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Lo que sabemos es una gota de agua; lo que

ignoramos es el océano.

Isaac Newton
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Resumen y Abstract Vi

Resumen

La enfermedad de Parkinson (EP) es un trastorno neurodegenerativo que se estima se ha
diagnosticado a méas de cuatro millones de pacientes en el mundo. Una alternativa para el
tratamiento de esta enfermedad son los inhibidores de monoamino oxidasa B (IMAO-B).
En este trabajo se determinaron los posibles efectos antiparkinsonianos vy
neuroprotectores, asi como el perfil toxicoldégico de analogos cumarinicos inhibidores
selectivos de MAO-B obtenidos por semisintesis. Para esto, se examiné la respuesta de
ratones ICR en el modelo de reserpina y los compuestos que resultaron mas interesantes
se evaluaron en los ensayos de L-dopa y 2-feniletilamina. También se determiné la
citotoxicidad, el efecto protector frente al modelo de rotenona en células SH-SY5Y y la
toxicidad oral aguda en ratones. Los resultados mostraron que los compuestos FCS303 y
FCSO005 causaron reversion de la hipocinesia producida en el modelo de reserpinay en el
ensayo de L-dopa y potenciaron los efectos producidos por 2-feniletilamina. Ademas,
protegieron a las células SH-SY5Y de la toxicidad causada por rotenona y no presentaron
citotoxicidad ni toxicidad aguda significativa. De acuerdo con los resultados estos dos
compuestos, podrian ser agentes potencialmente antiparkinsonianos porque, ademas de
controlar sintomas, tienen propiedades neuroprotectoras y un perfil toxicolégico

considerado como seguro.

Palabras clave: Enfermedad de Parkinson, inhibidores de monoamino oxidasa B,
cumarina, modelos animales, agentes neuroprotectores, estudios de toxicidad aguda,

ratones
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Abstract

Parkinson's disease (PD) is a neurodegenerative disorder that affects more than 4 million
people worldwide. A therapeutic alternative is monoamine oxidase B (MAO-B) inhibitors.
In this study, the antiparkinsonian-like and neuroprotective effects and the toxicological
profile of semisynthetic coumarin analogues selective inhibitors of MAO-B were
determined. For this, the response of ICR mice in the reserpine model was examined and
the molecules more interesting were evaluated in the assays of L-dopa and 2-
phenylethylamine. Also, the protective effects against cytotoxicity induced by rotenone in
SH-SY5Y cells, as well as acute oral toxicity in mice were evaluated. The results showed
that FCS005 and FCS303 compounds caused a reversal of hypokinesia produced in the
reserpine model and in the L-dopa assay and potentiated the effects produced by 2-
phenylethylamine. Furthermore, FCS005 and FCS303 protected SH-SY5Y cells in the
rotenone model and not presented significant acute toxicity or cytotoxicity. According to the
results, these two compounds could be potential antiparkinsonian agents, because they
control symptoms, have neuroprotective properties and a toxicological profile considered

as safe.

Keywords: Parkinson’s disease, monoamine oxidase B inhibitor, coumarin, animal model,

neuroprotective agents, acute toxicity test, mice
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Introduccidén

A través de los afios el impacto de los trastornos neuroldgicos sobre la salud global ha sido
subestimado, es por esto por lo que la OMS junto con organizaciones no gubernamentales
desarrollaron un estudio de estos trastornos dentro de los cuales se encuentran
enfermedades tales como Parkinson, Alzheimer, epilepsia, esclerosis multiple,
neuroinfecciones, entre otros. Dicho estudio reporté que la enfermedad de Parkinson es
un desorden universal con una tasa de incidencia cruda de 4,5 — 19 por 100000 personas
por afio; mientras que la prevalencia cruda esta entre 100 y 200 por 100000 personas
(WHO, 2006).

Las enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por una disminucion en el nimero
de células en determinadas poblaciones neuronales; por ejemplo, en la enfermedad de
Alzheimer se ha observado una deplecién de neuronas colinérgicas fundamentalmente en
el hipocampo y la amigdala, mientras que en la enfermedad de Parkinson son las neuronas
dopaminérgicas de la sustancia negra y ganglios basales las afectadas (Segura et al.,
2003). Estos dos trastornos neurodegenerativos comparten un nimero de caracteristicas
en comun: ambos tienen causas desconocidas (a excepcién de las formas genéticas), son
inevitablemente progresivos y tienen un periodo preclinico largo (Halperin et al., 2009). Hay
tres mecanismos principales de muerte neuronal que pueden actuar por separado o
conjuntamente para producir neurodegeneracion. Este trio letal es el compromiso
metabdlico, la excitotoxicidad y el estrés oxidativo (Philippens, 2008). La pérdida neuronal
se refleja en la alteracion de los procesos de memoria y lenguaje en Alzheimer y la
modificacion en el control y la coordinacion del movimiento en Parkinson (Segura et al.,
2003).

La enfermedad de Parkinson afecta a mas de cuatro millones de personas en todo el
mundo (Philippens, 2008), estos pacientes deben soportar sintomas paralizantes durante

muchos afios, afectando gravemente su calidad de vida (Emborg, 2004). Aunque se han
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propuesto muchas hipétesis con respecto a la patogénesis de esta enfermedad, la etiologia
especifica sigue sin estar clara (Cutillas et al., 2002). Los tratamientos actuales buscan
mejorar los sintomas de la enfermedad, al menos temporalmente, mediante la
compensacion de la disminucién de los niveles de dopamina. Sin embargo, este enfoque
no es capaz de detener la progresion de la enfermedad (Foley et al., 2000). Por tanto, los
tratamientos que reducen la incidencia de esta enfermedad neurodegenerativa por
proteccibn o regeneracion de neuronas dopaminérgicas pueden ser mas atractivos
(Barnéoud, 1996).

En el campo de los desérdenes neuroldgicos el desarrollo de nuevos farmacos esta
encaminado al hallazgo de nuevas terapias neuroprotectivas y neurorestauradoras (WHO,
2006). Las enfermedades neurodegenerativas, por su frecuencia, morbilidad y
complejidad, suponen actualmente el mayor reto terapéutico de la medicina (Segura et al.,
2003). Se reunen esfuerzos investigativos encaminados a desarrollar estrategias para
retardar o parar la progresion de la neurodegeneracion (Philippens, 2008). Una de esas
estrategias se enfoca sobre la monoaminoxidasa (MAQO), de la cual se conocen dos
isoformas MAO-A y MAO-B. La isoforma MAO-B es una diana en la busqueda de agentes
farmacologicos para el tratamiento de la Enfermedad de Parkinson (Foley et al., 2000;
Santana et al.,, 2008). La inhibicion selectiva de MAO-B atenuta el estrés oxidativo,
fendmeno que subyace a los procesos degenerativos en las neuronas dopaminérgicas
(Palhagen et al., 2006). Esto puede representar una ventaja con respecto a la terapia
sintomatica que proporciona levodopa, dado que pueden aportar en la reduccion de la

progresion de la enfermedad.

En la busqueda de nuevas alternativas terapéuticas, los compuestos cumarinicos son
interesantes debido a la actividad biol6gica que presentan. Las cumarinas son un grupo
muy amplio de principios activos fendlicos que se encuentran en plantas medicinales
(Carretero, 2000). Estos principios activos aislados e identificados se pueden modificar
estructuralmente con el fin de encontrar nuevas alternativas farmacolégicas. La evaluacion
de estos compuestos, tanto naturales como modificados, indica que presentan un amplio
rango de acciones farmacol6gicas; entre ellas: antiinflamatoria, antitumoral, antiviral
(Rehman et al., 2005); anticoagulante, antioxidante, fotosensibilizante (Carretero, 2000),
ademés de posibles efectos farmacolégicos sobre el sistema nervioso central de tipo
sedante, anticonvulsivante, ansiolitico (Ariza et al., 2007), antidepresivo (Vergel et al.,
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2010) y neuroprotector (Kang et al., 2005; Epifano et al., 2008). Trabajos recientes
muestran que analogos cumarinicos sintéticos ejercen efectos selectivos sobre la isoforma
monoaminooxidasa B (Vergel et al., 2010). Los inhibidores de MAO-B han encontrado gran
aplicacion en la terapia de trastornos neurodegenerativos como en la enfermedad de
Parkinson (Foley et al., 2000)

En lo referente a la informacion toxicoldgica de cumarinas se ha reportado que algunas
son téxicas, como las aflatoxinas, que son micotoxinas que se caracterizan por ser
hepatotoxicas, muchas de ellas generan metabolitos carcinogénicos (Klaassen, 2008).
También se ha descrito fototoxicidad y fotomutagenicidad para las furanocumarinas
(Alvarez, 1994). Se ha demostrado hepatoxicidad en ratas, especie en la cual los
metabolitos de cumarina son altamente tdxicos, mientras que, en los seres humanos, el
compuesto se metaboliza principalmente a metabolitos no tdxicos. Sin embargo, la
toxicidad de las cumarinas en los humanos no se puede subestimar (Kienhuis et al., 2009).
Los datos clinicos sobre hepatotoxicidad de pacientes tratados con cumarinas revelan que
un subgrupo de la poblacién es mas susceptible para los efectos hepatotoxicos que las

especies animales investigadas (Abraham et al., 2010).

Por las razones descritas anteriormente, en este trabajo se evaluaron los efectos
antiparkinsonianos y el perfil toxicoldgico de los analogos cumarinicos: 3-metil-7H-furo[3,2-
g]cromen-7-ona (FCSO005), 8-propil-6H-[1,3]dioxolo[4,5-g]cromen-6-ona (FCS303), 7-
metoxicumarina (Ss), 6-metilcumarina (Si11) y de la cumarina (S1), los cuales en trabajos
previos presentaron actividad selectiva sobre MAO-B. Para esto, mediante los modelos in
vivo de reserpina, L-dopa y 2-feniletilamina se evaluaron efectos antiparkisonianos, de
potenciacién y de inhibicion de MAO-B in vivo en ratones. La determinacion de efectos
protectores se evalué en el modelo de rotenona en células SH-SY5Y, previa evaluacion de
la citotoxicidad de los compuestos en dichas células. Finalmente, se evalu6 la toxicidad

aguda en ratones de los compuestos mas interesantes a nivel farmacolégico.

Este estudio pretende contribuir en la investigacion de posibles fuentes farmacoldgicas
para la enfermedad de Parkinson, trastorno que presenta alto impacto en salud publica,
mediante la busqueda de agentes inhibidores de MAO-B, obtenidos a partir de semisintesis
de compuestos cumarinicos, que tengan interés como alternativa terapéutica y aportar

informacion sobre el perfil toxicolégico de los mismos.






1.0Objetivos

1.1 Objetivo general

Determinar los efectos antiparkinsonianos y el perfil toxicolégico de analogos cumarinicos

selectivos sobre MAO-B.

1.2 Objetivos especificos

Determinar anélogos cumarinicos inhibidores selectivos sobre MAO-B con posibles efectos

antiparkinsonianos en modelos experimentales en roedores.

Determinar posibles efectos protectores de analogos cumarinicos inhibidores selectivos de

MAO-B con efectos antiparkinsonianos, en modelo in vitro de rotenona.

Evaluar la citotoxicidad en cultivo de neuronas de analogos cumarinicos inhibidores

selectivos sobre MAO-B con efectos antiparkinsonianos.

Evaluar la toxicidad oral aguda, en roedores, de analogos cumarinicos inhibidores

selectivos sobre MAO-B con efectos antiparkinsonianos.






2.Marco tedrico

2.1 Cumarinas

Las cumarinas son un grupo muy amplio de principios activos fenélicos que se encuentran
en plantas medicinales y tienen en comun una estructura quimica de 2H-1-benzopiran-2-
ona, denominada cumarina. Sobre esta estructura, que se origina biosintéticamente por
lactonizacion del &cido cumarinico (2-hidroxi-Z-cindmico), se disponen sustituyentes de
distinta naturaleza quimica lo que da lugar a distintos tipos de cumarinas: sencillas y
complejas. El nicleo basico de las cumarinas se observa en la Figura 2-1, casi todas las
cumarinas poseen en la posicion 7 un sustituyente hidroxilico que puede estar combinado

con cadenas hidrocarbonadas, azlcares etc. (Carretero, 2000).

Figura 2-1: Cumarina

Fuente: Vergel, 2010

Las cumarinas mas complejas poseen gran variabilidad de grupos radicales que pueden

estar situados en los carbonos 6 y 8.

2.1.1 Sintesis y propiedades de compuestos cumarinicos
inhibidores de MAO-B

Las cumarinas pueden ser obtenidas a través de diferentes rutas experimentales

incluyendo las sintesis de von Pechman, Perkin, Knoevenagel, Reformatsky y Witting

(Subhas-Bose et al., 2002). EI compuesto 8-propil-6H-[1,3]dioxolo[4,5-g]cromen-6-ona se

obtuvio mediante la sintesis de Von Pechmann (Figura 2-2), que consiste en la sustitucion

electrofilica de la B-ceto ésteres en anillos bencénicos activados (fenoles). Un éster
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cumarinico puede ser intermediario en la mencionada sintesis, los mejores resultados se

observan mientras el fenol posea grupos netamente activantes:

Figura 2-2:  Sintesis de Vonn Pechmann para obtencién de cumarinas

OH CH,CO coy Et c 0yEt
S e - o
—_—
CH, —> —

COMe otz " P
c Me c
| | Me
OH Me

Fuente: Vergel, 2010

El compuesto 3-metil-7H-furo[3,2-g]Jcromen-7-ona se obtuvo a partir de cumarinas 7-
hidroxiladas, de acuerdo con la metodologia descrita por técnica de Garazd y Garazd en

2002, que se esquematiza en la Figura 2-3

Figura2-3: Obtencion de furocumarinas a partir de cumarinas 7-hidroxiladas y

cloroacetona

o
S C|CH2ﬁ0H3/K200§L //O "N NaoH g ~

HyS0 >~
HO 0 0o ! o o o o o)

Fuente: Vergel, 2010

Las caracteristicas de los analogos cumarinicos inhibidores selectivos sobre monoamina

oxidasa B, que se estudiaran en este trabajo se presentan en las tablas 2-1 y 2-2.



Tabla 2-1: Formula estructural y algunas propiedades de los analogos cumarinicos

sintetizados

Peso Punto de Rendimiento
Compuesto | Estructura/Nomenclatura | Molecular | Fusion (%)
(g/mol) (°C)
N
FCS005 4 . 40
A 200 210-212
3-metil-7H-furo[3,2-
gJcromen-7-ona
FCS303 { N s
NQ 232 147-149
8-propil-6H-[1,3]dioxolo[4,5-
g]cromen-6-ona

Fuente: Vergel, 2010

Tabla 2-2: Compuestos cumarinicos obtenidos comercialmente (catalogo Sigma-
Aldrich)

Peso
Compuesto Estructura Nomenclatura Molecular
(g/mol)
Cumarina
X Cromen-2-ona
St m 1,2-Benzopirona, 1-Benzopiran-2- Lo
one
N 7. . .
S, m metoxicumarina .
MeO 7-metoxicromen-2-ona
H 3C
N ) . .
Sy 6 metllcumarlna 160.19
6-metilcromen-2-ona

Fuente: Vergel, 2010



10 Estudio de los efectos antiparkinsonianos y del perfil toxicol6gico de anélogos
cumarinicos selectivos sobre MAO-B

Vergely col. reportaron los valores de ICsp y de indices de selectividad relativa [ICso (MAO-
A)]/ [ICso (MAO-B)] de cumarina y analogos cumarinicos, sobre la actividad enzimética de
isoformas de MAO humana recombinante expresada en células BTI infectadas con
baculovirus (Vergel et al., 2010a; Vergel et al., 2010b). En la tabla 2-3, se muestran los
compuestos gue presentaron inhibicién selectiva sobre MAO-B y que se evaluaran en este

estudio.

Tabla 2-3: Compuestos cumarinicos inhibidores selectivos de MAO-B

Sustancia MAO-A (ICso) | MAO-B(Cso) [ (orce €€
m Clorgilina 4,46 £ 0,32 nM 61,35+1,13 uM 0,000073
% Selegilina (R-(-)-deprenil) 67,25+1,02uM | 19,60 + 0,86 nM 3431
g Iproniazida 6,56 = 0,76 uM 7,54 + 0,36 uM 0,87
o Moclobemida 361,38 £ 19,37uM B < 0,36
S1 Cumarina *x 45,03 £ 3,02 uM > 2,2¢
S3 7-Metoxicumarina *x 23,49 + 1,57 yM > 4,3¢
Su 6-Metilcumarina L 32,30 £ 2,16 uM >3,1¢
FCS005 | 3-metil-7H-furo[3,2-g]cromen-7-ona ** 41,63 £ 2,79 uM > 2,4¢
FCS303 | 8-propil-6H-[1,3]dioxolo[4,5-g]cromen-6-ona ** 5,46 +0,36 uM >18¢

* Inactivo a 1 mM (mayor concentracion ensayada); ** Inactivo a 100 uM (mayor concentracion
ensayada), a concentraciones mas altas los compuestos se precipitan; Valores obtenidos
asumiendo que /Csp contra MAO-A es la mayor concentracion ensayada (100 uM); Valor obtenido
asumiendo que /Cso contra MAO-B es la mayor concentracion ensayada (100 uM).

2.1.2 Actividad farmacolégica de cumarinas

El interés farmacoldgico de las cumarinas se ha centrado principalmente en sus efectos
sobre el sistema vascular tanto arterial como venoso y su utilidad en el tratamiento de
algunas alteraciones de la piel como por ejemplo la psoriasis debido a sus propiedades

fotosensibilizantes (Carretero, 2000).

Estudios recientes atribuyen a las cumarinas propiedades antinociceptivas (Meotti et al.,
2006). También se ha observado que derivados de las cumarinas presentan actividad

antitumoral, anti-inflamatoria y antiviral (Rehman et al., 2005).

No obstante, amplias investigaciones sustentan la actividad de las cumarinas sobre el

Sistema Nervioso Central. Un estudio en el cual se evalu6 la cumarina (1,2-benzopirona),




11

obtenida de la especie Hygrophila tyttha Leonard, indicé que esta molécula es responsable,
cuando menos en parte, de los efectos de tipo ansiolitico, anticonvulsivante y sedante

descritos para esta especie (Ariza et al., 2007).

Otro estudio en el cual se evaluo el efecto de cumarinas sobre los niveles de acido gamma-
aminobutirico (GABA), glutamato, glicina y taurina en el cortex prefrontal y el hipocampo
de ratones, indico que las cumarinas estimulan la liberacién endégena aumentando los
niveles de aminoacidos inhibitorios y excitatorios en el cortex prefrontal y disminuyen los
niveles de glutamato en el hipocampo. Esto hallazgos son interesantes considerando que
algunas enfermedades neurodegenerativas y convulsiones esta relacionadas con el

desbalance en los niveles de aminoacidos el sistema nervioso central (Pereira et al., 2009).

Estudios realizados con compuestos derivados de cumarinas han demostrado que estos
actian como inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa, por esta razén se utilizan en
investigaciones relacionadas con la enfermedad de Alzheimer y otros desordenes

cognitivos (Howes et al., 2003).

Se ha evidenciado también en investigaciones recientes, que derivados de cumarinas
presentan una buena actividad neuroprotectora (Kang et al., 2005). Un estudio reportd que
las preniloxicumarinas de vegetales comestibles, en concentraciones de 1 a 10 M,
ejercieron una buena proteccion contra la neurotoxicidad inducida por NMDA, en un cultivo
de neuronas (Epifano et al.,, 2008). Se han demostrado los potenciales efectos
neuroprotectores de cumarinas, como fraxetina (100uM), en modelos de rotenona
desarrollados en células de neuroblastoma humano SH-SY5Y. (Molina Jimenez et al.,
2003; Molina Jimenez et al., 2004). Fraxetina en concentraciones entre 10-100 uM inhibi6
la formacion de especies reactivas de oxigeno, liberacion de citocromo C, activacion de
caspasas 3 y 9 y suprimio la sobrerregulacion de Bax (Sanchez Reus et al., 2005) Se
evalud el efecto neuroprotector de osthole sobre la citotoxicidad inducina por MPP+ en
células PC12 y de acuerdo con los resultados se concluyd que esta cumarina puede ser

un agente neuroprotector promisorio (Liu et al., 2010)

De igual forma se ha observado que cumarinas aisladas de raiz de Psoralea corylifolia han
presentado resultados positivos en el modelo de la natacion forzada, sugiriendo una

posible actividad antidepresiva, que puede estar mediada por inhibicién de la MAO y por



12 Estudio de los efectos antiparkinsonianos y del perfil toxicol6gico de anélogos
cumarinicos selectivos sobre MAO-B

accion sobre el eje hipotalamico-hipofisiario-adrenal (Chen et al., 2005). Los resultados de
la evaluacion del perfil farmacolédgico sobre el SNC del derivado de cumarina 4-propil-2H-
benzo[h]-cromen-2-ona sugirieron que este compuesto puede ejercer efectos

antidepresivos relacionados con la actividad inhibitoria sobre MAO-A (Vergel et al., 2010c).

