (300 mg/kg) sobre la expresion de la proteina del receptor de adenosina A,
(b) del receptor de GABA, a1y (c) bandas representativas del hipocampo de los ratones sometidos al
Kindling-PTZ (se utiliz6 B-actina como proteina de referencia). Los valores representan la media x error
estandar de la media (e.e.m.) de N=4 animales por grupo. *p < 0.05 vs. el grupo SAL/SAL; *p < 0.05 vs. el
grupo SAL/PTZ.

6.2.4 Unién de la GD a receptores de adenosina A1, Aza, A2 y Az

La GD préacticamente no se unié a ninguno de los receptores de adenosina evaluados en
este estudio, ya que los porcentajes de inhibicion fueron muy bajos (tabla 4a) a una
concentracion relativamente alta (1 - 10 uM), en comparacion con Ki, en el rango nanomolar,
para compuestos utilizados como farmacos de referencia estandar, como se muestra en la
tabla 4b.

Tabla 4a: Resultados del porcentaje de inhibicion de GD en receptores de adenosina

Receptor
hA1 hAZA hAZB hA3
% Inhib. % Inhib. % Inhib. % Inhib.
Compuesto
(1THM) (THM) (10pM) (1HM)

GD 9+3 7+3 17 £2 8zx2
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Tabla 4b: Valores de afinidad (Ki) obtenidos y descritos en la literatura para los compuestos utilizados para

validar los ensayos

Receptor Compuesto Ki (nM) obtenido Ki (nM) descrito Referencia
hA XAC 14.3 29.1 Klotz et al., 1998
hAza CGS-15943 1.3 4.3 Freedholm et al., 2001
hAz ZM 241385 12.2 32.0 Fredholm et al., 2001
hA; MRS 1220 1.6 1.7 Gao et al., 2002

6.3 EVALUACION DEL EFECTO ANTIPARKINSONIANO DE LA GAMMA-DECANOLACTONA

6.3.1 Actividad inhibidora de la GD sobre las isoformas de la enzima MAO

En nuestros experimentos y bajo nuestras condiciones experimentales, descritas en el
apartado de material y métodos, la MAO-A humana presentd una constante de Michaelis-
Menten (Km) de 417.17 + 38.62 uM y una velocidad de reaccion méxima (Vmax) de 185.67
+ 12.06 nmoles/min/mg de proteina; por su parte, la MAO-B humana mostrd unos valores de
Km de 220.33 + 32.80 uM y Vmax de 24.32 + 1.97 nmoles/min/mg de proteina.

Tanto los inhibidores de referencia, con actividad IMAO, como la GD, inhibieron la
actividad enzimatica de forma dependiente de la concentracion.

El agua Milli-Q y el DMSO utilizados como vehiculo no tuvieron efecto farmacoldgico
significativo en los ensayos.

Los resultados de los estudios de inhibicion de la MAO-A y la MAO-B por la GD y el
indice de selectividad se describen en la tabla 5. La curva concentracion-respuesta de la GD
(15-150 uM) frente al porcentaje de inhibicion de hMAO-B se representa en la figura 30.

Los ensayos enzimaticos revelaron que la GD inhibe la actividad de la isoforma MAO-B,
con una Clsg 55.95 + 9.06 uM, aunque esta inhibicion es menos potente que la causada por el
inhibidor de referencia, la selegilina, que mostro valores de Clso en el rango nanomolar.

Por otro lado, la GD no inhibi¢ la actividad de la isoforma MAO-A, mostrando un perfil
selectivo frente a la MAO-B. Por el contrario, la moclobemida, farmaco de referencia como
inhibidor MAO-A mostré un valor de Clsp 361.38 + 19.37 uM.
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Tabla 5: Valores Clsp e indice de selectividad MAO-B (S.l.) de la GD sobre la actividad enzimatica de las

isoformas de la MAO

Compuesto hMAOA (uM) Clso hMAOB (uM) Clso S.1.

GD b 55.95 + 9.06 >1.792
Selegilina 68.73 £ 4.21 0.017 £ 0.0019 4.043
Moclobemida 361.38 + 19.37 b < 0.362

Cada valor de Clso es la media + e.e.m. de tres experimentos (n = 3). °Clso > 100. A concentraciones mas
altas, los compuestos precipitan. [2] Valores obtenidos suponiendo que el Clso correspondiente frente a
MAO-A o MAO-B es la concentracién mas alta ensayada (100 pM). (S.l.) indice de selectividad Clso (hMAO-A)/
Clso (hMAO-B).

80+

60+

40-

20+

% Inhibicion (MAO-B)

0 50 100 150 200
[uM]

Figura 30: Curva concentracion-respuesta de la GD (15-150 pM) frente al porcentaje de inhibicion de

hMAO-B. Los datos son la media + e.e.m.

6.3.2 Reversibilidad de la inhibicion de la MAO-B

Dado que la GD ha mostrado tener actividad inhibidora sobre la isoforma MAO-B,
evaluado si es una inhibicidn reversible o irreversible.

Para ello se utilizd6 un método de dilucion y se tom6é como estandar un inhibidor
irreversible como la selegilina (Clso = 0.017 + 0.0019 uM) (Gerlach et al., 1992; Copeland,
2005). Como se muestra en la figura 31, la GD inhibe la actividad de MAO-B de una manera

parcialmente reversible.



PRICILA FERNANDES PFLUGER

®  150-

o

=

)

@

S @ 1004 =

32

= |

S - '

C o >0 .

