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1. INTRODUCCION

1.1. Enfermedades neurodegenerativas y enfermedad del Parkinson

Las enfermedades neurodegenerativas son desordenes ligados a enfermedades y
anormalidades cerebrales (Kimy cols., 2012). Tienen un componente crénico y experimentan
procesos acumulativos de pérdida de funcion neuronal que conllevan la muerte del afectado
(Jameel y cols., 2015). ElI aumento de la poblacién se relaciona con una mayor esperanza de
vida y mayor incidencia de enfermedades como la enfermedad de Alzheimer y la enfermedad
de Parkinson (PD). La Parkinson’s Disease Foundation estima que actualmente hay 10
millones personas afectadas por la enfermedad de Parkinson en el mundo

(http://www.pdf.org/en/parkinson_statistics).

La pérdida de neuronas en regiones especificas del cerebro resulta en diferentes
enfermedades neurodegenerativas, comprendiendo la enfermedad de Alzheimer, esclerosis
lateral amiotréfica (ALS) y enfermedad de Parkinson entre otras. Estas enfermedades son
perniciosas y dificiles de detectar cuando comienzan, desarrollandose de forma progresiva y

con un curso que no puede ser retardado (Jameel y cols., 2015).

La neurodegeneracion se da como resultado de disfuncion y muerte neuronal, debido a
degeneracion axonal/dendritica y ruptura de las transmisiones sinapticas. Los sintomas mas
comunes de las enfermedades neurodegenerativas son la demencia, desérdenes del

movimiento y enfermedades de las neuronas motoras (Skovronsky y cols., 2006).

La etiologia molecular exacta de las enfermedades neurodegenerativas continda siendo
desconocida, a pesar de que se han propuesto maultiples hipotesis a lo largo del tiempo.
Muchos de los rasgos patologicos compartidos entre estas enfermedades proporcionan una
base robusta para la blsqueda de compuestos capaces de combatir la toxicidad inducida por
glutamato, compuestos antiinflamatorios y neurotropicos, asi como inhibidores de las

monoamino oxidasas.

Hasta la fecha, una enorme cantidad de moléculas han sido relacionadas con
alteraciones citoarquitectonicas de neuronas en enfermedades neurodegenerativas. El
mecanismo elemental de muerte celular en desérdenes degenerativos se asocia a procesos
bioldgicos como el estrés oxidativo, que contribuye a la disfuncion de proteinas y su

acumulacién. Otros, estan relacionados con determinantes enddgenos como los radicales



libres -que originan estrés oxidativo- o el glutamato, que dafia a las neuronas debido a su
exotoxicidad. También de debe a defectos mitocondriales, inactivacion glutamatérgica e

incluso mecanismos de inmunodeficiencia (Jameel y cols., 2016).

La enfermedad de Parkinson es una de las principales patologias de caracter
neurodegenerativo, siendo descrita por primera vez en el afio 1817 por el médico ingles James
Parkinson (Parkinson, 1817). Describié la enfermedad como un “movimiento tembloroso
involuntario, con pérdida de fuerza muscular en partes que no estan en accion, e incluso
cuando sirven de apoyo, tendencia a doblar el tronco hacia delante y dificultades para cambiar
el paso de marcha a carrera; los sentidos y el intelecto no estan afectados”. Posteriormente,
Jean-Marie Charcott modifico la descripcion de la sintomatologia, destacando el temblor en
reposo, la rigidez, alteraciones en el equilibrio y la lentificacion en los movimientos, y la

denomind “enfermedad de Parkinson” en honor a James Parkinson (Goetz, 2002).

La enfermedad de Parkinson constituye actualmente la segunda enfermedad
neurodegenerativa mas comun, tras la enfermedad de Alzheimer (Fahn y Przedborski, 2000;
Tanner y Aston, 2000). Se estima que afecta al 1-2% de la poblacion por encima de los 65
afios (Alves y cols., 2008). Muchas de las enfermedades neurodegenerativas, especialmente la
enfermedad de Parkinson, son consecuencia de la formacion de especies de oxigeno reactivo
(ROS) y/o de disfunciones mitocondriales en el cerebro.

La caracteristica fundamental de la enfermedad de Parkinson es el dafio que se
produce en el sistema dopaminérgico nigroestriatal (Fig. 1A,B) debido a la pérdida de
cuerpos celulares de neuronas situadas en la sustancia negra pars compacta (Greenfield y
Bosanquet, 1953). Como estas neuronas proyectan sus axones hacia el estriado (Corrodi,
1971), esta pérdida da lugar a una destacada disminucion en el contenido de dopamina a nivel
estriatal (Hornykiewicz, 1966; Marsden, 1982). La sintomatologia del Parkinson incluye
bradicinesia, temblor en reposo, rigidez muscular, marcha festinante y postura en flexion,
puede acompafiarse de sintomas no motores, que incluyen alteraciones autondmicas,
sensitivas, del suefio, cognitivas y psiquiatricas. Por estos motivos, es considerada
actualmente como un proceso neurodegenerativo multisistema (Zhou y cols., 2008). Otra de
las caracteristicas fundamentales de la enfermedad de Parkinson es la presencia de inclusiones

citoplasmaticas proteinicas intraneuronales, denominadas cuerpos de Lewy (Fig. 1C).
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Figura 1. Representacion esquematica mostrando las caracteristicas mas destacadas de la neuropatologia de la
enfermedad de Parkinson. Imagen tomada de Dauer y Przedborski (2003).

El diagnostico de la enfermedad de Parkinson se hace en base a datos clinicos, pero
para un diagnostico preciso serd necesaria la identificacion de dos hechos: una pérdida de
neuronas dopaminérgicas en la sustancia negra pars compacta y la presencia de cuerpos de
Lewy (Dauer y Przedborski, 2003). Sin embargo, los cuerpos de Lewy no son exclusivos de la
enfermedad de Parkinson, ya que también estan presentes en la enfermedad de Alzheimer
(Gibb y Lees, 1988). Los cuerpos de Lewy son agregados esféricos de proteinas
citoplaméticas, compuestos por numerosos tipos de proteinas: a-sinucleina, parkin, ubiquitina
y neurofilamentos. Se encuentran presentes en todas las areas cerebrales afectadas (Forno,
1996; Spillantini y cols., 1998).

Las neuronas del sistema nigroestriatal tienen su cuerpo celular localizado en la
sustancia negra pars compacta, proyectando sus axones principalmente hacia el putamen.
Dado que estas neuronas poseen un alto contenido de neuromelanina (Marsdem, 1983), la
pérdida de estas producida en la enfermedad de Parkinson, es la responsable de uno de los

rasgos neuropatoldgicos de esta enfermedad; la despigmentacion observada en la sustancia



negra pars compacta (Fig. 1A-B). Esta despigmentacion va siempre acompafiada de una
disminucion en la expresion de mRNA del transportador de dopamina (DAT) (Uhl y cols.,
1994), llevando asociada una disminucion en los niveles de dopamina en la region
dorsolateral del putamen (Bernheimer y cols., 1973), lugar de proyeccién de estas neuronas.
Al comienzo de la sintomatologia de la enfermedad, la disminucién en los niveles de
dopamina en el putamen es de un 80%, habiéndose perdido un minimo del 60% de estas

neuronas.