Los derivados cumarinicos han sido probados contra MAO-B con el fin de analizar su
potencia como inhibidores (Chimenti et al., 2004). La evaluaciéon de 6-metil-3-
fenilcumarinas dio como resultado una alta selectividad a la isoenzima MAO-B de algunos
de estos compuestos con valores de ICsg en el rango nanomolar. El compuesto mas activo
de esta serie es varias veces mas potente y selectivo sobre MAO-B que el compuesto de
referencia (R-(-)-deprenyl) (Matos et al.,, 2004). Otros estudios sobre la serie 3-
fenilcumarinas fueron evaluadas como inhibidores de MAO-A y B y la mayoria de estos
compuestos mostraron actividad inhibidora sobre MAO-B. Algunos compuestos presentan
mayor actividad (IC50 entre 11,05 y 7,12 nM) que la sustancia de referencia selegilina
(IC50 = 19,60 nM) y una mayor selectividad sobre MAO-B (Matos et al., 2010; Matos et al.,
2009). Estos estudios son importantes, teniendo en cuenta que los inhibidores de MAO-B
han encontrado gran aplicacién en la terapia de trastornos neurodegenerativos, incluyendo
Parkinson (Foley et al., 2000).

2.1.3 Toxicidad de cumarinas

Aunque algunas de las cumarinas son téxicas para los mamiferos, como las aflatoxinas, y
se ha descrito fototoxicidad y fotomutagenicidad para las furanocumarinas, se considera
que las cumarinas simples son menos téxicas. En ratones, la DLsy de la cumarina se

encuentra en el rango de 196-780 mg/kg, dependiendo de la cepa. (Alvarez, 1994).

Existen diferencias marcadas en el metabolismo de cumarina entre especies roedoras y
otras especies incluyendo el hombre (Lake, 1999). En las ratas, los metabolitos de
cumarina son altamente téxicos, mientras que, en los seres humanos, el compuesto se
metaboliza principalmente a metabolitos no téxicos (Kienhuis et al., 2009). Sin embargo, la
toxicidad de las cumarinas no se puede subestimar, un estudio en el que se evalué el
efecto de la cumarina sobre el perfil de expresion génica en hepatocitos humanos y se
compar6 con los resultados obtenidos en rata, demostr6 que ninguna via o proceso

relacionado con hepatotoxicidad en ratas fue observado en hepatocitos humanos. No
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obstante, se observo represion del consumo de energia en las vias bioquimicas y deterioro
de la funcién mitocondrial en hepatocitos humanos tratados con altas concentraciones de

cumarinas, indicando posible toxicidad (Kienhuis et al., 2009).

De acuerdo con estudios de hepatotoxicidad en animales se fij6 una ingesta diaria
admisible de 0,1mg/kg de peso. Los datos clinicos sobre hepatotoxicidad de pacientes
tratados con medicamentos tipo cumarinas revelan que un subgrupo de la poblacién es
mas susceptible para los efectos hepatotoxicos que las especies animales investigadas, la

causa de esta susceptibilidad en la actualidad es desconocida (Abraham et al., 2010).

2.2 Enfermedad de Parkinson

En 1817, James Parkinson describié de forma detallada las caracteristicas clinicas de una
serie de seis enfermos con un trastorno que €l denoming "paralisis agitante”, término que
intentaba combinar dos caracteristicas de la enfermedad: pobreza de movimientos
voluntarios y la presencia de temblor. Precisé entre sus observaciones la evoluciéon
asimétrica, el curso progresivo de la enfermedad y la marcha festinante de aparicion tardia.
Trousseau, en 1861, desarroll6 el concepto de rigidez, definid el término bradicinesia para
referirse a la lentitud caracteristica y observé que en fases avanzadas de la enfermedad
aparecia deterioro cognitivo. Otro neurélogo francés, Charcot, fue quien la denominé
enfermedad de Parkinson y completé la definicion de los signos clinicos. La primera
evidencia del trastorno dopaminérgico asociado data de 1960 (Philippens, 2008; Rojo,
2001).

2.2.1 Clinica

Esta es una enfermedad de los ganglios basales, causada por degeneracion especifica de
neuronas dopaminérgicas en la via nigroestriada lo que produce una alteracién en el
control y la coordinacion del movimiento (Philippens, 2008; Cutillas et al., 2002; Pérez,
2006). Los principales sintomas de la enfermedad son pérdida debilitante del movimiento
y de la funcionalidad que incluye rigidez muscular, bradicinesia (lentitud de movimiento),
temblor de reposo y alteraciones en el equilibrio y la marcha (Alexi et al., 2000; Emborg,
2004). Pueden aparecer otros sintomas siendo el mas comudn la depresion y en pacientes

ancianos es frecuente la demencia (Dauer et al., 2003).
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La enfermedad de Parkinson es un cuadro de caracter progresivo que, sin tratamiento,
produce un acortamiento de la esperanza media de vida. Se calcula una evolucion media
de 20 afios desde el diagnostico. En la fase inicial muchas veces los pacientes no
reconocen los sintomas y signos, pero con el paso del tiempo se muestran incapacitados
y requieren medicaciéon. De manera general la respuesta a cualquier tratamiento es
inicialmente buena, de larga duracién, sin fluctuaciones y sin complicaciones, pero
progresivamente la mejoria sintomética es insuficiente, de perfil temporal limitado y

asociada a efectos secundarios (Rojo, 2001).

2.2.2 Etiologia

La etiologia especifica de la enfermedad sigue sin estar clara, aunque se han propuesto
varios factores que pueden contribuir con el proceso neurodegerativo, tales como: defectos
genéticos, alteraciones inmunoldgicas, toxinas enddgenas y exodgenas, disfunciones
mitocondriales, estrés oxidativo, aspectos inflamatorios, trastornos en la homeostasis del

calcio y agregacion de proteinas (Philippens, 2008; Emborg, 2004; Cutillas et al., 2002).

Los dafios metabdlicos y los toxicos producen perdida de la funcién mitocondrial, lo que
lleva a deplecion de ATP el cual causa neurodegeneracion preferencial en el ganglio basal
(Alexi et al.,2000). El descubrimiento de alteraciones de la funcion mitocondrial, del
metabolismo del hierro, de un aumento de la peroxidacién lipidica y de actividades
menores de enzimas que intervienen en "mecanismos antioxidacion" sugieren que un
incremento del estrés oxidativo y el consiguiente exceso en la produccién de radicales
libres podrian ser mecanismos patogénicos relevantes en la enfermedad de Parkinson. El
déficit dopaminérgico podria conducir a una desinhibicion de la actividad glutamatérgica y
a lesiéon excitotéxica, mediada por aumento de calcio intracelular y activacion de lipasas,
proteasa y endonucleasas. Las neuronas dopaminérgicas de la substancia nigra estan
sometidas a un elevado estrés oxidativo secundario al metabolismo de las catecolaminas,
lo que junto a un defecto en la produccién de energia puede desencadenar la muerte
neuronal tanto por activacion de apoptosis como por necrosis mediada a través de
excitotoxicidad (Rojo, 2001).
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2.2.3 Neuropatologia y neuroquimica

La neuropatologia de la enfermedad de Parkinson es caracterizada por perdida de
neuronas dopaminergicas Unicamente (Dauer et al., 2003). Esta muerte neuronal provoca
una disminucién paulatina de los niveles de dopamina en estriado, lo que produce un
desequilibrio funcional en los circuitos neuroquimicos cerebrales con el consiguiente
desarrollo de los signos y sintomas tipicos de esta enfermedad (Rojo, 2001). No obstante,
se ha encontrado neurodegeneracién en sistemas neuroquimicos como noradrenérgico
(pérdida de neuronas del locus coeruleus, niveles disminuidos de noradrenalina, de sus
metabolitos y de las enzimas de sintesis), serotoninérgico (degeneracioén de neuronas del
nucleo del rafe, disminucién de serotonina y sus metabolitos) y colinérgico. Sin embargo,
las vias de lesion serotoninérgica y noradrenergica no estan tan claramente caracterizadas

como la lesién del sistema dopaminérgico (Dauer et al., 2003).

2.2.4 Sintesis y metabolismo de dopamina, noradrenalinay
serotonina

La tirosina es transportada hacia las neuronas secretoras de catecolaminas, la tiroxina
hidroxilasa (TH) convierte tirosina en DOPA, esta su vez pasa a dopamina (DA) gracias a
la enzima dopa-decarboxilasa (DDC) (Norris et al., 1997). Una vez sintetizada la dopamina
es depositada en vesiculas de almacenamiento mediante un mecanismo activo en el que
participa una proteina de transporte, este mecanismo es inhibido por la reserpina, lo que
produce deplecién de DA por oxidacién de la monoamina oxidasa (MAO) (Mendoza N,
2008). La dopamina es oxidada por accion de la MAO al &cido 3,4-dihidroxifenilacético
(DOPAC) y la 3 metoxitiramina (3-MT) se produce debido a la metilacion de la dopamina
via catecol-O-metil-transferasa (COMT). El acido homovanilico (HVA) es el producto final
del metabolismo de las catecolaminas por efecto de ambas enzimas (Figura 2-4) (Rojo A,
2001; Velasquez L, 2008).
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Figura 2-4: Sintesis y metabolismo de catecolaminas
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Esquema modificado de Rojo, 2001.

La dopamina ingresa a vesiculas presinapticas donde puede ser hidroxilada y pasa a
noradrenalina gracias a la enzima dopamina -hidroxilasa (BDH) que también se encuentra
en el interior de la vesicula. En la sinapsis dopaminérgica no se encuentra dicha enzima
por lo tanto, la sintesis llega solo hasta dopamina. En la sinapsis adrenérgica,
noradrenalina es transformada en adrenalina gracias a la enzima feniletanolamina-N-
metiltransferasa (FNMT) (Norris et al., 1997).

Las catecolaminas son recaptadas por la terminacién nerviosa en un 70% y el resto sufre
degradacién enziméatica a través de la MAO que se encuentra en la sinapsis. Las que se

encuentran circulantes son ademas degradadas por la enzima COMT (Norris et al., 1997).

Serotonina es una indolamina (5-hidroxitriptamina o 5-HT) que se produce por hidroxilacion
y descarboxilacion del aminoacido esencial triptéfano. Después de la liberacion desde las
neuronas serotoninérgicas, gran parte de la serotonina liberada es recaptada o es oxidada
por la MAO a &cido 5-hidroxi-indolacético (5 HIAA) (Figura 2-5) (Norris et al., 1997; Rang
et al., 2008).
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Figura 2-5:  Sintesis y metabolismo de serotonina
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Acido 5-Hidroxi-indolacetico (5-HIAA)

2.2.5 Monoamino oxidasa (MAO)

La monoamino oxidasa se encuentra localizada en el exterior de la membrana mitocondrial,

existen dos isoformas MAO-A y MAO-B, las cuales tienen estructuras y pesos moleculares
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similares (el 70% de la secuencia de aminoacidos es idéntica). La reacciéon de MAO sobre
los diferentes sustratos produce un aldehido y H>O-, productos potencialmente tdxicos. En
el caso de aminas primarias se libera amoniaco y en aminas secundarias o terciarias se

producen otros productos nitrogenados (Finberg, 2014).

La elucidacion de la estructura detallada de MAO A y B ha permitido una mayor
comprension del mecanismo de union al sustrato y la catdlisis, asi como los requisitos
estructurales para ser inhibidor. MAO es una flavoenzima y sustratos e inhibidores se unen
al N-5 de flavina que conduce inicialmente a la formacion de un aducto inestable, que se
descompone en el caso de sustratos, 0 permite la unién covalente en el caso de los
inhibidores irreversibles. El sitio de combinacion est4 dentro de una Unica camara cerca de
la superficie de la membrana mientras que el sitio de MAO-B tiene una estructura bipartita
con una cdmara de entrada externa y combinada con una cavidad interior. La cavidad de
entrada més pequefia en MAO-B permite el acceso de moléculas hidrofébicas mas
pequefias, como es el caso de 2-feniletilamina, mientras que el acceso de aminas
hidroxiladas las mas grandes, tales como 5-HT est4 restringido. La cavidad de entrada
mas amplia de MAO-A permite la unién a grandes, tales como 5-HT (Binda et al., 2002;
Finberg, 2014).

2.2.6 Neurodegeneracion

La muerte neuronal se puede atribuir a tres mecanismos principales que pueden actuar
por separado o0 conjuntamente para producir neurodegeneracion. Este trio letal es el
compromiso metabdlico, la excitotoxicidad y el estrés oxidativo. Estos eventos causan una
serie de respuestas las cuales promueven la recuperacion o la muerte de las células. La
muerte neuronal ocurre muy probablemente por apoptosis y necrosis (Alexi et al.,2000).

Especificamente el estrés oxidativo se ha asociado con el metabolismo de dopamina por
parte de MAO, especialmente por la produccion de compuestos potencialmente toxicos
como aldehidos y peroxido de hidrogeno. Los productos de aldehido inmediatos son
metabolizados rapidamente por enzimas metabolizadoras de aldehidos, y los radicales
libres que pueden ser producidos a partir de H>O> son neutralizados por eliminadores de
radicales tales como la superdxido dismutasa (SOD), catalasa y antioxidantes end6genos
tales como el glutation. La posibilidad de que las enzimas que normalmente neutralizan los

productos toxicos puedan ser disfuncionales en condiciones patoldgicas tales como en EP
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ha dado lugar al concepto de que la actividad excesiva o incluso normal de MAO puede

ser una causa potencial de estrés oxidativo en estas condiciones (Finberg, 2014).

2.2.7 Tratamiento

La terapia actual busca mejorar los sintomas de la enfermedad, al menos temporalmente,
mediante la compensacion de la disminucion de los niveles de dopamina (Foley et al.,
2000), para esto se han empleado agonistas de dopamina como L-DOPA, el inconveniente
de estos es que con el tiempo los receptores de los pacientes llegan a ser menos sensibles
y surgen los sintomas desactivados que no son sensibles al tratamiento, al igual que los
efectos secundarios (Philippens, 2008; Emborg, 2004). Este enfoque, sin embargo, no es

capaz de detener la progresion de la enfermedad (Foley et al., 2000).

Otros farmacos empleados en la enfermedad de Parkinson son los inhibidores de la
monoamino oxidasa B, como la selegilina (también conocida como deprenil), la cual es
empleada en monoterapia 0 como coadyuvante en el tratamiento con L-DOPA. El efecto
sintomatico es de larga duracion y puede ser debido a la inhibicién de la MAO, de caracter
irreversible y con una duracién de varias semanas, 0 a la produccién del metabolito
intermediario metanfetamina. La inhibicién selectiva de MAO-B es importante la inhibicion
de MAO-A es la responsable de la mayoria de efectos adversos de los inhibidores de MAO.
El tratamiento con Selegilina estad acompafado de algunos efectos adversos como euforia,
trastornos del suefio. Selegilina es metabolizada a metanfetamina, cual puede ser
responsable de efectos adversos a nivel de sistema nervioso central y periférico (Finberg
& Youdim, 2002).

2.2.8 Inhibidores de MAO-B

El interés por los inhibidores de la MAO-B se estimul6 inicialmente por el deseo de elevar
las concentraciones reducidas de dopamina caracteristica de la enfermedad de
Parkinson. Como la MAO-B por lo general, se presenta en exceso en los tejidos en que
estd, es necesario inhibir al menos el 80% de la enzima para lograr una acciéon

farmacoldgica (Foley et al., 2000).

Es importante sefialar que el caracter selectivo de los inhibidores de MAO-B es relativo. La

cuestion de si un sustrato se metaboliza por MAO-A o B depende en gran medida de las
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concentraciones tisulares relativas de las dos isoenzimas y de los
sustratos. Concentraciones mas altas de un inhibidor selectivo generalmente inhibirdn la
otra forma de MAO vy niveles elevados de un sustrato especifico pueden también ser
metabolizados, a una velocidad reducida, por la forma de menos sensible. Estas
consideraciones son de importancia crucial en la determinacion la dosis adecuada de un
inhibidor de la MAO-B en los seres humanos, por ejemplo, la selectividad de la MAO-B de
la selegilina en el SNC, se pierde cuando se aumenta la dosis y se administra en forma

repetida en los animales (Foley et al., 2000).

El andlisis post mortem de cerebros de los pacientes tratados con selegilina, sugiere, sin
embargo, que la selectividad funcional para la MAO-B se mantiene a pesar de la inhibicién
significativa de la MAO-A; los niveles de dopamina son muy elevados en comparacioén con
los de pacientes no tratados con inhibidores de la MAO-B, mientras que los niveles de 5-
HT y su metabolito oxidado acido 5-hidroxiindolacético son esencialmente normales.
Ademas, la tiramina, que indirectamente evalla la inhibicion de la MAO-A, no se
incrementa después del tratamiento crénico con la dosis de selegilina estandar (Foley et
al., 2000).

En el sistema de transporte de monoaminas y la liberacion de dopamina, |-selegilina
administrada en forma aguda es un inhibidor relativamente débil de la captacion de
dopamina y se requieren altas concentraciones de inhibidores de MAO-B para un efecto
significativo. Relativamente, también se requieren altas concentraciones para inhibir la
captacion de noradrenalina (NA) y de tiramina en vasos deferentes de rata y para la

captacion de NA en la linea celular catecolaminérgica PC12 (Foley et al., 2000).

En lo referente a los efectos de neuroquimicos de inhibidores de MAO-B, la selegilina
redujo los niveles de DOPAC y HVA, como era de esperar, y elevd los niveles de 3-MT,
mientras que la Mofegiline no tuvo efecto significativo en los niveles en plasma de DOPA,
DA, DOPAC o adrenalina en voluntarios sanos. Selegilina aumenta la actividad de
neuronas catecolaminérgicas en cerebro de rata a dosis a las cuales no hay actividad
inhibitoria de MAO-B; 0,01 mg/kg fue suficiente para una mejora del 42% de la actividad
noradrenérgica y 0.025 mg/kg para aumentar la actividad dopaminérgica en un 17%. Estos

efectos no estaban relacionados con la inhibicion de los receptores presinapticos y la
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captacion de catecolaminas y no implicaron una mayor liberacién de catecolaminas (Foley
et al., 2000).

La administracion crénica de selegilina llevd a una reduccion del 40% en la actividad de la
tirosina hidroxilasa (TH), la enzima que limita la velocidad en la sintesis de dopamina, en
rata, posiblemente secundario a un aumento de las concentraciones extracelulares de
dopamina. La administracion subcronica (15 dias) de selegilina no afecté la concentracion
de a-adrenoreceptores, noradrenalina o 5HT en el cortex de rata y el hipocampo estriado
(Foley et al., 2000).

Se podria predecir que los inhibidores de la MAO-B pueden reducir el estrés oxidativo en
las neuronas dopaminérgicas de los seres humanos mediante la reduccion de la
produccion de H,O,, por tanto, funcionarian como agentes neuroprotectores. Por otra
parte, se espera que los inhibidores de la MAO-B protejan a las neuronas frente a toxinas
por inhibicién de su activacién y en algunos casos de la captacion neuronal (Foley et al.,
2000).