QT -ﬁ

o

S - : —_

8 0 i ey ==
No inh GD Selegilina

(0.1xClsg)  (0.1xClsp)

Figura 31: Recuperacion de la actividad de hMAO-B tratada con la GD o la selegilina después de 40 min de
preincubacién y diluciéon con una concentracion de 0.1xClsg y la actividad enzimatica de control (No inh).

Los datos son la media + e.e.m.

6.3.3 Estudio de molecular docking sobre las isoformas MAO

El molecular docking es una estrategia computacional rapida y eficiente para predecir,
examinar e identificar nuevas interacciones entre dianas moleculares y ligandos relevantes
para el tratamiento de las enfermedades. En esta tesis, aplicamos el molecular docking para
comprender las caracteristicas de unién preferencial del ligando GD a la isoforma MAO-B
con respecto a la MAO-A. En ambas isoformas, las simulaciones de docking revelaron la
unién de la GD cerca del sitio activo de la proteina (Figura 33). Estos experimentos revelaron
un valor de energia libre de union mejor (mayor afinidad) para el complejo hMAO-B (-7,8

kcal/mol) que para el complejo hMAO-A (-6,1 kcal/mol).
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Figura 33: Estructuras del complejo proteina-ligando. (A) La GD acoplada con la isoforma MAO-B humana

(B) la GD acoplada con la isoforma MAO-A humana.

La imagen molecular detallada de las interacciones proteina-ligando del ligando GD
frente a las dos isoformas de la MAO se muestra en la figura 34. El mejor valor de energia
libre de unién observado para la GD frente a la hMAO-B puede asociarse con un mayor
namero de residuos que participan en la union con respecto a la isoforma hMAO-A. La GD
adopta una conformacion relativamente compacta en el sitio activo de la hMAO-B, mientras
que observamos una conformacion relativamente extendida del ligando GD en la isoforma
hMAO-A. En particular, para la proteina hMAO-B notamos que el grupo del ligando, oxolan-
2-0na, esta involucrado en interacciones no covalentes con los residuos Y398 e Y435, que
constituyen el anillo en la region de la cavidad del sustrato. También observamos
interacciones favorables de la GD con el residuo Y326 (relacionado con la especificidad del

sustrato) y con 1199 que actla como puerta entre la entrada y las regiones de unién al sustrato.
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Figura 34: Interacciones proteina-ligando. El ligando GD acoplada a la isoforma MAO-B (A) y a la MAO-
A (B). La GD se muestra en verde y los residuos de proteinas clave se muestran en gris.

6.3.4 Actividad citotdxica de la GD en células hepéticas HepG2

En el desarrollo de farmacos es esencial que los nuevos compuestos carezcan de
toxicidad a la dosis a la que deben de ser administrados. En este trabajo se evalué el efecto
citotdxico de cuatro concentraciones de la GD (10, 25, 50 y 100 puM) utilizando la linea
celular HepG2 y el porcentaje de viabilidad celular se midié como reduccion de MTT (Liu et
al., 1997).

Como se puede ver en la figura 32, solo la concentracion mas alta de GD (100 uM)
disminuy6 significativamente la viabilidad de las células HepG2 (p < 0.01), demostrando asi
que la GD en las concentraciones mas bajas utilizadas en este estudio no tiene efectos
hepatotdxicos. Esos dados son importantes una vez que muestran la seguridad de la dosis de
50 uM de GD, la cual es la Clso en la actividad inhibidora de la MAO-B.
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Figura 32: Actividad citotoxica después de 24 h de incubacion con la GD a 10, 25, 50 o 100 pM en células
HepG2. La viabilidad celular se midi6 como reducciéon de MTT y los datos se normalizaron como porcentaje
(%) del control tratado con DMSO al 1%. Los resultados se expresan como media + e.e.m. de al menos 3

ensayos. (**p < 0.01), vs. el grupo control.

6.3.5 Ensayo de la coordinacion motora

Basandonos en los resultados anteriores descritos para la GD y considerando su actividad
in vitro como inhibidora de la MAO-B, se utilizé el ensayo de Rota-rod para evaluar el efecto
de la GD, sobre la coordinacion motora en animales de experimentacion.

Los estudios se realizaron con ratones no reserpinizados y con ratones reserpinizados. La
reserpina bloquea el VMAT2 impidiendo el almacenamiento adecuado de la DA sintetizada.
Esto provoca la deplecion de las terminaciones nerviosas dopaminérgicas y, entre ellas, las de
la via nigroestriada, dando lugar a bradicinesia, rigidez y desequilibrio en los animales de
experimentacion, por lo que se utiliza como modelo de la EP.

En los animales no reserpinizados tratados con la GD (300 mg/kg), no se observé ningun
efecto negativo en la coordinacion motora. De la misma forma no se observo efecto negativo
en el grupo tratado con TW (Figura 35).

Los animales del grupo RES/TW/CMCNa mostraron ataxia en todas las medidas (p <
0.001) en comparacion con el grupo control (animales no reserpinizados), excepto a las 24
horas. Se manifestd una marcada disminucion de la coordinacion motora a la 01:30h (57.88 £
21.39s) (Figura 35).
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El tratamiento con la LD+BZ recuperé parcialmente la ataxia después de 01:00h (158.70
+ 14.49s, p < 0.001) y 01:30h (139.60 £ 15.96s, p < 0.01) en comparacion con el grupo
RES/TW/CMCNa (Figura 35).