Aunque la via nigroestriatal es la mas afectada en la enfermedad de Parkinson, todas
las vias dopaminérgicas ascendentes degeneran aunque en distinta cuantia (Hornykiewicz y
Kish, 1987). Asi, las neuronas del sistema mesolimbico, cuyos cuerpos celulares se
encuentran en el area tegmental ventral en contacto con la sustancia negra pars compacta, se
ven menos afectadas. Como consecuencia de ello, hay una disminucion menor en los niveles
de dopamina en nucleo caudado (Price y cols. 1978), lugar de proyeccion para dichas
neuronas (Fig. 1A-B).

1.2. Metabolismo de la dopamina

La dopamina es un neurotransmisor catecolaminérgico que se genera, al igual que la
adrenalina y la noradrenalina, a partir de su precursor, la tirosina. Aunque la dopamina (DA)
es un neurotransmisor esencial para el correcto funcionamiento del cerebro, una parte
sustancial de esta se produce fuera del cerebro en érganos mesentéricos (Eisenhofer y cols.,
1997). La sintesis de DA se da en una reaccion de dos pasos en el citosol de neuronas
catecolaminargicas. Empieza con la hidroxilacion de L-tirosina por medio de la tirosina
hidroxilasa (TH) para formar L-DOPA (Figs. 2 y 3). Esta oxidacién esta fuertemente regulada
y depende de la tetrahidrobiopterina (BH4) como cofactor, sintetizada a partir de guanosina
trifosfato (GTP) (Meiser y cols.,2013). La descarboxilasa de aminoacidos aromaticos
(AADC) ejerce sobre DOPA una descarboxilacion para convertirlo en DA.

Hay una ruta alternativa (Fig. 3) de biosintesis para la DA, que se ha demostrado en
rata. Esta mediada por el citocromo P-450, y en ella la descarboxilacion precede a la
hidroxilacion. De este modo, la tirosina se descarboxila a tiramina y luego esta se hidroxila a
DA (Hiroi y cols., 1998; Bromek y cols., 2011).



En las neuronas catecolaminérgicas, la DA se mantiene almacenada en vesiculas
sinapticas mediante un sistema de transporte secundario, via transportador de monoaminas
vesicular (VMAT2) (Chaudhry y cols., 2008), a fin de prevenir el estrés oxidativo en el
citosol (Vergo y cols., 2007).

Presynaptic DAergic neuron

a-Synuclein

/

Protofibrils ~  Neurotoxins

@ Enzyme
@ Metabolite

cell damage
@ Inhibitor
@@ Transporter
@8 Oxidant

DA Vesicles 0

Reserpine DA .. DA~ MAO
Amphetamine DA DOPAL

DA
DA \‘ MAOI \ALDH
)\ DAT DOPAC

A VMAT2 [/
N\ .

GTP

Microglia
COMT, DOPAC

DOPET

AR/ADH ||ALDH
HVA .
DOPAL Synaptic cleft

DA receptors

Postsynaptic neuron

Figura 2. Ruta de sintesis de DA en neuronas dopaminérgicas y metabolismo por MAO Ay B en el cerebro. La
tirosina pasa a través de la barrera hematoencefélica (BHE) y es hidroxilada por tirosina hidroxilasa (TH) a
DOPA para ser luego descarboxilada por DOPA descarboxilasa (DDC) a DA en la neurona. La dopamina es
almacenada en vesiculas sinapticas (SV) o metabolizada por MAO A intracelular en la mitocondria. Después de
la liberacion en el espacio sindptico, la DA extracelular es absorbida por los astrocitos y células gliales que
contienen tanto MAO A como B. La inhibicién selectiva de una de las MAO permite que la otra metabolice la
dopamina y no altera los niveles estriatales de esta. Por otra parte, los inhibidores no selectivos, inducen un
incremento significativo de la dopamina estriatal en otras zonas del cerebro. Aunque la DA no traspasa la BHE,
L-DOPA si lo hace. Los inhibidores de BBC tampoco pueden traspasarla aumentando su disponibilidad en el
cerebro. Inhibidores de COMT también aumentan la disponibilidad de L-DOPA e impide la inactivacion de DA
por COMT. D1y D2, son receptores dopaminérgicos. Imagen de Meiser y cols. (2013).

El estrés oxidativo es minimizado por la asociacion de las enzimas biosintéticas de
DA: TH, AADC vy el transportador VMAT2 (Cartier y cols.,2010). Tras liberar la DA al
espacio sinaptico, se ha de extraer del lugar para poder cesar la sefializacion. Por ello es
reabsorbida tanto por la neurona presinaptica para su reciclaje, como importada a células
vecinas para su degradacion por COMT, MAO, ADH y ALDH (Fig. 3). La recaptacion por
DAT (Eriksen y cols., 2010) es seguida de un secuestro dentro de vesiculas de almacenaje.

La DA que se encuentra en el citosol es metabolizada por monoamino oxidasas que producen



peroxidos de hidrogeno y la especie reactiva DOPAL, pudiendo ser inactivada mediante su
reduccion a alcohol DOPET o por su oxidacion a DOPAC, gracias a la alcohol
deshidrogenasa (ADH) o a la aldehido deshidrogenasa (ALDH). En condiciones normales,
DOPAL se oxida a DOPAC, mientras que la conversion a DOPET tiene una ocurrencia

mucho menor (Eisenhofer y cols., 2004).

Las células gliales también se encargan de absorber la DA del espacio sinaptico y la
degradan via MAO e incluso COMT. La 3-O-metilacion por COMT produce &acido
homovalinico (HVA), uno de los principales productos de degradacion de DA. COMT opera
en las células gliales, pero no hay actividad de esta enzima en las neuronas dopaminérgicas

nigroestriatales (My6hanen y cols,.2010).

Los principales productos de degradacién de DA son DOPAC y HVA. DA y DOPA
pueden sufrir una oxidacion para dar quinonas reactivas (Q) y especies reactivas de oxigeno
(ROS), formando asi toda una serie de compuestos neurotoxicos, con un gran potencial

neurodegenerativo (Meiser y cols., 2013).

1.3. MAO vy estrés oxidativo

En 1928, Mary Hare-Bernheim describié una enzima que catalizaba la desaminacion
oxidativa de la tiramina, a la cual denominé tiramina oxidasa. Unos pocos afios después,
Hugh Blaschko descubrié que tanto la tiramina oxidasa como la noradrenalina oxidasa y
amina oxidasa alifatica eran en realidad la misma enzima, responsable de metabolizar aminas
primarias, secundarias y terciarias. Sin embargo, esta enzima no era capaz de metabolizar
diaminas (como la histamina). Fue Zeller quien empez6 a llamarla Monoamina Oxidasa
(MAO; EC 1.4.3.4) (Youdim y cols., 1988; 2005). En la década de 1930, Blaschko, que
estaba estudiando la sintesis de catecolaminas, fue consciente de la importancia de esta
enzima en la inactivacion de sustratos tales como la noradrenalina, adrenalina, tiramina y

dopamina.
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Figura 3. Biosintesis y degradacion de DA. Imagen de Meiser y cols. (2013).