Se reconoce que ciertas lesiones del sistema nervioso central activan una cadena de
respuestas que dan como resultado un dafio mayor que el que se esperaria inicialmente.
Estos procesos, como excitotoxicidad, no se entienden completamente, pero se espera
gue pueda ser posible disefiar las intervenciones farmacolégicas que representen la
detencion, o incluso la reversion de estos procesos después de su iniciacion (Foley et al.,
2000).

2.2.9 Neuroproteccion

En la actualidad se investiga para desarrollar estrategias de neuroproteccion, cuyo objetivo
es retardar o parar la progresion de la neurodegeneracion (Philippens, 2008), mediante la
proteccién y preservacion de la funciébn de neuronas vulnerables supervivientes a los
procesos neurotéxicos, los cuales son responsables de los cambios neuropatol6gicos
observados (Foley et al., 2000). En la enfermedad de Parkinson la neuroproteccion
requiere una intervencion temprana en el curso de la enfermedad para proteger, tanto
como sea posible, la poblacién de neuronas dopaminérgicas nigrales. Por otro lado, las

estrategias regenerativas o de restauracion intervienen en fases mas avanzadas de la
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enfermedad para mantener o reconstruir el sistema nigroestriatal (con o sin efectos

neuroprotectores en las neuronas restantes) (Emborg, 2004).

Algunas estrategias de neuroproteccion pueden ser, la terapia antioxidante, la terapia anti-
excitotoxina, las terapias antiapoptéticas (Alexi et al.,2000). Ademas, se estan
desarrollando otros enfoques relativamente nuevos como estimulacién cerebral profunda
y terapia génica (Philippens, 2008). Dentro de las estrategias de neuroproteccion, la
inhibicion de monoamino oxidasa B (MAO-B) ofrece perspectivas emocionantes para una
mayor investigacion con respecto al tratamiento de enfermedades neurodegenerativas
(Foley et al., 2000). Lo anterior teniendo en cuenta que, la monoamino oxidasa (MAQ)
juega un papel importante en la inactivacién in vivo de aminas en sistema nervioso central
(SNC), sistema nervios periférico (SNP) y tejidos; el mas importante sustrato de para estas
enzimas en SNC son las catecolaminas dopamina, noradrenalina, serotonina y B-
feniletilamina. Se reconocen dos formas MAO-A y MAO-B, siendo dominante MAO-B en la
region extrapiramidal del cerebro humano (Foley et al., 2000, Weinreb et al., 2010). Por
tanto, los inhibidores de MAO-B pueden ser usados para prevenir la degradacion de la

dopamina enddgena (Philippens, 2008).

Estudios realizados con moléculas como selegilina, han mostrado que la inhibicion de MAO
no se requiere para ejercer un efecto neuroprotector. Se encontré que bajas dosis de
selegilina, en las cuales no se presenta inhibicién de MAO B, mostraron efectos protectores
frente al compuesto neurotéxico MPTP (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine). Por
otra parte, un enantiomero de rasagilina (TVP-1022), que carece de actividad IMAO,

presento6 propiedades neuroprotectoras (Finberg, 2014).

2.3 Modelos experimentales para evaluar actividad
farmacologica

La enfermedad de Parkinson esta definida por criterios clinicos, morfolégicos y
neuroquimicos, en base a éstos se han desarrollado los modelos experimentales y se

definen las posibles respuestas esperadas ante estrategias terapéuticas.
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2.3.1 Modelos in vivo

» Modelo de antagonismo de reserpina
Este es un modelo clasico para la enfermedad de Parkinson. La reserpina produce
disminucion profunda y duradera de catecolaminas, como dopamina y noradrenalina por
blogueo del almacenamiento vesicular. Esto induce los sintomas parkinsonianos en seres
humanos y en otras especies con trastornos motores similares. Un efecto sedante se
puede observan en ratones poco tiempo después de la inyeccién de reserpina, seguido
por signos de ptosis palpebral, hipocinesia, rigidez, catatonia e inmovilidad (Philippens,
2008; Vogel, 2002). Este modelo ha servido para evaluar la efectividad de distintos
tratamientos y el efecto que produce la pérdida de aporte de dopamina sobre el estriado
(Rojo, 2001). Ademas, ha sido desarrollado en varias especies incluyendo ratones, ratas,

perros, gatos y primates no humanos (Emborg, 2004).

Puede ser util en la evaluacién de compuestos inhibidores de MAO-B, teniendo en cuenta
que la reserpina impide el almacenamiento de dopamina en las vesiculas neuronales,
como resultado el catabolismo oxidativo de la dopamina citosélica por MAO es acelerado

lo que produce desaparicion de la dopamina (Bilska et al.,2007).

= Potenciacion del comportamiento inducido por L-dopa
Al administrar L-dopa en animales pretratados con inhibidores de MAO, se pueden
potenciar respuestas como saltos que pueden ser contados, esto se debe a
sobreestimulacion dopaminérgica. La L-dopa se descarboxila a dopamina, la cual no es
degradada por efecto de los inhibidores de MAO (Vogel, 2002).

El modelo de potenciacion de L-dopa / carbidopa (LD / CD) en ratones pretratados con
reserpina, tiene como objetivo destacar la posible potenciacion del efecto de LD, que
presente la molécula evaluada, en ratones tratados con reserpina. La reserpina bloguea el
transportador vesicular de monoaminas, impidiendo el adecuado almacenamiento de DA
sintetizada, causando el agotamiento de terminales nerviosas dopaminérgicas que
incluyen la via nigrostriatal, lo que conduce a hipocinesia en animales de experimentacion.
Si la nueva molécula actia como un inhibidor de la MAO-B in vivo a la dosis probada,

inhibiendo el metabolismo de la DA, un aumento en la residencia se observaria momento
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de la DA en hendidura sinaptica nigroestriatal (Matos et al., 2013), lo que se veria refleja

en reversion de la hipocinesia.

= Potenciacion sintomas inducidos por 2-feniletilamina (FEA)
La B-feniletilamina (FEA) es un sustrato especifico para MAO-B y se metaboliza
rapidamente en cerebro (Vogel, 2002; Dourish, 1982). Se reporta que después de la
administracién de FEA, en ratones, bien sea sola o después de la inhibicion de MAO, se
produce un sindrome de hiperactividad visible (Dourish, 1982)., esto ha sido catalogado

como estereotipias.

El mecanismo por el cual FEA ejerce las estereotipias en roedores aun no se ha eludidado
completamente. Se supone que el principal blanco molecular de FEA es un transportador
de dopamina (DAT), que conduce a la liberacién de dopamina en la regién del cuerpo
estriado (Kitanaka J et al., 2005).

Se ha demostrado que FEA actiia como un modulador dopaminérgico y que la potenciacion
gue ejerce sobre los potenciales de actividad dopaminergica es similar a la de la
anfetamina y puede ser aumentada por los inhibidores de monoamino oxidasa (Youdim &
Tipton, 2002). Kitanaka y col. encontraron que las estereotipias inducidas por FEA, en
roedores, fueron potenciadas cuando se combinaron con inhibidores de MAO (Kitanaka J
et al., 2005). Por tanto, se espera que al administrar FEA a animales pretratados con

inhibidores de MAO-B, los efectos inducidos por ésta se potencien.

Varios autores reportan las estereotipias que se presentan en roedores cuando se les
administra FEA, dentro de las cuales se encuentran: olfateo continuo, movimiento de la
cabeza (lado a lado), movimientos clénicos en las patas, miembros posteriores extendidos,
caminar en circulos, acicalamiento vigoroso, aumento de actividad motora y de
levantamientos (Dourish, 1982; Kitanaka J et al., 2005; Youdim et al., 2002).

2.3.2 Modelos in vitro

* Modelo rotenona
El modelo rotenona de PD se ha usado para identificar potenciales agentes

neuroprotectores en los Ultimos afios (Greenamyre et al., 2010). Rotenona es un plaguicida
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lipofilo que puede cruzar la membrana celular facilmente para inducir la inhibicion
especifica del complejo | mitocondrial y causar la degeneracion selectiva dopaminérgica
nigroestriatal, se ha demostrado que en ratas produce efectos que se asemejan
estrechamente con la enfermedad de Parkinson. Rotenona es uno de los agentes que se
emplean para inducir parkinsonismo in vitro e in vivo (Halperin et al., 2009; Song et al.,
2012). La disminucién en la actividad del complejo de la cadena respiratoria mitocondrial
asi como el estrés oxidativo derivado de la mitocondria se han implicado en enfermedades
neurodegenerativas (Molina-Jimenez et al, 2003; Song et al., 2012). Por otra parte, se ha
tidemostrado que la rotenona es capaz de inducir apoptosis, en células SH-SY5Y,
neuroblastoma humano, se encontr6 que dicha apoptosis estaba mediada por la
generaciéon de especies reactivas del oxigeno mitocondrial (ROS) (Watabe et al., 2007;

Molina-Jimenez et al, 2003).

= Cuantificacion de la produccién de anién superéxido mediante
citometria de flujo

La cuantificacion de la produccion de superdxido en células SH-SY5Y se fundamenta en
el hecho que se exponen a rotenona, que es inhibidor del complejo | mitocondrial y por
tanto aumenta la formaciéon de ubisemiquinina que es el principal donante de electrones
para la generacion de superoxido mitocondrial. Rotenona estimula la produccién, en primer
lugar, de radical superéxido y en segundo de perdxido de hidrogeno (Li N et al., 2002).
Para la cuantificacion se emplea dihidroxietidina (DHE), un compuesto fluorescente
comunmente usado en citometria de flujo para determinar la produccion de ROS en tejidos
y células, ya que puede penetrar libremente a través de las membranas celulares. La
reaccién de DHE y aniones superoéxido, produce un producto rojo fluorescente (de etidio),
gue se intercala con el ADN (Seetapun et al, 2013). La fluorescencia de DHE depende de
la cantidad de anion superéxido producido por NADPH oxidasa ligada a la membrana de

la mitocondria.

2.4 Estudios de toxicidad

2.4.1 Fundamento

El propésito de las pruebas de toxicidad es obtener informacién Gtil sobre la sustancia

estudiada para lograr la proteccién de los organismos vivos frente a la misma. Existen
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varios tipos de pruebas de toxicidad, aguda, en dosis repetidas, subcrénica y crénica
(Klaassen & Watkins, 2001; OECD, 2001).

2.4.2 Toxicidad aguda

Es la primera prueba de toxicidad que se realiza a una nueva sustancia, para cuantificar
los efectos adversos que ocurren dentro de un breve lapso de tiempo con posterioridad a
la administracion de una dosis Unica, muy elevada. Las especies de uso mas frecuentes

son el ratén y la rata (Klaassen & Watkins, 2001).

Los objetivos de las pruebas de toxicidad aguda son: 1) proporcionar un estimado
cuantitativo como la dosis letal 50 (DLso) que sirve como pardmetro de comparacion frente
a otras sustancias, 2) proporcionar informacion sobre los posibles 6rganos blanco y otras
manifestaciones clinicas de toxicidad, 3) establecer la reversibilidad de la reaccion téxica
y 4) proporcionar informacién que ayude en el disefio y seleccién de la dosis para los
estudios a largo plazo. La dosis letal 50 esta definida como una expresién estadisticamente
derivada de una sola dosis de una sustancia que previsiblemente matara al 50% de los

animales (Klaassen, 2008).

La observacion de los animales se lleva a cabo después de la administracion en dosis
Unica de la sustancia y durante los 14 dias siguientes, después de los cuales los animales

son sacrificados y llevados a necropsia (Klaassen & Watkins, 2001; OECD, 2001).

2.4.3 Aplicaciones

En general los test de toxicidad desarrollan una evaluacion de la toxicidad caracteristica
de una sustancia quimica, dicha sustancia puede ser un farmaco, un aditivo, un excipiente,
un componente del medio ambiente, etc. De acuerdo con la dosis y el tiempo en el cual
se desarrolle el estudio puede ser aguda, en dosis repetida, subcrénica o cronica (Klaassen
& Watkins 2001; Klaassen, 2008).

2.5 Citotoxicidad

En citotoxicidad se observan las interferencias producidas por un xenobiético o sus

metabolitos, sobre los procesos basales comunes a la mayor parte de las células (Camean
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& Repetto, 2006). El efecto citotoxico de las sustancias evaluadas sobre los distintos tipos
celulares se puede evaluar mediante varios métodos, uno de ellos es el ensayo de
rezasurina que se basa en la reduccion de este colorante (azul no fluorescente) en dos
pasos, el primero es irreversiblemente a resorufina (rosado altamente fluorescente), y en
una segunda etapa reversible, a dihidroresorufina, compuesto incoloro y no fluorescente,
estos procesos se llevan a cabo por oxidorreductasas que se encuentran principalmente
con la mitocondria de células viables. (Escobar et al., 2009; Escobar & Aristizabal, 2010;
Escobar et al, 2010)

El método es descrito como un indicador de oxido-reduccion que tiene propiedades de
fluorescencia y responde a la actividad metabdlica tanto de células humanas como de
bacterias. Hace poco tiempo esta técnica empez6 a ser usada en la valoracién de la
proliferacién celular y citotoxicidad en diferentes tipos de células como fibroblastos,
linfocitos humanos y de ratones, cultivos primarios de células neuronales y lineas
tumorales (Escobar et al.,, 2009). La fluorescencia es un indicador del metabolismo
energético de la célula. Varios estudios reportan el uso de resazurina en sus
procedimientos para detectar cambios metabdlicos en las células PC12 tras la privacion
de suero. (Magnani & Bettini. 2000), también para evaluar la viabilidad celular en
neuroblastoma (Mazzio & Soliman 2012; Jamil et al., 2013) o en linea celular SH-SY5Y
(Franco et al., 2009, Stephenson et al., 2013).

El valor predictivo del modelo in vitro depende de la buena combinacién entre el sustrato
biol6gico y los indicadores de toxicidad aplicados (Arboleda et al., 2010). Este colorante es
poco toxico para las células (no asi otras técnicas descritas), y permite la continuidad de
estudios en las mismas células, economizando tiempo y dinero, especialmente en cultivos
primarios donde las células son muy escasas y preciadas. Ademas, es sensible y

altamente reproducible (Escobar et al., 2010)
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3.Estudios in vivo

3.1 Metodologia

3.1.1 Animales

Para todos los ensayos in vivo se emplearon ratones albinos ICR macho, con peso entre
25y 30 g antes de la realizacion de los ensayos los ratones se distribuyeron aleatoriamente
en jaulas y se aclimataron, durante 72 horas. Se mantuvieron a temperatura 22° + 1° C,
con ciclos sucesivos de 12 horas de luz y oscuridad y consumo de agua y alimento a libre
demanda. Los ensayos fueron realizados siempre a las mismas horas del dia con la

finalidad de evitar las posibles modificaciones debidas a los ciclos circadianos.

3.1.2 Evaluacién de IMAO-B en ratones no tratados con reserpina

En este ensayo los ratones se distribuyeron aleatoriamente en los diferentes grupos. Los
tratamientos se administraron por via oral (vo) asi: grupo control (vehiculo 0,1mL/10g),
grupo patron (selegilina 10 mg/kg) y los grupos de los analogos cumarinicos con efectos
selectivos MAO-B: FCS005, FCS303, S1, S3y S11 (100 mg/kg). La actividad motora se
evalu6 una hora y media después de la administracion de los compuestos, al igual que 24

h después, en la prueba de campo abierto durante 5 minutos.

Los compuestos se trabajaron en dosis de 100 mg/kg, dado que esta dosis fue empleada

en trabajos preliminares (Vergel, 2010a).

La prueba de campo abierto se llevé a cabo en una arena cuadrada negra con lineas
blancas que la dividen en 16 cuadrados (Figura 3-1). Los animales se colocaron

individualmente en el centro del campo abierto y se evalué el nimero de cuadros
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atravesados por el raton durante 5 minutos. El campo abierto se limpié con una solucién
de agua-alcohol después de la evaluacion de cada animal para eliminar posibles sesgos

debido a los olores dejados por el sujeto anterior.

Figura 3-1: Prueba de campo abierto

3.1.3 Modelo de antagonismo de reserpina

Este es un modelo clasico de enfermedad de Parkinson en el que, la reserpina induce los
sintomas parkinsonianos en seres humanos y en otras especies con trastornos motores
similares (Philippens, 2008; Vogel, 2002). Por esta razon se utilizd en el tamizado

farmacoldgico inicial de posibles agentes antiparkinsonianos.

Los ratones se distribuyeron aleatoriamente en los siguientes grupos: control (vehiculo),
patrén (selegilina) y los grupos de tratamiento correspondientes a los analogos
cumarinicos con efectos selectivos MAO-B: FCS005, FCS303, S1, S3 y S11.

Se siguid el protocolo descrito por Tadaiesky y col. (Tadaiesky et al., 2006), previa
estandarizacién y con ligeras modificaciones. Todos los animales se inyectaron
intraperitonealmente (i.p.) con 3 mg/kg de reserpina, 30 minutos después se administraron
por via oral (v.0.) los analogos cumarinicos 100 mg/kg, selegilina 10 mg/kg o vehiculo para
el grupo control. Se evaluo la actividad motora en campo abierto durante 5 minutos a las 2
y 24 horas después de la reserpinizacion.
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A los compuestos que resultaron mas interesantes, se les realiz6 la evaluacién del efecto
dosis respuesta y posteriormente se evaluaron en las demas pruebas planteadas tanto in

Vvivo como in vitro.

Se evalué el efecto dosis respuesta de los compuestos en dosis de 50, 100 y 200 mg/kg
de peso, durante 2 y 24h., tanto en los ratones no tratados con reserpina como en el

modelo de reserpina.

3.1.4 Efecto de IMAO-B y L-dopa en ratones pre-tratados con
reserpina

La L-dopa se descarboxila a dopamina, esta ultima en presencia de inhibidores de MAO

no es degradada (Vogel, 2002). Por tanto, se evalué el efecto del pretratamiento con IMAO-

B y luego L-dopa en ratones reserpinizados.

Para identificar cual es la dosis de L-dopa/carbidopa a emplear, se realiz6 una relacién

dosis respuesta en ratones reserpinizados.

En este modelo se ensayaron los compuestos que resultaron mas interesantes en el
ensayo de reserpina, en las dosis que presentaron diferencia significativa: S1, FCS005 y
FCS303.

Los ratones se distribuyeron aleatoriamente en grupo control (vehiculo), grupo patrén
(selegilina 10 mg/kg) y los grupos de tratamiento correspondientes a: S1 (100 mg/kg),
FCSO005 (100 mg/kg) y FCS303 (100 y 200 mg/kg).

Todos los animales se inyectaron intraperitonealmente (i.p.) con 3 mg/kg de reserpina 30
minutos antes de la administracién por via oral (v.0.) de los analogos cumarinicos con
efectos selectivos MAO-B, selegilina o vehiculo. Levodopa 100 mg/kg y carbidopa 10
mg/kg se administraron i.p. 30 minutos después. Se evalué la actividad motora en campo

abierto durante 5 minutos a las 2 y 24 horas después de la reserpinizacion.
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3.1.5 Potenciacion de sintomas inducidos por 2-feniletilamina

La 2-feniletilamina (FEA) es un sustrato especifico para MAO-B (Vogel, 2002). Se
administr6 FEA en animales pretratados con inhibidores de MAO-B y se evalud la

potenciacién de efectos inducidos por ésta.

Los ratones se distribuyeron aleatoriamente en los siguientes grupos: control (vehiculo),
patron (selegilina) y los grupos de tratamiento correspondientes a los analogos
cumarinicos con efectos selectivos MAO-B, que mostraron ser mas interesante en el
modelo de reserpina: FCS005, FCS303 y S1.