La GD sola revertio la ataxia después de 01:00h y 01:30h (128.80 + 22.30, p < 0.05 y
126.00 + 20.18s, p < 0.05; respectivamente, en comparacion con el grupo RES/TW/CMCNa
(Figura 35).

El tratamiento conjunto de la GD con la LD+BZ, al cabo de 01:30h mostr6 una
potenciacion del efecto protector (162.90 £ 12.89s, p < 0.001) en comparacion con el grupo
RES/TW/CMCNa. Este tratamiento reverti6 mas rapidamente el estado normal de los
animales mostrando que no hay diferencia entre este grupo y el grupo no reserpinizado (grupo
control) (Figura 35).

El porcentaje de animales tratados con GD mas LD+BZ que fallaron a las 24 h es muy
bajo y similar al grupo tratado con vehiculo mientras que, al mismo tiempo de evaluacion, los
grupos tratados solo con la GD o con la LD+BZ tienen un porcentaje de fallos de alrededor
del 40% (Figura 36). Estos resultados muestran que existe una potenciacion de los efectos

farmacoldgicos con la asociacion de la GD mas la LD+BZ.
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Figura 35: Tiempo de permanencia de los animales en el Rota-rod. N=8-12 animales por grupo. (***p <
0.001) vs. el grupo H,0 + CH3COOH/TW/CMCNa y (*p < 0.05, #p < 0.01, ##p < 0.001) vs. el grupo

RES/TW/CMCNa. Tiempo de corte 180s. Los valores representan la media + e.e.m.
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Figura 36: Porcentaje de animales que fallaron en el Rota-rod. N=8-12 animales por grupo. (**p < 0.01,
***n < 0.001) vs. el grupo H20+CH3;COOH/TW/CMCNa y (*p < 0.05, #*#p < 0.01) vs. el grupo RES/TW/CMCNa.

6.3.6 Modificacion de la temperatura corporal

Dado que la administracion de reserpina disminuye la temperatura corporal de los
ratones, evaluamos la temperatura de los animales sometidos al protocolo de reserpina, con el
fin de evaluar la posible capacidad de la GD para revertir este cambio de temperatura.

La GD no indujo cambios en la temperatura corporal en ratones no reserpinizados. Los
animales reserpinizados mostraron una marcada disminucion de la temperatura corporal en
todas las medidas (p < 0.001), excepto a las 24 h, en comparacion con los ratones no
reserpinizados. La temperatura mas baja (32.86 + 0.54 °C) se alcanzé en la primera medicion
(00:00) 18 h después de la administracion de la reserpina. Solamente el tratamiento con la GD
facilité la reversion significativa de la hipotermia en todos los tiempos medidos (p < 0.01),
excepto a las 24:00 h, en comparacién con los animales reserpinizados. A la dosis utilizada en
nuestro estudio, la LD+BZ sola o asociada con la GD no indujo cambios en la temperatura
corporal de los animales. Practicamente todos los animales recuperaron la temperatura

corporal normal después de 24 h, como se muestra en la figura 37.
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Figura 37: Cambios en la temperatura corporal de los animales. N=8-12 animales por grupo. (***p < 0.001)

vs. el grupo H,0 + CH;COOH/TW/CMCNa y (p < 0.05, #p < 0.01) vs. el grupo RES/TW/CMCNa. Los valores

representan la media t e.e.m.

6.3.7 Ensayo de la actividad locomotora - Open Field Test (OFT)

A la vista de los resultados anteriormente descritos en este estudio para la GD, tanto in
vitro como in vivo, decidimos evaluar el efecto de la GD en la actividad locomotora de
animales de experimentacion, utilizando la prueba de campo abierto (OFT).

La evaluacion de la actividad locomotora en los animales reserpinizados mostrd una
reduccion significativamente marcada de la distancia total recorrida (en cm), la velocidad
(cm/s) y el nimero de enderezamientos, en comparacion con el grupo control tratado con el
vehiculo (p < 0.001). Este hallazgo confirma la hipocinesia debida a la disminucion de la DA
en la via nigroestriatal, que es causada por la reserpina a la dosis utilizada. El tratamiento con
la GD sola (300 mg/kg) o la LD+BZ sola (100:25 mg/kg) y el co-tratamiento con ambos
farmacos asociados (GD y LD+BZ), no revirtid la hipocinesia causada por reserpina (p >
0.05) en las dosis utilizadas (Figura 38). Ademas, tampoco se manifestaron cambios en los
otros parametros analizados en este estudio como la velocidad y el enderezamiento, figuras 39

y 40 respectivamente.
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Figura 38: Distancia total recorrida cada diez min, durante una hora de observacién de los ratones en la
prueba de campo abierto. N=8-12 animales por grupo. (** p < 0.01, *** p < 0.001) vs. el grupo de control
del vehiculo H,0 + CH3COOH/TW/CMCNa. Los valores representan la media + e.e.m.
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Figura 39: Velocidad maxima cada diez min, durante una hora de observacién de los ratones en la prueba
de campo abierto. N=8-12 animales por grupo. (** p < 0.01, *** p < 0.001) vs. el grupo de control del

vehiculo H,0 + CH3COOH/TW/CMCNa. Los valores representan la media + e.e.m.
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Figura 40: Numero de enderezamiento cada diez min, durante una hora de observacion de los ratones en
la prueba de campo abierto. N=8-12 animales por grupo. (** p < 0.01, *** p < 0.001) vs. el grupo de control
del vehiculo H,0 + CH3COOH/TW/CMCNa. Los valores representan la media + e.e.m.
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7 DISCUSION

En un intento por descubrir nuevas terapias que sean seguras, efectivas y con escasos o nulos
efectos adversos para el tratamiento de enfermedades del SNC, esta tesis ha tenido como
objetivo general profundizar en el conocimiento de los efectos neurofarmacologicos y los
mecanismos de accién de la GD, con la finalidad de valorar su potencial aplicacion en clinica
para el tratamiento de dos enfermedades neuroldgicas prevalentes en la poblacion actual: la
epilepsiay la EP.

