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INTRODUCCION

La enfermedad de Parkinson (EP) es un trastorno neurodegenerativo complejo y de
presentacion heterogénea. Aunque aun no se dispone de ningun farmaco que cure la enfermedad,
existen agentes para el control sintomatico en cada una de sus fases, tratando de mantener en lo
posible la calidad de vida de los pacientes. Ademas, dado que es el trastorno neurodegenerativo mas
frecuente tras la enfermedad de Alzheimer y que su factor de riesgo principal es la edad, la

enfermedad de Parkinson supone, cada vez mas, un reto de salud publica.

La tolcapona es un inhibidor de la catecol-O-metiltransferasa (COMT) empleado, junto con
levodopa, en el control de las fluctuaciones motoras de la EP. La inhibicion selectiva y reversible
de COMT conduce a una reduccion del catabolismo de levodopa a 3-O-metildopa, resultando en
una mayor disponibilidad de dopamina en el cerebro, lo que permite una reduccién de la dosis diaria

total de levodopa.

OBJETIVO

El objetivo general de esta Tesis Doctoral ha sido el desarrollo, caracterizacion in vitro y
evaluacion en un modelo animal de dos nuevos sistemas terapéuticos de liberacion controlada de
tolcapona; microesferas y nanoparticulas biodegradables de PLGA, para su administracion en el
tratamiento de la enfermedad de Parkinson. Dichas formulaciones podrian mejorar los tratamientos

actuales.

PARTE EXPERIMENTAL

Se estructura de la forma siguiente:

e Evaluacion de la actividad neuroprotectora de la tolcapona en cultivos celulares.
e Desarrollo y caracterizacién de microparticulas de PLGA cargadas de tolcapona.
e Desarrollo y caracterizacién de nanoparticulas de PLGA cargadas de tolcapona.

e Eleccion del modelo animal de Parkinson para evaluar las formulaciones seleccionadas.



e Evaluacion de las formulaciones seleccionadas en un modelo animal de Parkinson inducido

por rotenona.

RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacién de la actividad neuroprotectora de la tolcapona en cultivos celulares

En primer lugar, se ha investigado el potencial efecto neuroprotector de la tolcapona en
células de neuroblastoma humano (SKN-AS), mediante la determinacién por MTT de la viabilidad
celular y por citometria de flujo de la viabilidad celular y la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS). Ademaés, se ha analizado el efecto de la tolcapona en la recuperacion del dafio

celular inducido por la neurotoxina (H202), empleando para ello microscopia confocal.

La incubacion de las células tratadas con H20., con concentraciones crecientes de TC
supone una recuperacion de la viabilidad celular. Los resultados obtenidos por citometria de flujo
y microscopia confocal confirman el efecto neuroprotector de TC a las concentraciones ensayadas

(40-100 M), especialmente cuando se tratan las células con concentraciones de 80 UM y 100 pM.

Desarrollo y caracterizacion de microparticulas de PLGA cargadas de

tolcapona

Se han preparado microparticulas cargadas con tolcapona mediante la técnica de
extraccion/evaporacion del disolvente a partir de una emulsion O/A, utilizando como polimero
biodegradable el acido poli (lactico-co-glicolico) (PLGA 502) y distintas cantidades de tolcapona
(70-120 mg). En todos los casos se han empleado 400 mg de PLGA 502.

La formulacion mas adecuada se ha preparado con 120 mg de tolcapona (formulacién MP-
TC4). Esta formulacion presenta una alta eficacia de encapsulacion (85,13 + 2,08%), un tamafio
medio de particula de 17,00 + 3,22 um, y una liberacion controlada del ingrediente activo durante
30 dias.



Desarrollo y caracterizacion de nanoparticulas de PLGA cargadas de

tolcapona

Se han elaborado nanoparticulas de tolcapona, utilizando también PLGA 502 como
polimero formador de la cubierta. La técnica usada para su elaboracion es la nanoprecipitacion,
empleando diferentes cantidades de tolcapona; 6, 8, 10 y 12 mg. En todos los casos, la cantidad de

polimero empleada fue de 50 mg.

La formulacién méas adecuada se ha preparado con 10 mg de tolcapona (formulacion NP-
TC3). Esta formulacion presenta un valor medio de eficacia de encapsulacion de 53,69 + 9,09%,
un tamafio medio de particula de 182,59 + 23,94 nm, un valor de potencial zeta de - 26,32+0,48

mV, y es capaz de ceder el activo durante 5 dias.

Eleccion del modelo animal de Parkinson para evaluar las formulaciones

seleccionadas

Ambas formulaciones seleccionadas han sido evaluadas en un modelo animal de EP. Con
el fin de seleccionar el modelo animal a emplear para los estudios in vivo, se ha realizado una
revision bibliografica de los empleados en la evaluacion de sistemas de liberacion de farmacos
para la enfermedad de Parkinson. En funcion de esta revision, la eficacia in vivo de los sistemas
multiparticulares desarrollados para tolcapona se ha evaluado en un modelo animal de Parkinson

inducido por rotenona en ratas Wistar.

Evaluacion de las formulaciones seleccionadas en un modelo animal de

Parkinson inducido por rotenona

La neurotoxina empleada, rotenona, se ha administrado a una dosis de 2 mg/kg a ratas
Wistar durante 43 dias. Al final del estudio (44 dias) los resultados obtenidos en los ensayos
histolégicos e inmunohistoquimicos (tincion de Nissl, proteina acida fibrilar glial, y tirosina
hidroxilasa), y en las pruebas de comportamiento (catalepsia, aquinesia y natacion), han
demostrado que la formulacidén que presenta una mayor capacidad para revertir la sintomatologia

causada por la rotenona corresponde a las nanoparticulas de tolcapona (formulacion NP-TC3),



cuando se administra a una dosis de 3 mg/kg/dia cada 3 dias a partir del dia 15 del inicio del

ensayo.

CONCLUSIONES

1. Los resultados obtenidos en la linea celular SN-AS confirman el efecto neuroprotector de

TC especialmente a las concentraciones de 80 uM y 100 pM.

2. Los métodos empleados para la elaboracion de las microparticulas y nanoparticulas
biodegradables de tolcapona han resultado adecuados para encapsular el activo.

3. En el modelo de Parkinson inducido con rotenona en ratas Wistar, la formulacion que
presenta una mayor capacidad para revertir la sintomatologia corresponde a las
nanoparticulas de tolcapona (formulacion NP-TC3).



SUMMARY







INTRODUCTION

Parkinson's disease (PD) is a complex neurodegenerative disorder with a heterogeneous
presentation. To date there is no cure for the disease however, there are several drugs that can act
controlling the symptoms along the progression of the disease in order to maintain the quality of
life of the patients. Furthermore, given that it is the second most common neurodegenerative
disorder after Alzheimer's disease, and that its main risk factor is age, Parkinson's disease is
increasingly posing a public health challenge.

Tolcapone is a catechol-O-methyltransferase (COMT) inhibitor that is administered with
levodopa to control motor fluctuations in PD. Selective and reversible inhibition of COMT leads
to a reduction in the catabolism of levodopa to 3-O-methyldopa, resulting in increased availability
of dopamine in the brain, thereby allowing for a reduction of total daily dose of levodopa.

OBJECTIVE

The main objective of this Doctoral Thesis is the development, in vitro characterization and
in vivo evaluation in an animal model of two new controlled release systems of tolcapone (TC):
biodegradable microspheres and nanoparticles using PLGA as polymer. Both systems are developed

for Pakinson’s disease in order to improve the current treatments.

EXPERIMENTAL

e Evaluation of the neuroprotective activity of tolcapone in cell cultures.

e Development and characterization of PLGA microparticles loaded with tolcapone.

e Development and characterization of PLGA nanoparticles loaded with tolcapone.

e Selection of the animal model of Parkinson's disease to evaluate the selected formulations.

e Evaluation of the selected formulations in a rotenone-induced animal model of PD.



RESULTS AND DISCUSSION

Evaluation of the neuroprotective activity of tolcapone in cell cultures

The effect of tolcapone on the recovery of neurotoxin H>O»-induced cell damage was
analyzed in neuroblastoma cell line SN-AS, by MTT to determine cell viability, and by flow
citometry to determine cell viability and production of reactive oxygen species (ROS). Moreover,
confocal microscopy was used to analyze the recovery produced by the drug regarding the
neurotoxin-induced cell damage caused by H2O:. Incubation of neurotoxin-treated cells with
increasing concentrations of TC resulted in a significant recovery of cell viability. The results
obtained by both flow cytometry and confocal microscopy confirm the neuroprotective effects of
TC at the concentrations tested (40-100 uM), especially when cells are treated with concentrations
of 80 uM and 100 puM.

Development and characterization of PLGA microparticles loaded with

tolcapone

Tolcapone microparticles were prepared by the solvent extraction/evaporation technique
froman O/W emulsion, using poly (lactic-co-glycolic acid) as biodegradable polymer (PLGA 502)
and different amounts of tolcapone (70-120 mg). In all cases, the amount of polymer used was 400

mg.

The most suitable formulation to achieve the proposed objective was prepared with 120
mg of TC (formulation MP-TC4). This formulation presents gh encapsulation efficiency (85.13 £
2.08%), an average particle size of 17.00 = 3.22 um, and controlled release of the active ingredient

for 30 days.

Development and characterization of PLGA nanoparticles loaded with

tolcapone
Tolcapone nanoparticles have also been prepared using PLGA 502 as biodegradable
polymer. TC-loaded nanoparticles were prepared by the nanoprecipitation technique, using

different amounts of TC: 6, 8, 10 and 12 mg. In all cases, the amount of polymer used was 50 mg.
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The most suitable formulation was that prepared with 10 mg of tolcapone (formulation NP-
TC3). This formulation exhibited mean encapsulation efficiency of 53.69 = 9.09%, mean particle
size of 182.59 * 23.94 nm, a zeta potential value of - 26.32 + 0.48 mV and was able to release
tolcapone during 5 days.

Selection of the animal model of Parkinson's disease to evaluate the selected

formulations

Both selected formulations were tested in an animal model of PD. In order to select the
animal model for the in vivo tests, a literature review was carried out on the different models used
for the evaluation of drug delivery systems designed for Parkinson’s disease. Based on this review,
the in vivo efficacy of the multiparticulate systems developed for tolcapone has been evaluated in
an animal model of PD induced by rotenone in Wistar rats.

Evaluation of the selected formulations in a rotenone-induced animal model
of PD

The neurotoxin used (rotenone) was administered at a daily dose of 2 mg/kg for 43 days to
Wistar rats. At the end of the study (44 days) the results obtained in the histological and
immunohistochemical tests (Nissl, glial fibrillar acid protein, and tyrosine hydroxylase), and in the
behavioral tests (catalepsy, akinesia and swimming test), have demonstrated that the formulation
showing greater capacity to reverse the symptoms caused by rotenone corresponds to tolcapone-
loaded nanoparticles (formulation NP-TC3) which was administered at a dose of 3 mg/kg/day

every 3 days from day 15th of the beginning of the test.

CONCLUSIONS

1. The results obtained in the SKN-AS cell line confirm the neuroprotective effects of

tolcapone especially at concentrations of 80 UM y 100 uM.

2. The methods used for the preparation of biodegradable tolcapone-loaded micro- and nano-

particles are adequate to encapsulate the drug.
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3.

In the rotenone model of PD induced in Wistar rats, the formulation with the greatest
capacity to reverse the symptoms corresponds to tolcapone-loaded nanoparticles
(formulation NP-TC3).



. INTRODUCCION
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1. ENFERMEDAD DE PARKINSON

La enfermedad de Parkinson (EP) y la enfermedad de Alzheimer (EA) son los trastornos
neurodegenerativos mas comunes, afectando a millones de personas en todo el mundo (Amiri et
al., 2013; Poewe et al., 2017).

La enfermedad de Parkinson pertenece a la familia de las sinucleinopatias y se caracteriza
patolégicamente por pérdida de neuronas dopaminérgicas en la sustancia nigra pars compacta
(SNpc), que origina la progresiva denervacion dopaminérgica del estriado y la formacion de
agregados de la proteina alfa-sinucleina. Cuando la pérdida de dopamina es del 50-60%,
comienzan a hacerse evidentes los primeros sintomas de la enfermedad, fundamentalmente
motores, tales como: temblor en reposo, rigidez, bradicinesia o lentitud en los movimientos, e
inestabilidad postural, asi como sintomas no motores; que abarcan disfuncidon gastrointestinal,
depresion, anosmia, deterioro cognitivo, dolor y alteraciones del suefio, entre otros. A medida que
progresa la neurodegeneracion, la sintomatologia se va haciendo mas compleja y severa
(Chaudhuri et al., 2006).

La enfermedad fue descrita por primera vez como una “paralisis agitante” en 1817 por el
Dr. James Parkinson (Parkinson J, 2002), pero en 1886 Jean-Martin Charcot, fundador de la
Neurologia moderna, la rebautizd6 como Enfermedad de Parkinson, e indicé que los pacientes
presentaban rigidez en lugar de paralisis (Charcot JM, 1872). Tuvieron que pasar mas de cien afos
hasta que Arvid Carlsson establecid las bases neuroquimicas de esta enfermedad, cuando
descubrié que la dopamina (DA) actuaba como neurotransmisor (Carlsson et al., 1957) y que se
encontraba significativamente disminuida en el cerebro de pacientes con EP, en particular en el

cuerpo estriado y en la sustancia nigra (Carlsson et al., 1958).

Después de estos descubrimientos, se empezO a utilizar la terapia de reemplazo
dopaminérgica con el precursor de la DA, levodopa (L-DOPA), para aliviar los sintomas motores

de la enfermedad (Birkmayer y Hornykiewicz, 1961).

Aunque hay pacientes que no respondian bien a esta terapia, la levodopa incremento
notablemente la calidad de vida de los pacientes en los que si era efectiva, pero pasados unos afios
de tratamiento, estos empiezan a desarrollar movimientos involuntarios denominados disquinesias

(Marsden y Parkes, 1977). En la actualidad, los Gnicos tratamientos existentes estan enfocados al
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alivio de los sintomas, no habiéndose encontrado ain un remedio a la muerte neuronal que los

provoca.

A pesar de todos los avances de la neurologia, ain se desconocen available con exactitud
las causas que desencadenan esta enfermedad, por lo que también se desconoce cdmo prevenirla.
Afecta tanto a hombres como a mujeres, y mas del 70% de las personas diagnosticadas de EP
supera los 65 afios. Sin embargo, no es una enfermedad exclusivamente de personas de edad
avanzada, ya que el 30% de los diagndsticos se produce en personas menores de 65 afios, e incluso
se ha descrito Parkinson infantil (Poewe et al., 2017).