A finales de los sesenta se descubrié que la MAO no era una Unica enzima, sino que
podrian existir al menos dos formas que tenian un pH 6ptimo diferente y una sensibilidad
diferente para su inactivacion por calor (Fig. 4). Estas dos formas diferian también a nivel
farmacoldgico, especificad de sustrato e inhibidores, ademas estan codificadas por dos genes
separados, que se encuentran localizados en el cromosoma X (Xpl11.13) (Finberg, 2014). La
MAO A era inhibida por la clorgilina y metabolizaba preferentemente noradrenalina, mientras
que la MAO B era resistente a la clorgilina y poseia mayor afinidad por bencilaminas como

10



sustratos (Johnston, 1968). Tanto la tiramina como la dopamina son igualmente
metabolizadas por ambas formas isoenzimaéticas (Youdim y cols., 2005). Pronto se descubri6
que ambas isoformas estaban distribuidas desigualmente en el cerebro de mamiferos,
habiendo una mayor cantidad de MAO B en los ganglios basales. Estos descubrimientos
sugieren que el mapeo de la distribucion de ambas isoformas, combinado con el uso de
inhibidores selectivos, podria ser la base para tratamientos de Parkinson, depresion y otras
enfermedades neuropsiquidtricas, sin los efectos secundarios tan peligrosos de la inhibicion

no selectiva (Youdim y cols.,1972).

La MAO es una enzima mitocondrial que realiza la desaminacion oxidativa de varias
monoaminas, entre las que se encuentran la serotonina, catecolaminas, DA, noradrenalina y
adrenalina. Esto es importante para mantener el estado mental normal (Sullivan y cols., 2004).
La gran afinidad de MAO B por bencilaminas y feniletilaminas (Ma y cols 2004) remarca su
importancia en la destruccion de monoaminas para dar lugar a la desactivacion de
neurotransmisores. De este modo, la regulacion de MAO B es responsable del enraizado
interés de farmacos MAO en el campo de las enfermedades neurodegenerativas y en especial
en Parkinson (Riederer y cols., 2004; Guay, 2006).

Cavity

Active Site

Entrance Loop

C-terminal

Figura 4. Estructuras moleculares de MAO A y MAO B vy los lugares de unién a aminas. (A) Diagrama de las
unidades monoméricas de MAO A humana y MAO B (B). En verde; dominio de membrana. Azul; domino de
union a la flavina. Rojo; Dominio de unidn al sustrato. Amarillo; Mitad covalente de la flavina. Imagen tomada
de Finberg (2014).

La distribucién de la MAO por tejidos periféricos, tales como intestino, higado,
pulmones y placenta, hace pensar que protege al cuerpo contra las aminas oxidantes de la
sangre, evitando que entren en la circulacion (Youdim y cols., 2006). Se ha propuesto que

ambas formas de MAO, tanto en el sistema nervioso central (SNC) como periférico (SNP)
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protegen a las neuronas de las aminas exdgenas, terminan la sefalizacion sinaptica de
monoaminas neurotransmisoras 'y regula la cantidad de aminas almacenadas

intracelularmente.

La MAO es una flavoproteina que generalmente se encuentra en la membrana externa
de las mitocondrias de células gliales y neuronas (Tipton, 1986; Novaroli y cols., 2006; Binda
y cols., 2007). Esta presente en la mayor parte de los tejidos de mamiferos bajo dos isoformas
(MAO A y MAO B), siendo méas abundante en terminales nerviosas noradrenérgicas. Las dos
isoenzimas son capaces de oxidar la dopamina, aunque la MAO B es la mas abundante en el
cerebro humano (Youdim y cols., 2006; Meiser, 2013). La oxidacion del sustrato puede

resumirse como:
R-CH>—NH2 + Oz + H,O - R—CHO + NH3 + H20»

Los productos de la reaccion inicial incluyen aldehidos y H2O2, que tienen un potencial toxico
alto. En el caso de aminas primarias, se produce amonio y en el de aminas secundarias y
terciarias da lugar a productos nitrogenados. Los productos aldehidos son rapidamente
metabolizados por enzimas y los radicales libres que se producen son neutralizados por
superéxido dismutasa (SOD), catalasas o anti-oxidantes endogenos como el glutation
(Finberg, 2014). La posibilidad de que enzimas que normalmente neutralizan estos productos
toxicos puedan de por si ser disfuncionales bajo condiciones patoldgicas del Parkinson ha
llevado a pensar que una actividad excesiva o incluso normal de MAO puede ser causa

potencial de estrés oxidativo (Jenner, 2003).

El estrés oxidativo (dafio oxidativo) procede de la oxidacion de lipidos, DNA y
proteinas con ROS y radicales libres (cualquier especie quimica que contiene electrones
desapareados y por consiguiente es altamente reactiva) tales como radicales hidroxilo,
radicales peroxidos y éxidos nitricos. Los ROS son considerados como los principales

responsables de la pérdida neuronal en PD (Migliore y Coppede, 2009)

Las ROS puede reaccionar con componentes celulares esenciales que se hallen
préximos, tales como fosfolipidos de membrana, proteinas y ADN, oxidandolos, y de este
modo dando lugar a una variada gama de efectos perjudiciales. En el caso de las proteinas, las
ROS pueden oxidar directamente restos de aminoacidos, lo que conduce a la pérdida de su
funcion proteica. Dentro de las neuronas, interfieren en la transduccion de sefiales, asi como
en la expresion de genes, afectando a la supervivencia celular. El dafio oxidativo es algo que

ocurre continuamente en todos los tejidos, existiendo un nivel basal de dafio al ADN,
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fosfolipidos de membrana y proteinas (Halliwell, 2006). Sin embargo, bajo condiciones
fisiologicas normales, las ROS son répidamente eliminadas por los sistemas antioxidantes de
que disponen los organismos vivos. Bajo determinadas circunstancias, la produccion de ROS
puede superar la capacidad de los sistemas de defensa antioxidante, provocando estrés
oxidativo —desequilibrio entre oxidantes y antioxidantes, que conduce a una alteracion en la

sefializacion redox y en el control del dafio molecular— (Sies y Jones, 2007).

Debido a la alta actividad metabolica y a la baja defensa celular, en relacion con otros
organos, se considera que el cerebro es especialmente vulnerable a los efectos dafiinos
ocasionados por las ROS. En un adulto, el cerebro consume el 20% del oxigeno basal, esto es
muy alto para un érgano de tan bajo peso. Este alto consumo de oxigeno es debido a las
necesidades que tiene el cerebro de ATP para mantener la homeostasis ionica intraneuronal,
con la continua apertura y cierre de los canales i6nicos necesarios para generar y propagar
potenciales de accién. Para producir ATP, las mitocondrias cerebrales consumen un 80% del
oxigeno del cerebro. En este proceso, un cierto niumero de electrones se fugan la cadena de
transporte electronico mitocondrial y van a parar al oxigeno, con lo que se forma el anién
superoxido (O2), que por accion de la superdxido dismutasa (SOD) genera H202. Por medio
de la reaccion de Fenton, que tiene lugar en presencia de Fe?*, el H,O, formado generara el
radical *OH, que como es sabido constituye el radical libre mas dafiino para los sistemas
bioldgicos. Es por este motivo por el que se considera que la cadena de transporte electronico

mitocondrial constituye la principal fuente natural de ROS.