Una condicién basica de cualquier compuesto para actuar en el SNC es poder atravesar la
BHE y penetrar en el cerebro.

Muchos investigadores trabajan con la denominada regla de los 5 o regla de Lipinski en
la que se recogen una serie de propiedades fisicoquimicas comunes a todas aquellas moléculas
que presentan buenas propiedades de solubilidad y permeabilidad (Azam et al., 2012; Matos
et al., 2015; Altintop et al., 2018; Sang et al., 2019).

La regla de Lipinski predice que la mala absorcidn o penetracion de un farmaco es mas
probable cuando hay mas de cinco donantes de enlaces de hidrégeno, mas de 10 aceptores de
enlaces de hidrogeno, el peso molecular es mayor a 500 Da y el LogP es mayor que 5
(Lipinski et al., 1997). Por ello, se determinaron las propiedades fisicoquimicas de la GD y se
llevd a cabo la prediccion tedrica de su paso a través de membranas celulares y
especificamente a través de la BHE.

En los estudios in silico, realizados con Molispiration y CBLigand-BBB, la GD no
present6 ninguna violacion de la regla de Lipinski y mostro valores predictivos compatibles
con los requeridos para atravesar la BHE y alcanzar el SNC, mostrando tener propiedades
adecuadas para su uso en estudios in vivo.

La epilepsia es una enfermedad neuroldgica crénica que, aunque ha sido ampliamente
estudiada, ain no se conoce en su totalidad. Se sabe que los principales neurotransmisores
implicados en esta enfermedad son el GABA y el glutamato, pero, actualmente se ha

estudiado la implicacién de otros sistemas, como el sistema purinérgico.
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La adenosina ademas de estar asociada con varios procesos del SNC, ha sido implicada
en el control de las crisis epilépticas. En modelos animales y en humanos, se ha observado un
aumento rapido y significativo de las concentraciones extracelulares de adenosina durante las
crisis (Berman et al., 2000; Boison, 2005; Cieslak et al., 2017). En esta tesis, la GD aumento
la latencia hasta la primera crisis tonico-clonica (AMINOPH) y clénica (PTZ) y disminuyo el
porcentaje de crisis en comparacion con el grupo de control (SAL), tanto en el modelo de
crisis agudas (crisis inducidas por AMINOPH) como subcronicas (Kindling-PTZ).

El efecto de la GD observado en el modelo de Kindling confirma un estudio previo
publicado por nuestro grupo de investigacion (de Oliveira et al., 2008), una vez que los
resultados del grupo tratado con la GD no muestran diferencia estadisticamente significativa
entre el primer y ultimo dia de tratamiento (p = 1.000), a diferencia del grupo de control SAL
(p < 0.001). Estos datos muestran que la GD, fue capaz de bloquear el proceso de
epileptogénesis.

La modulacién de receptores mediante la administracion de farmacos agonistas o
antagonistas, utilizando modelos animales, representa una herramienta muy importante en los
estudios de los mecanismos de accidn de nuevos compuestos bioactivos. Hasta la fecha se han
publicado numerosas investigaciones que utilizan un disefio experimental similar al utilizado
en esta tesis (Malhotra et al., 1996; Southam et al., 2002; Uzbay et al., 2007; Akula y Kulkarn
2014).

En los dos modelos utilizados, el pretratamiento con el ZM 241385, un antagonista de
Az, no fue capaz de modificar las respuestas de comportamiento causadas por la GD. Por
otro lado, el pretratamiento con el antagonista de receptor de adenosina A1 (DPCPX) revirti
la proteccidn producida por la GD, tanto en la latencia de aparicién de la primera crisis como
en el porcentaje de crisis.

Algunos estudios indican que los efectos anticonvulsivos que estan relacionados con la
activacion de receptores de adenosina parecen estar mediados principalmente por la
activacion del subtipo de receptor A; (Berman et al., 2000; Boison, 2005). También se sabe
que los compuestos agonistas selectivos de estos receptores de adenosina tienen capacidad
anticonvulsivante en diferentes modelos experimentales (Southam et al., 2002; Uzbay et al.,
2007; Akula'y Kulkarn 2014).

Otros estudios han demostrado que la administracion del antagonista de adenosina Ai

(DPCPX), per se, en dosis inferiores a 5 mg/kg, no es capaz de producir o potenciar la
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induccidn de crisis (Malhotra et al., 1996; Southam et al., 2002; Uzbay et al., 2007; Akula y
Kulkarni, 2014) que solo puede tener un efecto proconvulsivo a dosis mas altas como 10 o 15
mg/kg (Malhotra et al., 1996; Siebel et al., 2015). Asi, teniendo en cuenta que en nuestro
estudio utilizamos una dosis de DPCPX de 3 mg/kg, nuestra hipdtesis es que la capacidad de
DPCPX para bloquear el efecto de la GD probablemente esté relacionada con la accién
agonista de la GD sobre los receptores de adenosina Au.