En la patogenia de la EP se proponen varios mecanismos como causantes de la lesion del
grupo de neuronas presentes en la substantia nigra, sin que exista hasta el momento una causa
directamente relacionada. Entre estos mecanismos se postula una combinacion de predisposicion

genética junto con factores ambientales (Albin, 2006).

El factor genético, que inicialmente se propuso como Unica causa, Se ve mas asociado con
la forma atipica de inicio temprano de la EP, que representa un porcentaje bajo de los casos, lo
que sustenta la hipotesis de que mas de un factor, ademas del genético, puede ser la causa de esta
patologia (Albin., 2006; Morgado et al., 2007). Se han identificado al menos nueve loci y la

clonacion de genes involucrados en la forma familiar de la enfermedad (Morgado et al., 2007).

Entre los factores ambientales propuestos se encuentran la oxidacién desencadenada por la
presencia de radicales libres, la accion de toxinas exdgenas, como manganeso Yy los plaguicidas
organofosforados, y otros posibles factores ambientales (Davies, 2008), como por ejemplo ocurre
tras la exposicion aguda a la 1-metil-4-fenil-1,2,3,6 tetrahidropiridina, compuesto analogo a la
meperidina, que comunmente se encuentra como contaminante en psicoestimulantes ilicitos, y que
es una causa conocida de desarrollo rapido de la enfermedad, por lo que se emplea en investigacion

para el desarrollo de modelos animales de la EP.

En un individuo sano, la generacion de los movimientos motores coordinados por parte del
cerebro, radica en un equilibrio entre la activacién de los movimientos voluntarios o via directa y
la accion de la via inhibitoria o via indirecta. En ambas vias participa el neurotransmisor dopamina,
asi como sus receptores dopaminérgicos. Asi, en condiciones normales, estan implicados los
receptores tipo 1 de dopamina (D1), situados en el globo pélido interno y en la parte reticular de

la sustancia nigra, junto con las neuronas dopaminérgicas que proyectan al globo palido externo,
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donde se localizan los receptores tipo 2 de dopamina (D2). En los pacientes con EP, debido a la
existencia de degeneracion dopaminérgica, estas vias se encuentran afectadas, produciéndose una
hipoactividad en la via directa y una hiperactividad en la via inhibitoria. Todo ello genera una
incapacidad para la realizacion de los movimientos coordinados. La pérdida de comunicacion
dopaminérgica entre los ganglios basales y el cuerpo estriado genera una serie de acontecimientos
causantes de la sintomatologia clasica de la EP (temblor, rigidez muscular, bradicinesia).

Debido a que la dopamina participa como neurotransmisor a nivel sistémico en otras
funciones del organismo, una disminucion en sus niveles puede asociarse con otras alteraciones
clinicas que afectan, por ejemplo, a la presién sanguinea y la contraccion cardiaca o a la regulacion
hormonal de la prolactina. Por ello, en pacientes con EP pueden aparecer acontecimientos adversos
adicionales, como hipoventilacion central, una marcada hipotension ortostatica, mioclonia o

incontinencia urinaria (Park et al., 2018).

Como otras enfermedades neurodegenerativas, la edad de inicio es un factor importante,
ya que tiene influencia en sus manifestaciones clinicas y en su progresion (Jankovic J., 2008;
Schrag et al., 2003). Sintomas no motores como trastornos neuropsiquiatricos y del suefio, dolor,
disfunciones autonémicas, se desarrollan con frecuencia antes de la aparicion del deterioro motor,
y tienen un impacto muy negativo en la calidad de vida de los pacientes (Chaudhuri y Schapira,
2009).

1.1. Manifestaciones Clinicas

La EP es una enfermedad neurodegenerativa, crénica y progresiva, cuyos sintomas
empeoran con el tiempo, a medida que progresa la neurodegeneracion. Aproximadamente el 90%
de los casos son esporadicos, es decir, sin una causa genética hereditaria. Antes de la existencia de
la terapia con L-DOPA, la mortalidad de los pacientes era tres veces mayor que el resto de la
poblacion de la misma edad y aunque este farmaco ha mejorado cualitativamente su dia a dia, la
esperanza de vida sigue siendo menor que la de la media del resto de poblacion (D’ Amelio et al.,
2006).

Clinicamente, cualquier afeccién que incluya déficit estriatal de DA o dafios en el estriado,
puede conducir a parquinsonismo. Los primeros sintomas se engloban en la fase “premotora” de

la enfermedad, pudiendo trasncurri varios afos antes de que se detecten sintomas motores, que
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incluso pueden pasar inadvertidos o ser malinterpretados. Entre los citados sintomas podemos

destacar sensacion de astenia, rigidez, lenguaje monotono, disautonomia, disfunciones

gastrointestinales, urinarias y sexuales, trastornos del estado del animo y del suefio y

enlentecimiento general (Nalls et al., 2011; Sveinbjornsdottir, 2016).

En la fase de sintomas motores (Tabla 1), destacan los denominados sintomas cardinales

de la enfermedad: temblor, rigidez, bradicinesia o acinesia y alteraciones posturales:

18

> Temblor en Reposo: a 4-6 hercios, es el resultado de una contraccion lentade los
musculos tanto agonistas como antagonistas. Es la forma mas frecuente de presentacion de
laenfermedad, aunque no se manifiesta en todos los pacientes. Eltemblor es principalmente
distal, afecta sobre todo a las extremidades superiores y, con menor frecuencia, a labios,
menton, lengua y extremidades inferiores. Es caracteristico que desaparezca con el
movimiento, para reaparecer de nuevo cuando el miembro vuelve a estar en reposo.
También es tipico que cese durante el suefio y aumente en situaciones de estrés y ansiedad
(Sveinbjornsdottir., 2016).

> Rigidez: conocida como hipertonia parkinsoniana, y se caracteriza por una elevada
rigidez debido al aumento del tono muscular, de manera que los musculos se encuentran
en constante tension. Afecta a los brazos, las piernas y el tronco, aumentando el tono
durante el movimiento pasivo de una extremidad. Esta puede ser sostenida durante todo el
desplazamiento o durante el movimiento completo; en este caso se la denomina rigidez “de
tubo de plomo”. La rigidez suele ser mas evidente en los segmentos distales de las
extremidades y en las articulaciones de la mufieca y el tobillo. Clinicamente se evalta
mediante el movimiento pasivo de varias articulaciones, mientras se le pide al paciente que
intente relajar su extremidad. Se considera que hay rigidez cuando es necesaria mas fuerza
de la esperada para movilizar la articulacidn, en un cierto rango de movimiento (Cano de la
Cuerda et al., 2010). En ocasiones, la rigidez esta sujeta a interrupciones ritmicas,
denominandose entonces “rigidez de rueda dentada”, y se atribuye al temblor postural que

afecta a la extremidad, aunque éste no sea siempre visible.

> Bradicinesia o Acinesia: es el sintoma mas incapacitante de la enfermedad; y se
caracteriza por la lentitud en la ejecucién de cualquier movimiento, con una reduccién

progresiva de la velocidad y la amplitud de los movimientos repetitivos. Su consecuencia



es una falta de expresividad motora, condisminucion del parpadeo. También puede afectar
al habla, provocando una disminucién del volumen de voz, asi como a la masticacion y la
deglucion. Influye también produciendo una disminucion del balanceo de los brazos

durante lamarcha (Sveinbjornsdottir, 2016).

> Alteraciones en el equilibrio y la coordinacién: a medida que la enfermedad
evoluciona, los pacientes sufren una pérdida de reflejos posturales, adquiriendo una postura
encorvada, que dificulta el mantenimiento de la posicion vertical corporal, pudiendo

ocasionar caidas involuntarias (Beitz, 2014).

Los sintomas de la EP a menudo comienzan en un lado del cuerpo, extendiéndose, en un
periodo de tiempo de varios meses a pocos afnos, a ambos lados. Las alteraciones, que se perciben
del lado opuesto del cuerpo, casi siempre presentan menor gravedad que en el lado inicial,
condicién que suele conservarse. A medida que los sintomas empeoran, las personas que padecen
la enfermedad pueden tener problemas para caminar, hablar o realizar tareas sencillas, de manera
que al cabo de unos 10-15 afios, el enfermo de Parkinson suele requerir asistencia para la mayor
parte de sus actividades diarias, pasando a ser totalmente dependiente al final de la enfermedad
(Poewe, 2006).

Ademas, los pacientes pueden presentar sintomas no motores, que, aungue menos
conocidos por su alta variabilidad, no por ello resultan menos importantes. Destacan las
alteraciones producidas en el suefio, lentitud en el pensamiento, razonamiento y memoria, asi
como alteraciones neuropsiquiatricas (depresion, ansiedad, apatia, alucinaciones, delirios, etc.),

entre otros (Rana et al., 2015).
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Sintomas motores

Relacionados con el movimiento y la movilidad. Pueden ser modificaciones de los
sintomas principales de la enfermedad de Parkinson.

Temblor.

Dificultad para levantarse de lasilla.
Dificultad para usar las manos.
Calambres musculares.

Dificultad para hablar.

Lentitud general.

Rigidez general.

Problemas de equilibrio.

Sintomas no motores

Afectan al proceso de pensamiento, la sensibilidad y la sensacion de bienestar.

Ansiedad.

Intranquilidad.

Crisis de angustia.

Dificultad para respirar.

Insomnio, trastornos del suefio.
Sudoracion excesiva.

Dificultad para pensar con claridad.
o Lentitud del pensamiento.

o Falta de energia.

o Dolor.

Tabla 1. Enfermedad de Parkinson. Sintomas motores y no motores mas frecuentes.

De todos ellos, el sintoma mas frecuente de la enfermedad es el temblor en reposo, el cual
aparece en alrededor de un 50% de los casos, aumentando este porcentaje hasta el 80% con el
avance de la enfermedad. El segundo sintoma en orden de frecuencia es la alteracion en la marcha,
que suele comenzar en una extremidad (lado). Sin embargo, la persistencia de alteracidén asimétrica
en la marcha debe hacer considerar la posibilidad de otras enfermedades, como la parélisis

supranuclear progresiva. El tercer sintoma en frecuencia de presentacion es la bradicinesia.

La fisiopatologia de los sintomas no motores (SNM) alin no se comprende bien, aunque se
postula la existencia de una disfuncién de los sistemas dopaminérgico y no dopaminérgico (Fox,

2013).
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Entre ellos, el dolor es un sintoma no motor importante de la EP, a menudo subestimado y
tratado de manera inadecuada (Buhmann et al., 2020). La neurobiologia del dolor en la EP es
compleja y parece implicar la neurotransmision serotoninérgica, noradrenérgica, glutamatérgica y

del &cido gamma-aminobutirico (GABA), ademas de los sistemas dopaminérgicos (Barone, 2010).

La pérdida olfativa es otro de los sintomas no motores comunes en la EP, y suele ocurria a
menudo en las primeras etapas, antes de la aparicion de los sintomas motores (Pont-Sunyer et al.,
2015). La disfuncion olfativa est& asociada con un deterioro cognitivo y una progresion mas rapida
de la enfermedad (Barone, 2010).

En cualquier caso, debido a los diversos perfiles y estilos de vida de las personas afectadas
por la EP, las discapacidades motoras y no motoras deben evaluarse en el contexto de las
necesidades y tratamiento de cada paciente (Jankovic, 2008).

1.2. Etiologia

La causa de la EP no esta totalmente esclarecida hoy en dia. Menos del 10% de los casos
son debidos a factores genéticos, a los que se denomina parquinsonismo familiar. EI otro 90% se
denomina parquinsonismo esporadico o idiopatico, y puede estar relacionado con factores

ambientales, exposicion a contaminantes, entre otros.

La hipotesis de que la enfermedad es provocada por toxinas ambientales fue dominante
durante el siglo XX, consecuencia de la epidemia de encefalitis letargica y los casos de EP
inducidos por el subproducto de la sintesis de heroina; el 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina
(MPTP).

Sinembargo, con el descubrimiento de varios genes causantes de la enfermedad, se empez6

a pensar en una susceptibilidad hereditaria. Hoy en dia se asume que ambos factores pueden estar

relacionados (Dauer y Przedborski, 2003).
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1.2.1. Factores Ambientales

A pesar de que hasta ahora no se ha sugerido ningun factor ambiental especificamente
asociado a la EP, numerosos estudios epidemioldgicos han relacionado diversos factores
ambientales con un mayor o menor riesgo de padecer la EP (Campdelacreu, 2014).

La hipdtesis ambiental postula que la neurodegeneracion resulta de la exposicién a una
neurotoxina que dafia especificamente las neuronas dopaminérgicas. Tedricamente, la
neurodegeneracion progresiva de la EP se deberia a una exposicion continuada a esta toxina o por
una exposicion limitada, que iniciaria una cascada de eventos perjudiciales. Por ejemplo, se ha
visto que personas drogo-dependientes desarrollaron un sindrome idéntico a la EP tras su
intoxicacion ocasional con MPTP (Langston et al., 1983), lo que seria un caso prototipico de como

un agente exdgeno puede provocar la enfermedad.

También se ha postulado que la poblacion rural esta mas expuesta a sufrir la enfermedad
por el uso y contacto con pesticidas y herbicidas tales como el paraquat, estructuralmente similar
al metabolito activo del MPTP 1-metil-4-fenilpiridinio (MPP+), y la rotenona, que se comportan
como toxinas mitocondriales (inhibidores del complejo mitocondrial 1) (Tanner, 1992). Otros
estudios no aceptan la hipdtesis de que exista una relacion entre la exposicion a una toxina
especifica y la aparicion de EP esporadico, argumentando para ello que, por ejemplo, el catidn
amonio cuaternario del paragquat no permitiria a la molécula atravesar la barrera hematoencefalica
(BHE) (Hisata, 2002) (Figura 1).

®

MPP+: metabolito activo del Rotenona. Paraquat.
MPTP.

Figura 1. Estructuras quimicas de MPTP+, rotenona y paraquat.
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1.2.2. Factores Genéticos

En las ultimas dos décadas se han descrito diversos genes que pueden participar en la génesis
de la EP. El primero de estos genes fue identificado en una familia italo-americana, en la cual se
encontré una herencia dominante autonémica para la a-sinucleina (Polymeropoulos et al., 1997).
Desde entonces se han identificado casi una veintena de loci implicados en la EP familiar,
parquinsonismo y sindromes donde el parquinsonismo esta predominantemente presente (Hardy
et al., 2009) (Tabla 2). Lo interesante de estos genes parquinsonianos es que han permitido
profundizar en los procesos afectados en la génesis de la EP a partir de una mutacion en un gen
especifico y trasladar esa informacién a los casos esporadicos (Dauer y Przedborski, 2003; Van
Der Brug et al., 2015).