La dopamina puede reaccionar con el oxigeno molecular, dando lugar a la formacion
de Oz vy la correspondiente p-quinona. Tal como se indicd anteriormente, el Oz~ formado
producira también H>O y *OH, contribuyendo a aumentar el estrés oxidativo. A partir de la p-
quinona tendran lugar una serie de reacciones de ciclacion y polimerizacion, que acabaran
formando un pigmento oscuro denominado neuromelanina, que sera la que pigmenta a las

neuronas dopaminérgicas.

1.4. Tratamientos de la enfermedad del Parkinson

El equipo de Clarsson identifico la falta de dopamina estriatal como la causa principal
de los sintomas motores parkisonianos (Carlsson y cols., 1957; Carlsson y cols., 1958; Bertler

y Tosergren, 1959). Desde entonces, los tratamientos de PD se han centrado en “corregir” el
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déficit dopaminérgico, aliviando de este modo los sintomas motores de la enfermedad. El
tratamiento con levodopa —precursor dopaminérgico— se introdujo poco después del
descubrimiento de la pérdida nigroestriatal dopaminérgica en la enfermedad del Parkinson,

revolucionando su tratamiento (Birkmayer y Hornykiewicz, 1961; Barbeau y cols., 1962).

Poco después de la introduccion de la levodopa como tratamiento, se hizo evidente
que aplicada sola, tenia grandes limitaciones debido la escasa biodisponibilidad, la necesidad
de un periodo de ajuste muy lento hasta alcanzar efectos sintomaéticos significantes y la
ocurrencia de efectos secundarios. ElI hecho de que la levodopa sufre una conversion
metabolica a dopamina DA a nivel periférico, es la mayor de las limitaciones (Hauser, 2009;
Nagatsu y cols., 2009). Esto hace que tenga una biodisponibilidad muy limitada y una escasa
tolerabilidad. Por ello se desarrollaron farmacos capaces de inhibir la actividad de la enzima
dopa descarboxilasa (DDC) a nivel periférico, aumentando de este modo la cantidad capaz de
alcanzar el cerebro, mejorando la seguridad y tolerabilidad del tratamiento (Hauser, 2009;
Nagatsu y cols., 2009). Desde entonces, la L-dopa se administra siempre con un inhibidor de
DDC (DDCIs).

Sin embargo, el uso de levodopa trajo consigo nuevos retos en el tratamiento de PD,
debido al desarrollo de complicaciones motoras a largo plazo; movimientos involuntarios
—disquinesias— (Cotzias y cols., 1969). La aparicién de complicaciones, condujo al uso de
agonistas de receptores de dopamina en el curso temprano de la enfermedad porgue tenian
efectos antiparkisonianos con un riesgo mas bajo de efectos secundarios (Corrodi y cols.,
1973; Calne y cols., 1974a, b). Esto fue confirmado mas tarde en ensayos a gran escala
aunque quedo claro que el uso de agonistas de receptores de dopamina no esta libre de efectos
indeseados. A veces dan lugar a un mayor numero de complicaciones no motoras en
comparacion con las que se observan en los tratamientos de levodopa; desérdenes

psiquiatricos, nduseas, psicosis, somnolencia y fatiga (Nisipeanu y Korczyn, 2008).

De forma casi paralela al desarrollo de DDCls, se tratd de potenciar el efecto a nivel
central de la L-dopa, previniendo la degradacion de la dopamina por parte de la enzima
monoamino oxidasa (MAO) junto con el uso de inhibidores no selectivos de la enzima
catalizadora de dopamina a &cido dihidroxifenilacético (DOPAC). Se vieron efectos
secundarios asociados al uso de estos inhibidores no selectivos (MAO A y MAO B),
produciendo el conocido “efecto queso” (Fig. 5). El llamado efecto queso se produce cuando
personas que toman inhibidores no selectivos de MAO (IMAQ), mezclan estos medicamentos

con alimentos ricos en tiramina (queso azul, ahumados, vino tinto o alimentos escabechados),
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provocando una reaccion hipertensiva por la ingestion de tiramina. Estas crisis pueden incluir
hipertermia elevada, irritabilidad del SNC (sistema nervioso central), hiperreflexia,

convulsiones, coma y muerte.

e B Adrenergic Neurone
AT i)
l Tyrolsine

MAO in gut wall L-DOPA
80% MAO-A; 20% MAO-B 1
and liver Dopamine
50% MAO-A, 50% MAO-B

v

l Noradrenaline
Tyramine

uptake

Tyramine
in blood

Endothelial
MAO-A

Figura 5. El “efecto queso”- potenciacion de los efectos cardiovasculares de la tiramina mediante a inhibicion
irreversible de MAO. Normalmente, la tiramina procedente de la dieta sufre un primer paso de inactivacion por
medio de la actividad de MAO (ambas isoformas) tanto en el higado como en el intestino. La tiramina que no se
degrada, pasa a la circulacidn sistémica y ahi es atenuada por la MAO presente en el endotelio vascular y
pulmonar (Bakhle, 1990). En la neurona adrenérgica, la captacion de tiramina inicia la liberacién de
noradrenalina, responsable de los efectos miméticos que ejerce la tiramina sobre el sistema simpatico. La
inhibicion irreversible de MAO A, la forma periférica predominante, provoca que aumente enormemente la
cantidad de tiramina y que entre en el sistema circulatorio y, desde ahi, a las neuronas adrenérgicas que
aumentan la liberacién de noradrenalina y el efecto de esta. Los inhibidores reversibles de MAO A (RIMAS) son
sustituidos por la tiramina en la enzima y de este modo, se puede metabolizar con normalidad, evitando que la
tiramina circulatoria alcance niveles dafiinos como ocurre con los irreversibles. Imagen tomada de Youdim y
Bakhle (2006).

Post-junctional cell

Con el desarrollo de inhibidores selectivos de MAO B, se empez0 a usar en terapia en
combinacién con L-dopa, junto con DDCIs. Siendo la selegilina, y mas recientemente la
rasagilina, los farmacos mas usados en el tratamiento de la enfermedad, ya sea combinados o

solos (Youdimy cols., 2006).

Los pacientes sometidos a tratamientos de L-dopa y DDCIs, terminan por desarrollar
tarde o temprano, fluctuaciones en la respuesta terapéutica. Lo mas comun es que se de un
“wearing-off”, que se manifiesta por un acortamiento del efecto de la dosis de L-dopa. Se
relaciona con una menor vida media del farmaco en sangre y la pérdida progresiva de la
capacidad de tamponamiento del sistema, dando como resultado una mayor pérdida de células
dopaminérgicas (Olanow y cols., 2006). Para prevenir el metabolismo periférico de L-dopa y
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de esta forma, incrementar la duracion de sus efectos terapéuticos, se empezaron a usar
inhibidores de catecol-O-metiltransferasa (COMTIs) (Hauser, 2009; Nagatsu y Sawada, 2009)
ya que el metabolismo de L-dopa a 3-O-metil-dopa (30OMD) es la segunda ruta de
degradacion principal (Nagatsu y Sawada, 2009). Dentro del grupo de COMTIs, la Tocalpona
fue el primer farmaco que se usé en terapia, pero al producir toxicidad en el higado, se
restringid su uso en multitud de paises (Nutt, 1998; Watkins, 2000). En paralelo se
desarrollaron otros inhibidores de COMT, que se consideran exentos de toxicidad; entacapona
(Nutt,1998).