Los compuestos a evaluar, el vehiculo y el compuesto de referencia se administraron por
via oral, 30 min. antes de la administracion i.p. de FEA 23 mg/kg (Youdim et al., 2002).
Inmediatamente después de la administracion de FEA y cada 5 min. los animales se
observaron para detectar la presencia de comportamiento estereotipado. Las estereotipias
se midieron por el método propuesto por Youdim y col. con una ligera modificacion que
incluye estereotipias y grados reportados por Kitanaka y col. y Dourish. Se utilizé el
siguiente sistema de puntuacién: 0, comportamiento normal; 1, olfateo continuo y
levantamientos, ocasionales, aumento de locomocion, acicalamiento vigoroso o caminar
en circulos; 2, olfateo continuo y levantamientos aumentados con aumento de locomocién,
acicalamiento vigoroso o caminar en circulos; 3, olfateo continuo, movimiento de la cabeza
de lado a lado, movimientos clonicos de las patas (forepaw padding), levantamientos
aumentados; 4, movimiento fuerte de la cabeza de lado a lado, movimientos clénicos de
las patas (forepaw padding) y locomocién aumentada (Kitanaka J et al., 2005; Youdim &
Tipton, 2002; Dourish, 1982; Kato et al., 1998)

Los compuestos se evaluaron en el modelo de potenciacion de sintomas inducidos por
FEA en dosis de 50, 100 y 200 mg/kg de peso.

3.1.6 Anélisis complementarios de los IMAO-B

Con el fin de tener mas herramientas para el analisis de los resultados obtenidos en los
modelos in vivo, se procedio a desarrollar un analisis in silico y una evaluacion tedrica de

aspectos que tienen importancia farmacocinética de los analogos cumarinicos IMAO-B.
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= Andlisis in silico de compuestos IMAO-B,
Para identificar la capacidad de interaccion de MAO-B con los analogos cumarinicos se
realizé un andlisis in silico por docking, en colaboracién con el grupo de investigacion en
terapia celular y molecular y especificamente con el laboratorio de Neurobioquimica de la

Pontificia Universidad Javeriana. La metodologia fue la siguiente:

0 Secuencia de la enzima monoamino oxidasa B

Las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de la enzima MAO B de ratén, fueron
obtenidas de la base de datos ensembl (Flicek et al. 2013) y se comparé con la base de
datos Swiss-Protdatabase, Uniprot (http://www.uniprot.org/; codigo: Q8BW75).

Las secuencias de monoamino oxidasa de humano y ratén fueron comparadas de forma
independiente; mediante la herramienta BIOEDIT (Biological Sequence Alignment Editor)
(Hall, 2004).

0 Modelaje de la estructura terciaria de monoamino oxidasa B

La estructura terciaria de MAO B de raton fue modelada usando el servidor I-TASSER
(http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu) (Zhang, 2008). Para esto se seleccion6 la
estructura terciaria de la MAO B humana reportada en el Protein Data Bank (PDB) con la
referencia 4A79 y se utilizé como plantilla para la prediccion de la estructura tridimensional
de la enzima. Se selecciond la estructura obtenida por | -TASSER con el C-score mas bajo
y con todos los aminoacidos de la secuencia primaria, visualizando el modelo en UCSF
Chimera, Yasahara, Molegro v1.6.2 y Swiss-PdbViewer v4.1. La estructura de la proteina
fue validada usando la herramienta PROCHECK y mediante PDBsum (Laskowski et al.
2005), disponible en el EBI server para determinar la geometria de los residuos entre
estructuras a partir de parametros estequiometricos de alta resolucién y minimizacion
energética. El cofactor FAD (flavin adenin dinucleétido), utilizado para los dockings de la
enzima MAO B de ratén, fue obtenido de RCSB PDB protein data bank del PDB ID: 1GOS
y se realizdé un docking entre el FAD y la proteina modelada previamente, mediante la
herramienta Molegro Virtual Docker (MVD) (Thomsen et al. 2006). Los aminoacidos del
sitio activo, asi como, el area y volumen de la cavidad fueron calculados usando la

herramienta Molegro Virtual Docker (MVD).
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o Estructura terciaria de los inhibidores cumarinicos

Los inhibidores cumarinicos fueron construidos a partir de moléculas bésicas obtenidas en
el programa chemspider (http://www.chemspider.com) y/o modificadas mediante el
programa ACD/ChemSketch V. 14.01 (http://www.acdlabs.com).

o Docking molecular computacional

El andlisis de Docking Molecular del modelo de la estructura terciaria de MAO B humana
y de ratdn con sus sustratos naturales y artificiales se realiz6 empleando el programa
Molegro Virtual Docker v5.5 (MVD, CLC bio, Aarhus N, Denmark) (Thomsen et al. 2006).
Las interacciones de los diferentes modelos con cada ligando fueron evaluadas al realizar
la comparacion utilizando como referente la estructura de la MAO B humana reportada en
el Protein Data Bank (PDB) con la referencia 4A79, 1S2Q, 1S2Y y 1GOS. Las
interacciones de los sustratos con los aminoacidos del sitio activo y el cofactor, fueron
analizadas mediante el programa LigPlot+ V. 1.4.5 (Wallace et al. 1996), donde los puentes
de hidrégeno se indican con lineas de trazos (verde) entre los atomos involucrados,
mientras que los contactos hidrofébicos estan representados por un arco (rojo) con los
rayos que irradian hacia los &tomos del ligando que entran en contacto. Los atomos de

contacto se muestran con rayos irradiando hacia atras.

= Evaluacion tedrica de propiedades moleculares con importancia
farmacocinética de compuestos IMAO-B

Con el fin de comprender mejor las respuestas obtenidas en los modelos in vivo de los
compuestos de estudio, mediante el programa de célculo de las propiedades Molinspiration
(Cheminformatics, 2015), se obtuvieron, de acuerdo con la estructura, propiedades
moleculares que tienen relevancia farmacocinética, tales como: el caracter lipofilico de las
moléculas (expresado como coeficiente de reparto octanol /agua; log P), peso molecular,
namero de donantes y aceptores de hidrégeno. De igual forma el programa reportd si

existen o no violaciones a la regla de Lipinski (Lipinski, 2004)
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3.1.7 Analisis de datos

Los resultados de los estudios in vivo se expresaron en términos de promedio + el error
medio estandar (ems) y se analizaron por medio de un analisis de varianza de una via o
de dos dependiendo del caso. Para determinar el o los tratamientos responsables de las
diferencias significativas se aplicaron las pruebas de diferencias mdultiples de Tukey,
Dunnett o Bonferroni. En los casos en los que no se presentd homogeneidad de varianzas
y/o distribucion normal de datos, se aplicé el andlisis no paramétrico de Kruskal-Wallis.
Los datos se procesaron con los programas: Excel?, GraphPad Prism (V 5.0) y Stata 12.

El nivel de significancia estadistica adoptado fue P<0.05

3.1.8 Aspectos éticos

Se tuvieron en cuenta consideraciones éticas tales como: las fijadas por el Consejo
Internacional de Organizaciones Médicas para la investigacion biomédica en animales,
las establecidas en la Ley nimero 84 de 1989, capitulo sexto (en la cual se hace
referencia al uso de animales vivos en experimentos e investigacién en nuestro pais)
y la Resolucion 8430 de 1993, titulo V, en el cual se dan pautas de la investigacion

biomédica con animales.

Por otra parte, el comité de ética de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional,
en reunion realizada el 18 de octubre de 2011 (acta No. 06), evalud y emitié concepto
aprobatorio para los estudios in vivo que se desarrollaron. Para esto, el comité tuvo en
cuenta que en esta investigacion se contd con un disefio metodoldgico apropiado con el
cual se minimiz6 al maximo cualquier malestar que se pudo ocasionar a los animales.
Ademads, se utilizd el numero adecuado de animales, se garantizé poner punto final a
cualquier ensayo si el deterioro de los animales sobrepasaba las expectativas y el

investigador contaba con la habilidad necesaria para el cuidado y manejo de los animales.

3.2 Resultados

Los resultados obtenidos para los compuestos inhibidores selectivos de MAO-B: cumarina

(S1) y los analogos cumarinicos 3-metil-7H-furo[3,2-g]cromen-7-ona (FCS005), 8-propil-
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6H-[1,3]dioxolo[4,5-g]cromen-6-ona (FCS303), 7-metoxicumarina (Ss) y 6-metilcumarina

(S11), en los modelos in vivo, son los siguientes:

3.2.1 Evaluaciéon de IMAO-B en ratones no tratados con reserpina

Se evalué el efecto de los compuestos sobre la actividad motora de los ratones, en dosis
de 100 mg/kg (Vergel, 2010a) y el patron de referencia (selegilina), en dosis de 10 mg/kg
(Finberg, 2002; Matos et al., 2013). Se encontrdé que presentaron un comportamiento
similar al control. A las 2 horas de evaluacion el compuesto FCS303 muestra una tendencia
a la disminucién en la actividad motora y a las 24 horas se observa una disminucion de la
locomocién generalizada, tanto del control como de los tratamientos. Sin embargo, de
acuerdo con la sensibilidad de la prueba estadistica aplicada, en ninguno de los dos casos

se detectaron diferencias significativas entre los compuestos y el control (Figura 3-2).

Figura 3-2:  Evaluacion de IMAO-B en ratones no reserpinizados
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Actividad motora después de la administracion de analogos cumarinicos IMAO-B (100 mg/kg),
control (0 mg/kg) o patrén de referencia (10 mg/kg), en ratones no tratados con reserpina.
Evaluacién alas 1,5 h (A) y a las 23,5 h (B) después de la administracion de los IMAO-B.

3.2.2 Modelo de antagonismo de reserpina

El modelo de reserpina se empled para evaluar los efectos antiparkinsonianos de todos los

analogos cumarinicos en dosis de 100 mg/kg. Se observo que los compuestos S1, FCS005
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y el patrén de referencia (10 mg/kg), causaron reversion de la hipocinesia en los ratones,
presentando diferencia significativa con respecto al control. Los demas compuestos no
mostraron diferencia cuando se evaluaron a las 2 h después de la administracién de
reserpina, sin embargo, el compuesto FCS303 mostrdé una tendencia importante en el
aumento de la actividad motora (Figura 3-3 (A)). En la evaluacion a las 24 h solamente
selegilina y FCS005, mostraton diferencia significativay S1y FCS303 presentan una ligera
tendencia de reversion de la hipocinesia (Figura 3-3 (B)), que la prueba estadistica no

detect6 como significativa.

Figura 3-3:  Evaluacion de IMAO-B en modelo de reserpina
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Actividad motora después de la administracion de analogos cumarinicos IMAO-B (100 mg/kg),
control (0 mg/kg) o patrén de referencia (10 mg/kg), evaluada en modelo de reserpina. Evaluacion
alas2h(A)yalas24h(B)despuésde laadministracion de reserpina. * Diferencia estadisticamente
significativa con respecto al grupo control (p<0,05)

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la evaluacion de todos los analogos
cumarinicos, se procedi6 a evaluar a diferentes dosis los compuestos S1, FCS005 y
FCS303, los cuales presentaron respuestas mas interesantes. Cada compuesto se evaluo
en dosis de 50, 100 y 200 mg/kg de peso, a las 2 y a las 24h. Este procedimiento se realiz6
tanto en los ratones no tratados con reserpina como en el modelo de reserpina, con el fin

de verificar el efecto de las diferentes dosis.
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No se observé ningun efecto de los compuestos S1, FCS005 y FCS303 en ratones no
reserpinizados, ya que, mostraron un comportamiento similar al control, las dosis
evaluadas no presentaron diferencias significativas ni efecto dosis respuesta. El
compuesto S1, a las 2 h de evaluacién en la dosis de 200 mg/kg mostrd una tendencia a
la disminucién de la actividad motora (Figura 3-4). El mismo comportamiento se presenté
con la dosis 50 mg/kg del compuesto FCS005, tanto a las 2 h como a las 24 h (Figura 3-
5). Finalmente, para el compuesto FCS303, al igual que en los casos anteriores, a las 24h
se presenta una ligera tendencia a la disminucién en las dosis de 50 y 100 mg/kg (Figura
3-6). La tendencia de disminucién en la actividad motora, descrita anteriormente, no fue

detectada por la prueba estadistica aplicada como significativa.

Figura 3-4:  Efecto dosis respuesta S1 en ratones no reserpinizados
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Actividad motora después de la administracion de S1 en dosis 50, 100 y 200 mg/kg, control (0
mg/kg) o patrén de referencia (10 mg/kg), evaluada en ratones no reserpinizados. Evaluacién a las
1,5h (A) y alas 23,5 h (B) después de la administracion de S1
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Figura 3-5: Efecto dosis respuesta FCS005 en ratones no reserpinizados
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Actividad motora después de la administracion de FCS005 en dosis 50, 100 y 200 mg/kg, control (0
mg/kg) o patrén de referencia (10 mg/kg), evaluada en ratones no reserpinizados. Evaluacion a las
1,5h (A) y alas 23,5 h (B) después de la administracion de FCS005

Figura 3-6:  Efecto dosis respuesta FCS303 en ratones no reserpinizados
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Actividad motora después de la administracion de FCS303 en dosis 50, 100 y 200 mg/kg, control (0
mg/kg) o patron de referencia (10 mg/kg), evaluada en ratones no reserpinizados. Evaluacion a las
1,5h (A) y alas 23,5 h (B) después de la administracion de FCS303

En el modelo de reserpina las dosis del compuesto S1 que presentaron reversion
significativa de la hipocinesia en comparacién con el control fueron 50 y 100 mg/kg, a las

dos horas de evaluacion y a las 24 h la dosis de 100 mg/kg (Figura 3-7). Selegililina (10



39

mg/kg), también presenté diferencia significativa en los dos tiempos. La dosis de 200 mg/kg
presentd una tendencia al aumento, que la prueba estadistica no detecté como

significativa.

El compuesto FCS005 no tuvo un efecto dosis dependiente. A las dos horas de evaluacion,
la dosis de 100 mg/kg y selegilina mostraron diferencia significativa frente al control y la
dosis de 200 mg/kg presenté una tendencia a la reversion del efecto de reserpina. A las
24h, Gnicamente, el efecto de la dosis de 100 mg/kg fue significativo, mientras que
selegilina y la dosis de 200 mg/kg mostraron tendencia a la reversion, pero no fue

detectada como significativa (Figura 3-8).

En el modelo de reserpina, el compuesto FCS303 a las 2 h presentd una ligera tendencia
en la reversion de la hipocinesia, especialmente las dosis de 100 y 200 mg/kg, mientras
que selegilina fue significativamente diferente. A las 24 h se observé que las dosis de 100,

200 mg/kg y selegilina mostraron diferencia significativa frente al control (Figura 3-9).

Figura 3-7:  Efecto dosis respuesta S1 en modelo de reserpina
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Actividad motora después de la administracion de S1 en dosis 50, 100 y 200 mg/kg, control (0O
mg/kg) o patrén de referencia (10 mg/kg), evaluada en modelo de reserpina. Evaluacion alas 2 h
(A) y a las 24 h (B) después de la administracién de reserpina. * Diferencia estadisticamente
significativa con respecto al grupo control (p<0,05).
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Figura 3-8: Efecto dosis respuesta FCS005 en modelo de reserpina
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Actividad motora después de la administracion de FCS005 en dosis 50, 100 y 200 mg/kg, control (0
mg/kg) o patrén de referencia (10 mg/kg), evaluada en modelo de reserpina. Evaluacion a las 2 h
(A) y a las 24 h (B) después de la administracién de reserpina. * Diferencia estadisticamente
significativa con respecto al grupo control (p<0,05).

Figura 3-9:  Efecto dosis respuesta FCS303 en modelo de reserpina
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Actividad motora después de la administracion de FCS303 en dosis 50, 100 y 200 mg/kg, control
(0 mg/kg) o patrdén de referencia (10 mg/kg), evaluada en modelo de reserpina. Evaluacion a las 2
h (A) y alas 24 h (B) después de la administracion de reserpina. *Diferencia estadisticamente
significativa con respecto al grupo control (p<0,05).
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3.2.3 Efecto de IMAO-B y L-dopa en ratones pre-tratados con

reserpina

En la relacion dosis respuesta de Levodopa/carbidopa (LD:CD), se observé que, alas 2y
a las 24 horas, todas las dosis ensayadas presentaron un efecto significativo en la
reversion de la hipocinesia, excepto la dosis 100:10 mg/kg de LD:CD (Figura 3-10), que no
presento diferencia significativa con respecto al control. Esta Gltima dosis se empleé para
evaluar el posible efecto de la administracion concomitante de los IMAO-B y L-dopa, dado

gue este modelo verifico la respuesta que se produce al reducir la dosis de levodopa.

Figura 3-10: Efecto dosis respuesta LD/CD en ratones reserpinizados
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Actividad después de la administracion de diferentes dosis de LD/CD en ratones pretratados con
reserpina (3 mg/kg). Evaluacion a las 2 h (A) y a las 24 h (B) después de la administracién de
reserpina. * Diferencia estadisticamente significativa con respecto al grupo control reserpina
(p<0,05).

En este modelo se evaluaron los analogos cumarinicos que presentaron mejor respuesta
en el modelo de Parkinson de reserpina, teniendo en cuenta que el modelo de LD/CD se
desarrollé en ratones reserpinizados. Por tanto, para S1 y FCS005 se escogié la dosis de
100 mg/kg, ya que mostro diferencia significativa en los dos tiempos de evaluacion y para
FCS303 se emplearon las dosis 100 y 200 mg/kg, dado que presentaron una tendencia a

las 2 h y fueron significativas a las 24 h.
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En el modelo de LD/CD, a las dos y a las 24 horas de evaluacion, selegilina y el compuesto
FCSO005 mejoraron la respuesta de LD/CD y causaron reversion del efecto de la reserpina
de una forma significativa con respecto al control, el compuesto S1 solamente mostrd

tendencia al mejoramiento sin ser significativa (Figura 3-11).

Por otra parte, el compuesto FCS303 en la dosis de 200 mg/kg y selegilina, mostraron
diferencia significativa a las dos y a las 24 horas de evaluacion. La dosis de 100 mg/kg
solo present6 una tendencia de reversion de hipocinesia, sin que se detectara como

significativa con respecto al control (Figura 3-12).

Figura 3-11: Efecto de LD/CD + IMAO-B en ratones reserpinizados
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Efectos de levodopa:carbidopa (100:10 mg/kg), mas anédlogos de cumarina en dosis 100 mg/kg,
control (0 mg/kg) o patron de referencia (10 mg/kg) en ratones pretratados con reserpina.
Evaluacién a las 2 h y a las 24 h después de la administracién de reserpina. * Diferencia
estadisticamente significativa con respecto al grupo control (p<0,05).
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Figura 3-12: Efecto de LD/CD + FCS303 en ratones reserpinizados
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Efectos de levodopa/carbidopa (LD/CD) mas FCS303 en dosis 100 Y 200 mg/kg, control (0 mg/kg) o
patrén de referencia (10 mg/kg) en ratones pretratados con reserpina. Evaluacién alas 2 hy a las
24 h después de la administracion de reserpina. * Diferencia estadisticamente significativa con
respecto al grupo control (p<0,05).