Los genes que confieren susceptibilidad o que son causa directa de la misma, se agrupan
bajo la denominacion de PARK (PARK1-PARK16) (Kubo et al., 2006; Klein et al., 2007; Mena
et al., 2008; Hatano et al., 2009). Se puede decir que los genes parquinsonianos implican
alteraciones en los siguientes procesos, también encontrados en los casos esporadicos (Van Der
Brug et al., 2015):

e Alteracion de la proteostasis con proteinas mal plegadas y acumulacion de agregados
proteicos (Parkinay UCH-L1).
e Defectos en la fosforilacion de ciertos sustratos, incluyendo quinasas (PINK1, LRRK?2).

e Disfuncion mitocondrial y estrés oxidativo (PINK1, DJ-1).

El gen de la a-sinucleina (PARKZY) ha sido el primero en ser reconocido como implicado
en una forma anormal de la EP, que se transmite de manera autosémica dominante. La a-sinucleina
se localiza fundamentalmente en el neocdrtex del hipocampo y sustancia nigra (SN), y constituye
la proteina mayoritaria aislada a partir de los cuerpos de Lewy (LB), una de las lesiones mas
caracteristicas localizadas en el analisis postmortem de cerebros de personas que han padecido la
EP (Cookson, 2012).

El gen parkina (PARK2), esta implicado en un tipo de parkinsonismo familiar precoz,
autosomico recesivo, que afecta a cerca del 50% de los casos de EP familiar (Klein y
Westenberger, 2012). Este tipo de la enfermedad se manifiesta con practicamente ausencia de

cuerpos de Lewy, lo que sugiere que dicho gen juega un papel fundamental en la
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formacion/ausencia de este tipo de inclusiones. Asi, parkina esta implicado en una de las vias
mayoritarias de degradacion de proteinas en la célula; la via de ubiquitina-proteasoma, de manera
que debido a su actividad E3-ubiquitina ligasa reconoce proteinas especificas como sustrato, e
induce su poliubiquitinacion y posterior degradacion (Hasegawa et al., 2008).

El gen PINK 1 (PARKS®), codifica la serin-treoninquinasa, cuya funcion no esta totalmente
esclarecida, aunque se postula que podria ejercer un papel protector en situaciones de estrés celular
o0 incremento en la demanda de energia por las células (Valente et al., 2004).

El gen LRRK2 (PARKS) codifica la LRRK2 (Leucine-Rich Repeat Kinase 2) o dardarina,
proteina abundante en el cerebro, aunque también se encuentra en otros tejidos. El papel funcional
de la dardarina esta aun por dilucidar, aunque se ha postulado que interviene en reacciones que
requieren interaccion proteina-proteina, en determinados procesos de transduccion de sefiales, en
la formacion de la estructura del citoesqueleto, y en funciones de aclaramiento celular mediante
autofagia. Se conocen bastantes mutaciones del gen LRRK2 implicados en casos dominantes de
la EP, siendo algunas de las mas frecuentes en la poblacion caucasica las G2019S y la R1441G.
Se calcula que cerca del 30% de los casos de parkinsonismo familiar podrian deberse a una
alteracion en este gen, asi como alrededor de un 2-3% de los casos no familiares. Las mutaciones
del gen LRRK2 se asocian a parkinsonismo clasico de inicio tardio, con herencia autosémica
dominante, y con una mayor predisposicion a presentar sintomas psiquiatricos, tales como:
depresion, ansiedad, irritabilidad, alucinaciones y demencia, que no estan relacionados con la

medicacion dopaminérgica (Mena et al., 2008).

El gen DJ1 (PARKY) esta localizado en la regién 1p36, contiene 8 exones y codifica una
proteina de 189 aminoacidos que pertenece a la familia ThiJ/Pfpl. La frecuencia de mutaciones es
muy baja, estando tan solo presente en alrededor del 2% de los pacientes con EP de inicio
temprano. La funcién del gen DJ1 podria ser la de proteger las neuronas del estrés oxidativo y/o
del dafio mitocondrial (Kubo et al., 2006).

Mas recientemente, y gracias a los estudios genomicos realizados a gran escala mediante
el contraste de miles de analisis poblacionales, se han identificado otros loci relacionados con el
riesgo de sufrir EP. Aungue este riesgo sea bajo, el conocimiento de nuevas vias implicadas en la
muerte neuronal supone que se puedan desarrollar nuevas estrategias para bloquearlas (Van Der
Brug et al., 2015).
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Asi, se ha conseguido construir un mapa genético global que relaciona variaciones
genéticas poco frecuentes, pero de alto riesgo, como las presentes en SNCA y LRRK2, junto con
variaciones mas frecuentes, de alto riesgo, que no son la causa directa de la enfermedad, como las
sufridas por GBA y LRRK2, hasta las de alta frecuencia, pero bajo riesgo de SNCA, MAPT,
LRRK2 y en el locus HLA (Nalls et al., 2011). Llama la atencion que existan loci que abarquen
todo el espectro de frecuencia de los alelos de riesgo y severidad como, por ejemplo, algunas
mutaciones puntuales en LRRK2 que son causantes de la enfermedad, mientras que polimorfismos
del gen que son factores de riesgo elevado y otras variaciones de mayor frecuencia, confieren, sin

embargo, un riesgo menor de desarrollar la EP (Paisan-Ruiz et al., 2013).

Localizacion Manifestaciones

Locus cromosémica Gen Herencia clinicas

PARK1 4021-923 a-sinucleina AD Cuerpos de Lewy.
Inicio temprano y progresion
lenta.

PARK?2 6025.2-927 PARK2 AR Inicio juvenil, progresion lenta.

PARK3 2P13 PARK3 AD Inicio tardio. Cuerpos de
Lewy.

a-sinucleina

PARKA4 4p14-16.3 (mutaciones multiples) AD Cuerpos de Lewy

PARKS5 4pl14 UCH-L1 AR Atrofia ocular, inicio infantil

PARKS6 1p35-p36 PINK1 AR Inicio temprano y progresién
lenta.

PARK?7 1p36.33-p36.12 DJ-1 AR

Inicio juvenil, progresion lenta.
PARKS 12p11.23-913.11 LRRK2 AD EP familiar de inicio tardio y
esporadico. Pueden aparecer
cuerpos de Lewy.

PARK9 1p36 ATP13A2 AR Sindrome Kufor-Rakeb.
PARK10 1p32 PARK10 No determinado Inicio tardio
PARK11 2036-937 GIGYF2 No determinado Susceptibilidad de sufrir EP.
PARK12 X0g21-925 PARK12 Ligada al cromosoma X
PARK13 2P12 HTRAZ2 No determinado
PARK14 18q11 PLA2G6 No determinado
PARK15 22012-913 FBXO7 AR Inicio temprano.
PARK16 1932 FBXO7 No determinado

Tabla 2. Genes asociados a la enfermedad de Parkinson. Localizaciones cromosdmicas de los
loci “PARK” definidos en la base de datos OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man).
AD; autosémica dominante, AR; autosémica recesiva.
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1.3. Patogénesis

Al margen del origen genético, ambiental o la interaccion entre ambos, las caracteristicas
patoldgicas comunes de la EP son la pérdida de neuronas dopaminérgicas nigroestriatales y la
presencia de inclusiones intracelulares o cuerpos de Lewy. Estos agregados proteicos estan
formados principalmente por acumulos de la proteina a-sinucleina (Spillantini et al., 1997),
neurofilamentos y ubiquitina (Kuzuhara et al., 1988).

Los cuerpos celulares de las neuronas nigroestriatales estan en la SNpc, y proyectan, entre
otras estructuras, al putamen. Estas neuronas contienen cantidades visibles de neuromelanina, de
color negro, por lo que, al morir, se produce la despigmentacion tipica encontrada en estudios post
mortem. Se estima que los sintomas se hacen visibles cuando los niveles de DA disminuyen
aproximadamente un 80% en el putamen dorsolateral, lo que significa una elevada denervacion de
esta estructura, y cuando la muerte neuronal en la SNpc esta bastante extendida y alcanza cerca
del 60%, lo que dificulta el diagnostico preventivo de la enfermedad (Bernheimer et al., 1973).
Durante la fase subclinica se produce un mecanismo compensatorio tanto en los ganglios basales
como en otras areas cerebrales, para suplir la falta de DA (Bezard et al., 2003). Més adelante,
también se produce la degeneracidn de neuronas no dopaminérgicas, como la via colinérgica del
nucleo basal de Meynert, las neuronas serotoninérgicas del nicleo del rafe (asociadas a la aparicion
de demencia y depresion), y las neuronas secretoras de hipocretina en el hipotadlamo (Braak et al.,
2003).

En la via directa, las neuronas espinosas medianas del estriado producen una inhibicién
GABAérgica del globo palido interno y la sustancia nigra pars reticulada (SPNr), que a su vez
inhibe el talamo, cuya funcion es excitatoria sobre la corteza frontal, traduciéndose en la ejecucién
del movimiento. La funcion de la via indirecta es la contraria y normalmente esta inhibida por la
SPNr. Al activarse, las proyecciones GABAérgicas inhiben al ndcleo subtalamico, que estaria
controlando al globo palido interno y la corteza frontal, produciendo un cese del movimiento.
Muchos de los mecanismos por los que se cree que degeneran las neuronas dopaminérgicas
nigroestriatales estan interconectados entre si actuando de manera concertada, lo que sin duda tiene
que influenciar el disefio de futuras estrategias neuroprotectoras que deberian basarse en un

tratamiento farmacoldgico multifactorial (Youdim et al., 2007).

Entre estos mecanismos destacan los siguientes:
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1.3.1. Disfuncién mitocondrial

La primera evidencia de disfuncién mitocondrial encontrada en la EP fue la inhibicién del
complejo I (Schapira et al., 1990), y poco después, de una de las enzimas clave del ciclo de Krebs,
la a-cetoglutarato deshidrogenasa (Mizuno et al., 1994) en la SN de pacientes con la enfermedad.
También se ha visto la existencia de una alteracion de la funcion mitocondrial en casos de EP
familiar con mutaciones en a-sinucleina, parkina, PINK1 y DJ-1, y de LRRK2 (Schapira, 2008;
Schapira y Jenner, 2011). En concreto, parkina y PINK1 actan conjuntamente en la autofagia de
las mitocondrias defectuosas, llamada mitofagia (Narendra et al., 2008). La existencia de un déficit
en la cadena de transporte de electrones a nivel mitocondrial, junto con la existencia de depdsitos
de hierro en el cerebro, que estarian actuando como catalizadores en la reaccién de Fenton para la
formacion de radicales libres, explicarian el hecho de que las personas afectadas por EP poseen un
mayor estrés oxidativo, junto con una menor defensa de los mecanismos antioxidantes (Jomova et
al., 2010).

1.3.2. Estrés Oxidativo

Los mecanismos de Oxido-reduccion desempefian un papel importante en la fisiologia
celular, y engloban procesos de renovacion de membranas, supervivencia de células en el sistema
nervioso durante etapas embrionarias, mitosis, migracion celular, sintesis y liberacion de
hormonas, aumento en la transcripcién de citocinas durante procesos inflamatorios, asi como

participacion en la sefializacion celular y mecanismos de segundos mensajeros.

Los radicales libres y las especies reactivas de oxigeno (ROS) se generan en el
metabolismo celular, y tienen como objetivo la obtencion de energia. Para poder mantener un
equilibrio de oxido-reduccion en el organismo, los sistemas antioxidantes eliminan las ROS
producidas. En situaciones patoldgicas como la EP, se produce un estado de estrés oxidativo, y
como consecuencia se aumenta la produccion de radicales libres y de ROS (Lin y Beal, 2006).
Cuando los mecanismos celulares no pueden contrarrestar estos cambios, se inicia una cadena de
reacciones que involucran alteraciones de los canales idnicos, junto con un aumento en la
liberacién de calcio y en la produccion de éxido nitrico (Halliwell, 2006). EI aumento en los
niveles de calcio y éxido nitrico estimula la produccién de interleucinas inflamatorias, causando

gliosis e incrementando el estado de estrés oxidativo. Ademas, la produccion de ROS también
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activa el factor nuclear kappa beta (NFKR), lo que conduce a la alteracion del sistema inmune
(Flood et al., 2011).

En la actualidad existen evidencias demostradas de las propiedades de agregacion de o—
sinucleina y de su asociacién con el estado de estrés oxidativo presente en la EP. Asi, se ha
observado in vitro que los agregados tipo amiloide de la a-sinucleina son similares a los
observados in vivo (Jenner y Olanow, 1996), y que ademas se encuentran inducidos por co-
incubacion con cobre (1), Fe/perdxido de hidrégeno, o citocromo c/perdxido de hidrogeno (Sayre
etal., 2001).

Las deficiencias en las principales enzimas antioxidantes en el cerebro, como la
catalasa superdxido dismutasa y glutation peroxidasa, la reduccién en los niveles de glutation
reducido y la menor sefializacion mediada por Nrf2 (Cuadrado et al., 2009), al igual que la
existencia de peroxidacion lipidica (malondialdehido, hidroperoxidos, 4-hidroxinonenal),
oxidacion del ADN (8-hidroxiguanosina), la formacion de agregados de a-sinucleina (T ofaris
y Spillantini, 2005), la existencia de alteraciones en el metabolismo del hierro y los depdsitos
de este metal que se forman en la SNpc, junto con otros acontecimientos observados en muestras
de pacientes o en modelos experimentales de la EP, son todos indicadores de que el estrés
oxidativo en la EP es un hecho real e importante que contribuye notablemente a su patogéenesis
(Dong et al., 2009), y que ademas no parece limitarse solamente al cerebro (Kikuchi et al.,
2002). El origen de los radicales libres implicados en el estrés oxidativo apunta tanto a fuentes
neuronales como gliales, procedentes de un malfuncionamiento a nivel mitocondrial v,
posiblemente tambiéen a nivel del reticulo endoplasmico (Surmeier et al., 2007; Schapira y Jenner,
2011).

1.3.3. Alteracion de la proteostasis

La presencia de diferentes proteinas agregadas en los cuerpos de Lewy condujo a la
idea de que el catabolismo de las proteinas dafiadas o mutadas podria estar interrumpido en
la EP (Giasson et al., 2000), situando en el punto de mira al sistema ubiquitina-proteasoma
(UPS), cuya implicacién ha sido corroborada tras el descubrimiento de las mutaciones en
parkina y UCH-L1, que tienen funcion como ligasa proteina-ubiquitina y en el reciclado de
ubiquitina. Ademas, se ha descrito la existencia de cambios en la actividad catalitica y en la

expresion en la SNpc del proteasoma 26S (también afectado por la alteracion de la funcién
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mitocondrial) que estan asociados con el hecho de que la degradacion de la a-sinucleina
(McNaught y Jenner, 2001; Tofaris et al., 2001) estuviese interrumpida en la EP. De hecho, la
expresion de las proteinas de membrana asociadas al lisosoma de tipo 2A (LAMP2A), que
median la autofagia por chaperonas, y la proteina de choque térmico 70 (Hsp70) se encuentra
reducida en la SNpc de pacientes con EP (Alvarez-Erviti et al., 2010).