Un punto de inflexion en el tratamiento de PD avanzado fue el descubrimiento de la
implicacion del circuito de ganglios basales en el desarrollo de la enfermedad. Esto renovo el
interés por el uso de cirugias como forma de terapia para PD (Bergman y cols., 1990; Laitinen
y cols., 1992; Limousin y cols., 1995a, b). A pesar de que los cirujanos optaron primeramente
por técnicas ablativas, el tratamiento quirdrgico mas usado en pacientes con Parkinson
avanzado es la estimulacion cerebral profunda (Benabid y cols., 2009a, b). En los Gltimos
afios se han publicado una cantidad de efectos secundarios importantes como consecuencia de
este procedimiento, siendo estos de origen no motor; depresion, psicosis, confusion y
desordenes de control, pudiendo ser debidos a la incorrecta colocacion de los electrodos en el

ndcleo subtaldamico (STN).

El trasplante de tejido dopaminérgico se consider6 como una posible terapia
(Brunding y cols., 2010). Sin embargo, parece que este tratamiento no tiene un futuro
prometedor debido a la falta de efectividad y la aparicion de efectos secundarios en ensayos
clinicos a gran escala (Freed y cols., 2001; Olanow y cols., 2003). Hay un creciente interés en
el uso de células madre como tratamiento para PD. De momento, el uso de este método en
humanos esta limitado debido a la regulacion y control de seguridad al que estdn sometidas

estas técnicas (Li y cols., 2008).

En los ultimos afios se estan desarrollando nuevos tratamientos genéticos que incluyen
el uso de vectores virales para reemplazar enzimas o aumentar los niveles de factores de
crecimiento en regiones especificas del cerebro de pacientes de PD (Bjorklund y Kirik, 2009;

Bjorklund y cols., 2010a, b; Bjorklund y Kordower, 2010; Rangasamy y cols., 2010).

Todos los procedimientos terapéuticos arriba citados, tienen como proposito el
tratamiento de los sintomas motores y son el foco de atencion del desarrollo de terapias. Esta

claro, sin embargo, que el Parkinson va mucho mas alla del sistema dopaminérgico
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nigroestriatal, habiendo sintomas no motores tales como discapacidades cognitivas, demencia,
psicosis, disfuncion autdnoma incluso en estadios iniciales de la enfermedad que contribuyen
a numerosos déficits (Chaudhuri y cols., 2006, 2011; Chaudhuri y Schapira, 2009; Kasten y
cols., 2010; Lim y Lang, 2010; Poewe, 2010; Wood y cols., 2010; Bassetti, 2011).

Debido a que muchos de estos sintomas no solo no responden sino que son
exacerbados por las terapias tradicionales de reemplazo de dopamina, técnicas de
estimulacion cerebral o ablacién del nacleo subtalamico, desarrollar famarcoterapia capaz de
paliar estos sintomas a la vez que se reducen los sintomas motores, representa uno de los

mayores retos en neurociencia.

Otro hecho importante sobre las terapias actuales de PD, es que no reducen la tasa de
pérdida de neuronas dopaminérgicas y por lo tanto, no afectan al curso de la enfermedad.

Hasta la fecha, los intentos por generar neuroproteccion en humanos, han sido infructuosos.

2. OBJETIVOS

Teniendo en cuenta las reconocidas limitaciones de los farmacos actualmente en uso
para el tratamiento de la enfermedad de Parkinson, el objetivo principal de este TFM ha sido
la basqueda experimental de nuevos compuestos inhibidores selectivos MAO-B, que puedan
ser propuestos como posibles farmacos para el tratamiento de la sintomatologia de esta
enfermedad. Posteriormente se tratard& de dotar a estas sustancias de propiedades
neuroprotectoras, para que corrijan los efectos secundarios de las terapias hasta ahora en uso.
Para la consecucion de este objetivo general, se estableceran los siguientes objetivos

concretos:

1) Valoracion de la actividad inhibidora MAO-B de una serie de compuestos
cumarinicos de nueva sintesis, con el fin de identificar inhibidores MAO-B potentes,
que garanticen una elevacién significativa de los niveles cerebrales de dopamina por

inhibicion de su degradacion. Es importante mantener dosis bajas de farmaco.

2) Valoracién de la actividad inhibidora MAO-A, con el fin de comprobar que los
compuestos elegidos (inhibidores MAO-B) tengan una baja capacidad inhibidora
MAO-A. Garantizando asi que sean inhibidores especificos MAO-B, y evitando de
este modo los graves efectos secundarios atribuidos a los inhibidores inespecificos
MAO.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Reactivos quimicos

Los reactivos usados en este estudio fueron los indicados en la siguiente tabla:

Acido clorhidrico (FlukaChemie AG, Buchs, Suiza)

Fosfato potasico monobasico, anhidro (Merck KGaA)

Acido fosforico (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania)

Fosfato sodico dibasico, dodecahidrato (Merck KGaA)

AlbUmina sérica bovina, faccién V (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO, USA)

Hidrdxido sédico (Merck KGaA)

Azida sddica (Sigma Chemical Co.) Desferol (Sigma
Chemical Co.)

4-Hidroxiquinolina (Sigma Chemical Co.)

Carbonato sodico, anhidro (Merck KGaA)

Kinuramina, bromhidrato (Sigma Chemical Co.)

Catalasa (Sigma Chemical Co.)

Perdxido de hidrégeno (Sigma Chemical Co.)

Clorgilina (Research Bichemicals International, Natick,
MA, USA)

Reactivo fenélico de Folin-Ciocalteau (Sigma Chemical
Co.)

Cloruro potasico (Merck KGaA)

Sacarosa (Fluka Chemie AG)

Cloruro sédico (Merck KGaA)

Sulfato cuprico, pentahidrato (Fluka Chemie AG)

n -Dodecilsulfato sodico (Sigma Chemical Co.)

Tartrato de potasio y sédio, tetrahidrato (Fluka Chemie
AG)

(-)-Deprenil (Research Bichemicals International)

El agua empleada para la preparacion de las disoluciones fue siempre de calidad

ultrapura, obtenida mediante un equipo RiOs-60/Milli-Q Gradient A-10 (Millipore Corp.,

Bedford, MA,USA), provisto de dos prefiltros para la entrada de agua: uno de membrana y

otro Polygard de 5.

3.2. Derivados cumarinicos

Los derivados cumarinicos utilizados en esta investigacion fueron suministradas por el

grupo de investigacion colaborador (Prof. Angelo Carotti, Dipartimento di Farmacia-Scienze

del Farmaco, Universidad de Bari, Italia).

La pureza quimica de estos compuestos fue

confirmada mediante técnicas de HPLC y microanalisis.