Hasta la actualidad, poco se ha estudiado sobre el mecanismo de accion de la GD, por lo
tanto, otras hipotesis pueden estar relacionadas con la participacion de este compuesto en la
modulacion del sistema purinérgico. Una de ellas es la implicacion de la GD en la inhibicién
de la enzima que facilita la conversion de la adenosina en AMP, la ADK, de esta forma se
incrementaria el tiempo de permanencia de adenosina con la consiguiente activacion de sus
receptores.

Existen evidencias de la relacion entre astrogliosis, epileptogénesis, aumento de la
expresion de ADK vy la posterior reduccion del nivel de adenosina (Boison, 2005; Boison et
al., 2010; Cieslak et al., 2017). Es posible que el aumento terapéutico de la adenosina
enddgena restablezca los niveles normales de metilacién del ADN vy evite la progresion de la
epilepsia (Williams-Karnesky et al., 2013; Boison, 2016; Chen et al., 2019). Algunos
hallazgos sugieren que el aumento de ADK y el aumento del estado de metilacién del ADN
forman un sistema implicado en la progresion y el mantenimiento de las crisis. Por lo tanto, la
desregulacién de ADK juega un papel importante en los procesos que convierten un cerebro
normal en un cerebro epiléptico (Williams-Karnesky et al., 2013; Hauser et al., 2017).

Considerando que la disminucion de la actividad de la ADK seria una buena estrategia
terapéutica en el tratamiento de la epilepsia, seria interesante investigar la capacidad de la GD
para inhibir la actividad de la ADK, asi como los cambios en la metilacién del ADN.

En este trabajo, también se evalu6 a través del ensayo de Western blotting la expresion
del receptor de adenosina A1 en muestras de hipocampo de ratones sometidos al Kindling.
Estudios previos que evaluaron los efectos agudos o a corto plazo (es decir, después de 24 h
de las crisis), encontraron un aumento en la densidad de los receptores Ai1 en diferentes
regiones del cerebro, ya sea tras la induccién de las crisis por PTZ, pilocarpina, bicuculina o
3-mercaptopropionato (Rebola et al., 2005; Huicong et al., 2013). Por otro lado, crisis
inducidas por inyeccion intraperitoneal de kainato o por estimulacion electroconvulsiva no

producen cambios en la densidad de los receptores Az en el cerebro (Rebola et al., 2005).
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Para nuestra sorpresa, en este ensayo de expresion de proteinas, el grupo de control
SAL/PTZ no mostré diferencias significativas en la expresion del receptor A; en relacion el
grupo SAL/SAL. Es decir, los animales que tuvieron crisis no expresaron cambios en los
receptores de adenosina Az, en comparacion con los animales que no recibieron PTZ
(SAL/SAL). Es posible que esto esté relacionado con cambios en la disponibilidad de
adenosina ya que, la disminucion de la misma, como consecuencia de la actividad de la ADK
y su conversion en AMP, conllevaria una menor estimulacion de los receptores de A; lo cual
facilitaria la aparicion de crisis epilépticas.

Tanto el grupo tratado con la GD, como el grupo control positivo DZP no aumentaron la
expresion del receptor A1 de forma estadisticamente significativa en comparacion con el
grupo control.

Sabiendo que la accion de la GD en los dos modelos in vivo de crisis epilépticas no se vio
afectada por el antagonista del receptor de adenosina A2a, pero, por el contrario, Si se vio
afectada por el antagonista del receptor de adenosina A1, investigamos la unién de la GD a los
receptores de adenosina (A1, Aza, Azg Y As), para una mejor comprension de la posible
actuacion de la GD en el sistema purinérgico.

La GD practicamente no se unié a ninguno de los receptores de adenosina evaluados en
este estudio (porcentaje de inhibicién inferior al 20%), corroborando el resultado del ensayo
de Western blotting mencionado anteriormente, en el que no se observaron cambios
estadisticamente significativos en la expresion del receptor de adenosina A: detectado en el
hipocampo de ratones tratados con la GD.

El GABA es el principal neurotransmisor inhibidor en el cerebro adulto y los receptores
GABAérgicos median la neurotransmisién inhibitoria y evitan que las neuronas se
sobreexciten (Lason et al., 2013; Hao et al., 2016). Se ha encontrado pérdida de neuronas
GABAérgicas en modelos de epilepsia adquirida, incluido el modelo de Kindling y SE
(Kainato) (Schwarzer et al., 1995; Buckmaster y Dudek, 1997; Gorter et al., 2001; Houser,
2014). De esta forma también se evalud en esta tesis la expresion de la subunidad ol de
GABAA en el hipocampo de ratones sometidos al modelo de Kindling. Se observé una
disminucion en la expresion GABAA al en el grupo SAL/PTZ en comparacion con el grupo
SAL/SAL.
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La administracion de la GD fue capaz de incrementar la expresion de GABAa al, asi
como el control positivo con DZP en comparacion con el grupo SAL/PTZ pero no respecto al
grupo SAL/SAL.

Se sabe que existe un crosstalk que conecta el sistema GABAérgico con la
neuroinflamacion. Algunas citocinas proinflamatorias, como TNF-a, IL-1§ e IL-6, modulan la
funcién del receptor GABAA de una manera dependiente del area y de la dosis. Estudios de
inmunotincion, realizados por Stellwagen et al., (2005) y Pribiag y Stellwagen, 2013,
mostraron que las células de neuronas hipocampales tratadas con TNF-a disminuyeron los
receptores GABAA, reduciendo la neurotransmision inhibitoria.