1.3.4.  Inflamacién y activacién microglial

La inflamacion presente en las enfermedades neurodegenerativas, como la EP, se produce
como respuesta a una lesion o alteracion en el sistema nervioso central (SNC), y consiste
principalmente en una respuesta inmune innata, que activa las células de la glia (astrocitos y
microglia) (Gao et al., 2003; Block y Hong, 2005; Hanisch y Kettenmann, 2007). Ademas, la
existencia de inflamacidn en el sistema periférico aumenta méas aun el dafio en la SN y parece ser
debido a una ruptura de la BHE, lo que estaria permitiendo que las citoquinas proinflamatorias

periféricas afectasen al cerebro (Hernandez-Romero et al., 2012).

En condiciones normales, la microglia se encuentra en reposo, pero si existe una lesion o
infeccidn, se activa (Liu et al., 2003; Wang et al., 2012). Una vez activada, sufre un proceso de
maduracion originando dos estadios diferentes: el activo y el reactivo. La microglia activada, desde
el punto de vista estructural, se caracteriza por ser una célula ramificada, con un cuerpo celular
méas grande que la no activada, y que presenta proyecciones cortas. Expresa receptores del
complemento CR3 y del complejo de histocompatibilidad de clase-1 (MHC-1). Ademas, activa
una serie de productos citotoxicos, que provocan dafio y muerte neuronal, tales como: factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a), interleuquinas (IL-1b) e interferon gamma (IFN-vy), factores que
son potentes inductores del aumento de produccion de 6xido nitrico (Liu et al., 2003; Hirsch y
Hunot, 2009). Por otra parte, la microglia reactiva es mas pequefia, esférica, carece de
ramificaciones, y en la que estd aumentada la expresion de MHC-1 y MHC-2 y la capacidad de
presentar antigenos a las células T para su degradacién. Por lo tanto, después de un estimulo
inflamatorio descontrolado, la activacion de la microglia interviene en la extension de la lesion
cerebral (Wyss-Coray y Mucke, 2002).

En estudios realizados en muestras post mortem de pacientes con EP, se ha encontrado
microglia activada y astrocitosis en la SNpc (McGeer et al., 1988). En esta microglia activada esta

presente el 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) (Hirsch et al., 2003), fuente de 6xido nitrico
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(NO), que a su vez puede reaccionar con el superoxido, tanto de origen glial como neuronal,
para formar peroxinitrito, altamente reactivo, y que puede nitrar proteinas y otras biomoléculas,

como la a-sinucleina, forma en la que se encuentra en los cuerpos de Lewy (Giasson et al., 2000).

Todas estas evidencias sefialan el valor que tiene en la patogénesis de la EP la activacién
de las células gliales, hasta el punto de que los niveles en suero de RANTES, una quimioquina
producida por la microglia activada, que se sabe se encuentran muy elevados en la EP, puede
utilizarse y se ha propuesto como biomarcador de la enfermedad (Rentzos et al., 2007).

Un segundo tipo de células de la glia son los astrocitos; que actlan como puente para
suministrar los nutrientes de los capilares sanguineos a las neuronas, y que son el lugar principal
de almacenamiento de glucogeno en el cerebro. Los astrocitos se activan mediante diversas
modificaciones estructurales, que reciben el nombre de astrocitosis. La caracteristica principal de
la astrocitosis es el aumento en el nUmero y tamario de la proteina acida fibrilar de la glia (GFAP),
que forma parte del citoesqueleto, y es considerada como el principal marcador de astrocitosis
(Raine, 2000). La funcion precisa de la molécula de GFAP todavia no esta clara, aunque parece
que un aumento en los niveles de GFAP provoca una mayor produccion de esta proteina en las
células, asi como un aumento en el nimero de astrocitos, ya sea debido a su proliferacion o a su
migracién. Una de las funciones méas importantes de los astrocitos activados es su participacion en
la respuesta inmune del sistema nervioso central. Se ha visto que los astrocitos activos producen
moléculas que estan implicadas en la iniciacion y regulacion de la respuesta inflamatoria. Entre
ellas se incluyen citocinas proinflamatorias (TNF-o, IL-1b, IL-17 y IL-6) y antiinflamatorias,

quimiocinas, eicosanoides, prostaglandinas y tromboxanos (Mrak y Griffin, 2005).

Por otra parte, también se ha demostrado que los astrocitos activos conducen a la expresion
de la ciclo-oxigenasa tipo-2 (COX-2) y del 6xido nitrico sintasa, que provocarian la produccion
de ROS y de NO, responsables del estrés oxidativo y de la muerte neuronal (Rappold y Tieu,
2010).

1.3.5. Excitotoxicidad

Tanto el cuerpo estriado, donde se localizan las terminaciones nigroestriatales
dopaminérgicas, como la SNpc, donde se encuentran los cuerpos celulares de estas neuronas, estan

sometidos a control glutamatérgico, por lo que una alteracion en la homeostasis de este
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neurotransmisor puede ser parte del proceso patogénico en la EP. Se cree que la causa de la
excitotoxicidad en la EP es la hiperactividad del nacleo subtalamico (STN), que libera glutamato
e inerva la SNpc y el segmento interno del globo palido (Bevan et al., 2002; Steigerwald et al.,
2008). Asi, a medida que se produce la pérdida neuronal en la SNpc, aumenta la actividad
glutamatérgica del STN, que amplifica la muerte celular, y que contribuye a la evolucién de
algunos de los sintomas clinicos de la EP, por ejemplo; el temblor parquinsoniano.

1.4. Diagnostico

El diagndstico de la EP se basa principalmente en el estudio de los sintomas, los
antecedentes, y el examen fisico, pudiendo ser necesaria la realizacion de estudios
complementarios, incluyendo técnicas de neuroimagen y el empleo de biomarcadores. La buena
respuesta al tratamiento dopaminérgico también constituye un dato diagnostico importante
(Jankovic, 2008; Lees et al., 2009; Shulman et al., 2011).

El diagnostico definitivo precisa de la confirmacion de los hallazgos neuropatolégicos
caracteristicos, es decir; pérdida neuronal a nivel de la SNpc y la presencia de cuerpos de Lewy.
La confirmacion histopatologica no se alcanza en vida, realizandose post-mortem en la mayoria
de los casos en los que se obtiene (Dickson et al., 2009). No obstante, los criterios clinicos mas
empleados son los dados por el Parkinson's UK Brain Bank (Tabla 3)
(https://www.parkinsons.org.uk), que permiten definir con una precision elevada, cercana al
75-95%, que realmente se trata de una EP (Postuma et al., 2015; Martinez-Fernandez et al.,

2016). Se fundamenta en lo siguiente:

e La presencia de un parkinsonismo, definido por bradicinesia o lentitud de movimiento y al

menos otro signo motor.

e La exclusidn de otras causas justificativas, generalmente descartadas por los antecedentes

del paciente y el examen fisico-neuroldgico.
e Laexistencia de datos caracteristicos de la EP que apoyen este diagnostico (Postuma et al.,

2015). Recientemente, la Movement Disorder Society (MDS) ha publicado unos nuevos

criterios que estan pendientes de ser formalmente validados, y que se fundamentan en los
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mismos principios que los criterios “clasicos” del Parkinson's UK Brain Bank (Tarakad y
Jankovic, 2017).

Estos criterios estan siendo revisados, para su mejora, por la Movement Disorders
Society (MDS) (Berg et al., 2015).

Hay que tener en cuenta que otros trastornos neurodegenerativos pueden parecerse
clinicamente a la EP, como ocurre con la demencia de cuerpos de Lewy, la atrofia
multisistémica o la paralisis supracraneal progresiva. Este grupo de disfunciones representan
aproximadamente al 9-33% de los pacientes en los que existe sospecha de EP. En estos casos,
el diagndstico diferencial entre la EP y otros trastornos productores de parkinsonismo puede
ser dificil, principalmente en los estadios tempranos de la enfermedad, cuando se superponen
los signos y sintomas. Sin embargo, algunas caracteristicas clinicas pueden ayudar a
diferenciarlos. Por ejemplo, en la atrofia multisistémica y en la paralisis supranuclear
progresiva, existe degeneracion corticobasal diferente a la observada en la EP. Por lo que se
refiere a la demencia de cuerpos de Lewy, se caracteriza por escaso temblor y sintomas
psiquiatricos frecuentes, con alucinaciones visuales e hipersensibilidad neuroléptica (McKeith
et al., 2005).
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1. Diagnostico de la EP

Bradicinesia: lentitud en el inicio de los movimientos voluntarios con reduccion progresiva de
la velocidad y amplitud del mismo tras una accion repetida. Ademas, uno de los siguientes
signos:

o Rigidez.
o Temblor de reposo 4-6 hercios (Hz).
o Inestabilidad postural.

2. Criterios de exclusion de la EP

Antecedente de ictus de repeticibn con una progresién escalonada de los signos
parkinsonianos.

Antecedentes de traumatismos craneoencefalicos repetidos.
Antecedente de encefalitis.

Tratamiento con neurolépticos al inicio de la sintomatologia.

Existencia de mas de un familiar afectado.

La enfermedad remite de forma sostenida.

Afectacion estrictamente unilateral después de tres afios.

Paresia supranuclear de la mirada.

Signos cerebelosos.

Afectacidn autondmica importante de forma precoz.

Aparicion de demencia de forma precoz con alteracién en memoria,
lenguaje y praxias.

o Presencia de un tumor cerebral o hidrocefalia comunicante en un escaner
cerebral.

o Respuesta negativa a una dosis suficiente de levodopa una vez excluida
(malabsorcién).

o Exposicion a MPTP.

3. Datos de apoyo positivo durante del seguimiento de la enfermedad

Se requiere tres 0 mas para el diagndstico de la enfermedad de Parkinson establecida.

Inicio unilateral.

Presencia de temblor de reposo.

Curso progresivo.

Asimetria mantenida con predominio de la afectacion en un lado del cuerpo.
Respuesta excelente a levodopa (70-100%).

Presencia de discinesias marcadas inducidas por levodopa.

Respuesta a levodopa tras 5 afios 0 mas.

Duracion de la enfermedad 10 afios 0 mas.

Tabla 3. Criterios dados por el Parkinson's UK Brain Bank para el diagnostico de la EP.

MPTP: 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridiniol.
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Los elementos fundamentales para llegar a este diagnéstico clinico son anamnesis y
exploracion neurolégica detalladas. En la anamnesis se describen como signos de EP el curso lento
y progresivo de la clinica cardinal motora y su distribucion tipicamente asimétrica (Djaldetti et al.,
2006). Es fundamental ademas saber qué otra medicacion esta tomando el paciente, ya que varios
farmacos, debido a su accién bloqueante dopaminérgica, pueden inducir un parkinsonismo
farmacoldgico, como puede ocurrir con neurolépticos, con la excepcion de la clozapina y la
quetiapina, algunos antieméticos como la metoclopramida, farmacos para tratar la flatulencia
(clebopride) y antivertiginosos (sulpiride y tietilperazina), entre otros (Bondon-Guitton et al.,
2011). EIl parkinsonismo secundario a farmacos suele tener caracteristicas distintas a la EP

idiopatica, ya que la clinica es predominantemente rigida-acinética y su presentacion es simétrica.

En la exploracion neuroldgica, aparte de las manifestaciones motoras caracteristicas de la
EP (temblor de reposo, rigidez, bradicinesia), se debe descartar la presencia de signos atipicos
indicativos de otras causas, como son paralisis supranuclear de la mirada (caracteristico de la
paralisis supranuclear progresiva o PSP), existencia de alteraciones cerebelosas o del equilibrio
(tipicas de la atrofia multisistema o AMS y de la PSP), déficits cognitivos clinicamente
significativos de inicio precoz, signos corticales; como apraxia motora o alteraciones de la
sensibilidad cortical (especialmente en el sindrome/degeneracion cortico basal ganglidnica o
DCB), y disfuncion autondmica propia de la AMS (Williams y Litvan, 2013). Puede ayudar al
diagnostico en casos dudosos realizar la administracion de levodopa, ya que la EP responde de
forma significativa a este farmaco, mientras que en los parkinsonismos secundarios y atipicos la

respuesta suele ser mas limitada.

Aunque no es estrictamente necesario para el diagndstico, a todo paciente con sospecha de
EP se le deberia realizar una analitica general basica con medicion de hormonas tiroidea, al igual
gue una resonancia magnética de craneo puede ser de utilidad para descartar lesiones isquémicas
cronicas, cuando hay sospecha de un parkinsonismo vascular 0 en casos en que se sospeche el
diagndstico de parkinsonismo atipico, ya que existen hallazgos caracteristicos de cada entidad que
permiten orientar el diagnostico. Estudios de neuroimagen funcional como el SPECT de
transportadores de dopamina o DaTSCAN o el PET con el trazador [18F]-L-6-fluorodopa, evaltan

la integridad de la via dopaminérgica y pueden ayudar en casos en que exista la duda.
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Figura 2. PET (tomografia por emision de positrones) obtenido con 18-fluorodopa que muestra
una alta captacion estriatal (valor mas alto en rojo). B. Ejemplo de un paciente con enfermedad
de Parkinson con signos motores confinados principalmente a las extremidades izquierdas. La
captacion estd marcadamente reducida en el putamen posterior derecho (el area indicada por la
flecha es 70% por debajo de lo normal) y en menor grado en el putamen anterior y el caudado
del hemisferio izquierdo. Modificado de Obeso JA. et al., 2010.

Se denomina diagndstico en fase prodrémica cuando las manifestaciones de
neurodegeneracion de la EP estan presentes, pero el diagnéstico clinico clasico no es posible.
Los enfermos tipicamente suelen tener un desarrollo gradual de los sintomas no motores durante
varios afios antes de que comiencen los sintomas motores. Los sintomas prodrémicos no motores
incluyen: trastorno de conducta del suefio en la fase de movimientos oculares rapidos, REM),
somnolencia diurna excesiva, pérdida del olfato, estrefiimiento, disfuncidn urinaria, hipotension
arterial ortostatica (no atribuida a exceso de agentes hipotensores) y depresion. Dichos sintomas no
son especificos de la enfermedad, pero cuando se asocian es mayor su posibilidad (Heinzel et al.,
2019; Postuma y Berg, 2019).