3.3. Animales
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Los animales utilizados en esta investigacion fueron ratas macho Sprague-Dawley de
250 — 300 g de peso a su recepcion. Estos animales fueron suministrados por el Animalario de
la Universidad de Santiago de Compostela. Tras su recepcion, los animales fueron
distribuidos en cajas plasticas de policarbonato, manteniendo cuatro ratas por caja. Durante su
estancia, estos animales fueron mantenidos a una temperatura constante de 22 °C y bajo un
ciclo controlado de luz:oscuridad de 12:12 horas, recibiendo comida estandar para ratas y

agua ad libitum.

Todos los animales empleados en este estudio se mantuvieron en el Animalario de la
Facultad de Medicina durante dos dias previos a su sacrificio, con el fin de garantizar su
habituacion al entorno ambiental y de este modo evitar estrés. Para mejorar el rendimiento de
las preparaciones mitocondriales, los animales permanecieron en ayuno durante las 12 horas
previas a su sacrificio. Los protocolos utilizados fueron aprobados por el Comité de Bioética
de la USC y complen con la normativa vigente (European Communities Council
86/609/EEC).

3.4. Obtencion de preparaciones mitocondriales de cerebro de rata

Las mitocondrias de cerebro de rata se separaron mediante centrifugacion diferencial
de homogeneizados de cerebro de rata, utilizando para este fin un protocolo descrito en una
publicacién previa de este grupo de investigacién (Soto-Otero y cols., 2001).

Las ratas empleadas fueron sacrificadas mediante decapitacion con guillotina, previo
adormecimiento con dioxido de carbono (CO.). Tras el sacrificio de los animales, se procedid
a la extraccién inmediata de los cerebros y a su lavado por inmersion en un medio de
separacion consistente en una disolucion tampén de Na;HPO4 13,2 mM y KH2PO4 53,5 mM
de pH 7,4, conteniendo sacarosa 133,6 mM para lograr su isotonicidad. Finalizada esta
operacion, se pesaron porciones de 4 g de tejido cerebral y se trocearon finamente sobre un
vidrio de reloj con ayuda de unas tijeras de cirugia. A continuacion, el tejido cerebral fue
homogeneizado manualmente en cuatro volimenes (v/p) del medio de separacion citado
anteriormente, utilizando un homogeneizador de vidrio (B. Braun, Melsungen, Alemania),
provisto de un vaso de 30 ml y dos pistones: Uno con una luz de 0,075-0,150 mm (L) y otro
con una luz de 0,025-0,075 mm (S). EI homogeneizado se realizé efectuando tres emboladas
con el piston L, seguidas de tres emboladas con el piston S. Tras combinar los homogenizados
obtenidos y distribuirlos en tubos de centrifuga de policarbonato de 30 ml (Beckman

Instruments, Palo Alto, CA, USA), se procedio a la sedimentacion de la fraccion “nuclear”
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mediante centrifugacion a 1.000xg durante 5 minutos y a 4 °C. La centrifugacion se llevé a
cabo en una centrifuga Beckman de alta velocidad y refrigerada, modelo Avanti-25 (Beckman
Instruments), provista de un rotor JA-20 para 8 tubos de 30 ml. Seguidamente, se separaron
los sobrenadantes y se guardaron. Los sedimentos obtenidos se reconstituyeron con el medio
de separacion descrito y se volvieron a centrifugar en las mismas condiciones anteriores. Los
sobrenadantes resultantes, se combinaron con los obtenidos en la operacion anterior, y tras su
distribucion en tubos de centrifuga, se procedio a la sedimentacion de mitocondrias mediante
centrifugacion a 12.500xg y a 4 °C durante 15 minutos. Tras esta operacion, se eliminaron los
sobrenadantes por decantacion, y los sedimentos, constituidos por una fraccion rica en
mitocondrias, se reconstituyeron en un volumen igual del medio de separacion descrito,
volviendo a centrifugar en las mismas condiciones anteriores para su lavado. Una vez
eliminados los sobrenadantes por decantacion, se procedié a reconstituir los sedimentos asi
obtenidos en un volumen apropiado de una disolucion tampon de Na;HPO4 13,2 mMM/KH2PO4
53,5 mM de pH 7,4 y KCI 72,6 mM (isotdnica). La suspensién asi obtenida, se homogenizo
mediante dos emboladas en un homogeneizador estandar de vidrio de 30 ml, y se procedio a
su distribucion en alicuotas de 0,5 ml, que fueron almacenadas en tubos Eppendorf a —40 °C.
Todas las operaciones manuales descritas, asi como el material empleado en las mismas
(vasos de precipitados, homogeneizador, tubos de centrifuga, vidrios de reloj, etc.) se

mantuvieron sobre hielo en todo momento.

3.5. Determinacion de la concentracion de proteinas en preparaciones mitocondriales

Para la determinacion del contenido de proteinas de las preparaciones mitocondriales
se utiliz6 la metodologia descrita por Markwell y cols. (1978). Para este fin, fue necesaria la

preparacion previa de las disoluciones indicadas en la siguiente tabla:

Reactivo A Reactivo B Reactivo C Reactivo D
. 5 ml de reactivo Folin-
5.0 gr de Na2CO3 10.0 gr de CuSO4 » 5SH20 100 ml de Reactivo A .
Ciocalteau
1.0 gr de NaOH
0.4 gr de K-Na-tartrato * Disolviendo a agua Milli-Q y 1 ml de Reactivo B 5 ml de H,0
4H20 enrasando en un matraz
2.5 gr de SDS

Estas disoluciones son estables indefinidamente a temperatura ambiente.

20



Para la determinacion del contenido de proteinas en las preparaciones mitocondriales,
se utilizaron dos alicuotas de muestra: Una de 10 ul y otra de 20 p. Estas alicuotas fueron
diluidas con disolucion tampon de Na,HPO4 13,2 mM/KH2PO4 53,5 mM (pH 7,4) y KCI 72,6
mM (isotonica) hasta completar 1 ml de disolucion. A la suspension resultante, se le
afiadieron 3 ml del reactivo C, se agitd vigorosamente y se incubO a temperatura ambiente
durante 10 minutos. Esta disolucion puede ser incubada hasta 60 minutos sin que se observen
cambios en la absorbancia final. A la disolucion asi obtenida, se le afiadieron 300 pl del
reactivo D, agitando de nuevo vigorosamente. A continuacion, la disolucion resultante se deja
reposar a temperatura ambiente y en la oscuridad durante 45 minutos para que se forme el
compuesto coloreado producto de la reaccion.
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Figura 6. Recta de calibrado obtenida mediante andlisis de regresién lineal (OriginPro8) para la determinacion
del contenido de proteinas en preparaciones mitocondriales de cerebro de rata, utilizando el método de Markwell
y cols. (1978). Los datos representan los valores individuales obtenidos en cuatro medidas independientes (n= 4).

Si fuese necesario, esta disolucion se puede dejar reposar hasta 2,5 horas sin que se
observen cambios en la absorbancia final. Por Gltimo, se midio la absorbancia a 660 nm, para
lo que se utilizd un espectrofotometro UV-VIS Ultrospec Il (PharmaciaBiotech, Uppsala,
Suecia). La cantidad de proteinas presente en la muestra se calcul6 a partir de la medida de la
absorbancia y con la ayuda de la recta de calibrado (Fig. 6) que se prepard simultaneamente

usando una serie de patrones preparados con albimina sérica bovina (ASB).
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3.6. Determinacion de la actividad de la monoamino oxidasa

La actividad enzimatica de la MAO se determiné en las preparaciones mitocondriales
de cerebro de rata mediante espectrofotometria, utilizando para esto el método propuesto por
Méndez-Alvarez y cols. (1997).