3.2.4 Potenciacion de efectos inducidos por 2-feniletilamina (FEA)

Se evaluaron los analogos de cumarina en el modelo de 2-feniletilamina (FEA), para
verificar posibles efectos potenciadores y la inhibicién de MAO-B in vivo. Los compuestos
S1, FCS005 y FCS303 en dosis de 100 mg/kg y selegilina en dosis de 10 mg/kg
potenciaron la presencia de estereotipias de manera tal que al compararlos con el grupo
control se presentd diferencia significativa (Figura 3-13). La dosis de 2-feniletilamina
empleada fue de 23 mg/kg (Youdim & Tipton, 2002).
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Figura 3-13: Potenciacion del comportamiento estereotipado producido por FEA
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Comportamiento estereotipado después de administrar FEA (23 mg/kg), en ratones pretratados
con S1, FCS005 y FCS303 en dosis 100 mg/kg, control (0 mg/kg) o patrén de referencia (10 mg/kg).
* Diferencia estadisticamente significativa con respecto al grupo control (p<0,05)

El comportamiento de las estereotipias a través del tiempo se observa en la Figura 3-14.
Selegilina presentd un aumento de las estereotipias en los primeros tiempos de evaluacién
superior al de los compuestos y hacia los 20 min. disminuyo la respuesta, al comparar con
el control se presenta diferencia significativa desde el tiempo 5 hasta el minuto 40. Por otra
parte, los compuestos también mostraron aumento de las estereotipias, presentando
mayor aumento el compuesto FCS005, seguido por FCS303 y luego por S1. A partir del
tiempo 40 los ratones administrados con FCS005 presentaron mayor puntaje en
estereotipias que selegilina. Con respecto al control presentan diferencia significativa
FCSO005 desde el min. 5 hasta el min. 30 y a los 40, 50 y 55 min., mientras que FSC303 a
los 10 y 20 min.
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Figura 3-14: Potenciacion del comportamiento estereotipado a través del tiempo
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Puntaje de estereotipias a través del tiempo después de administrar FEA (23 mg/kg), en ratones
pretratados con S1, FCSO05 y FCS303 en dosis 100 mg/kg, control (0 mg/kg) o patrdon de referencia
(10 mg/kg). * Diferencia estadisticamente significativa con respecto al grupo control (p<0,05)

Los comportamientos estereotipados que se presentaron con mas frecuencia se observan
en la Figura 3-15. El olfateo continuo fue la esterotipia en la cual, todos los tratamientos y
el patron de referencia fueron significativamente diferentes en comparacién con el control.
Adicionalmente, selegilina en aumento de locomocién y movimiento de cabeza de lado a
lado; FCS303 en levantamentos y acicalamiento vigoroso y FCS005 en acicalamiento
vigoroso fueron significativamente diferentes. Solo el grupo de ratones tratados con
selegilina present6 movimientos circulares con una frecuencia inferior a uno (dato no
presentado en la figura 3-15).
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Figura 3-15: Estereotipias mas frecuentes producidas por IMAO-B + FEA
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Frecuencia de cada estereotipia después de administrar FEA (23 mg/kg), en ratones pretratados
con S1, FCS005 y FCS303 en dosis 100 mg/kg, control (0 mg/kg) o patrén de referencia (10 mg/kg).
* Diferencia estadisticamente significativa con respecto al grupo control (p<0,05)

Se evalué la potenciacion de las moléculas IMAO-B a diferentes dosis (50, 100 y 200 mg/kg
de peso), sobre el comportamiento estereotipado producido por FEA. Ningln compuesto
presentd una relacion dosis dependiente y todos mostraron aumento de las estereotipias
en las diferentes dosis. Sin embargo, solo se present6 diferencia significativa frente al
control en los siguientes casos: para S1 en 50 y 100 mg/kg (Figura 3-16); FCS005 en 100
mg/kg (Figura 3-17) y las dosis de 100 y 200 mg/kg para FCS303 (Figura 3-18).
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Figura 3-16: Potenciacion de S1 sobre el comportamiento estereotipado producido por
FEA
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Comportamiento estereotipado después de administrar FEA (23 mg/kg), en ratones pretratados
50, 100 y 200 mg/kg de FCS303, control (0 mg/kg) o patrdn de referencia (10 mg/kg). * Diferencia
estadisticamente significativa con respecto al grupo control (p<0,05)

Figura 3-17: Potenciacion de FCS005 sobre el comportamiento estereotipado producido
por FEA
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Comportamiento estereotipado después de administrar FEA (23 mg/kg), en ratones pretratados
50, 100 y 200 mg/kg de FCS303, control (0 mg/kg) o patrdn de referencia (10 mg/kg). * Diferencia
estadisticamente significativa con respecto al grupo control (p<0,05)
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Figura 3-18: Potenciacion de FCS303 sobre el comportamiento estereotipado producido
por FEA
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Comportamiento estereotipado después de administrar FEA (23 mg/kg), en ratones pretratados
50, 100 y 200 mg/kg de FCS303, control (0 mg/kg) o patrdn de referencia (10 mg/kg). * Diferencia
estadisticamente significativa con respecto al grupo control (p<0,05)

3.2.5 Analisis complementarios de los compuestos IMAO-B

Para complementar el analisis de los resultados obtenidos en los modelos in vivo, se
procedi6 a desarrollar un analisis in silico y una evaluacién tedrica para predecir
propiedades moleculares con importancia farmacocinética, de los analogos cumarinicos
IMAO-B.

= Analisis in silico de compuestos IMAO-B
Para identificar la capacidad de interaccion de los andlogos cumarinicos (S1, FCS303 y
FCS005) con IMAO-B, se realiz6 un andlisis in silico por docking. Para lo anterior se
obtuvieron las secuencias de las monoamino oxidasa de humano y ratén. El alineamiento
de secuencias de MAO-B, tanto para la enzima de ratén como la humana se muestra en
la Figura 3-19. En él se observa que las dos secuencias presentan 520 aminoacidos, no
se encontraron gaps en el alineamiento, el porcentaje de identidad es de 88,98 y solo un
3,1% de mutaciones son no conservativas. Adicionalmente, los amino&cidos del sitio activo

son conservados en un 99,9% para ambas enzimas y solo se reporta un cambio
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conservativo de lle-316 por Val. Debido a la naturaleza de este cambio se espera que no

afecte las interacciones con los ligandos.

Figura 3-19:

Comparacion de las secuencias de MAO-B de raton y humana
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Alineamiento de las secuencias de MAO-B, donde los residuos superiores corresponden a MAO-B
humanay los residuos inferiores a MAO-B de ratdn, los aminoacidos reportados para el sitio activo
estan resaltados en rojo, en verde se muestra el cambio conservativo en el sitio activo. Los
asteriscos indican identidad, mientras que los (:) representan cambios conservativos y los (.)
muestran los cambios no conservativos.
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= Modelamiento de la Estructura 3D de la enzima MAO-B de ratdn

Debido a que no existe estructura 3D resuelta por cristalografia de rayos X o
modelamientos in silico para la enzima MAO-B de ratén, se efectud la prediccién de la
estructura utilizando el reporte de la MAO-B humana como molde. Los pardmetros a tener
en cuenta para evaluar la calidad de los modelos fueron RMSD (raiz cuadrada media de
desviacion) que calcula la calidad estructural del alineamiento y angulos diédricos Phi y
Psi. La descripcion detallada del modelamiento de la estructura 3D de la enzima MAO-B

de raton y su validacion, se presenta en el anexo C.

El alineamiento estructural entre los dos objetos tuvo un RMSD de 0,305 A, con una
identidad de secuencias del 88,98%. Al observar las combinaciones de angulos diedricos
de la MAO-B de raton a través de la estructura generada por i-Tasser utilizando el test
Ramachandran plot (anexo C), se encontré un 81% de aminoacidos en las zonas mas
favorables. Lo que es coherente con los porcentajes de angulos diédricos de estructuras
cristalizadas para MAO-B humana. Estos porcentajes son menores a 90% debido a que
la estructura 3D fue modelada con el cofactor FAD, sin embargo, se considera que el 81%
obtenido genera un buen criterio de calidad y confiabilidad en el modelaje de la estructura
3D (Figura 3-20). Lo anterior, se hace evidente cuando se comparan las estructuras 3D

para la enzima resuelta por cristalografia y la MAO-B modelada para este trabajo.

Figura 3-20: Comparacion de las estructuras 3D de MAO-B de ratén y humana

Las estructuras 3D de las enzimas MAO-B de ratén y humana se observan superpuestas. En verde
se muestra la estructura predicha de MAO-B de ratén y en azul MAO-B 4A79 resuelta por
cristalografia de Rayos X
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*» Posibles interacciones de la enzima MAO-B humana con sus sustratos e
inhibidores conocidos

El acoplamiento molecular se desarrollé entre MAO-B humana y dos de sus sustratos
naturales (dopamina y 2-feniletilamina), también con compuestos IMAO-B reconocidos
(selegilina y rasagilina) y finalmente con las moléculas que presentaron actividad en los
diferentes modelos in vivo (S1, FCS303 y FCS005). Para este analisis de docking se
modeldel sitio activo en interaccion con la coenzima Flavina Adenin Dinucleotido oxidada
(FAD), debido a que es imprescindible para la reaccion. Las caracteristicas de las

interacciones se presentan a continuacion.

Dopamina mostré puentes de hidrogeno con Gly434 y FAD (se presenta la estructura
completa) y con Tyr435, Tyr398, GIn206, Tyr60 y Phe343, estas ultimas interacciones se
caracterizan por ser de naturaleza hidrofébica (Figura 3-21). Mientras que 2-feniletilamina
mostro interacciones tipo puente de hidrégeno con Gly434 e interacciones hidrofébicas con
Tyrd35, Tyr398, Leul71ly FAD (Figura 3-22).

Figura 3-21: Interacciones entre dopamina y MAO-B humana
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Se evidencian los residuos del sitio activo de la enzima en interaccidon con FAD indispensable para
la reaccion enzimatica. Las interacciones hidrofébicas se muestran como un arco con radios en los
cuales se destaca con lineas punteadas rojas el atomo responsable, mientras que los puentes de
hidrogeno se muestran con lineas punteadas verdes.
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Figura 3-22: Interacciones entre 2-feniletilamina y MAO-B humana

Se evidencian los residuos del sitio activo de la enzima en interaccién con FAD (no se presenta la
estructura). Las interacciones hidrofébicas se muestran como un arco con radios en los cuales se
destaca con lineas punteadas rojas el atomo responsable, mientras que los puentes de hidrogeno
se muestran con lineas punteadas verdes.

Los IMAO-B comercializados presentaron Unicamente interacciones hidrofébicas con FAD
y con los residuos Tyr435, Tyr398, 11198, Cys172, Leul7l y Phe343, ademas de estos
aminodcidos rasagilina también presenté interaccién con Gly434 y selegilina con Tyr60,
GIn206 y 1le199 (Figura 3-23 a y b). Es importante anotar que para estos inhibidores no
se presentaron interacciones tipo puente de hidrogeno, esto sugiere que una de las
caracteristicas de la inhibicion es la prevalencia de interacciones hidrofébicas que pueden

ser incluso mas fuertes cuando se comparan con otro tipo de interacciones débiles.

En las interacciones que se presentaron con las moléculas de estudio se apreciaron
puentes de hidrégeno entre Tyrl88 y S1 y entre Cysl72 y los compuestos FCS303 y
FCSO005. Los tres andlogos cumarinicos mostraron interacciones hidrofébicas en comuin
con FAD, Leul7l, GIn206, Tyr398, Tyr435. Para el compuesto S1 adicionalmente se
evidenciaron otras interacciones con Gly 434 y FAD, para FCS005 con 11198, 1le199,
Phe343y para el compuesto FCS303 con lle198, Tyr60, Phe343, Leu328, Tyr326 (Figuras
3-24, 3-25, 3-26).
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Figura 3-23: Interacciones entre MAO-B humana y moléculas IMAO-B de referencia

Interacciones entre MAO-B humana y (a) selegilina, (b) rasagilina. Se evidencian los residuos del
sitio activo de la enzima en interaccidon con FAD (no se presenta la estructura). Las interacciones
hidrofdbicas se muestran como un arco con radios en los cuales se destaca con lineas punteadas
rojas el &tomo responsable.

Figura 3-24: Interacciones entre S1 y MAO-B humana
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Se evidencian los residuos del sitio activo de la enzima en interaccién con FAD (no se presenta la
estructura). Las interacciones hidrofébicas se muestran como un arco con radios en los cuales se
destaca con lineas punteadas rojas el atomo responsable, mientras que los puentes de Hidrogeno
se muestran con lineas punteadas verdes.
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Figura 3-25: Interacciones entre FCS303 y MAO-B humana
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Se evidencian los residuos del sitio activo de la enzima en interaccién con FAD (no se presenta la
estructura). Las interacciones hidrofébicas se muestran como un arco con radios en los cuales se
destaca con lineas punteadas rojas el 4&tomo responsable, mientras que los puentes de Hidrogeno
se muestran con lineas punteadas verdes.

Figura 3-26: Interacciones entre FCS005 y MAO-B humana
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Se evidencian los residuos del sitio activo de la enzima en interaccidn con FAD (no se presenta la
estructura). Las interacciones hidrofébicas se muestran como un arco con radios en los cuales se
destaca con lineas punteadas rojas el &tomo responsable, mientras que los puentes de Hidrogeno
se muestran con lineas punteadas verdes.
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Adicionalmente, se desarrolld el acoplamiento molecular entre MAO-B de ratén y los
compuestos que mostraron mejor respuesta en los modelos in vivo. La molécula FCS005
presentd las mismas interacciones que se observaron con MAO-B humana, la Unica
diferencia es que en cuatro poses, de las cinco calculadas, la interaccién con Cys172 se
identificé de tipo hidrofébica y solo una pose se muestra interaccion tipo puente de

hidrégeno, al igual que la molécula FSC303 (Figura 3-27).

Figura 3-27: Interacciones entre MAO-B de ratdn y los compuestos FCS005 Y FCS303
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Interacciones de los compuestos FCSO05 (a) y FCS303 (b) con la enzima MAO-B de ratén. Se
evidencian los residuos del sitio activo de la enzima en interaccién con FAD (no se presenta la
estructura). Las interacciones hidrofébicas se muestran como un arco con radios en los cuales se
destaca con lineas punteadas rojas el atomo responsable, mientras que los puentes de hidrogeno
se muestran con lineas punteadas verdes.

El calculo de las energias de interaccion entre MAO-B humana y de ratén con los sustratos
naturales, compuestos IMAO-B reconocidos, y con las moléculas de estudio se presentan
en las Tablas 3-1 y 3-2. Se aprecia que en todos los casos los valores de energia son
negativos (termodindmicamente muy favorables), lo que sugiere una alta estabilidad de la
interaccion. De esta forma cuando se comparan las energias totales calculadas para
dopamina (rango de -86.17 a -80.98 KJ/mol) y -2-feniletilamina (-74.69 a -63.93 KJ/mol)
(Tabla 3-1) con las obtenidas con las moléculas IMAO-B comerciales y de estudio se

destacan las siguientes caracteristicas:
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Rasagilina y selegilina mostraron valores de energia mas negativos en el rango de -107.29
a -92.17 y -105.26 a -91.10 KJ/mol respectivamente, lo anterior explica la actividad
inhibitoria comprobada experimentalmente y evidencia que la interaccion es aun mas

favorable que la de los sustratos naturales.

Mientras que el compuesto S1 mostro valores en el rango -76.62 a -71.38 KJ/mol, cercanos
a los valores obtenidos para -2-feniletilamina que se sabe interactia con MAO-B, pero no

es su principal sustrato.

De forma particular se observa que las energias totales para los compuestos FCS005 y
FCS303 fueron notablemente mas bajas (-116.12 a -109.98 y -133.75 a -124.41 KJ/mol
respectivamente) que dopamina el sustrato natural de MAO-B. Lo anterior permite sugerir
que la interaccion entre la enzima y cada uno de estos compuestos es altamente favorable.
Cuando se comparan las energias de interaccion con la enzima de ratdén se observa la
misma tendencia en el comportamiento que con la enzima humana, a excepcién de

selegilina que mostré valores, no mas altos sino, cercanos a los de dopamina.

Tabla 3-1: Energias de interaccion de analogos cumarinicos con MAO-B humana
Moléculas Poses
00 01 02 03 04
s1 -76,62 -75,62 -73,47 -73,48 -71,38
FCS005 -116,12 -114,09 -113,95 -112,90 -109,98
FCS303 -133,75 -130,86 -129,21 -125,92 -124,41
s3 -93,75 -93,05 91,13 -86,36 -85,64
s11 -84,90 -82,81 -79,32 -81,25 -80,53
Dopamina -82,78 -86,17 -80,98 -83,52 -84,50
2- feniletilamina -74,69 -64,40 -63,93 -64,73 -64,71
Selegilina -105,23 -99,35 -95,42 -94,85 -91,10
Rasagilina -107,29 -98,62 -96,97 -98,72 -92,17

Energias de interaccion en kJ/mol
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Tabla 3-2: Energias de interaccion de analogos cumarinicos con MAO-B de ratén

Moléculas Poses
00 01 02 03 04

s1 -55,53 -53,37 -52,58 -51,59 -52,28

FCS005 -74,07 -65,35 -64,30 -64,45
FCS303 -82,35 -70,45 -70,85 -62,57 -58,47
s3 -63,66 -62,63 -55,78 -57,21 -54.40
s11 -63,68 -62,65 -60,02 -55,02 -57,62
Dopamina -62,39 -66,16 -60,88 -60,97 -59,79
2- feniletilamina -59,77 -61,80 -56,15 -51,42 -49,92
Selegilina -66,35 -64,95 -58,98 -56,51 -5451
Rasagilina -72,45 -66,87 -62,66 -67,33 -64,29

Energias de interaccion en kJ/mol

3.3 Discusion

En este estudio se buscé ahondar en el conocimiento farmacolégico de tipo
antiparkinsoniano de los compuestos cumarinicos inhibidores selectivos de MAO-B,
obtenidos por sintesis: 3-metil-7H-furo[3,2-gJcromen-7-ona (FCS005), 8-propil-6H-
[1,3]dioxolo[4,5-g]cromen-6-ona (FCS303), 7-metoxicumarina (Ssz) y 6-metilcumarina (S11)

y de la cumarina (S1)).

Los compuestos IMAO-B que presentaron posibles efectos antiparkinsonianos en modelo
de reserpina fueron S1, FCS005 y FCS303. En el modelo de potenciaciéon de LD/CD,
FCS005 y FCS303 mostraron efectos favorables, mientras que S1 presenté una tendencia.
Lo anterior sugiere que FCS005 y FCS303 podrian controlar sintomas tanto en
monoterapia como en asociacion con LD/CD y S1 seria el menos efectivo en asociacion.
En lo referente a las propiedades protectoras, evaluadas en el modelo de rotenona, solo
FCS005 y FCS303 las presentaron, por tanto, estos compuestos se perfilan como los mas
promisorios del estudio porque ademas de mejorar los signos motores tienen propiedades
neuroprotectoras y no presentaron citotoxicidad sobre neuroblastoma humano, ni toxicidad

aguda relevante.
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Inicialmente se evaluaron todos los compuestos en el modelo de reserpina, teniendo en
cuenta que, los efectos de este agente sobre la actividad locomotora espontanea se
emplean frecuentemente como un modelo de la perturbacibn motora propia de la
enfermedad de Parkinson. Varios farmacos comercializados en la actualidad, en sus
etapas de evaluacion farmacoldgica, presentaron mejoramiento de la alteracion motora
inducida por reserpina, lo que sugiere que este modelo mostré buen prospecto y validez
predictiva (Tadaiesky et al., 2006; Fisher et al., 2000; Teixeira et al., 2008). Se evalud el
sindrome de hipocinesia en ratones porque parece ser el que mejor representa la
enfermedad de Parkinson en este modelo animal (Tadaiesky et al., 2006; Fisher et al.,
2000).

En el modelo de reserpina, los compuestos cumarinicos inhibidores selectivos de MAO-B,
FCS005, FCS303 y S1, lograron la reversion de la hipocinesia. Reserpina bloquea el
transportador vesicular de monoaminas y produce disminucion profunda y duradera de
catecolaminas, situacion que condiciona la deplecién de todas las terminaciones nerviosas
dopaminérgicas incluyendo la via nigroestriada, dando lugar a hipocinesia en los animales
(Philippens, 2008; Matos et al., 2013). Los inhibidores de MAO evitan la degradacion
enzimatica de dopamina a través de la monoamino oxidasa, elevando las concentraciones
reducidas de dopamina (Foley et al., 2000), la cual actia sobre receptores post-sinapticos
D1y D2 que controlan el movimiento (Fisher et al., 2000), lo anterior podria dar explicacion

a la reversion de la hipocinesia que se observé.

Estos resultados sugieren que FCS005, FCS303 y S1 podrian eventualmente retrasar el
intervalo de tiempo que transcurre desde el diagnéstico de la enfermedad de Parkinson
hasta el empleo de L-DOPA (Shimazu et al., 2003). Esta es una propiedad interesante, ya
que, en la actualidad los inhibidores de MAO-B, tales como selegilina y rasagilina, son
agentes eficaces en el tratamiento de los sintomas de la enfermedad en estadio temprano
(Finberg, 2014).