Ademas de las caracteristicas no motoras, los marcadores propuestos para la fase
prodrémica son: una puntuacién >3 en la Unified Parkinson’s Disease Rating Scale (UPDRS,
1987) o0 >6 en la versiébn UPDRS de la International Parkinson and MDS (UPDRS-MDS, 2008)
con exclusiébn de puntajes de temblor postural y de accion, captaciébn dopaminérgica
presinaptica anormal, y consideracion de varios marcadores de riesgo (sexo masculino,
exposicion a solvente ocupacional, exposicion regular a pesticida, e historia familiar de

enfermedad de Parkinson de primer grado) (Barber et al., 2017; Heinzel et al., 2019).
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En la Gltima década ha ocurrido una expansion en el campo de la fase prodromica
(Postuma y Berg, 2019). Recientemente, se han valorado nuevos marcadores: diabetes mellitus
tipo 2, deficit cognitivo global, inactividad fisica, y niveles bajos de urato en plasma en
hombres.

1.5. Tratamiento farmacolodgico de la Enfermedad de Parkinson

Las enfermedades del sistema nervioso central (SNC) comprenden una amplia gama de
afecciones neuroldgicas, que en su mayoria carecen de tratamientos efectivos (Lee y Trojanowski,
2006). Al igual que para otros trastornos neurodegenerativos importantes, en la actualidad no
existen tratamientos curativos de la EP, por lo que se emplean tratamientos paliativos de los
sintomas (Barker et al., 2018). El desarrollo de agentes que interactien con varios sistemas de
neurotransmision en el SNC podria ser de gran utilidad para el tratamiento de esta enfermedad
(Fox, 2013).

1.5.1. Levodopa (L-DOPA)

La terapia de reemplazo de neurotransmisores con el precursor de la dopamina levodopa

sigue siendo el tratamiento sintomatico estandar de la enfermedad (Schapira et al., 2006).

Se administra levodopa, en lugar de DA, porque ésta es incapaz de atravesar la barrera
hematoencefalica. Una vez en el estriado, la L-DOPA es transformada en DA por las neuronas
dopaminérgicas supervivientes, pero también existe sintesis extra-dopaminérgica por parte de
neuronas serotoninérgicas, noradrenérgicas, e incluso en la glia (De Deurwaerdere et al., 2017).
Habitualmente se administra junto con inhibidores de la DOPA descarboxilasa periférica
(carbidopa, benserazida), de la catecol-O-metil transferasa (entacapona, tolcapona) y de la
monoamino oxidasa B (rasagilina, selegilina) para aumentar la biodisponibilidad de DA, al evitar
la degradacién periférica de la L-DOPA (Connolly y Lang, 2014). Aun asi, el porcentaje de
farmaco que es capaz de atravesar la barrera hematoencefalica sigue siendo bajo, pero eficaz

durante unos afios, a partir de los cuales pierde eficacia (Nyholm et al., 2002) .

Los sintomas motores pueden tratarse inicialmente con terapias dopaminérgicas; sin

embargo, la enfermedad continlda progresando. Por lo tanto, los pacientes con EP tienen una
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necesidad urgente de terapias modificadoras de la enfermedad que puedan ralentizar o detener la

progresion incesante de los sintomas y el proceso neurodegenerativo (Shihabuddin et al., 2018).

Las complicaciones motoras asociadas con la terapia cronica con levodopa incluyen
desvanecimiento, retraso en la aparicion del efecto, fendmeno on-off o pérdida puntual y
transitoria del efecto, y discinesias. El tipo de fluctuacion motora mas frecuente, denominado
deterioro de fin de dosis o wearing-off, consiste en que los sintomas comienzan a reaparecer
antes del momento de la toma de la siguiente dosis del medicamento. A medida que el wearing-
off se hace més evidente, el lapso de tiempo durante el cual se experimenta una buena respuesta
a la levodopa, (conocido como tiempo ‘on’), se acorta, alargandose aquel durante el cual se

produce una respuesta deficiente (conocido como tiempo ‘off’).

Las complicaciones motoras son el resultado de la combinacion de multiples factores
subyacentes. Asi, la disfuncion terminal dopaminérgica estriatal juega un papel fundamental en la
respuesta variable al tratamiento con levodopa. Con el avance de dicha disfuncionalidad junto con
la pérdida de dopamina, las neuronas del estriado pierden lentamente la capacidad de almacenar
dopamina en las vesiculas terminales. Ademas, la administracion oral de levodopa a intervalos de
tiempo produce una estimulacion pulsatil de las neuronas del estriado, que se traduce en cambios
a nivel del receptor, los cuales contribuyen a las fluctuaciones que se observan en la respuesta

clinica al farmaco (Chaudhuri et al., 2018).

La biodisponibilidad por via oral de la levodopa se ve afectada por diversos factores, como
vaciamiento gastrico retardado y absorcion deficiente a nivel intestinal y a través de la barrera
hematoencefalica (Virhammar y Nyholm, 2017; Chaudhuri et al., 2018).

Los farmacos que acttan Unicamente a nivel del sistema dopaminérgico apenas producen
efecto sobre los sintomas no motores de la enfermedad, a diferencia de los que interactan con

varios sistemas implicados en la neurotransmision (Fox, 2013).

Como alternativa, se han desarrollado agonistas dopaminérgicos de larga duracién, y
agentes no dopaminérgicos que pueden mejorar la funcion motora y reducir la incidencia de

complicaciones motoras (Schapira et al., 2006).

Sin embargo, a pesar de los avances en el desarrollo de nuevos agentes farmacoldgicos,

siguen siendo tratamientos sintomaticos, por lo que hay una gran necesidad de busqueda y
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desarrollo de agentes modificadores de la enfermedad que prevengan, mejoren o reviertan la
neurodegeneracion en la EP, algo adn no logrado (Hurtado-Lorenzo y Anand, 2008).

1.5.2. Agonistas Dopaminérgicos

A este grupo pertenecen agentes como apomorfina, bromocriptina, pramipexol y
rotigotina, que acttan estimulando directamente los receptores dopaminérgicos de las neuronas de
proyeccion estriatal. Estos compuestos presentan diferentes afinidades por los receptores D1/D2,
pero por norma general, parece que el beneficio se obtiene gracias a su accion sobre los D2. No
son tan efectivos como la L-DOPA. La apomorfina se emplea, por su répido inicio del efecto, en
casos subitos de inmovilidad, aunque tiene una corta duracion de efectos; de unos 30 minutos
(Lewis et al., 2008). Los agonistas pueden prescribirse como terapia inicial o como complemento
de la L-DOPA en personas que desarrollan fluctuaciones en su sintomatologia. Los parches de
rotigotina son utiles en pacientes con problemas de deglucion (Chen et al., 2009).

1.5.3. Inhibidores de la MAO-B

Las monoaminooxidasas (MAQO) son enzimas que intervienen en el catabolismo de las
aminas bidgenas, en especial de las catecolaminas, inhibiendo su accion enzimatica. Las plaquetas
y el cerebro humano son las localizaciones principales de la MAO-B, siendo ésta la responsable
de la degradacion de un 80% de la dopamina cerebral, de ahi el interés de los inhibidores selectivos
de la MAO-B en el tratamiento de la EP.

Dentro de estos agentes terapéuticos se encuentran los derivados de las propargilaminas;
tales como selegilina y rasagilina. Estos compuestos poseen una cadena propargilo que les confiere
efectos neuroprotectores en una variedad de modelos experimentales tanto in vitro como in vivo
(Ebadi et al., 2002; Nayak y Henchcliffe, 2008).

Selegilina es un inhibidor selectivo e irreversible de la MAO-B (Chrisp et al., 1991). que
presenta ademas capacidad inhibitoria de los receptores dopaminérgicos presinapticos y de
blogueo de la reabsorcion de dopamina. La consecuencia de estas acciones es el aumento de la
dopamina estriatal en el cerebro de los pacientes de EP (Riederer y Youdim, 1986). Ademas, tiene

efectos psicoestimulantes y antidepresivos. La selegilina retrasa el comienzo de la incapacidad
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asociada a la fase precoz no tratada de la EP, lo que permite posponer la introduccién de levodopa,
a pesar de que tiene una eficacia de leve a moderada en el control de los sintomas de la enfermedad.

Rasagilina, al igual que selegilina, es un inhibidor selectivo e irreversible de la MAO-B,
pero a diferencia de lo que sucede con la selegilina, no da lugar en su proceso de biotransformacion
a derivados anfetaminicos (Thébault et al., 2004). Su metabolito principal es el aminoindano,
molécula con posible accion antiparkinsoniana. Dentro del grupo de las propalgilaminas es el

compuesto mas potente.

Estos agentes actlan sobre diversas vias de sefializacion intracelular relacionadas con la
cascada apoptotica, lo que puede ser la base de su posible efecto neuroprotector sobre procesos
patologicos de diversa patogenia (Rieder y Youdim, 1986; Chrisp et al., 1991). Estan indicados
para el tratamiento de la EP en monoterapia en la EP temprana, y como terapia adyuvante de la

levodopa en la EP mas avanzada. Pueden utilizarse junto con otros agentes antiparkinsonianos.

1.5.4. Inhibidores de la COMT

Los inhibidores de la COMT (catecol orto metiltransferasa) se emplean en pacientes con
intensa denervacion dopaminégica, lo que se manifiesta en la EP avanzada. En estos casos, el
organismo es incapaz de almacenar levodopa, por lo que solo existe respuesta terapéutica durante
el periodo de tiempo en el que la dopamina se encuentra en el espacio extracelular. En el SNC, la
levodopa se convierte en dopamina, la cual es recaptada o bien metabolizada por la COMT vy la
MAO. El objetivo de estos farmacos es inhibir al maximo el metabolismo de la dopamina mediado
por la COMT.

Dentro de los inhibidores de la COMT se encuentran entacapona y tolcapona. La
asociacion levodopa/entacapona es eficaz en la EP avanzada. Puede disminuir el tiempo off
comparado con la levodopa, por lo que puede usarse en pacientes no ancianos con EP avanzada
que presenten o no fluctuaciones motoras. Sin embargo, aunque mejoran los sintomas motores en

periodo on, aunque no de forma muy potente (Gershanik et al., 2003).

La tolcapona es mas potente y presenta una mayor duracion de efectos que la entacapona,
resultando eficaz en la EP con fluctuaciones motoras, ya que permite disminuir la dosis diaria de
levodopa (Gershanik et al., 2003).
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1.5.5. Amantadina

La amantadina es un agente antivirasico que promueve la liberacién de DA, bloguea su
recaptacion, inhibe el receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) y tiene una ligera actividad
anticolinérgica. En las etapas tempranas de la EP se puede usar contra el temblor, pero su
importancia reside en que esta aprobada para tratar la disquinesia provocada por la levodopa
(Hubsher et al., 2012).

1.5.6. Agentes neuroprotectores

Se incluyen aqui compuestos con accion neuroprotectora, la mayoria de ellos aun en fase
de desarrollo o en ensayos preclinicos. En este grupo podemos destacar aquellos farmacos que
actan en etapas tempranas de los procesos de muerte neuronal apoptotica, como es el caso de los
que presentan capacidad antioxidante, como la coenzima Q10. Otro ejemplo es el MitoQ, una
ubiquinona gue atraviesa las membranas celulares y se localiza selectivamente en la mitocondria,
restaurando la capacidad anti-ROS de ésta y aliviando los dafios oxidativos. También se han
realizado investigaciones con agentes antagonistas del receptor de glutamato, que inhibirian
procesos pro-apoptéticos, como son aquellos mediados por la sobreexcitacion de dicho receptor o

por procesos excitotdxicos. (Stocchi, 2006).

En las tablas 4 y 5 se resumen los agentes/compuestos y estrategias empleadas en la

actualidad en el tratamiento de los distintos sintomas de la EP.
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Sintomas no motores

Posibles tratamientos

Deficiencia cognitiva,
demencia.

Rivastigmina, Donepezilo, Galantamina, Memantina.

Psicosis

Quetiapina, Clazapina.

Depresion

Inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (ISRS).
Antidepresivos triciclicos.

Apatia, anhedonia, fatiga

Armodafinilo, Modafinilo, estimulacion del SNC.

Hipotension ortostatica

Fludocortisona, Midodrina, Efedrina, Droxidopa.

Estrefiimiento

Polietilenglicol, Macrogol, Prucaloprida, Neostigmina.

Disfuncién urinaria

Oxibutina, Tolterodina, Cloruro Traspium, estimulacion BoNT.

Disfuncidn sexual

Sildenafilo.

Hiperhidrosis

Anticolinérgicos, inyeccion BoNT intracutanea.

Seborrea

Esteroides topicos, inyeccion BoNT intracutanea.

Pérdida de peso

Gestion nutricional.

Somnolencia diurna

Armodafinilo, Modafinilo, estimulacién SNC.

Movimiento rapido de los
0jos, suefios Vivos.

Clonazepam, Melatonina, Quetiapina.

Dolor, parestesia

Gabapentina, Pregabalina, Duloxetina.

Tabla 4. Estrategias en el tratamiento de la enfermedad de Parkinson.

Por altimo, mencionar, que a los tratamientos descritos pueden asociarse otros farmacos,

con el fin de aliviar otros sintomas no motores y que se encuentran en los pacientes de la EP en

proporcion variable. El control de estos sintomas es muy importante en el manejo de estos

enfermos y contribuyen a la mejora de su calidad de vida.
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Farmaco

Modo de accién

Comentarios

Levodopa (més inhibidor
de la DOPA-
descarboxilasa).

Se transforma en dopamina a nivel del SNC
por la acciéon de la DOPA-descarboxilasa.
Se trata por tanto de un aporte exdgeno de
dopamina para compensar la deficiencia de
este neurotransmisor.

Es la medicacion standard en la EP. La asociacion con
un inhibidor de la DOPA-descarboxilasa periférica
(carbidopa, benserazida) impide la transformacion
prematura en dopamina, lo cual permite dar dosis
menores 'y minimizar los efectos secundarios
gastrointestinales y cardiovasculares provocados por
la dopamina liberada antes de llegar al cerebro. El
principal inconveniente de la levodopa es que pierde
el efecto después de varios afios (3-5) de tratamiento.
Aparecen efectos secundarios como disquinesias o el
Ilamado fenémeno on/off.

Bromocriptina
Lisurida
Pergolida
Pramipexol
Ropinirol

Estructura quimica que se asemeja a la de la
dopamina y actla, estimulando los
receptores postsinapticos.

Eficacia inferior a la de levodopa (sélo un tercio de
los pacientes responde satisfactoriamente) y suelen
requerir mas tiempo para ajustar la posologia. Se
suelen wusar en tratamientos combinados con
levodopa.

Selegilina
Rasagilina

Inhiben el metabolismo de la dopamina en
el cerebro, producido por oxidacion
catalizada por la MAO-B.

Selegilina y rasagilina son inhibidores selectivos de
la MAO-B. Su utilidad en la EP deriva de la
capacidad de potenciar la accion de la levodopa al
inhibir su catabolismo por la via de la dopamina.
Permiten disminuir la dosis de levodopa en hasta un
30%.