Un estudio anterior de nuestro grupo de investigacién mostr6 que la GD inhibi6 la
expresion de TNF-a, en células microgliales activadas por LPS (Pfliiger et al., 2016), lo que
podria corroborar su efecto sobre la expresion de los receptores GABAAa, como ha quedado
demostrado en este estudio de Western blotting. En este mismo sentido, hay trabajos que han
puesto de manifestd que el DZP también reduce la expresion del TNF-a (Zavala et al., 1990;
Monteiro et al., 2008).

Un estudio publicado previamente por Pfluger et al, (2018a) sugiere que la GD puede
actuar modulando positivamente la actividad enzimatica de la descarboxilasa del acido
glutamico (GAD), ya que protege contra las crisis inducidas por isoniazida en ratones.

Hay dos isoformas de la GAD, la GAD65 y la GAD67. La GADG65 se localiza en el SNC
y pancreas y cataliza la conversién del glutamato (Glu) en GABA vy es la enzima limitante de
la velocidad de formacion de GABA por esta via (Hao et al., 2016).

Paradojicamente, en esta tesis el pretratamiento con bicuculina un antagonista de los
receptores GABAAa, no ha sido capaz de bloquear la proteccion generada por la GD en el
modelo de PTZ-Kindling.

Como se comenté anteriormente la GD es capaz de inhibir las crisis subcronicas
inducidas por PTZ en ratones macho (de Oliveira et al., 2008) y recientemente se ha
demostrado que la GD también inhibe las crisis agudas inducidas por PTZ en ratones de
ambos los sexos (dos Santos, 2020). Ademas, en un estudio realizado previamente por Pflliger
et al, (2018a), la GD no fue capaz de inhibir las crisis inducidas por picrotoxina (PCT).

El alcaloide vegetal PCT tiene capacidad de inducir crisis epilépticas ya que inicialmente
se une al canal de cloruro abierto, del que forman parte el receptor GABAA y el receptor

benzodiazepinico, y posteriormente lo estabiliza en un estado de cerrado/en reposo, lo que
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explica su bloqueo simultdneo del canal y la actividad antagonista no competitiva de los
receptores GABAA (Chindo et al, 2014; Masiulis et al., 2019).

Por otro lado, la bicuculina (antagonista competitivo GABAA) actlia ocupando el sitio de
union de los agonistas de los receptores GABAA, sin embargo, a diferencia del GABA, no
produce la rotacion de la subunidad P y, por lo tanto, estabiliza el poro del canal cerrado,
inactivando asi el canal (Masiulis et al., 2019).

El mecanismo por el cual PTZ induce crisis en roedores aun no se ha dilucidado por
completo, pero hay pruebas de que puede bloguear la sefializacion inhibidora GABAérgica, a
través del antagonismo de los receptores GABAA fijandose en la zona de los tetrazoles del
canal del cloro (Dhir, 2012; Reddy y Kuruba 2013). Los farmacos antiepilépticos como DZP
y fenobarbital bloquean las crisis inducidas por PTZ y producen sus efectos al facilitar la
inhibicién mediada por el GABA en el cerebro (Chindo et al, 2014).

Datos electrofisioldgicos y bioquimicos sugirieren la participacion del sistema
glutamatérgico en las crisis inducidas por PTZ, la activacion del receptor de N-metil-D
aspartato (NMDA\) parece estar involucrada en el inicio y propagacion de las crisis (Nevins y
Arnolde, 1989; Velisek et al., 1999; Zhu et al., 2015; Postnikova et al., 2017). En este
sentido, farmacos como el felbamato, que bloquea la excitacion glutamatérgica mediada por
el receptor NMDA, mostré actividad antiepiléptica en el modelo de PTZ (MacDonald y Kelly,
1995; Chindo et al, 2014).

Por lo tanto, teniendo en cuenta los efectos descritos para la GD hasta la fecha, es posible
gue este compuesto sea capaz de proteger contra las crisis convulsivas inducidas por PTZ al
bloguear la neurotransmision excitadora glutamatérgica mediada por el receptor NMDA, que
todavia no se ha comprobado en estudios in vivo, pero que en un estudio realizado por Pereira
et al, (1997), llevado a cabo a través de un ensayo de binding, mostr6 que la GD era capaz de
inhibir la unién especifica de L-[3H]-glutamato en la corteza cerebral de ratones.

Otra hipdtesis es que la proteccion de la GD frente a las crisis epilépticas inducidas por
PTZ, se deba al aumento de la transmision inhibidora GABAérgica, actuando sobre los sitios
de union del receptor GABAA (canal cloruro), distintos de los sitios de PCT y bicuculina.

Por tal razon, son cruciales estudios adicionales que permitan dilucidar la accion de la
GD sobre estos sistemas tan importantes implicados en la fisiopatologia de la epilepsia.

En resumen, en la actividad anticonvulsiva de la GD pueden estar implicados los

sistemas:
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- Purinérgico: La GD al inhibir la ADK, incrementaria los niveles de adenosina y
facilitaria asi la activacion de los receptores As.

- GABAérgico: La GD potenciaria o facilitaria la neurotransmision GABAEérgica, al
reducir la expresion del TNF-a, lo que conllevaria a un incremento de receptores GABAA.