Kannari y col. reportaron que la reserpina produce una disminucién gradual de los niveles
de dopamina hasta llegar a un 4% de los niveles basales, reduccién que persiste por mas
de 6 horas. También observaron aumento en los niveles de los metabolitos DOPAC y HVA

253+34% y 180+13% de los valores basales, respectivamente. Estos resultados pueden
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reflejar la liberacion de DA inducida por reserpina de los sitios de almacenamiento
vesiculares en el citoplasma, donde DA se metaboliza inmediatamente por accion de
abundantes enzimas disponibles (Kannari et al., 2000). Al administrar compuestos IMAO-
B podrian ayudar en cierta medida a conservar los niveles de DA, dejandola disponible en
el citoplasma, para una liberacidn no vesicular mediada por el transportador de dopamina
(DAT), que opera en sentido inverso liberando dopamina a la region del cuerpo estriado
(Sotnikova et al., 2004; Kitanaka J, et al. 2005; Kannari et al., 2000; Bahena-Truijillo et al.,
2000). Sin embargo, el aporte por esta via podria no ser muy significativo, dado que las
neuronas dopaminérgicas en el estriado contienen relativamente poca MAO-B (Jenner,
2012). MAO-B se expresa en mayor medida en el estriado y en general en todo el cerebro.
En el estudio post mortem de pacientes que se trataron con selegilina se reporté aumento
en los niveles de DA en nucleo caudado, globo palido, putamen y sustancia negra. Estos
hallazgos sugieren que la DA liberada de neuronas dopaminérgicas puede ser captada por
neuronas no dopaminérgicas locales y metabolizada por MAO-B (Goldstein et al., 2014),
probablemente es por la inhibicién de este metabolismo que los compuestos de estudio

ejercen, principalmente, sus efectos.

La reserpina promueve el catabolismo oxidativo por parte de MAO (Teixeira et al., 2008).
Se ha reportado que este alcaloide induce un aumento de la relacién glutation oxidado /
glutation reducido (GSSG / GSH) en el cuerpo estriado (Abilio et al., 2003, Bilska et al.,
2007). Esta relacién se propuso como un indice sensible de estrés oxidativo (Tadaiesky et
al., 2006). En estudios posmortem de cerebros con enfermedad de Parkinson se
encontraron niveles bajos de GSH, especificamente en la sustancia negra (Smeyne et al.,
2013). Los analogos cumarinicos IMAO-B, evaluados en este trabajo, disminuyen el
catabolismo oxidativo y podrian ayudar de manera positiva en el desequilibrio GSSG / GSH
producido en el modelo de reserpina y caracteristico de la EP, teniendo en cuenta que,
como se ha reportado, monoamino oxidasa B puede contribuir a la formacion de niveles
altos de peroéxido de hidrogeno, el cual por interaccién con metales, especialmente hierro,

produce radicales libres (Youdim et al., 2005, Teixeira et al., 2008).

En la evaluacion de la posible potenciacion por parte de las moléculas del efecto de LD en
ratones tratados con reserpina, FCS005 y FCS303 (100 y 200 mg/kg, respectivamente),

presentaron respuesta significativa. Esto sugiere que estos nuevos compuestos actian
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como IMAO-B in vivo a las dosis probadas, inhibiendo el metabolismo de DA y por tanto
presentando un aumento en el tiempo de residencia de DA en la hendidura sinaptica

nigroestriatal (Matos et al., 2013), lo que se ve reflejado en la reversion de la hipocinesia.

Kannari y col. estudiaron la influencia de L-DOPA y reserpina en los niveles de dopamina
extracelular (DA) en el cuerpo estriado de ratas y encontraron que la reduccién en los
niveles de DA que causa la reserpina, persiste incluso después de administrar L-DOPA,
mientras que los niveles de los metabolitos presentan dos picos, uno después de la
administracién de reserpina (DOPAC 253+14% y HVA 180+13%) y otro luego de la
administracién de L-DOPA (DOPAC 356+20% y HVA 298+35%) (Kannatri et al., 2000). Esto
es consistente con un metabolismo activo tanto de DA endégena como de la derivada de
L-DOPA. Sin embargo, se podria pensar que los compuestos IMAO-B intervienen en dicho
metabolismo disminuyendo los niveles de metabolitos y conservando los de DA

extracelular tanto endégena como los aportados de forma exdgena.

L-DOPA se emplea para la mejoria de los sintomas de la enfermedad, al menos
temporalmente, mediante la compensacién de la disminucién de los niveles de dopamina
(Foley et al, 2000), el inconveniente es que con el tiempo el uso frecuente causa
movimientos espasmodicos excesivos (disquinesia) y otros efectos secundarios
(Philippens, 2008; Emborg, 2004). Para reducir dichos efectos, se emplean técnicas que
tienden a disminuir la dosis de L-DOPA. En la actualidad la administracién de L-DOPAYy la
terapia adyuvante con inhibidores selectivo MAO-B, se considera Util para este propésito
(Shimazu et al., 2003). En este aspecto, FCS005 y FCS303 mostraron buena respuesta
teniendo en cuenta que a pesar de emplear una dosis reducida de L-DOPA, que por si sola
no tenia efecto, en el modelo de potenciacion los animales presentaron reversion de la

hipocinesia.

La respuesta del compuesto FCS303, en las dosis ensayadas, fue ligeramente superior a
los resultados obtenidos en el modelo de reserpina, siendo significativas sus respuestas
en los dos tiempos de evaluacion, lo que sugiere que a las dosis ensayadas pudo
presentarse potenciacion con dosis reducidas de L-DOPA. Esto, probablemente porque
el compuesto IMAO-B es capaz de evitar la degradacion de la dopamina derivada de L-

DOPA después de la accién de la L-aminoacido aromatico descarboxilasa, en el cerebro.
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Esta es una caracteristica importante porque en la actualidad uno de los usos clinicos de
inhibidores selectivos de MAO-B, como selegilinay rasagilina, es el de mejorar la respuesta

a L-DOPA en etapas posteriores al inicio de la enfermedad (Finberg, 2014).

Por otra parte, es importante tener en cuenta que la administracion de S1, FCS005 y
FCS303 en dosis de 50, 100 y 200 mg / kg, no modificaron la actividad locomotora en
ratones no tratados con reserpina, lo que sugiere que estos agentes atendan,
especificamente la hipolocomocion inducida por reserpina (Tadaiesky et al., 2006). Todos
los animales mostraron, en todos los tratamientos incluido el control, disminucion de la
actividad motora a las 24h, esto coincide con lo reportado en varios estudios donde se
evidencia que la exposicién repetida al campo abierto produce habituacion y por tanto
disminucién en la conducta exploratoria inducida por la novedad (Haleem et al., 2015;
Brenes et al., 2009; Deacon et al.,, 2009). En estos ratones tampoco se observo

estereotipias, lo que indica que los compuestos IMAO-B no la inducen.

Por otra parte, 2-feniletilamina (FEA) es una amina enddgena que se ha encontrado en
trazas en cerebros de mamiferos, tiene una estructura similar a la de anfetamina y cuando
se administra en dosis altas induce respuestas parecidas tales como hiperlocomocién y
estereotipias (Kitanaka J et al., 2005; Dourish, 1982). En este modelo S1, FCS005 y
FCS303 potenciaron las estereotipias caracteristicas de FEA, lo que coincide con lo
reportado en la literatura donde se indica que al combinar dosis bajas de FEA con
inhibidores selectivos de MAO-B se produce estimulacion de la respuesta, ya que, dicha
amina es un sustrato especifico de monoamino oxidasa B, que se metaboliza rapidamente
en el cerebro, pero al inhibir la enzima que la degrada, la duracion de la accién de la FEA

podria extenderse (Kitanaka J et al., 2005).

La estereotipia que presenté mayor frecuencia y en la cual S1, FCS005, FCS303 y
selegilina fueron significativamente diferentes, fue olfateo continuo, esto coincide con la
literatura donde se sugiere que el aumento de ésta estereotipia inducida por FEA, se da
bajo la influencia y el grado de inhibicion de la MAO-B. Adicionalmente, se tiene evidencia
de que a dosis crecientes de selegilina se potencia el olfateo inducido por FEA en ratas
(Kitanaka J et al., 2005).
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Selegilina mostré aumento significativo de la locomocidn, lo que en parte puede deberse a
gue se metaboliza a metanfetamina y desmetil-deprenil (Finberg, 2014). Se ha reportado
gue la metanfetamina causa comportamientos especificos en ratones tales como
hiperlocomocién (Kitanaka N, 2005). Otras estereotipias que presentaron diferencia
significativa en los tratamientos FCS303, selegilina y FCS005, fueron levantamientos,
movimiento de cabeza y acicalamiento vigoroso, respectivamente. Se sugiere que los
levantamientos inducidos por FEA se producen por estimulacién dopaminérgica, el
acicalamiento vigoroso envuelve mecanismos de catecolaminas y serotonina y los
movimientos de cabeza son asociados con esta Ultima monoamina (Dourish, 1982). Lo
anterior coincide con lo que han demostrado estudios in vivo e in vitro que indican que 2-
feniletilamina inhibe la captacién y la liberacion de varias aminas neurotransmisoras,

incluyendo dopamina (Youdim et al., 2002).

En el andlisis del ensayo de 2-feniletilamina a través del tiempo se observo que selegilina
presenta un ligero comportamiento en tres fases, caracteristicas de FEA (inicio, meseta y
recuperacion) (Kitanaka J et al., 2005; Dourish 1982), mientras que en los compuestos no
son tan claras las tres fases, probablemente porque la dosis de FEA empleada (23 mg/kg)
fue menor ala utilizada en otros estudios (75 y 100 mg/kg) (Kitanaka J et al., 2005; Dourish
1982).

Los resultados del estudio dosis respuesta, tanto del modelo de FEA como del resto de
modelos in vivo mostraron que casi todos los compuestos, especialmente FCS005,
presentaron efectos en dosis de 100 mg/kg, sin embargo, al aumentar la dosis a 200 mg/kg
no se observé el efecto. Esto coincide con comportamientos reportados en la literatura
para inhibidores de monoamino oxidasa B selectivos. Un ensayo con rasagilina, mostré
gue a la dosis clinica normal de 1 mg al dia, hubo disminucién de la progresion de la
enfermedad, pero este efecto no fue estadisticamente significativo en la dosis mas alta de
2 mg diarios. Otro caso es el de Safinamida, que a dosis de 100 mg produjo mejoramiento
significativo a nivel motor y en la calidad de vida, pero no se vio lo mismo a dosis de 200
mg (Finberg, 2014). Este comportamiento de los IMAO-B podria deberse al hecho de que
en altas concentraciones estos compuestos pierden selectividad y por tanto inhiben las dos
isoformas de MAO Ay B (Finberg & Youdim, 2002; Finberg, 2014).
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Los compuestos FCS005 y FCS303 presentaron mejor respuesta en los modelos in vivo,
incluso en algunos casos mostraron un efecto mayor que selegilina, especialmente
FCSO005 en el modelo de reserpina y LD/CD, a las 24 horas y en el modelo de FEA del
minuto 40 al 60. Esto podria atribuirse a parametros farmacocinéticos tales como,
absorcion, tiempo de vida media, distribucion, etc. La evaluacion tedrica de las
propiedades moleculares con importancia farmacocinética de estas moléculas indicé que
los analogos cumarinicos poseen valores de log P (coeficiente de reparto octanol/agua)
compatibles con los requeridos para atravesar las membranas (Matos et al., 2013) y dentro
del rango recomendado para permeabilidad cerebral 1-3 (Clark, 2003). El valor de TPSA
(area de superficie polar) también se encuentra por debajo de limite 60 a 70 A 2 sugerido
para una buena permeacion en cerebro (Clark, 2003). Ademas, no presentaron violaciones
de la regla de Lipinski. Lo anterior sugiere que FCS005 y FCS303 pueden atravesar
membranas celulares y también la barrera hematoencefalica, lo que apoya los resultados

obtenidos in vivo y el potencial de estas moléculas.

Los resultados en modelos in vivo y el andlisis tedrico de las propiedades con importancia
farmacocinética son consistentes con los resultados obtenidos en el acoplamiento
molecular (docking) desarrollado para MAO-B humana y de ratén, teniendo en cuenta que
al comparar las secuencias de estas dos enzimas se encontré un 89% de identidad y un
sitio activo altamente conservado en el que se presentan el mismo tipo de residuos
responsables de las interacciones con sustratos y co-sustratos. Lo anterior sugiere que la

inhibicion presentada en raton puede ser similar a la mostrada en MAO B humana.

Los resultados del acoplamiento molecular (docking) entre MAO-B humana y las moléculas
de estudio, mostraron una probable interaccién en el sitio activo de la enzima, que puede
causar la inhibicién de la misma, lo cual corrobor6 los resultados obtenidos en estudios
previos in vitro de S1, S3, S11, FCSS005 y FCS303, donde estos compuestos mostraron
tener propiedades inhibidoras de MAO-B humana (Vergel, 2010a).

La interaccidbn de la enzima con rasagilina y selegilina (inhibidores de MAO-B de
referencia), concuerda por lo reportado en la literatura, donde se indica que se unen al sitio
activo por medio del grupo propargilamino y la unién se realiza mediante enlace covalente

a FAD, especificamente al N-5 de flavina (Jenner, 2012; Finberg, 2014). Los compuestos
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S1, FCS005 y FCS303 también presentaron interaccion hidrofébica con FAD, mientras que
con DA se establece un puente de hidrogeno. Lo anterior es interesante porque los

compuestos presentan interaccion en el mismo sitio que los IMAO-B de referencia.

La simulacion por docking de los compuestos FCS303 y FCS005, concuerdan con estudios
similares de cumarinas (Matos et al., 2013; Matos et al., 2015). Uno de los estudios
present6 un analogo cumarinico con actividad in vivo en modelo de ratones reserpinizados
mas LD/CD, el cual evidenci6 interaccién de los residuos de aminoacidos Leul71, GIn206,
Tyr398, lle198. Los compuestos del presente estudio también mostraron interaccion con
estos aminodcidos y adicionalmente FCS005 con 1le199 y FCS303 con Tyr326. Otro
estudio de una serie de cumarinas expuso un modo de unién hipotético en el cual el nlcleo
de cumarina se orienta hacia el cofactor FAD y muestra buena disponibilidad para
establecer un puente de hidrogeno con el residuo Cysl172 (Matos et al., 2013). En el
acoplamiento molecular de los compuestos cumarinicos S1, FCS005 y FCS303, también
se evidenci6 que el nlcleo de cumarina interaccioné con FAD y formé puente de hidrégeno
con Cysl72 para los analogos FCS005 y FCS303, mientras con S1 la interaccién fue

hidrofébica.

Al comparar las interacciones entre FCS005 (compuesto que presentd mejores efectos en
los modelos in vivo), con MAO-B humana y de ratdn, se encontrd una gran similitud dado
gue presentaron interacciones con los mismos residuos de aminoacidos. La Unica
diferencia que presenta es que en tres poses de las cuatro reportadas, para raton, el
residuo Cys172 muestra interaccion hidrofébica y solo en una pose la interaccién es
mediante puente de hidrogeno, esto depende de la cercania que presente el azufre del
aminodcido con el oxigeno de la molécula. Esta diferencia con Cys172 también la present6

el compuesto FCS303.

Las energias de interaccion calculadas evidenciaron que se conservé la misma tendencia
tanto en humano como en raton, los valores de energia fueron negativos lo que indica
favorabilidad en las interacciones. El sustrato natural especifico de MAO-B, 2-feniletilamina
(Finber, 2014), mostré menos favorabilidad de interaccién que dopamina (-83,6 kJ/mol), ya
gue la energia fue mas alta (-66,5kJ/mol), lo mismo ocurrié con el compuesto S1 (-74,1
kJ/mol).
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Selegilina y rasagilina presentaron energias mas bajas que dopamina (-97,1y -98,8 kJ/mol,
respectivamente), esto sugiere que la interaccion de estos compuestos con la enzima es
mas favorable que con el sustrato natural dopamina, lo que coincide con la literatura donde
se reporta que selegilina y rasagilina son inhibidores irreversibles de MAO-B (Finberg,
2014; Youdim et al., 2004). Los valores de energia para el compuesto FCS303 son los
mas bajos (-128,8 kJ/mol), en comparacion con los sustratos naturales y con los IMAO-B
de referencia. El compuesto FCS005 (-113,4 kJ/mol) presenta valores cercanos, lo que
sugiere que existe una interaccidon mas estable entre estos compuestos y MAO-B, en
comparacion con los demas sustratos estudiados. Lo anterior es interesante dado que es

consistente con los resultados obtenidos en los modelos in vivo.






4.Estudios in vitro

4.1 Metodologia

4.1.1 Cultivo celular

Para los ensayos in vitro se emplearon células de neuroblastoma humano SH-SY5Y,
obtenidas del American Type Culture Collection (ATCC) que se encontraban en stock en
el laboratorio de neurobioquimica de la Pontificia Universidad Javeriana. Las células se
mantuvieron en DMEM-F12 (medio minimo esencial modificado por Dubelco, con mezcla
de nutrientes F12), suplementado con 10% de SFB (suero fetal bovino), en cajas de cultivo
estériles de 75 cm?, e incubadas en condiciones estandar (5% CO; en el aire, 37°C y 100%

de humedad relativa).

Los cultivos con 90% de confluencia se lavaron dos veces con solucion salina tamponada
con fosfato (PBS) y luego se trataron con solucién de tripsina al 0,025% y EDTA al 0,03%,
durante 3 minutos, a 37°C, posteriormente se inactivo la tripsina con un volumen igual de
DMEM-F12- SFB10%. Al final se obtuvo una suspension celular que se contdé en camara

de Neubauer mediante el método de exclusion con azul de tripano.

Las células se sembraron en placas de fondo plano de 96 pozos a una densidad de 23000
células/pozo y se incubadas durante 24 horas para permitir la adhesion celular a la
superficie del pozo. En estas condiciones, las células se emplearon para evaluar el efecto
dosis respuesta de los compuestos cumarinicos sobre la viabilidad, para identificar el
efecto citoprotector de las moléculas en un modelo celular de la enfermedad de Parkinson

inducido por rotenona y para la cuantificacion de radicales superoéxido.
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4.1.2 Tratamientos

Los compuestos a evaluar se disolvieron en DMSO (dimetilsulfoxido) y luego en DMEM-
F12 hasta alcanzar las concentraciones necesarias para cada ensayo, teniendo en cuenta
gue el contenido final de DMSO en el medio nunca superd 0.15%. Adicionalmente, se
tuvieron en cuenta los siguientes controles: control de vehiculo, control de rotenona (50

1M) y control de selegilina (200 pM).

4.1.3 Determinacion del efecto dosis respuesta de los IMAO-B
sobre la viabilidad

Se evaluaron los tratamientos S1, S3, S11, FCS005 y FCS303 en concentraciones de 12,
25, 50, 100 y 200 puM por triplicado durante 24 h. Una vez transcurrido el tiempo de
incubacién se extrajo el medio de cultivo con el tratamiento y se lavaron los pozos con
PBS, al final se determiné el porcentaje de viabilidad celular en cada tratamiento mediante
la técnica de resazurina. Para lo cual se adicionaron 100 pL por pozo de medio DMEM-
F12 sin suplementar con resazurina al 25% v/v (partiendo de una solucion inicial de 44 pM)
y se incubé durante 4 horas en condiciones estandar. Cumplido el tiempo de incubacion
las placas se leyeron a una longitud de onda de excitacion 535 nm y 595 nm de emision

en un lector de placas Dynex.

4.1.4 Evaluacion de efectos protectores en citotoxicidad inducida
por rotenona
Para evaluar los efectos protectores de los compuestos cumarinicos en las células
SHSY5Y, se establecio primero la concentracion de rotenona a emplear. Para lo cual se
evaluo la viabilidad celular a las siguientes concentraciones 10, 20, 30, 40 y 50 uM.
Posteriormente, se evaluaron in vitro los compuestos S1, FCS303 y FCS005 los cuales
presentaron buena respuesta en el modelo in vivo de reserpina. Se procedi6é a tratar
previamente por 24h con los compuestos en las siguientes concentraciones: S1 y FCS005
(25, 50 y 100 pM) y FCS303 (5, 25, 50 y 100 uM). Transcurrido este tiempo se retiraron
los tratamientos, se lavaron los pozos con PBS y se incubaron con rotenona 50 uM por 24
h. Al final se procedié a evaluar la viabilidad mediante el método de resazurina descrito

anteriormente.
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4.1.5 Cuantificacién de la produccién de anion superoxido
mediante citometria de flujo

La rotenona estimula la produccion del radical superéxido en las células SH-SY5Y, dicho

radical con la dihidroxietidina (DHE), forma un producto rojo fosforescente que es

cuantificado (Seetapun et al., 2013).