Entacapona
Tolcapona

Inhibidores del enzima catecol O-metil-
transferasa (COMT).

Cuando la levodopa se administra conjuntamente con
un inhibidor periférico de la DOPA-descarboxilasa,
la principal via metabdlica periférica es mediante la
COMT, que transforma la levodopa en 3-O-
metildopa. Esta es capaz de competir con la levodopa
en el sistema de transporte activo de la BHE
(astrocitos), reduciendo la penetracion de levodopa
en el SNC y, con ello, su capacidad de transformarse
en dopamina. Se estima que la adicion de entacapona
al tratamiento con levodopa/carbidopa incrementa un
25-50% la biodisponibilidad de la levodopa,
prolongando los efectos antiparkinsonianos de ésta.

Amantadina

Posiblemente favorece la liberacion de
dopamina y/o inhibe su recaptacién en
ventana sinaptica.

Inicialmente usado como antiviral, la amantadina es
un antiparkinsoniano menos potente que los
anteriores y con el inconveniente de perder
rapidamente eficacia si se usa sola (en menos de seis
meses). A su favor tiene una incidencia escasa de
efectos secundarios y no ser necesario un laborioso
ajuste individual de la dosis. Se suele emplear en los
primeros estadios de la enfermedad o en combinacién
con levodopa 0 amantadina en fases avanzadas

Anticolinérgicos

Biperideno
Triexifenidilo
Prociclidina
Metixeno

Antagonizan la actividad colinérgica
cerebral, exacerbada por la deficiencia de
accion  dopaminérgica.  Posiblemente
inhiban también la recaptacion de dopamina
por las neuronas presinapticas.

Usados desde el siglo pasado, los anticolinérgicos
tienen un efecto parkinsoniano relativamente débil,
pero aditivo con la levodopa o la bromocriptina.
Mejoran el temblor, pero no tienen efecto sobre la
rigidez o la bradiquinesia. Se suelen utilizar en fases
iniciales y sobre todo en el tratamiento de cuadros
extrapiramidales inducidos por antipsicéticos, donde
nAgenteso debe usarse levodopa. Todos los
anticolinérgicos tienen aproximadamente la misma
eficacia, pero ciertos pacientes toleran algunos mejor
que otros. Cambiar de medicamentos en caso de
efecto colaterales graves.

Tabla 5. Agentes terapéuticos utilizados en la enfermedad de Parkinson.
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1.6. Tratamiento quirurgico de la Enfermedad de Parkinson

En casos extremos, y con ausencia o escasa respuesta a la terapia farmacolégica, se valora

la posibilidad del tratamiento quirdrgico.

Entre estas opciones quirurgicas estan las siguientes:

1.6.1. Estimulacion cerebral profunda (ECP)

Se realiza mediante la implantacion de unos pequefios electrodos que aplican una corriente
sobre el globo palido interno, el tAlamo y el nicleo subtalamico para tratar de aliviar los temblores,

rigidez y los problemas para caminar, entre otros (Ughratdar et al., 2015).

1.6.2. Palidotomia

Intervencion en la que se produce una lesiénen el globo palido en su porcion interna y el
ansa lenticularis, con el fin de aliviar la excesiva inhibicion talamica y mejorar sintomas como la

rigidez y la bradicinesia (Llumiguano et al., 2006).

1.6.3. Implantacion de células fetales en la sustancia nigra

I mplantes de células madre y células reprogramadas procedentes de fibroblastos
(Lindvall y Bjorklund, 2004). Desafortunadamente, en algunos casos ha aparecido rechazo
autoinmune, se han desarrollado tumores o un efecto secundario de causa desconocida Ilamado
disquinesia inducida por injerto (Wijeyekoon y Barker, 2009). Cuando se utilizan células
reprogramadas del propio paciente vuelven a aparecer los agregados proteicos y si las células
son sanas, se vuelven a reproducir esos problemas con la a-sinucleina por propagacion prionica

(Brundin et al., 2008), lo que ha limitado el uso de esta técnica.

1.7. Tratamiento de las disquinesias

Las disquinesias abarcan diferentes fendmenos hipercinéticos, particularmente
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movimientos rapidos, breves e irregulares, distonia (menor tono muscular), estereotipias
(movimientos balanceantes del cuerpo), y acatisia (incapacidad para mantenerse quieto)
(Loonen y Ivanova, 2013). La disquinesia inducida por levodopa aparece en alrededor del 30%
de los pacientes con EP, que han sido tratados con el farmaco durante un periodo prolongado
de tiempo. Los mecanismos que la provocan no estan bien definidos por el momento, aunque se
piensa que puede estar inducida por una concentracion de DA estriatal suficiente como para
activar sus receptores postsindpticos, y que la distonia puede aparecer cuando la concentracion
de DA es baja (Bezard et al., 2001; Huot et al., 2013).

La estrategia mas utilizada para tratarlas suele ser el fraccionamiento de las dosis de L-
DOPA (Vijayakumar y Jankovic, 2016).

1.8. Modelos animales utilizados en investigacion de la Enfermedad de

Parkinson

A medida que se avanza en los descubrimientos sobre la etiopatogenia de la EP, se
desarrollan nuevos modelos animales y celulares que buscan mimetizar los mecanismos causantes

0 acompafiantes de la enfermedad (Meredith et al., 2008).

En cuanto a los modelos animales, un modelo experimental ideal de EP deberia
reproducir las caracteristicas patologicas y clinicas de la enfermedad, comprendiendo los
sistemas dopaminérgicos y no dopaminergicos, el sistema nervioso central y el periférico.
Adicionalmente, deberia ser un modelo dependiente de la edad para representar con fidelidad
el transcurso y evolucién de la misma. Desafortunadamente, ningin modelo de EP relne todas
estas caracteristicas (Dawson et al., 2010). A pesar de estas limitaciones, los modelos animales
nos sirven como herramienta para comprender los mecanismos de la enfermedad e investigar

posibles dianas terapéuticas.

Los modelos animales pueden dividirse en modelos basados en la administracion de
neurotoxinas, pesticidas y en modificaciones genéticas. Los mas utilizados son los basados en la
administracion de neurotoxinas o pesticidades a animales de experimentacién, como rotenona,
paraquat, 6-hidroxidopamina (6-OHDA) y 1-metil-4-fenil-1,2,3,6 tetrahidropiridina (MPTP)
(Tabla 6).
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Dentro de los animales mas utilizados para desarrollar los modelos animales se encuentran
ratas, ratones, pez cebra, la mosca Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegansy los

primates no humanos.

Asi, modelos de EP desarrollados en ratones conducen a sintomas tales como: disminucion
de la coordinacion, el equilibrio, la funcion gastrointestinal, agudeza olfatoria, dificultad para
formar nidos y alteraciones en la capacidad de caminar (Miyazaki et al., 2020). Los modelos
desarrollados en ratas suelen conducir a rigidez en las extremidades, deficits cognitivos, reduccion
de la actividad motora, movimientos rotacionales, hipocinesia, bradicinesia y asimetria postural.
Los primates no humanos presentan cambios conductuales andlogos a los de pacientes de EP,
incluyendo bradicinesia, rigidez de extremidades, anormalidad postural, dificultad para mantener
el equilibrio, temblor en reposo, sindrome parkinsoniano bilateral estable, inestabilidad del gesto,
y deterioro de las habilidades motoras gruesas y finas (Hallett et al., 2015; Hsueh et al., 2018).

1.8.1. Modelos basados en la utilizacion de pesticidas y neurotoxinas

Se pueden citar los siguientes:

> Rotenona

La rotenona es un plaguicida o insecticida liposoluble que genera estrés oxidativo, el cual
dafa selectivamente las neuronas dopaminérgicas (nDA), ya que inhibe el complejo I de la cadena

respiratoria mitocondrial, generando deficiencias motoras caracteristicas de la enfermedad (Blesa
etal., 2012).

Figura 3. Estructura quimica de la rotenona.
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Como modelo de la EP en ratones tiene la capacidad de reproducir caracteristicas similares
a las que ocurren en humanos, y formar inclusiones intracelulares parecidas a los cuerpos de Lewy
(Blesa y Przedborski, 2014). En ratas la exposicion a rotenona genera una degeneracion de las
neuronas dopaminergicas y la formacién de inclusiones celulares similares a los cuerpos de Lewy.
Estos efectos se pueden observar como deficiencias motoras, tal y como ocurre en la EP,
incluyendo: hipocinesia, rigidez postural y temblores (Blesa et al., 2012).

> Paraquat

Herbicida empleado en modelos experimentales de la EP. Paraquat es el 1,1-dimetil-4,4-
dipiridinio, que conduce a la formacion de radicales libres que reaccionan con las membranas
lipidicas de las células. Se ha demostrado cierta selectividad de este compuesto hacia las nDASs de
la SNpc positivas a tirosina hidroxilasa (TH) (Spivey, 2011; Blesa et al., 2012).
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Figura 4. Estructura quimica del paraquat.

La administracion sistémica a ratas del paraquat produce reduccién en las actividades
motoras, se reducen las fibras y neuronas TH positivas en la SNpc y presenta capacidad de producir
cuerpos de Lewy, con la desventaja de que se han obtenido resultados variables en cuanto a la

muerte neuronal (Blesa y Przedborski, 2014).

»  6-Hidroxidopamina (6-OHDA)

Hasta el momento la toxina mas utilizada es la 6-OHDA, ya que presenta actividad
inhibitoria de la cadena respiratoria mitocondrial con formacion de radicales libres al ser
metabolizada. Tres caracteristicas importantes de esta toxina son: 1) induce una rapida

neurodegeneracion; 2) tiene una gran afinidad por los transportadores de noradrenalina y
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dopamina, provocando la muerte de neuronas adrenérgicas y dopaminérgicas; y 3) no atraviesa la
barrera hematoencefalica (Blandini et al., 2008; Blesa y Przedborski, 2014). Al realizar una lesion
unilateral en el prosencéfalo medial se produce una pérdida de las neuronas reactivas a TH en la
SNpc y una pérdida de mas del 90% de nDA, generado una disminucién y desequilibrio de las
actividades motoras (Dunnett y Lelos, 2010). Para desarrollar la neurodegeneracion, la 6-OHDA

tiene que ser inyectada de forma estereotaxica, lo cual es un inconveniente.

HO NH>

HO OH

Figura 5. Estructura quimica de la 6-hidroxidopamina (6-OHDA).

En ratas, la lesion unilateral producida con la administracién de 6-OHDA ocasiona un dafio
severo en las neuronas dopaminérgicas, generando un comportamiento motor asimétrico, por lo
que es un modelo ideal para estudios de terapias de reemplazo celular y factores neuroprotectores.
Por otra parte, para producir lesiones parciales es necesario disminuir la dosis administrada, con
el proposito de estudiar los mecanismos patofisiologicos y de neurodegeneracion, debido a que las
lesiones causadas en el estriado causan cambios neurodegenerativos de manera progresiva en las
nDA de la SNpc. (Rodriguez Diaz et al., 2001).

> MPTP

MPTP es la 1-metil-4-fenil,6-tetrahidropiridina, una protoxina que al ser metabolizada
mediante la MAO-B se transforma en el metabolito 1-metil-4-fenilpiridinio (MPP™), que es el
activo como neurotoxina. Su mecanismo de accion se basa en la liberacion excesiva de dopamina,
que al ser metabolizada genera especies reactivas de oxigeno (ROS) y radicales libres en exceso.
Adicionalmente, el MPP+ es un inhibidor del complejo | de la cadena mitocondrial, disminuyendo
la produccion de adenosin trifosfato. Sin embargo, esta toxina no es selectiva a neuronas
dopaminérgicas de la SNpc, ni suele inducir la formacion de cuerpos de Lewy en modelos animales
(Blesa et al., 2012).
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Figura 6. Estructura quimica del MPTP.

Los modelos con MPTP en primates no humanos brindan informacién sobre posibles
terapias y mecanismos patogénicos de la EP ya que, si se produce una lesién de manera sistémica,
el comportamiento serd muy similar a la enfermedad presente en humanos. Sin embargo, es un
procedimiento largo y con una tasa de mortalidad considerablemente alta. En cambio, en ratones
se aprecian caracteristicas neuropatologicas y bioquimicas de dafio en el sistema dopaminérgico,
ademas de una reduccion en la actividad motora. Si se realiza una lesion de manera sistémica en
ratones, por tanto. se ocasiona discapacidad en el sistema dopaminérgico, lo que resulta muy
adecuado para estudiar procesos patofisiologicos y neurodegenerativos. En ambas especies MPTP
causa dafos en la ruta nigroestriatal con una gran pérdida de nDA en el estriado y en la SNpc. La
mayor desventaja es que no se ha observado la formacion de cuerpos de Lewy con este modelo
(Blesa y Przedborski, 2014).

En la tabla 6 se muestra un esquema de las caracteristicas de los modelos experimentales
en animales desarrollados con pesticidas y neurotoxinas. Cabe mencionar que estos modelos de
neurotoxinas se basan en la administracion de las neurotoxinas principalmente en tres areas del
cerebro: el estriado, el haz medio del prosencéfalo y en la sustancia nigra. Cuando se afectan estas
areas se activan mecanismos compensatorios con el objetivo de mantener la actividad neuroldgica,
y mediante alteraciones en la sintesis y liberacion de dopamina, aumento de la actividad de la TH,

cambios en la actividad del estriado, y del cerebelo, corteza y zonas corticales (Grandi et al., 2018).
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Modelo Tipo Animal Efecto Referencias
. Degeneracion de neuronas nigroestriadas. (Blesa et al.,
Neurotoxinas Rata Disminucion del ndmero de nDA. Formacionde 2012; Blesa y
Rotenona cuerpos de Lewy. Deficiencias motoras: Przedborski,
hipocinesia, rigidez postural y temblores en 2014).
miembros.
(Blesa et al.,
Ratones Reduccion de la actividad motora, pérdida de 2012 Blesa y
Paraquat fibras y neuronas en SNPc, disminucién de Przedborski,
células TH positivas. Formacién de cuerpos de 2014:
Lewy. Mohamed et
al., 2019).
Locomocién reducida. No se han logrado
observar cuerpos de Lewy. La lesion unilateral (Bankiewicz
produce un dafio completo en las neuronas etal. 1999-
Ratas dopaminérgicas. = Comportamiento  motor X '
asimétrico. Lesiones en el estriado causan Dlesaetal,
cambios  neurodegenerativos de manera 2012).
progresiva en las nDA de la SNpc.
6-OHDA
No se observan cuerpos de Lewy. La lesion (Annett et al.,
unilateral en el prosencéfalo medio produce 1992: Dunnett
Primates pérdida de las neuronas reactivas a TH en la y Lelos,
SNpc. Pérdida de mas del 90% de nDA. 2010)
Reduccidn de las actividades motoras. '
No induce la formacion de cuerpos de Lewy. La  (Blesa y
lesion de manera sistémica genera un Przedborski,
comportamiento muy similar al de la EP en 2014)
. humanos. Locomocion reducida. '
Primates Procedimiento largo y con una tasa de
mortalidad considerablemente alta. Dafios en
ruta nigroestriatal con una gran pérdida de nDA
en el estriado y la SNpc.
MPTP
(Bankiewicz
etal., 1999;
Ratones Discapacidad en el sistema dopaminérgico. pjesa et al.,
E&%l:cc[on _ de ~Ia act|V|da}d motora 'y 2012: Blesa y
quinesia. Dafios en ruta nigroestriatal con .
gran pérdida de nDA en el estriado y la SNpc.  rzedborski,
No se observan cuerpos de Lewy 2014; Dauer y
Przedborski,
2003).
Disminucion de los niveles de TH y dopamina.  (Blesa y
EEr s Ratones Exhibicion de un comportamiento al_tfarado. Przedborski.
Falta de resultados consistentes en relacidn a la 2014)
neurodegeneracion producida. '
a -Syn
Se han dirigido factores virales con a-sinucleina
Ratas exogena, con los cuales se ha observado (Decressac et

alteracion en la proteina y neurodegeneracion
dopaminérgica.

al., 2012)
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LRRK2

PINK1

PARKIN

DJ-1

Ratones

Poco o nulo dafio en la funcién de las nDA en
la SNpc. Neurodegeneracién o cambios en la
estructura  neuronal  Knock-out produce
acumulacion de a-sinucleina y ubiquitina, se
inhibe la diferenciacién de progenitores
neuronales a nDA y aumenta la muerte celular.
En el caso de una sobreexpresién del gen, se ha
observado una ligera neurodegeneracion de las
nDA en la SNpc, pero sin alteracion de los
niveles de dopamina ni en la actividad
locomotriz.