- Glutamatérgico: La GD podria antagonizar los efectos del Glu sobre los receptores
NMDA

Otro objetivo de esta tesis era abordar la posible utilidad de la GD en el tratamiento de la
EP. El gran incremento de pacientes que padecen la EP hace imprescindible la busqueda de
nuevos farmacos mas seguros y eficaces. Teniendo en cuenta la posible interrelacion entre la
epilepsia y las enfermedades neurodegenerativas, como la EP (Vercueil, 2000; Murata et al.,
2007; Son et al., 2016; Gruntz et al., 2018; Scorza et al., 2018a; Deuel et al., 2019), la GD
también puede resultar eficaz para el tratamiento de la EP.

Los inhibidores de la MAO-B son un grupo de farmacos bien conocidos y eficaces para el
tratamiento de la EP (Dézsi y Vécsei, 2017; Edmondson y Binda, 2018). Dichos farmacos
reducen la degradacion enzimatica de la DA por la MAO en las células neurales y gliales, lo
que conduce a un aumento de DA en la via dopaminérgica nigroestriatal que mejora los
sintomas motores (actividad locomotora y coordinacion motora) en pacientes con EP
(Mallajosyula et al., 2008). También aumentan la DA en otras vias dopaminérgicas
implicadas en la regulacion de la temperatura corporal, inhibicion de la secrecién de
prolactina (PRL), etc. (Blair y Dhillon, 2017; Riederer y Muller 2018).

La selegilina muestra un doble perfil de actividades farmacoldgicas, por un lado, es un
potente farmaco inhibidor selectivo e irreversible de la MAO-B, utilizada en clinica para el
tratamiento de la EP y por otro, ejerce actividad anticonvulsiva y accidén neuroprotectora en
diferentes modelos de epilepsia, incluso en el modelo de PTZ-Kindling. (Léscher y Lehmann,
1996).

En un estudio realizado por Hoffmann et al, (1997), se evaluo el efecto de la LD, de la
selegilina, de un agonista de DA (bromocriptina) y de un antagonista de receptores
dopaminérgicos (haloperidol) en un modelo de crisis inducidas por PTZ. Se observé que las
administraciones repetidas de selegilina protegian contra las crisis inducidas por PTZ,

mientras que la bromocriptina no atenu6 las crisis despues de una dosis Unica, ni tampoco
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después de la administracion repetida. Lo mismo sucedio6 con el haloperidol, mientras que la
LD exhibio actividad proconvulsiva.

Loscher y Lehmann, (1998), también demostraron que la selegilina es un farmaco con
actividad anticonvulsiva eficaz y que esa actividad se mantiene y mejora durante el
tratamiento cronico.

Estos resultados pueden contribuir a la idea de que el efecto anticonvulsivo de la
selegilina en el modelo PTZ probablemente no esté asociado con la neurotransmision de DA.
Estos hallazgos estdn de acuerdo con otros estudios en los que se encontraron efectos
minimos o nulos de la neurotransmision de DA en el modelo de PTZ (Killam y Killam, 1984).

Un estudio realizado por Matsumura et al., 2013, mostr6 que el compuesto indazol
disminuye las crisis inducidas por PTZ, estricnina y electroshock en ratones, y por el contrario
no protegid frente a las crisis inducidas por bicuculina y PCT. En este mismo estudio, el
indazol inhibié la actividad de la enzima MAO-B.

Los compuestos inhibidores de MAO-B mas recientes, tienen un mejor perfil de
seguridad y tolerabilidad que alguno de los agonistas DAérgicos (Marzo et al., 2004; Blair y
Dhillon, 2017; Riederer y Miller 2018; Olaya et al., 2019), lo que hace aun mas interesante la
busqueda de nuevos inhibidores de la MAO-B para su uso en el tratamiento de pacientes con
EP.

En esta tesis, confirmamos que la GD es un inhibidor selectivo y parcialmente reversible
de la MAO-B. Al inhibir la MAO-B podria ejercer posibles efectos neuroprotectores en
enfermedades neurodegenerativas, como la EP.

El estudio de molecular docking explica este perfil selectivo de la GD por la MAO-B, ya
que su union al sitio activo de la hMAO-B mostré un valor méas favorable que el de la hMAO-
A

La inhibicion de MAO-B también es potencialmente beneficiosa en la enfermedad
neurodegenerativa mas predominante, la enfermedad de Alzheimer (EA) (Cai, 2014,
Scheidin-Weiss et al., 2017; Park et al., 2019). En estudios posteriores abordaremos la
evaluacion de la GD en modelos animales de la EA (test de reconocimiento de objetos y
otros).

Ademés, en los estudios de citotoxicidad, solo la concentracion mas alta de la GD
evaluada (100 uM) disminuy6 significativamente la viabilidad de las células HepG2. Todas

las demas concentraciones fueron bien toleradas por las células, incluida la concentracion 50
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pM, valor obtenido en la Clsp de la actividad MAO-B, lo que pone de manifiesto la seguridad
de este compuesto.