La metodologia utilizada en esta técnica consistio en el uso de kinuramina como
sustrato inespecifico para MAO-A y MAO-B. En este caso, la actividad de la MAO produce
una desaminacion oxidativa de la kinuramina que da lugar a una formacién de un aldehido
intermedio que, a continuacion, se cicla espontdneamente y de forma rapida para dar 4-

hidroxiquinolina (4-OHQ), como queda reflejado en la Fig. 7.

0 +H0 0, + NH;

H,0
NH, E f NH, ; N
= ~
CL[(\/ NH, MAO % EEH‘J
0 O O 0

kinuramina “

N
N
O
OH

4-hidroxiquinolina

Figura 7. Reaccién de la kinuramina catalizada por la MAO-A 'y la MAO-B.

En el presente estudio tratamos de identificar inhibidores selectivos de MAO B, por
ello, debemos de obtener el porcentaje de inhibicién para las dos isoformas de la enzima a fin
de descartar una posible inhibicion inespecifica de ambas formas. Para estimar la actividad
especifica de la MAO-A y MAO-B, se utilizaron respectivamente clorgilina y (-)-deprenil
como inhibidores especificos e irreversibles.

El procedimiento consistié en la pre-incubacion de 320 ul de una preparacion de
mitocondrias de cerebro de rata (1 mg proteinas/ml) con 40 pl de clorgilina en el caso de
MAO B (250 nM) o (-)-deprenil en el de MAO A (250 nM) durante 5 minutos. A
continuacion, se afiadieron 20 pl de DMSO (en el caso de controles) o el compuesto inhibidor
sometido al estudio. Por dltimo, se afiaden otros 20 pl de kinuramina —sustrato para la

actividad de MAO- para medir el porcentaje de inhibicion de MAO A o0 MAO B en cada caso.
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Inmediatamente, se procede a la monitorizacion de la actividad MAO, mediante seguimiento
de la formacion de 4-OHQ a 314 nm durante 5 minutos, con un lapsus inicial de 2 minutos
para MAO-A y 1 minuto para MAO-B. Las medidas espectrofotométricas se realizaron
usando un espectrofotdmetro de doble haz Perkin-Elmer (Perkin-Elmer Inc.,Norwalk, CT,
USA), modelo Lambda 35, equipado con un porta cubetas termostatizado mediante el uso de
un termostatizador-circulador Julabo (JulaboGmbH, Seelbach, Alemania) modelo 5A. Para
poder expresar la activida MAO como ng de 4-OHQ/mg de proteina/min, se realizo un

calibrado con dicha sustancia.
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Figura 8. Recta de calibrado para la transformacién de los valores de absorbancia en concentraciones de 4-
hidroxiquinolina. La ecuacion correspondiente se obtuvo mediante analisis de regresion lineal, utilizando el
programa OriginPro® v. 8. Los datos representados son medias+DS (n= 4).

La actividad inhibidora se determind usando una concentracion de inhibidor 10 puM.
Cuando la actividad inhibidora fue superior al 50%, se procedio a la preparacion de
concentraciones decrecientes de inhibidor, que permitiesen una interpolacion grafica entorno
al valor estimado del 1Cso. Con los datos obtenidos de porcentajes de inhibicidn se hizo una
representacion grafica semilogaritmica frente a la concentracion de inhibidor, ajustando la
representacion a una cinética sigmoidal. Estas ultimas operaciones se realizaron utilizando el

programa OriginPro® v. 8.
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4. RESULTADOS

Esta investigacion se ha llevado a cabo utilizando preparaciones mitocondriales de
cerebro de rata. La actividad enzimatica MAO-A y MAO-B se ha determinado
espectrofotométricamente, midiendo la actividad en condiciones fisioldgicas tanto de
temperatura como pH. Se usé kinuramina como substrato inespecifico para ambas isoformas
enzimaticas, clorgilina y deprenil como inhibidores especificos e irreversibles MAO-A y
MAO-B respectivamente. La actividad enzimatica obtenida para los controles de MAO-A ha
sido de 1,121+0,0492 nmoles 4-hidroxiquinolina/mg proteina/min y para los controles de
MAO-B de 2,553+0,0571 nmoles 4-hidroxiquinolina/mg proteina/min.

En esta investigacion se han estudiado 14 derivados cumarinicos, cuyas estructuras
qguimicas se muestran en la Tabla 1. Como puede observarse, dichos compuestos poseen el
anillo cumarinico caracteristico de este tipo de compuestos, diferencidndose en los
sustituyentes que dichos compuestos llevan en las posiciones C-3, C-4, C-6 y C-7 del
mencionado anillo.

Los resultados obtenidos fueron los que se muestran en la Tabla 2. Como puede verse
en dicha Tabla 2, Gnicamente se ha determinado la actividad inhibidora MAO-A y MAO-B
usando una concentracion de derivado cumarinico de 10 uM. La inhibicién que pueda
conseguirse con concentraciones superiores carece de interés farmacoldgico para este tipo de
compuestos. Solo cuando en estas concentraciones se obtuvieron actividades inhibidoras
superiores al 50% se procedid a ensayar otras concentraciones que permitieran estimar el
valor de la correspondiente 1Cso. La Tabla 2 recoge los resultados obtenidos para los 14
derivados cumarinicos seleccionados. Las Figs. 9-13 muestran las curvas semilogaritmicas de
% de inhibicion frente a concentracion de inhibidor que permitieron estimar el valor de la ICso

mediante el ajuste a una curva sigmoidal.
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Tabla 1. Estructura quimica de los derivados cumarinicos objeto de estudio.

Compuesto Estructura quimica
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Tabla 2. Actividad inhibidora MAO-A y MAO-B de los derivados cumarinicos sintéticos
objeto de estudio.

Compuesto  Actividad inhibidora MAO-A  Actividad inhibidora MAO-B

% Inhibicion® ICso" % Inhibicion® ICso"

Cmp-1 n.i. n.i.

Cmp-2 10£1 13+2

Cmp-3 n.i 14+2

Cmp-4 1212 n.i

Cmp-5 2712 11+1

Cmp-6 7,340,9 uM 1242

Cmp-7 2043 1543

Cmp-8 15+1 38+5,2 nM
Cmp-9 40+1 47+1

Cmp-10 4543 5043

Cmp-11 21+2 466124 nM
Cmp-12 4,8+0,8 uM 1,8+0,5 uM
Cmp-13 n.i. 2140,3

Cmp-14 n.i. 27+2

T Los datos de porcentaje de inhibicion representan el valor medio=la desviacion tipica, obtenidos a partir de tres
experimentos independientes. En todos los casos, la concentracion de inhibidor utilizada fue de 10 uM. La
abreviatura n.i. significa que no se detectd inhibicién para dicho compuesto a la mencionada concentracién.