(Blesay
Przedborski,
2014; Chen et
al., 2012;
Milosevic et
al., 2009;
Stoddard-
Bennett y
Reijo Pera,
2019).

Ratones

Reduccion gradual de los niveles de dopamina
y baja actividad locomotriz. No se ha observado
la formacién de cuerpos de Lewy o
degeneracion nigroestriatal.

(Gispert et al.,
2009).

Drosophila
melanogaster

Mutaciones en el gen PINK1 han mostrado
defectos en la habilidad para volar,
anormalidades en el complejo I mitocondrial
derivando a niveles de ATP reducidos.

(Obeso et al.,
2017;
Vanhauwaert
y Verstreken,
2015).

Ratones

No se observan alteraciones en el
comportamiento de los animales, a pesar de la
ligera disminucion de liberacion de dopamina
que ocurre.

(Kitada et al.,
2009;
Stoddard-
Bennett y
Reijo Pera,
2019).

Ratones

Disminucion en la capacidad motora.
Reduccion de dopamina liberada en el estriado,
pero no en la SNpc

(Kitada et al.,
2009;
Stoddard-
Bennett y
Reijo Pera,
2019).

Tabla 6. Comparacion de diferentes modelos experimentales de la EP. Syn (a-sinucleina); EP
(enfermedad de Parkinson), MPTP(1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina), nDA (neuronas
dopaminérgicas), 6-OHDA (6-hidroxidopamina), SNpc (sustancia nigra pars compacta), TH
(tirosina hidroxilasa).

1.8.2. Modelos genéticos

Los modelos genéticos tienen la funcion de simular los mecanismos relacionados con las

formas genéticas de la EP. Es necesario mencionar que solo alrededor del 5-10% de los pacientes

diagnosticados de EP son de origen genético. En este caso, los fenotipos patolégicos y de

comportamiento en los modelos murinos suelen ser diferentes a los presentados por los humanos,
estudiado principalmente la funcién de los genes a-syn, LRRK2, PINK1, PARKIN y DJ-1 (Blesa

y Przedborski, 2014) (Tabla 6). Se pueden clasificar en 3 enfoques diferentes: knock-out,

sobreexpresion y transgénicos. Sin embargo, los modelos en Drosophila melanogaster,
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Caenorhabditis elegans y murinos no muestran las deficiencias motoras de manera representativa
para el estudio clinico humanos aungue su relevancia se basa en el estudio de la forma genética de

la EP, enfocandose en genes especificos relacionados con la enfermedad (Grandi et al., 2018).

El gen a-syn codifica la proteina a-sinucleina, componente principal de los cuerpos de
Lewy presentes en la EP. Se ha demostrado que ratones transgénicos presentan una disminucion
en los niveles de TH y dopamina, lo que afecta a su comportamiento (Blesa y Przedborski, 2014).
En modelos experimentales en ratas se han evaluado factores virales con a-sinucleina,
obteniéndose neurodegeneracion dopaminérgica, por lo que son un modelo ideal para probar
nuevas estrategias neuroprotectoras (Decressac et al., 2012).

El gen LRRK2 es necesario para la supervivencia neuronal, siendo su edicion génica la
mas comun en los modelos de EP de tipo genético. En modelos en ratones se ha observado escaso
o0 nulo dafio en la funcion de las nDA en la SNpc (Blesa y Przedborski, 2014). En cambio, en
ratones knock-out se ha logrado producir acimulos de a-sinucleina e inhibir la diferenciacion de
progenitores neuronales a nDA, asi como aumentar la muerte celular (Stoddard-Bennett y Reijo
Pera, 2019). En el caso de los modelos por sobreexpresion del gen se ha observado una ligera
neurodegeneracion de las nDA en la SNpc, pero sin alteracion de los niveles de dopamina ni de la

actividad locomotriz (Chen et al., 2012).

Modelos desarrollados en ratones sin el gen PINK1, que es esencial para la supervivencia
neuronal bajo estrés oxidativo (Stoddard-Bennett y Reijo Pera, 2019), han puesto de manifiesto
que se produce una reduccion gradual en los niveles de dopamina acompafiada de una baja
actividad locomotriz, sin la formacidn de cuerpos de Lewy ni degeneracion nigroestriatal (Gispert
et al., 2009). Por otra parte, los modelos basados en Drosophila melanogaster con mutaciones en
el gen PINK1, han dado como resultado defectos en la habilidad para volar y anormalidades en el

complejo | mitocondrial (Vanhauwaert y Verstreken, 2015; Obeso et al., 2017).

En el caso de los estudios realizados con ratones sin el gen de PARKIN, no se han podido
demostrar alteraciones en el comportamiento de los animales, a pesar de que se produce una ligera
disminucion de la liberacion de dopamina. Finalmente, modelos en ratones con mutaciones en el
gen DJ-1, necesario para la resistencia frente al estrés oxidativo, demuestran una disminucion en
la capacidad motora, reduccion de la dopamina liberada en el estriado, pero no en la SNpc (Kitada
et al., 2009; Stoddard-Bennett y Reijo Pera, 2019).
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1.8.3. Modelo de lesion inducida con lipopolisacarido (LPS)

El modelo de lesion con lipopolisacarido (LPS) se ha estudiado menos y se basa en
provocar una respuesta neuroinflamatoria similar a la que se produce en la EP como inductora de
la muerte celular (Hirsch y Hunot, 2009). Aunque la 6-OHDA y el MPTP también pueden
provocar una respuesta inflamatoria, ésta es de mucha menor intensidad y, sobre todo, no es la
causante principal de la muerte neuronal, sino mas bien una consecuencia que perpetla la
neurotoxicidad. En el modelo de LPS, la causa de la muerte neuronal es la propia

neuroinflamacion.

El LPS es una endotoxina de las bacterias gram negativas que activa la microglia a través
del receptor toll-like 4, lo que desencadena la produccion de citoquinas y quimioquinas
inflamatorias. Puede ser inyectado estereotaxicamente en la sustancia nigra, tracto prosencefalico
medio o directamente en el estriado. Cuando se inyecta en la sustancia nigra, produce activacion
microglial y pérdida sostenida de neuronas dopaminérgicas en tan solo 24 horas (Iravani et al.,
2005), junto con una reduccion mantenida y prolongada de la concentracion de DA de
aproximadamente un 60% (Herrera et al., 2000). Cuando se inyecta en el estriado, la pérdida de

neuronas dopaminérgicas es mas paulatina (Hunter et al., 2009).

1.8.4. Modelos preclinicos de terapia celular

Actualmente los tratamientos méas utilizados en la EP son farmacologicos y se basan
fundamentalmente en la administracibn de levodopa junto con inhibidores de la
dopadescarboxilasa, pero tienen la desventaja de perder su efectividad con el progreso de la

neurodegeneracion, ademas de ocasionar efectos secundarios importantes (Chen et al., 2019).

En situaciones extremas se puede recurrir a la realizacion de intervenciones quirdrgicas y
a la estimulacion profunda del cerebro, aunque se trata de procedimientos complejos, que pueden
ocasionar hemorragia, infeccion y efectos secundarios neuropsiquiatricos (Fukaya y Yamamoto,
2015).

Otra posibilidad es realizar la generacion de neuronas dopaminérgicas (nDAs) a partir de
células troncales (CT) para su trasplante, y que, aunque se encuentran en fase de investigacion,

representan un gran avance para el futuro tratamiento mediante terapias celulares de enfermedades
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como la EP. Su objetivo es que las nDAs implantadas puedan sobrevivir y formar conexiones en
el cerebro de los pacientes, con la consiguiente mejoria clinica (Lindvall y Bjorklund, 2004). Sin
embargo, llevar a la practica clinica esta estrategia aln requiere de investigacién profunda y
desarrollo, asi como la estandarizacion de factores criticos para la eficacia y seguridad del
procedimiento, como la seleccidn de pacientes, la colocacion del injerto, su composicion celular y

regulacién inmunoldgica ( Park et al., 2005; Chen et al., 2019).

Algunas de las fuentes de tejido que se han utilizado para la obtencion de nDAs incluyen
tejido mesencefalico ventral fetal humano (hfVM), médula adrenal, bulbo olfatorio, cuerpo
carotideo, células troncales embrionarias, células troncales neurales (NSC), células troncales
mesenquimales, células troncales pluripotentes inducidas (iPSC) (Pardal y Lopez-Barneo, 2012).
En estudios realizados con hfVM se han obtenido mejoras considerables en la rigidez,
inestabilidad postural, alteraciones en la marcha, bradicinesia y expresion facial, pero no en el
temblor (Chen et al., 2019).

Ademas del desarrollo de otros métodos, el trasplante de hfVMs, que pueden ser
diferenciadas hacia nDAs, ha dado como resultado tasas elevadas de recuperacion histologica y
funcional, sin efectos secundarios graves (Arenas, 2005). En ensayos clinicos realizados en
humanos, en los que los pacientes recibieron trasplantes de manera bilateral en el putamen, se
demostro que los injertos pueden sobrevivir a pesar del avance de la EP y el continuo tratamiento
farmacoldgico, reinervando el estriado, restableciendo la liberacion controlada de dopamina e
integrandose en el circuito nigrostriatal (Lindvall y Bjorklund, 2004). Sin embargo, este
procedimiento presenta complicaciones quirdrgicas, ademas de la dificultad técnica de diseccion
del tejido fetal, resultando en una combinacion de poblaciones celulares con alta mortalidad, sin
mencionar la limitada disponibilidad de tejido fetal, complicaciones éticas y discinesias

postoperatorias (Lindvall, 2016).

Por lo que se refiere a las iPSC, presentan la ventaja de generar nDA especificas de cada
paciente sin conflictos éticos e inmunoldgicos, ademas de su alta diversidad de origen, aunque aln
presentan problemas de mutagenicidad, causan dafios en la integridad del genoma y favorecen la

formacidn de teratomas (Xiao et al., 2016).
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2. TOLCAPONA

2.1. Introduccion

La Tolcapona es un inhibidor potente, selectivo y reversible de la COMT, indicada en
combinacion con levodopa/benserazida o levodopa/carbidopa en el tratamiento de pacientes con
enfermedad de Parkinson idiopatica sensibles a levodopa y con fluctuaciones motoras, que no
responden o son intolerantes a otros inhibidores de la COMT (http://www.aemps.gob.es, 2021).

Hay que tener en cuenta que la levodopa sigue siendo la terapia de referencia para los
sintomas motores caracteristicos de la EP (Rascol et al., 2002). Cuando se administra con un
inhibidor de la dopamina descarboxilasa (DDCI), la levodopa sigue siendo el tratamiento mas
eficaz para los sintomas motores cardinales de la EP (Rajput et al., 1997). Sin embargo, el uso a
largo plazo de levodopa esta limitado por fluctuaciones motoras y discinesias, que pueden ser
incapacitantes para los pacientes y dificiles de controlar con los tratamientos actuales, y también

por pérdida de eficacia.

Las complicaciones motoras de la levodopa son relativamente comunes y ocurren en un
porcentaje significativo de los pacientes al afio de iniciarse el tratamiento (Van Laar, 2003). Cada
vez hay mas pruebas de que se pueden administrar agonistas de la dopamina en lugar de levodopa
para controlar los sintomas motores de la enfermedad de Parkinson y reducir las complicaciones
(Olanow et al., 2001).

La levodopa atraviesa la barrera hematoencefalica despues de la administracion oral, donde
es descarboxilada por la enzima dopa-descarboxilasa tanto a nivel periférico como central, para
dar lugar a dopamina. La levodopa se administra tipicamente con un DDCI para reducir el
metabolismo periférico, reducir los efectos secundarios dopaminérgicos periféricos (hipotension
postural, nauseas) y aumentar la cantidad de levodopa que llega al cerebro. Cuando se administra
de esta manera, del 5% al 10% de levodopa llega al cerebro. Cuando la descarboxilacion esta
blogueada, la levodopa se metaboliza predominantemente a 3-O-metildopa (3-OMD) por la
catecol-O-metiltransferasa (COMT), una enzima selectiva y ubicua involucrada en el catabolismo
de la levodopa (Leegwater-Kim y Waters, 2014). En el cerebro, la COMT metaboliza la levodopa
en 3-OMD vy la dopamina en acido homovanilico (Rajput et al., 1997). En la periferia, COMT

participa en la conversion de levodopa en 3-OMD. Sobre la base de este mecanismo, se postuld
54


http://www.aemps.gob.es/

que la inhibicion de la COMT daria como resultado una menor degradacion de la levodopa y que,
cuando se administraba con un DDCI, aumentaria la biodisponibilidad de la levodopa, su llegada
a SNC y la continuidad de la estimulacion de la dopamina. Como resultado, la dosis de levodopa
requerida para la eficacia terapéutica podria reducirse, con lo que esta menor exposicion a la

levodopa deberia retrasar o prevenir las complicaciones motoras.