Para este ensayo las células SH-SY5Y se sembraron en placas de 24 pozos, a una
densidad de 100000 células pozo. Las placas se incubaron 24 horas en condiciones
estandar para permitir la adhesion celular. Posteriormente se trataron con FCS005 (50 y
100 uM) y FCS303 (5 y 25uM) y trascurridas 24 horas se lavaron con PBS y se agreg6
solucion de tripsina al 0,025% y EDTA al 0,03% por 3 minutos, luego se neutralizé el efecto
de la enzima con DMEM/F12 suplementado con 10% de SFB. El volumen de cada pozo
se llevd a un microtubo y se adicion6 dihidroetidina (marcador que identificd la produccion
de anién O2), para llegar a una concentracion final de 2,5 uM y se llevo a la incubadora
por 30 minutos. Por ultimo se adiciond rotenona hasta alcanzar una concentracion final de
50uM y se incubd por una hora, luego se centrifugaron los microtubos a 5000 rpm durante
5 minutos, posteriormente se deseché el sobrenadante y se resuspendié en 300 uL de
DMEM/F12 + 10% de SFB. Cada microtubo se llevo al vortex para conseguir una solucion
homogénea de células y se leyé la fluorescencia mediante citometria de flujo utilizando

filtro de excitacion 488nm y 630nm de emision.

4.1.6 Analisis de datos

Los resultados de los estudios in vitro se expresaron en términos de promedio + el error
medio estandar (ems) y se analizaron por medio de un analisis de varianza de una via o
de dos dependiendo del caso. Para determinar el o los tratamientos responsables de las
diferencias significativas se aplico la prueba de diferencias multiples de Tukey. En los
casos en los que no se presentd homogeneidad de varianzas y/o distribucion normal de
datos, se aplicé el andlisis no paramétrico de Kruskal-Wallis. Los datos se procesaron con
los programas: Excel?, GraphPad Prism (V 5.0) y Stata 12. El nivel de significancia

estadistica adoptado fue P<0.05



70 Estudio de los efectos antiparkinsonianos y del perfil toxicol6gico de anélogos
cumarinicos selectivos sobre MAO-B

4.2 Resultados

4.2.1 Citotoxicidad

Para estudiar la citotoxicidad de los analogos cumarinicos IMAO-B en la linea celular de
neuroblastoma SH-SY5Y por 24 horas, se empled el método de resazurina, el cual evalué
la viabilidad celular y la integridad mitocondrial por la actividad de oxidoreductasas
presentes en las mitocondrias de las células viables, después de someter las células a los
diferentes tratamientos en concentraciones de 12; 25; 50; 100 y 200 uM. Como control
positivo se utilizé rotenona (50uM) un potente inhibidor del complejo | mitocondrial (Li,
2003) evidenciandose una diminucion de la viabilidad celular en un 42% aproximadamente.
Otros controles empleados fueron los tratamientos con selegilina (patron de referencia
IMAO-B), el control de vehiculo (DMSO) y el control sin tratamiento.

Los resultados obtenidos para el compuesto S3 (Figura 4-1) muestran un pequefio efecto
dosis-respuesta, acentuado especialmente a las concentraciones de 100 y 200 pM, en las
gue se disminuyé la viabilidad en un 24% y 22%, respectivamente siendo

significativamente diferentes al control de crecimiento celular.

Figura 4-1: Citotoxicidad de S3 en células SH-SY5Y
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Tratamientos

Efecto sobre la viabilidad de células SH-SY5Y expuestas por 24 h a S3 (12; 25; 50; 100 y 200 uM),
DMSO (0,05%) y selegilina (200 uM). * Diferencia estadisticamente significativa con respecto al
grupo control (p<0,05) (n=9).
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Por otra parte, el compuesto S11 no presentd disminucion de la viabilidad en ninguna de
las concentraciones evaluadas (Figura 4-2).

Figura 4-2: Citotoxicidad de S11 en células SH-SY5Y
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Tratamientos

Efecto sobre la viabilidad de células SH-SY5Y expuestas por 24 h a S11 (12; 25; 50; 100 y 200 uM),
DMSO (0,05%), selegilina (200 uM) y rotenona (50uM). * Diferencia estadisticamente significativa
con respecto al grupo control (p<0,05) (n=9).

De manera interesante, los compuestos S1, FCS005 y FCS303 que fueron evaluados in
vivo y presentaron diferencias significativas en el modelo de reserpina, no mostraron
diferencia significativa con el control de crecimiento celular (Figuras 4-3, 4-4 y 4-5,
respectivamente). Aunque se observaron algunas tendencias no significativas para el
compuesto S1, que presentd una ligera disminucion en la viabilidad en las concentraciones
100 y 200 puM y el compuesto FCS303 mostré una ligera tendencia al aumento de la
viabilidad para la concentracion 12 uM. Lo anterior sugiere que los compuestos S1,

FCS005 y FCS303 no disminuyen la viabilidad celular a ninguna de las concentraciones
evaluadas.
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Figura 4-3: Citotoxicidad de S1 en células SH-SY5Y
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Efecto sobre la viabilidad de células SH-SY5Y expuestas por 24 h a S1 (12; 25; 50; 100 y 200 pM),

DMSO (0,05%), selegilina (200 uM) y rotenona (50uM). * Diferencia estadisticamente significativa
con respecto al grupo control (p<0,05) (n=9)

Figura 4-4: Citotoxicidad de FCS005 en células SH-SY5Y
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Tratamientos

Efecto sobre la viabilidad de células SH-SY5Y expuestas por 24 h a FCS005 (12; 25; 50; 100 y 200
uM), DMSO (0,15%), selegilina (200 uM) y rotenona (50uM). * Diferencia estadisticamente
significativa con respecto al grupo control (p<0,05) (n=9)



73

Figura 4-5:  Citotoxicidad de FCS303 en células SH-SY5Y
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Tratamientos

Efecto sobre la viabilidad de células SH-SY5Y expuestas por 24 h a FCS303 (12; 25; 50; 100 y 200
uM), DMSO (0,1%), selegilina (200 uM) y rotenona (50uM). * Diferencia estadisticamente
significativa con respecto al grupo control (p<0,05) (n=9)

4.2.2 Evaluacion de efectos protectores en sobre la citotoxicidad

inducida por rotenona

Se evaluaron los efectos protectores de los analogos cumarinicos sobre la toxicidad
inducida por rotenona en células SH-SY5Y. Para lo cual se desarroll6 un ensayo a varias
concentraciones que permiti6 determinar la concentracion de rotenona que disminuy6
aproximadamente en un 42 % la viabilidad de las células (50 uM por 24 h) (Figura 4-6).
Unavez establecida esta concentracion las células fueron pre-tratadas con los compuestos
por 24 h y luego fueron sometidas a un insulto con rotenona 50 UM por 24 h mas. En las
células pre-tratadas con el compuesto S1 no se observaron efectos protectores en ninguna
de las dosis ensayadas (Figura 4-7). Sin embargo, en las células pre-tratadas con los
compuestos FCS005 y FCS303 (Figura 4-8 y 4-9) en las mismas condiciones, se vio
favorecido el mantenimiento del porcentaje de viabilidad especialmente en las
concentraciones de 50 y 100 pM. Adicionalmente, no se observaron diferencias
significativas en todas las concentraciones evaluadas, lo que sugiere un efecto

citoprotector de estos compuestos frente al insulto con rotenona. Las células que fueron
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tratadas solo con las diferentes dosis de los compuestos (blancos de los compuestos)
tampoco mostraron diferencias significativas frente al control, lo que evidencia que no hay
efecto de los compuestos sobre la viabilidad.

Figura 4-6: Citotoxicidad de rotenona sobre células SH-SY5Y
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Rotenona

Efectos citotdxicos de rotenona (10, 20, 30, 40 y 50 uM), sobre células SH-SY5Y. Control de

crecimiento celular. * Diferencia estadisticamente significativa con respecto al grupo control
(p<0,05).

Figura 4-7: Efectos protectores de S1 en modelo de rotenona 50 uM
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Efectos protectores de S1 (50, 100 y 200 uM), sobre células SH-SY5Y a las cuales se les induce
citotoxicidad con rotenona (50 uM). Control de crecimiento celular, control de DMSO (0,15%) y

control de rotenona (50 uM). * Diferencia estadisticamente significativa con respecto al grupo
control (p<0,05) (n=9)



Figura 4-8: Efectos protectores de FCS005 en modelo de rotenona 50 uM
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Efectos protectores de FCS005 (50, 100 y 200 uM), sobre células SH-SY5Y a las cuales se les induce
citotoxicidad con rotenona (50 uM). Control de crecimiento celular, control de DMSO (0,15%) y
control de rotenona (50 uM). * Diferencia estadisticamente significativa con respecto al grupo

control (p<0,05) (n=9)

Figura 4-9: Efectos protectores de FCS005 en modelo de rotenona 50 uM
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Efectos protectores de FCS303 (50, 100 y 200 uM), sobre células SH-SY5Y a las cuales se les induce
citotoxicidad con rotenona (50 uM). Control de crecimiento celular, control de DMSO (0,15%) y
control de rotenona (50 uM). * Diferencia estadisticamente significativa con respecto al grupo

control (p<0,05) (n=9)
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Cuando se comparan las respuestas en viabilidad de los analogos cumarinicos a diferentes
concentraciones, se observa que los compuestos FCS005 y FCS303 favorecieron la
viabilidad celular y no presentaron un efecto dosis respuesta. Mientras que el efecto de

S1 es significativamente inferior comparado con los otros dos analogos cumarinicos
(Figura 4-10).

Figura 4-10: Comparacion de los efectos protectores de IMAO-B
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Comparacion entre las respuestas de S1, FCS005 y FCS303 a diferentes concentraciones en modelo
de rotenona, sobre células SH-SY5Y * Diferencia estadisticamente significativa con respecto a los
tratamientos FCS005 y FCS303 (p<0,05)

Las células SH-SY5Y que fueron sometidas a un insulto con rotenona 50 uM observadas
por microscopia de luz, previo pre-tratamiento con los analogos cumarinicos S1, FCS005
y FCS303, se presentan en la Figura 4-11. Se aprecia que estos tratamientos preservan
la viabilidad, el numero y la morfologia celular, mientras que en las células tratadas con
rotenona se afecta tanto el nimero de células como la morfologia. Adicionalmente, no se
observan diferencias en estos parametros en las células tratadas solo con el vehiculo, lo
gue sugiere que el DMSO no ejerce efectos deletéreos en las células.
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Figura 4-11: Células SH-SY5Y pre-tratadas con IMAO-B en modelo de rotenona

Imdagenes de microscopia de luz observadas a 20X. (A) Células sin tratamiento (control). (B) Células
tratadas con FCS005 50uM. (C) Células tratadas con S1 50uM. (D) Células tratadas con FCS303
50uM. (E) Células con DMSO 0,15% (control vehiculo). (F) Control con rotenona 50uM. Las células
se exponen durante 24 horas. Barra 50um
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4.2.3 Cuantificacion de la produccion de aniéon superoxido

mediante citometria del flujo
La cuantificacion de la produccion del aniébn O, se desarroll6 para identificar si los
compuestos cumarinicos presentan la capacidad de inactivacién de estos radicales. Este
parametro se midid mediante determinacion de la intensidad media de fluorescencia (IMF)
por citometria de flujo, los resultados obtenidos para los diferentes tratamientos se

observan en la Figura 4-12.

Los resultados muestran que los compuestos FCS005 (10 y 25 uM) y FCS303 (1, 3y 5
MM) no aumentan la produccién de radicales O, en las células SH-SY5Y por lo que no se
observan diferencias estadisticas con el control de células. Sin embargo, en ninguna de
las concentraciones evaluadas se observa efecto en la disminuciéon o inactivacion de

radicales O, cuando las células son sometidas frente al insulto con rotenona.
Figura 4-12: Produccion radical superoxido
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Efectos de FCS005 (10, 25, 50 uM) y de FCS303 (1, 3, 5 uM) sobre la produccién de radicales
superoxido *Diferencia estadisticamente significativa con respecto al control de crecimiento

(p<0,05) (n=6)
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4.3 Discusion

Los ensayos in vitro buscaron identificar otras posibles actividades para los compuestos
cumarinicos inhibidores selectivos de MAO-B, obtenidos por sintesis: 3-metil-7H-furo[3,2-
gJcromen-7-ona (FCS005), 8-propil-6H-[1,3]dioxolo[4,5-g]cromen-6-ona (FCS303), 7-
metoxicumarina (Sz) y 6-metilcumarina (S11) y de la cumarina (S1)). Especificamente se
evaluaron efectos protectores y si los compuestos presentaban citotoxicidad. Para esto se
realizaron ensayos a diferentes concentraciones de las moléculas, a fin de identificar
posibles efectos citotoxicos y las concentraciones de trabajo en los ensayos de

neuroproteccion.

En estos ensayos se demostrd que los compuestos que presentaron efectos en los
modelos in vivo, no tienen un efecto significativo sobre la viabilidad de las células SH-SY5Y
en las concentraciones ensayadas, lo cual es importante porque las concentraciones a las
cuales los compuestos mostraron inhibicibn selectiva de MAO-B, e incluso

concentraciones mayores, fueron inocuas para el modelo celular.

Una vez se comprobd que los compuestos no fueron citotdxicos se busco identificar los
posibles efectos neuroprotectores de S1, FCS303 y FCS005 frente a la toxicidad inducida
por rotenona. Para este ensayo se emple6 el modelo rotenona de EP que en los udltimos
afos se ha usado para identificar potenciales agentes neuroprotectores (Greenamyre et
al., 2010). La rotenona, es uno de los agentes que se emplean para inducir parkinsonismo
in vitro e in vivo (Halperin, 2009; Song et. al., 2012), dado que atraviesa facilmente la
membrana para inducir la inhibicion especifica del complejo | mitocondrial y causar la
degeneracién selectiva dopaminérgica nigroestriatal (Molina-Jimenez et al., 2003; Song et
al., 2012). Por otra parte, SH-SY5Y es una de las lineas celulares de neuroblastoma que
se usa comunmente en el modelo de Parkinson, porque comparten muchas propiedades
con las neuronas dopaminérgicas tales como la expresién de tirosina hidroxilasa y sintesis
de dopamina (Song et al., 2012). Un estudio que evalué los efectos de rotenona en células
no dopaminérgicas y células dopaminérgicas SH-SY5Y, reporté que ésta Ultimas fueron
mas sensibles a la rotenona que las células MCF-7 (linea celular de carcinoma mamario)
y las células HepG2 (hepatocarcinoma), en dicho estudio se sugiere que la dopamina
intracelular podria ser un factor que hace a las células més vulnerables a la rotenona
(Watabe & Nakaki, 2007).
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En este modelo FCS005 y FCS303 presentaron efectos protectores que se podrian dar
porque intervienen en el metabolismo de la dopamina mediado por MAO, donde se
produce peréxido de hidrogeno que reacciona con metales en transicion para formar el
radical hidroxilo y si éste no es reducido por los antioxidantes celulares, reaccionaria con
lipidos, aminoacidos y DNA, causando dafio celular (Tadaiesky et al., 2006). Sin embargo,
las neuronas dopaminérgicas expresan principalmente MAO-A (Goldstein et al., 2014;
Jenner, 2012), por tanto se podria pensar que el mecanismo de inhibicion de MAO-B
aportaria poco al efecto neuroprotector observado. Esto Gltimo concuerda con la literatura,
ya que se ha reportado que tanto compuestos que poseen actividad inhibidora de MAO-B
como los que no la poseen, han mostrado propiedades neuroprotectoras similares en
cultivos de células neuronales, en respuesta a diversas neurotoxinas y en varios modelos
in vivo (isquemia global, neurotrauma, lesion en la cabeza, anoxia, etc.), lo que indica que
la inhibicién de la MAO no es un pre-requisito para la neuroproteccién (Mandel et al., 2005;
Weinreb et al., 2010). Lo que sugiere que pueden estar involucrados otros mecanismos

gue favorecen este efecto protector.

La disminucién en la actividad del complejo | de la cadena respiratoria mitocondrial, que
causa la rotenona, asi como el estrés oxidativo derivado de la mitocondria se han implicado
en enfermedades neurodegenerativas (Molina-Jimenez et al., 2003; Song et al., 2012).
Adicionalmente, se ha demostrado que la rotenona es capaz de inducir apoptosis a través
de la generacion mitocondrial de especies reactivas de oxigeno (Watabe et al., 2007;

Molina-Jimenez et al., 2003).

Los antioxidantes, captadores de radicales libres y farmacos similares se han utilizado
potencialmente en el desarrollo terapéutico para prevenir la enfermedad de Parkinson. Los
resultados de algunos autores sugieren que flavonoides y cumarinas pueden captar
directamente las especies reactivas del oxigeno (Molina-Jimenez et al., 2003). Teniendo
en cuenta esto y comenzando a explorar posibles mecanismos de accion mediante los
cuales se produce el efecto neuroprotector, se realizé el ensayo de cuantificacion de radical
superoxido en el cual se observé que los compuestos no tienen efecto antioxidante
significativo. Sin embargo, en estudios previos de actividad antioxidante in vitro en el

sistema xantina/xantino oxidasa, se observé que FCS005 y FCS303 mostraron efecto
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antioxidante frente a superéxido del 50%. La diferencia podria deberse a que en el modelo
celular la cadena respiratoria mitocondrial es una de las fuentes mas importantes en la
producciéon de ROS en condiciones fisiologicas. Dos sitios de la cadena respiratoria,

complejo Iy complejo lll, se han sugerido como la principal fuente de ROS (Li et al., 2003).

No obstante, esto no descarta que los IMAO-B puedan tener efecto sobre la produccién de
otros radicales. La rotenona estimula la produccién de superoxido pero éste puede
reaccionar con peréxido de hidrégeno para generar oxigeno singlete y radicales hidroxilo,
gue son mas toxicos (Li et al., 2003). Teniendo en cuenta lo anterior, se podria pensar en
la posibilidad de que los compuestos presenten mejores respuestas frente a otros
radicales. El estudio de Vergel demostr6 que el porcentaje de captacion del radical hidroxilo
por parte de FCS005 fue 92+1% y de 83+5% para FCS303; en el caso de peroxilo FCS005
mostré un porcentaje de captacion de 96% y FCS303 presenté interferencia en el ensayo
(Vergel, 2010a).

Es importante no ignorar la actividad antioxidante de estos compuestos, por lo expuesto
anteriormente y porque también mostraron actividad protectora frente a peroxidacion
lipidica y oxidacion de grupos carbonilo de las proteinas, en homogenados cerebrales de
ratones previamente tratados con FCS005 y FCS303 (Vergel, 2010).
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5.Estudios de toxicidad

5.1 Metodologia

5.1.1 Animales

Para el estudio de toxicidad aguda se emplearon ratones albinos ICR hembras y machos,
con peso entre 25y 30 g. antes de la realizacién de los ensayos los ratones se distribuyeron
aleatoriamente en jaulas y se aclimataron, durante 72 horas. Se mantuvieron a
temperatura 22° + 1° C, con ciclos sucesivos de 12 horas de luz y oscuridad y consumo de

agua y alimento a libre demanda.

5.1.2 Estudio de toxicidad aguda

Se evaluo la toxicidad aguda de los compuestos que mostraron ser mas interesantes en el
modelo de reserpina. El estudio se desarrollé en dos etapas, en la primera se distribuyeron
aleatoriamente tres ratones ICR hembras y machos por cada grupo. El grupo control recibi
vehiculo y los grupos de tratamiento (S1, FCS005 y FCS005) una dosis de 2000 mg/kg de
peso (OECD, 2001). Se observaron durante 14 dias y posteriormente se inicié el desarrollo

de la segunda etapa de la misma forma que la primera.

La administracién del tratamiento o del vehiculo, segun el caso, se llevé a cabo por medio
de una sonda orogastrica, en dosis Unica. El vehiculo utilizado para la diluciéon del extracto
etandlico estaba compuesto por: 10% de propilenglicol, 10% de glicerina, 1% de

polisorbato-80 y agua destilada en cantidad suficiente para completar a 100%.