TEl valor de ICsp se determiné a partir de la representacion semilogaritmica de valores de % de inhibicion frente
a concentracion de inhibidor, ajustando los valores a una curva sigmoidal mediante la utilizacion del programa
OriginPro® v. 8.
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Figura 9. Curva de inhibicion MAO-A para Cmp-6. Cada punto representa la mediatdesviacion tipica,
obtenidas a partir de 3 experimentos independientes. La curva sigmoidal correspondiente a la representacion del
% de inhibicion frente a la concentracion de inhibidor se obtuvo utilizando el programa OriginPro® v. 8.
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Figura 10. Curva de inhibicion MAO-B para Cmp-8. Cada punto representa la mediatdesviacion tipica,
obtenidas a partir de 3 experimentos independientes. La curva sigmoidal correspondiente a la representacion del
% de inhibicion frente a la concentracion de inhibidor se obtuvo utilizando el programa OriginPro® v. 8.

28



r00]  1C5,=419:23 M p
i B
80 .
m .
S 4
S 604 ‘
S {
]
8 40
=
E -
= 204 ']
d &
ol =
lllll L] llllllll L] |l|||||l L ||||ll|| L] L
1E-8 1E-7 1E-6 1E-5

Conc. Cmp-11 (M)

Figura 11. Curva de inhibicion MAO-B para Cmp-11. Cada punto representa la mediatdesviacion tipica,
obtenidas a partir de 3 experimentos independientes. La curva sigmoidal correspondiente a la representacion del
% de inhibicion frente a la concentracion de inhibidor se obtuvo utilizando el programa OriginPro® v. 8.
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Figura 12. Curva de inhibicion MAO-A para Cmp-12. Cada punto representa la mediatdesviacion tipica,
obtenidas a partir de 3 experimentos independientes. La curva sigmoidal correspondiente a la representacion del
% de inhibicion frente a la concentracion de inhibidor se obtuvo utilizando el programa OriginPro® v. 8.
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Figura 13. Curva de inhibicion MAO-B para Cmp-12. Cada punto representa la mediatdesviacion tipica,
obtenidas a partir de 3 experimentos independientes. La curva sigmoidal correspondiente a la representacion del
% de inhibicion frente a la concentracion de inhibidor se obtuvo utilizando el programa OriginPro® v. 8.

Como puede apreciarse en la Tabla 2, solo los compuestos Cmp-8, Cmp-11 y Cmp-12
mostraron una adecuada capacidade inhibidora MAO-B. En cuanto a la capacidad inhibidora
MAO-A, solo los compuestos Cmp-10 y Cmp-12 resultaron poseer una actividad inhibidora
destacada. Estos resultados nos muestran que de los 14 compuestos estudiados, solo los
compuestos Cmp-8 y Cmp-11 pueden considerarse como inhibidores especificos MAO-B,
siendo el compuesto Cmp-8 el mejor inhibidor especifico MAO-B.

5. DISCUSION

Teniendo en cuenta las limitaciones de las terapias actualmente en uso para el
tratamiento de la enfermedad de Parkinson (Miiller, 2012; Smith y cols., 2012) debido a los
efectos secundarios, el objetivo de esta investigacién ha sido la busqueda de nuevos
inhibidores especificos MAO-B que nos garanticen un aumento de los niveles cerebrales de
dopamina con el fin de contrarrestar los sintomas de la enfermedad. Estos son debidos en su
mayor parte al déficit de dopamina que se produce en el estriado de los enfermos de

Parkinson (Bernheimer y cols., 1973). Esto mismo se consigue con el tratamiento con
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levodopa, pero en este caso, la formacion de dopamina en cerebro es mas difusa, con lo que
aumenta el dafio cerebral por estrés oxidativo debido a la autooxidacion de la dopamina -que
no esta protegida en las neuronas dopaminérgicas dentro de vesiculas sinapticas- (Hermida-
Ameijeiras y cols., 2004). Una de las prueba en las que se basa nuestra hipotesis es que los
efectos secundarios de los inhibidores especificos MAO-B (deprenil, rasagilina) son mucho
menores que los observados con otro tipo de farmacos -incluida la levodopa- (Lecht y cols.,
2007; Robottom, 2011). No obstante, resulta imprescindible conseguir inhibidores especificos
MAO-B con un poder inhibidor mucho mas alto que el de los actualmente en uso.

Uno de los datos aportados en este trabajo pone claramente de manifiesto que la
actividad MAO-B encontrada en mitocondrias de cerebro de rata es superior a la actividad
MAO-A, lo que concuerda con datos previamente publicados (Saura y cols., 1997; Nicotra y
cols., 2004). En este mismo sentido cabe destacar que la cuantia de actividlad MAO-B
respecto a la de MAO-A es algo que esta relacionado con la edad, tanto en ratas (Benedetti y
Keane, 1980) como en humanos (Sparks y cols., 1991). Este hecho es atribuido a que las
células gliales contienen mas MAO-B que MAO-A. Con la perdida de material neuronal que
se produce durante procesos de envejecimiento y sutitucion materia glial, la actividad MAO-
B aumentara con el paso de los afios, en detrimento de la actividad MAO-A.

Gracias a investigaciones previamente realizadas (Catto y cols., 2006; Pisani y cols.,
2009; Pisani y cols., 2013) sabemos que modificando los sustituyentes del anillo cumarinico
en determinadas posiciones, se pueden obtener inhibidores MAO con distinto poder
inhibitorio y grado de selectividad para MAO-A y MAO-B. Los resultados de esta
investigacion nos han confirmado que es posible lograr inhibidores especificos MAO-B, con
alto poder inibitorio y alta especificad para la isoforma B de la enzima. De esta forma, se ha
cumplido el objetivo principal de esta investigacion. Evidentemente, la investigacion con
estos compuestos deberd continuar porque es necesario modificar suestrutura de forma que,
conservando los efectos sobre la actividad MAO, puedan dotarse de propiedades
antioxidantes y neuroprotectoras combatiendo el estrés oxidativo generado por la

autooxidacion de la dopamina y frenar el avance del proceso neurodegenerativo.
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6. CONCLUSIONES

A partir los datos obtenidos en esta investigacion, se pueden establecer las siguientes
conclusiones:
1. Es posible obtener buenos inhibidores MAO-B utilizando derivados cumarinicos
sintéticos, en los que se han introducido sustituyentes especificos en las posiciones C-
3, C-4, C-6 y C-7 del anillo cumarinico.
2. Variando los sustituyentes en las posiciones C-3, C-4, C-6 y C-7 del anillo cumarinico
es también posible obtener buenos inhibidores MAO-A.
3. Usando determinados sustituyentes especificos para las posiciones C-3, C-4, C-6 y C-
7 del anillo cumarinico, es posible conseguir inhibidores especificos MAO-B, que
puedan ser propuestos como posibles farmacos para el tratamiento de la enfermedad
de Parkinson.
4. En este estudio se ha identificado un derivado con una alta capacidad inhibidora
MAO-B, con un ICso situado en el rango de concentraciones nanomolares. Esta dotado
de una baja actividad inhibidora MAO-A, lo que lo hace adecuado para el objetivo

propuesto en esta investigacion.
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