La reduccion de la actividad locomotora en ratones inducidas por la reserpina se utiliza
con frecuencia como modelo de alteraciones motoras en la EP (Tadaiesky et al., 2006). La
hipocinesia-acinesia, el aumento de ataxia (incoordinacién motora) y la hipotermia causada
por reserpina en ratones se producen debido al blogueo del transportador de monoaminas
vesiculares (VMAT?2) que conlleva una disminucion intensa y prolongada de DA en todas las
terminales nerviosas dopamineérgicas, incluyendo la via nigroestriatal implicada en los
trastornos motores en la EP (Freitas et al., 2016). En este modelo se probaron varios farmacos
antiparkinsonianos de uso clinico (p. Ej., LD, sola o asociada con los IDDC -carbidopa, BZ-,
los agonistas de los receptores de DA -p. Ej, apomorfina, pramipexol-, el farmaco
anticolinérgico trihexifenidilo y el antiviral amantadina), lo que sugiere que tiene validez
predictiva para descubrir nuevos farmacos antiparkinsonianos (Menzaghi et al., 1997; Olaya
etal., 2019).

En el ensayo de coordinacion motora, tanto la GD como la LD+BZ revirtieron
parcialmente la ataxia inducida por reserpina después del periodo de 01:00h. El tratamiento
concomitante de la GD con la LD+BZ mostré una potenciacion del efecto protector en
ratones. Estos datos pueden explicarse por la accion de la GD inhibiendo la actividad MAO-B
de forma parcialmente reversible, como se demostré6 anteriormente en este trabajo,
aumentando los niveles de DA y, en consecuencia, mejorando la coordinacion motora de los
ratones en el Rota-rod.

Clasicamente, los agonistas dopaminérgicos y los inhibidores del transportador neuronal
de dopamina (DAT)/norepinefrina (NET) estan asociados con aumentos de la temperatura
corporal en animales mientras que, a la inversa, los antagonistas dopaminérgicos y los que
provocan la deplecion de DA, como la reserpina, estan asociados con una disminucién de la
temperatura (Lin, 1979; Hasegawa et al., 2005).

Ademas, segun Leon (2004), se ha demostrado que las citocinas proinflamatorias como el
TNF-0, las interleucinas (IL) y el interferon-gamma inducen o modulan la hipotermia.

La actividad inhibidora de MAO-B mostrada por la GD, con el consiguiente aumento de
DA en el espacio sinaptico, junto con la capacidad de la GD para disminuir la expresion de
TNF-a en el modelo de LPS en células microgliales (Pfluger et al., 2016), pueden explicar la

reversion parcial de la hipotermia encontrada en este estudio.
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La GD o la LD+BZ solas o asociadas no revirtieron la hipocinesia inducida por reserpina
en ratones evaluados en el ensayo de campo abierto. No se observaron aumentos en la
distancia recorrida, la velocidad o el % de rearing en comparacion con el grupo tratado con
reserpina. Estos resultados coinciden con un estudio de Viana et al, (2007), en el cual la GD
300 mg/kg sola, redujo la actividad locomotora de los animales de experimentacion.

Posiblemente, los efectos observados en este ensayo estén relacionados con las
actividades sedantes e hipnoticas de la GD, descritas por Coelho de Souza et al, (1997) en el
ensayo de suefio inducido por fenobarbital y por Pfluger et al, (2018b) en el ensayo de suefio
inducido por DZP. Los efectos sedantes sobre el SNC de otros compuestos monoterpenos y
algunas lactonas han sido informados previamente (Okugawa et al, 1996; llgin et al., 2020).

En resumen, en esta tesis los principales hallazgos fueron, por un lado, comprobar la
capacidad de la GD para inhibir la MAO-B de forma selectiva y parcialmente reversible, lo
que unido a los resultados obtenidos in vivo la convierten en una molécula potencialmente (til
para el tratamiento de la EP. Por otro lado, los efectos anticonvulsivos de la GD en los dos
modelos animales de crisis epilépticas estudiados también son dignos de resaltar.

En conclusién, la GD presenta un doble perfil de posible utilidad clinica, tanto en el

tratamiento de la EP como en el tratamiento de la epilepsia.
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8 CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en esta tesis y expuestos anteriormente nos permiten establecer las
siguientes conclusiones:

12.- La GD cumple la regla de los 5 de Lipinski y tiene capacidad para cruzar la BHE.

28- La GD cruzé la BHE en experimentos in vivo y protegié a los animales de
experimentacion frente a las crisis agudas inducidas por AMINOPH vy frente las crisis
subcrénicas inducidas por PTZ.

3%.- En el mecanismo de accién anticonvulsivo de la GD pueden estar implicados tres
sistemas: purinergico, GABAérgico y glutamatérgico:

- Purinérgico: La GD al inhibir la ADK, incrementaria los niveles de adenosina y se
facilitaria la activacion de los receptores As.

- GABAérgico: La GD potenciaria o facilitaria la neurotransmision GABAGérgica al
reducir la expresion del TNF-a, lo que conllevaria a un incremento de receptores GABAA .

- Glutamatérgico: La GD podria antagonizar los efectos del Glu sobre los receptores
NMDA.

48.- La GD se une de forma preferente a la MAO-B inhibiéndola de forma parcialmente
reversible, lo que le puede conferir un perfil neuroprotector y eficacia en el tratamiento de la
EP.

52.- La GD revirtio parcialmente la ataxia y la hipotermia causadas por la reserpina en los
estudios in vivo y también potenci6 los efectos de la asociacion LD+BZ. Por el contrario, no
revirtio la hipocinesia.

62.- La GD presenta un doble perfil de posible utilidad clinica, tanto en el tratamiento de
la EP como en el tratamiento de la epilepsia. Tiene las propiedades deseables para ser
candidata a farmaco o bien servir como plantilla para el disefio de nuevos farmacos con las

actividades farmacoldgicas mencionadas previamente.
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