Las variables dependientes fueron: Examen fisico y examen anatomopatolégico.
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e Examen fisico: En las dos etapas los ratones se observaron durante las primeras
horas después de la administracion y luego diariamente durante dos semanas. Se
evaluaron parametros fisiolégicos y de comportamiento, siguiendo los
lineamientos del test de Irwin y del formulario FOB (funcional observation battery),

(ver anexos Ay B).

e Examen anatomopatologico: Al finalizar cada etapa del estudio se realizo la
necropsia de todos los animales, o antes en caso de muerte del animal. Se
tomaron muestras de: higado, rifién, cerebro, bazo, pulmones, corazén, intestinos
y Organos sexuales y se enviaron al Laboratorio de Patologia, Facultad de

Medicina, Universidad Nacional.

5.1.3 Analisis de datos

Los resultados del examen fisico se estudiaron mediante un andlisis de datos
longitudinales dicotomicos (prueba GEE) (Jos, 2005). Los resultados de patologia se
analizaron con la prueba estadistica Kruskal-Wallis. Los datos se procesaron con los
programas: Excel?, GraphPad Prism (V 5.0) y Stata 12. El nivel de significancia estadistica
adoptado fue P<0.05.

5.1.4 Aspectos éticos

Se tuvieron en cuenta consideraciones éticas tales como: las fijadas por el Consejo
Internacional de Organizaciones Médicas para la investigacion biomédica en animales,
las establecidas en la Ley niumero 84 de 1989, capitulo sexto (en la cual se hace
referencia al uso de animales vivos en experimentos e investigacion en nuestro pais)
y la Resolucion 8430 de 1993, titulo V, en el cual se dan pautas para la investigacion

biomédica con animales.

Por otra parte, el comité de ética de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional,
en reunion realizada el 18 de octubre de 2011 (acta No. 06), evalud y emitié concepto

aprobatorio. Para esto, el comité tuvo en cuenta que en esta investigacion se contd con un
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disefio metodol6gico apropiado, en el cual se redujo el nimero de animales y el

investigador contaba con la habilidad necesaria para el cuidado y manejo de los mismos.

5.2 Resultados

5.2.1 Examen fisico

= Peso corporal y de 6érganos
En el control de peso llevado a cabo durante el estudio se observé que, para hembras no
hubo diferencia significativa entre los grupos de tratamiento y el grupo control, mientras
gue para machos se observé, en la primera semana, disminucion significativa del peso en

el grupo dosificado con el compuesto S1 (Figuras 5-1y 5-2).

Figura 5-1: Variacion de peso corporal de hembras
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Promedio de peso corporal de ratones ICR hembras, que recibieron analogos cumarinicos IMAO-B
(2000 mg/kg via oral) administrados en dosis Unica. Control Omg/kg
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Figura 5-2: Variacion de peso corporal de machos

35
30 i——-——-—*"d -+ Control
e ——1
25 -+ FCS005
* ~+ FCS303
w 204
=]
E
o
o 15
10
5-
0 T T
0 1 2
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Promedio de peso corporal de ratones ICR machos, que recibieron analogos cumarinicos IMAO-B
(2000 mg/kg via oral) administrados en dosis Unica. Control Omg/kg. *Diferencia estadisticamente
significativa con respecto al control de crecimiento (p<0,05)

Por otra parte, en las figuras 5-3 y 5-4 se presentan los pesos de los érganos obtenidos en
la necropsia, no se evidencio diferencias significativas entre los grupos controles y los
tratados, excepto para los ratones macho que se les administré S1, los cuales mostraron
diferencia en higado.
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Figura5-3: Peso de 6rganos de hembras
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Promedio del peso de los érganos de ratones ICR hembras, que recibieron andlogos cumarinicos
IMAO-B (2000 mg/kg via oral) administrados en dosis Unica. Control Omg/kg. *Diferencia
estadisticamente significativa con respecto al control de crecimiento (p<0,05)

Figura 5-4: Peso de érganos de machos
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Promedio del peso de los érganos de ratones ICR machos, que recibieron andlogos cumarinicos
IMAO-B (2000 mg/kg via oral) administrados en dosis Unica. Control Omg/kg. *Diferencia
estadisticamente significativa con respecto al control de crecimiento (p<0,05)
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= Examen fisico
Los parametros del examen fisico que presentaron diferencias estadisticamente
significativas comparados con el grupo control fueron: aumento actividad motora 26,9%,
pasividad 6,0%, piloereccion 3,0%, perdida de reaccion de alarma 14,0% y disnea 4,6%,

los porcentajes se presentan sobre el total de los animales del estudio.

Piloereccion y disnea presentaron diferencia significativa a través del tiempo, el tratamiento
S1 mostro los mas altos porcentajes en los primeros dias y fue disminuyendo, seguido por
el grupo que recibi6 FCS303, donde el porcentaje de ratones que presentd estos dos

parametros no superé el 25% (Figuras 5-5y 5-6).

Figura 5-5:  Piloereccién
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Comportamiento del parametro piloereccién a través del tiempo en ratones ICR, que recibieron
analogos cumarinicos IMAO-B (2000 mg/kg via oral) administrados en dosis tnica. Control 0Omg/kg
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Figura 5-6: Disnea
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Comportamiento del pardmetro disnea a través del tiempo en ratones ICR, que recibieron andlogos
cumarinicos IMAO-B (2000 mg/kg via oral) administrados en dosis Unica. Control 0Omg/kg

El grupo de ratones a los que se les administré S1, fue el Unico que presenté diferencia
significativa en los pardmetros de pasividad, reaccion de alarmay aumento en la actividad
motora. Los porcentajes fueron: 43,6%, 49,0% y 4,6% del total de animales que
presentaron pasividad, disminucién en la reaccion de alarma y aumento de la actividad

motora, respectivamente.

La variable género no presentd diferencia. La distribuciobn de esta variable en los
pardmetros fue: del total de animales que presentaron piloereccion, 67% eran machos y
33% hembras; en disnea 53% machos y 47% hembras; en pasividad 33% machos y 67%
hembras; en perdida de la reaccion de alarma 50% cada género y en aumento en la

actividad motora 51% machos y 49% hembras.

5.2.2 Estudio anatomopatoldgico

A lo largo del estudio se presentd la muerte de una hembra al segundo dia, la necropsia
demostré cuadro hemorragico severo. Macroscopicamente se evidenciaron casos de

hemorragia hepética (dos ratones) y algunas areas blanquecinas en pulmén (7 ratones).
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MicroscOpicamente se presentaron lesiones en pulmén y en higado, las cuales no
mostraron diferencias estadisticamente significativas entre el control y los grupos de
tratamiento.  Sin embargo, al graficar los diferentes grados de las lesiones hepéticas
(Normal=0; leve=1; moderado=2; severo=3), se observa que el grupo tratado con S1
presento las lesiones mas severas, mientras que los otros tratamientos fueron similares al

control (Figura 5-7).

Figura 5-7: Lesiones hepaticas
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Puntuacién de las diferentes lesiones hepaticas en ratones ICR, que recibieron analogos
cumarinicos IMAO-B (2000 mg/kg via oral) administrados en dosis Unica. Control 0Omg/kg

Las lesiones hepaticas que se presentaron fueron degeneracion de hepatocitos, focos de
necrosis y focos de hepatitis, el grupo tratado con S1 fue el que presentd casos severos
(Figura 5-8). Focos necroticos hepaticos leves a moderados se presentaron en un raton de
cada uno de los grupos tratados con FCS005 (8%) y FCS303 (9%) y también en los
controles (8%). En pulmén se observaron algunos focos bronconeumonicos leves, no

significativos.
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Figura 5-8: Lesiones histopatolégicas en higado

Lesiones histopatoldgicas higado. A) Higado de animal control, observe la arquitectura y morfologia
normal de los hepatocitos. B-F) Higado de animales tratados con S1). B) Degeneracién de
hepatocitos, es evidente el cambio degenerativo citoplasmatico (flechas). C) Necrosis de
hepatocitos, se observan los cambios nucleares de necrosis (flechas). D) Focos de hepatitis
necrotica, es evidente el foco de infiltrado mixto (circulo) y presencia de hepatocitos necrdticos
(flechas). E) Focos de infiltrado periportal MN (flechas). F) Presencia de pigmentos
intracitoplasmaticos en macréfagos (flechas).
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5.3 Discusion

En el estudio de toxicidad aguda de los analogos cumarinicos IMAO-B, FCS005 y FCS303
no se presentaron muertes ni signos de toxicidad atribuibles a la administracién de los
mismos. Por tanto, de acuerdo con el protocolo de la OECD para evaluar toxicidad aguda
oral (método de clases) (OECD, 2001), se podria afirmar que la dosis letal 50 de estas

moléculas es superior a 2000 mg/kg de peso corporal.

Las anteriores afirmaciones se hacen teniendo en cuenta que, cuando hay efectos
importantes se debe mirar individualmente el animal afectado y evaluar todo su contexto
(Suckow et al., 2006). Para esto se evalu6 si habia correlacion entre los resultados del
examen fisico y los hallazgos de lesiones histopatolégicas, encontrandose que existe

relacion para el caso del tratamiento S1.

En el grupo tratado con cumarina (S1) se presenté una muerte por hemorragia severa,
esto puede estar asociado con los efectos anticoagulantes que se le atribuyen a la
cumarina (Carretero, 2000). Ademas, estos animales, en el estudio anatomopatoldgico,
mostraron lesiones severas en higado, esto coincide con lo reportado en la literatura donde
se indica que dosis altas de cumarina por via oral estan asociados con la toxicidad del

higado en los roedores (Felter et al., 2006).

Focos necroéticos hepaticos moderados a leves se presentaron en un ratén de cada uno
de los grupos tratados con FCS005, FCS303 y vehiculo (control). La necrosis hepética se
ha encontrado en estudios de toxicidad en diferentes circunstancias, puede ocurrir
espontdneamente en animales de laboratorio (como en el caso de los controles), puede
desarrollarse siguiendo un tratamiento en altas dosis como resultado de mecanismos
indirectos que pueden no ser relevantes para humanos a dosis terapéuticas (Greave,
2007). La ubicacion de dichos focos es centrolobular, este tipo de necrosis es
particularmente propensa a ocurrir después de la administracion de sustancias quimicas.
Los hepatocitos centrolobulares poseen sistemas enzimaticos que podrian generar
metabolitos responsables de un dafio tisular directo por unién covalente directa con
organelos o indirectamente por promocién de peroxidacion lipidica de membranas
(Greave, 2007).
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Histolégicamente la necrosis centrolobular se encuentra acompafada de procesos
inflamatorios (Greave, 2007), lo que explicaria la presencia de focos de hepatitis dentro de

las lesiones hepéticas.

Los hallazgos histopatol6gicos muestran lesiones en pulmén, lo cual puede estar
relacionado con neumonia por agentes infecciosos o con neumonia por inhalacién, que se
favorece con la administracion oral por canula intragastrica (Rang et al., 2008; Arai, et al.,
1995). Esto es importante dado que por las caracteristicas de los compuestos la

administracion de una dosis tan elevada por via oral no fue facil.

El grupo de animales tratado con S1, fue el Gnico que registré pérdida significativa de peso
corporal (en la primera semana) y del peso del higado, lo cual es importante tenerlo en
cuenta porque si un animal pierde peso puede ser indicativo de algun proceso de
enfermedad (Velazquez et al., 2008), ademas el higado fue el érgano blanco del

compuesto S1.

Los parametros del examen fisico que presentaron diferencia significativa a través del
tiempo fueron: la piloerecciéon que es una de las manifestaciones de estrés del animal
(Rang et al., 2008), probablemente por la manipulacién y la administracién del compuesto,
este parametro con el tiempo disminuy6 puede ser por habituacion de los animales. La
disnea presentada por algunos animales se puede atribuir a la administracion por via oral
gue esta asociada con complicaciones tales como aspiracion y dafio de vias aéreas (Rang
et al, 2008).

El tratamiento S1 (cumarina), mostré diferencia significativa en los pardmetros de pasividad
y perdida de la reaccion de alarma, esto parece responder a efectos sedantes que se le
han atribuido a la cumarina. Un estudio en el cual se evaluo la cumarina, obtenida de la
especie Hygrophila tyttha Leonard, indicé que esta molécula es responsable, cuando
menos en parte, de los efectos de tipo ansiolitico, anticonvulsivante y sedante descritos
para esta especie (Ariza et al., 2007). A este efecto parecen ser ligeramente mas

susceptibles las hembras.



6.Conclusiones

Los analogos cumarinicos inhibidores selectivos sobre MAO-B con potenciales efectos
antiparkinsonianos son FCS005 y FCS303, dado que controlaron signos en los modelos

de reserpina y L-dopa, en ratones.

Los analogos cumarinicos inhibidores selectivos sobre MAO-B con potenciales efectos
protectores son FCS005 y FCS303, dado que protegieron frente de la citotoxicidad

causada por rotenona en células SH-SY5Y.

Los compuestos FCS005 y FCS303 presentan inhibicion de MAO-B in vivo, dado que
causaron potenciacion de los efectos producidos por 2-feniletilamina (sustrato natural
especifico de MAO-B).

El perfil toxicoldgico inicial de los compuestos FCS005 y FCS303 se considera seguro dado
gue en los estudios de toxicidad aguda oral no causaron ninguna muerte, presentando una
dosis letal 50 mayor a 2000 mg/kg. Ademas, en la evaluacion de citotoxicidad no

disminuyeron significativamente la viabilidad de las células SH-SY5Y.

La cumarina (S1) no se considera una alternativa muy interesante para la enfermedad de
Parkinson porque, aunque controld sintomas en modelo de reserpina, su respuesta no fue
relevante en modelo de L-dopa y no present6 efectos protectores. Ademas, fue el Gnico
compuesto que caus6 una muerte y mostrd lesiones hepéticas severas en el estudio de

toxicidad.

Los compuestos S3 y S11 no se consideran una alternativa muy interesante para la
enfermedad de Parkinson, porque no controlaron significativamente signos en modelo de

reserpina.
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7.Recomendaciones

Continuar con el estudio de las moléculas FCS005 y FCS303 evaluandolas en otros

modelos in vivo, como 6-hidroxidopamina y MPTP.

Evaluar los posibles mecanismos por los cuales las moléculas FCS005 y FCS303

ejercen los efectos protectores in vitro.

Realizar estudios de toxicidad a largo plazo para seguir construyendo el peffil
toxicoldgico de las moléculas FCS005 y FCS303.



A. Anexo: Formato examen fisico
toxicidad aguda

TOXICIDAD AGUDA ORAL

EVALUACION EXAMEN FiSICO

Identificacion de individuo: Sexo:
Semana: Peso:

dial | dia2 [ dia3 | dia4 | dia5 |dia6|dia7
Si [No| Si [No[ Si[No[Si|[No|Si|No|Si|NofSi|No

Aumento Actividad motora
Disminucién Actividad motora
Temblores

Fasciculaciones
Conwulsiones

Ataxia

Analgésia

Anestesia

Pardlisis patas

Actividad prensil

Reaccién de alarma
Perdida reflejo enderezamiento
Perdida reflejo corneal
Perdida reflejo pineal
Enoftalmo

Nistagmus

Lagrimacion

Miosis

Midriasis

Exoftalmo

Ptosis

Cromodacriorrea

Relajacién memb. Nictitantes
Opacidad corneal
Apariencia |Palidez

piel (orejas, |Hiperemia

patas, cola) |Cianosis

Sialorrea

Ereccion de la cola
Piloereccién

Diarrea

Priapismo

Signo de Robichaud

Disnea
Cromodacriorrinocriorrea
Descarga nasal

Temeroso

Pasivo

Agresivo

Respiracion t(seg.) para 20 respiraciones

SNC

Ojos

Efectos
generales

Efectos
subjetivos

OBSERVACIONES
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B. Anexo: Aspectos complentarios
de FBO

A. Observaciones realizadas en una jaula individual (2 minutos)

1. Postura inicial:
a) sentado o de pie a cuatro patas, dos patas (“rearing”) o dormido.
b) tumbado boca abajo o boca arriba

2. Estado de vigilancia:

a) Normal
b) Anormal: deprimido o excitado

B. Observaciones al manipular el animal (2 minutos)

1. Respuesta inicial al coger el animal de su jaula y depositarlo en la caja de
experimentacion.

a) Facil manejo

b) Dificil manejo

2. Reaccion a la mano del experimentador
a) Normal
b) Agresivo

C. Observaciones en el campo abierto (“open field”)

1. Vocalizaciones

a) Presencia
b) Ausencia

D. Respuestas a la manipulacion (evaluaciéon sensorial y motora)

1. Respuesta a la aproximaciéon de un objeto

a) Ausencia de reaccion.
b) Presencia de reaccion: se acerca lentamente o lo huele o se gira.
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C. Anexo: Modelamiento de la
estructura 3D de la enzima MAO-B de
raton

Debido a que no existe estructura 3D resuelta por cristalografia de rayos X o
modelamientos in silico para la enzima MAO-B de raton, se procedid a efectuar la
prediccion de la estructura utilizando el reporte de la MAO-B humana como molde. Esto
debido a que la estructura terciaria de la MAO-B en Homo sapiens ha sido cristalizada y
descrita en estudios anteriores. La estructura de MAO B de raton obtenida mediante I-
Tasser fue comparada con la estructura de MAO-B humana con el codigo 4A79 obtenida
de la base de datos PDB. Los pardmetros a tener en cuenta para evaluar la calidad de los
modelos fueron RMSD (calcula la calidad estructural del alineamiento) y angulos diédricos
Phiy Psi (Figura C1).

El analisis se realiz6 mediante el programa YASARA realizando un alineamiento de las
estructuras con el algoritmo MUSTANG (MUItiple STructural AligNment AlGorithm), el cual
construye el alineamiento usando la informacién espacial de los &tomos Carbonos alfa de
las moléculas (Konagurthu, A. S., Whisstock, J. C., 2006; Krieger E. and Vriend G. 2014).
El alineamiento estructural entre los dos objetos tuvo un RMSD de 0,305 A (dato también
obtenido usando el programa PYMOL), comparando 499 residuos (secuencia 4A79 con
501 aminoacidos y la de raton con 520 aminoéacidos), con una identidad de secuencias del
88,98%.

Al observar las combinaciones de angulos diedricos de la MAO-B de ratdn a través de la
estructura generada por i-Tasser utilizando el test Ramachandran plot (Grafico de

Ramachandran), se observa un 81% de aminoacidos en las zonas mas favorables.
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Figura C1. Grafico de Ramachandran. Se evidencian cuatro cuadrantes en los que se muestran los
enlaces del esqueleto de la estructura 3D. Zonas en rojo muestran regiones permitidas que
adoptan conformacion de hélices alfa (A) y beta pliegues (B), las zonas en amarillo muestran las
regiones fuera del limite de los dngulos fi y si para las conformaciones estructuradas y las zonas en
blanco muestran regiones no favorables.

El detalle de las estructuras secundarias se observa en la Figura C2. Lo que es coherente
con los porcentajes de angulos diedricos de estructuras cristalizadas para MAO-B humana.
Estos porcentajes son menores a 90% debido a que la estructura 3D fue modelada con el
cofactor FAD, sin embargo, se considera que el 81% obtenido genera un buen criterio de
calidad y confiabilidad en el modelaje de la estructura 3D. Lo anterior, se hace evidente
cuando se comparan las estructuras 3D para la enzima resuelta por cristalografia y la
MAO-B modelada para este trabajo (Figura C3).
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Figura C2. Detalle de las estructuras secundarias de la enzima MAO-B de ratén. Se observan las
estructuras tipicas de hélice alfa, beta pliegues, los enrrollamientos al azar y los conectores que
forman la estructura 3D de la enzima. Adicionalmente, se observa la secuencia de aminoacidos que
forma dichas estructuras.

Figura C3. Comparacion de las estructuras 3D de las enzimas MAO-B de ratén y humana. Se
observan superpuestas las estructuras de las enzimas para las dos especies. En verde se muestra
la estructura predicha de MAO-B de ratén y en azul MAO-B 4A79 resuelta por cristalografia de
Rayos X.
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