Como se ha indicado, tolcapona es un inhibidor potente, selectivo y reversible de la COMT
a nivel periférico (Napolitano et al., 1999) Se diferencia de los otros dos inhibidores de COMT
disponibles (entacapona y opicapona) por sus caracteristicas de lipofilia, que le permiten atravesar
con facilidad la barrera hematoencefalica y acceder al sistema nervioso central (Ceravolo et al.,
2002).

Pertenece a la segunda generacion de inhibidores selectivos y reversibles de la COMT, y
ha sido introducida en terapéutica en el afio 1998 (Kurth y Adler, 1998). Es mas potente y presenta
una mayor duracion de efectos que su predecesor entacapona. Debido a su accion la COMT mejora
la eficacia de la levodopa y reduce las fluctuaciones motoras asociadas al tratamiento cronico.
Cuando se administra tolcapona junto con levodopa y un inhibidor de la dopa decarboxilasa
(carbidopa o benserazida), los niveles plasmaticos de levodopa son mas sostenidos que los
alcanzados cuando se administran solos (levodopa, inhibidor de dopa decarboxilasa),
incrementandose la biodisponibilidad oral de la levodopa, lo que redunda en una mejora de su

eficacia en el tratamiento de la EP (Antonioni et al., 2008).

El tratamiento con tolcapona reduce los periodos de activacion y desactivacion (on-off) en
pacientes con fluctuaciones motoras, mejorando el tiempo de activacion en pacientes con
enfermedad estable (Truong, 2009).

Después de algunas preocupaciones iniciales sobre su seguridad, que llevaron a su retirada
en 1998 por las autoridades sanitarias como consecuencia de la aparicion de 3 casos de hepatitis
fulminante, en abril de 2004 se anunci6 el fin de la suspension de comercializacion de este

farmaco, por lo que ha vuelto a ser reintroducida en terapéutica desde ese momento.

Desde entonces, diversos estudios han demostrado que la tolcapona es segura si se
administra y monitoriza la funcionalidad hepéatica del paciente a tratamiento con el
farmaco (Mdller, 2015; Artusi et al,, 2021).
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La tolcapona produce los efectos secundarios dopaminérgicos esperados, que incluyen
dolor de cabeza, nduseas, insomnio, asi como diarrea; sin embargo, estos efectos secundarios son
generalmente leves y, por regla general, no dan lugar a la interrupcion del tratamiento (Truong,
2009).

El objetivo principal de la terapia con inhibidores de la COMT es aumentar la duracion del
efecto de cada dosis de levodopa y, por lo tanto, reducir el tiempo que los pacientes pasan en la
fase "inactiva o en off". La tolcapona se puede usar para reducir el tiempo de inactividad, reducir
la dosis de levodopa y tratar de mejorar modestamente el deterioro motor y la discapacidad (Deane
et al., 2004).

2.2. Estructuray caracteristicas fisico-quimicas

La tolcapona, desde el punto de vista estructural, corresponde a la (3,4-dihidroxi-5-
nitrofenil) -(4-metilfenil) metanona, con una formula empirica de C14H1:1NOs y un peso molecular
de 273,24 g/mol.

0=—=0

HO

HO CH,

Figura 7. Estructura quimica de la tolcapona.

La tolcapona se presenta como un compuesto cristalino de color amarillo e inodoro. No es
higroscépico. Es soluble en cloroformo, metanol, acetonitrilo y poco soluble en agua. Presenta un
punto de fusidon entre 146-148°C. Se debe conservar en envases herméticos, resistentes a la luz y

almacenar entre 20°C y 25°C.
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2.3.  Mecanismo de accion y acciones farmacoldgicas

Como se ha indicado antes, la tolcapona es un inhibidor selectivo y reversible de la COMT de
accion periférica y central, enzima responsable de catalizar la degradacion de las catecolaminas
bidgenas (dopamina, adrenalina, noradrenalina) y que se encuentra en la hendidura sinéptica de
las neuronas dopaminérgicas. La COMT es la segunda via metabdlica mas importante para la
levodopa, por lo que su inhibicién, mediante tolcapona, redundara en una mejor respuesta en la
EP (Deane et al., 2004).

El mecanismo de accion de la tolcapona se basa en la alteracién de la farmacocinética de
la levodopa, asi como en la reduccion del metabolito 3-OMD de la levodopa, prolongando
ligeramente la semivida de la levodopa, de aproximadamente 2 horas a 3,5 horas (Davis et al.,
1995). Esto da como resultado una duplicacion aproximada de la biodisponibilidad relativa de
levodopa. Sin embargo, los valores de Cmax 0 tmax. de levodopa no se ven afectados. Los estudios
en voluntarios sanos y pacientes con enfermedad de Parkinson han confirmado que el efecto
méaximo se produce a dosis de 100 mg a 200 mg de tolcapona. Los niveles plasmaticos de 3-OMD
disminuyen de forma marcada y dependiente de la dosis con tolcapona, cuando se administra

conjuntamente con levodopa/carbidopa o con levodopa/benserazida (Truong, 2009).

2.4. Interacciones

La tolcapona, como inhibidor de la COMT, aumenta la biodisponibilidad de la levodopa al
administrarla conjuntamente. El consecuente aumento en la estimulacién dopaminérgica puede
conducir reacciones adversas, tales como aumento de la discinesia, nauseas, vomitos, dolor
abdominal, hipotension ortostatica, estrefiimiento, trastornos del suefio, alucinaciones (Stocchi y
De Pandis, 2006).

Los efectos adversos de la tolcapona también se ven aumentados con inhibidores de la
recaptacion de noradrenalina, asi como con el alcohol, ya que acentuan los efectos depresores

dopaminérgicos (Ossig y Reichmann, 2013).

La tolcapona puede modificar la farmacocinética de los farmacos metabolizados por la
COMT. No se ha observado ningun efecto sobre la farmacocinética de la carbidopa, sustrato de la

COMT, sin embargo, si se ha observado una interaccion con la benserazida, dando lugar a un
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aumento en los niveles de esta y de su metabolito activo. La magnitud del efecto es dependiente
de la dosis de benserazida (Stocchi y De Pandis, 2006).

Dada su afinidad por el citocromo CYP2C9, la tolcapona puede interferir con farmacos
cuyo aclaramiento dependa de esta via metabdlica, como tolbutamida y warfarina.

2.5. Aplicaciones Terapeuticas

La tolcapona estd indicada en combinacion con levodopa/benserazida o
levodopa/carbidopa para el tratamiento de pacientes con EP idiopatica sensibles a levodopa y con
fluctuaciones motoras, que no responden o son intolerantes a otros inhibidores de la COMT (Ossig
y Reichmann, 2013).

Debido al riego de dafio hepatico agudo que puede producir la tolcapona, no se debe
considerar como un tratamiento de primera linea complementario a levodopa/benserazida o
levodopa/carbidopa. Si no se observan beneficios clinicos considerables dentro de las 3 semanas
posteriores al inicio del tratamiento, se debe interrumpir la administracion de tolcapona (Deane et
al., 2004).

2.6. Caracteristicas Biofarmacéuticas y Farmacocinéticas

Tolcapona presenta farmacocinética lineal, independiente de la administracion de
levodopa/carbidopa e independiente del sexo, la edad, el peso o la raza (Stocchi et al., 2006). Tras
su administracién por via oral, tolcapona se absorbe rapidamente, alcanzandose el tmax alrededor
de las 2 horas. Presenta una semivida plasmatica de eliminacion corta, de aproximadamente 2-3
horas. La biodisponibilidad oral de tolcapona es del 65%, que se reduce entre un 10% y un 20% si

se toma 1 hora antes 0 2 horas después de la comida (Stocchi y De Pandis, 2006).

La tolcapona presenta elevada union a proteinas plasmaticas (99,9%), fundamentalmente
a albumina sérica. Se metaboliza casi por completo, siendo su via metabdlica principal la
glucuronidacion a un conjugado glucurénido inactivo. También sufre metilacion por la COMT a
3-O-metil-tolcapona. Ademas, el metabolismo de tolcapona incluye la hidroxilacion del grupo
metilo para formar un alcohol primario, que posteriormente se oxida al &cido carboxilico,

posiblemente a través del citocromo P450 3A4 y 2A6. La reduccion a una amina y la posterior N-
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acetillacion se producen en menor medida. EI metabolito glucurdnido se excreta principalmente
en la orina, aunque también parte se excreta en bilis. Solamente alrededor del 0,5% del farmaco
se elimina sin alterar en orina (Cacabelos, 2017).

En pacientes con enfermedad hepética cirrética moderada (Child-Pugh Clase B), el
aclaramiento y el volumen de distribucion de tolcapona se ven reducidos en hasta un 50%
(Dingemanse et al., 1995; Jorga et al., 1997).

2.7. Efectos Adversos

Las reacciones adversas mas frecuentes son discinesia y otros efectos dopaminérgicos
relacionados (Stocchi y De Pandis, 2006; Cacabelos, 2017). Ademas, se han descrito reacciones

adversas, tales como:

> Hepaticos: Se ha descrito dafio hepatico grave, que incluye el fallo hepatico fulminante,
que llevaron a su retirada en 1998, aungue en 2004 se ha reintroducido en terapéutica.
Otros efectos adversos hepaticos son el aumento de la alanina aminotransferasa y dela
aspartato aminotransferasa. Las enzimas hepaticas deben monitorizarse cada 2 semanas
durante el tratamiento con tolcapona. Se recomienda interrumpir el tratamiento si las
enzimas hepaticas estan elevadas por encima del limite superior de lo normal o si hay

signos o sintomas clinicos que sugieran lesiones hepaticas, como ictericia o colestasis.

» Gastrointestinales: Incluyen nauseas (30-35%), anorexia (19-23%), diarrea (16-18%),
vomitos (8-10%), estrefiimiento (6-8%), xerostomia (5-6%), dolor abdominal (5-6%),

dispepsia (3-4%), flatulencia (2-4%) y sequedad de boca.
» Musculo-esqueléticos: Entre los efectos adversos que afectan a los musculos y esqueleto
se encuentran la distonia (19-22%), calambres musculares (17-18%), rigidez (2%), artritis

(1-2%) y la hipertonia (1%).

» Respiratorios: infecciones del tracto respiratorio superior (5-7%), disnea (3%), y

congestion nasal.
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Genitourinarios: como decoloracion de la orina (2-7%), infeccion del tracto urinario (5%)
y trastorno de la miccion (1-2%).

Cardiovasculares: dolor en el pecho (1-3%), hipotension (2%), molestias en el pecho (1-
2%), y sintomas ortostaticos.

Dermatolégicos: hemorragias cutaneas (1%), alopecia (1%), aumento de la sudoracion.
En ocasiones también se ha descrito la aparicion de vitiligo.

Oncoldgicos: aparicion de tumores en la piel (<1%) y en el Utero (<1%).



Il. PLANTEAMIENTO
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La enfermedad de Parkinson (EP) es el trastorno neurodegenerativo mas prevalente
después de la enfermedad de Alzheimer. A pesar de todos los avances de la neurologia en los
altimos tiempos, ain se desconocen las causas que desencadenan esta enfermedad, por lo que

también se desconoce como prevenirla.

En la actualidad, no existe cura para la enfermedad, por lo que los tratamientos existentes
se orientan al control de la sintomatologia, que permita mantener en lo posible la mejor la calidad

de vida de los pacientes.

Las semividas cortas de muchos farmacos, ademéas de la distribucion inespecifica y su
toxicidad, han sido una fuerza impulsora importante para el desarrollo de nuevos sistemas de
administracion de farmacos. Estos sistemas pueden facilitar el acceso selectivo del agente
terapéutico al lugar de accion, lo que resulta especialmente interesante cuando un ingrediente
activo, debido a sus caracteristicas farmacocinéticas, presenta una inadecuada biodistribucion y
causa toxicidad. Por ello, durante los ultimos afios ha surgido un interés creciente en el desarrollo
de micro y nanosistemas para facilitar el acceso de farmacos al cerebro, que mejore las propiedades
farmacoldgicas y terapéuticas de las formulaciones convencionales, tales como aumentar el

intervalo de dosis y reducir sus efectos secundarios.

Entre los agentes terapéuticos que se emplean en el tratamiento de la EP se encuentran los
inhibidores de la COMT, como es la tolcapona, agente que se administra por via oral y tiene una
semivida plasmatica de eliminacion corta, de unas 1,6-3,4 horas. Esta baja semivida de
eliminacion, junto con su distribucion inespecifica, nos ha llevado al desarrollo de nuevos sistemas

de liberacion modificada.
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[1l. OBJETIVOS
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El objetivo general de esta Tesis Doctoral ha sido el desarrollo, caracterizacion in vitro y
evaluacion in vivo, en un modelo animal, de dos nuevos sistemas terapéuticos de liberacion
controlada de tolcapona; microesferas (MPs) y nanoparticulas (NPs) biodegradables de PLGA, para
su administracion en el tratamiento de la EP. Dichas formulaciones podrian mejorar los tratamientos

actuales.

Este objetivo general engloba los siguientes objetivos parciales:

1. Evaluacién de la actividad neuroprotectora de la tolcapona en la linea celular de neuroblastoma
humano, SKN-AS.

2. Desarrollo y caracterizacion de dos sistemas multiparticulares de tolcapona; microparticulas y
nanoparticulas. Seleccion de las formulaciones mas adecuadas de acuerdo con el objetivo

propuesto.

3. Eleccion del modelo animal de Parkinson para la realizacion de los estudios in vivo de las

formulaciones seleccionadas.

4. Evaluacion de las formulaciones seleccionadas en un modelo animal de Parkinson inducido por

rotenona.
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1\VV. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD
NEUROPROTECTORA DE LA TOLCAPONA EN
CULTIVOS CELULARES
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1. INTRODUCCION

La técnica de cultivos celulares se desarrolld por primera vez a principios del siglo XX,
como un método para estudiar el comportamiento de las células animales in vitro. Los cultivos
celulares son el producto de la coleccion de células de origen animal o humano, procedentes de
diferentes Organos, colocadas en condiciones especiales propicias para su supervivencia y
multiplicacion, manteniendo por ello todas sus funciones metab6licas de una manera semejante a
las que tenian en el huésped (Thorpe, 2007). En la actualidad, los cultivos celulares se han
convertido en una herramienta imprescindible, tanto para la investigacion basica como para la
investigacion aplicada, en el campo de las ciencias biomédicas, asi como para determinados

procesos industriales.

Una de las propiedades que pueden presentar los cultivos celulares es la capacidad de
adherencia a superficies, lo que permite que las células crezcan, ya sea en monocapa 0 en
suspension. Esta capacidad de adhesion esta asociada al tipo de célula de la cual derivan y depende
del tipo de proteinas presentes en su superficie. Atendiendo a su adherencia, los cultivos celulares

tradicionalmente se han clasificado en cultivos en suspension y cultivos en monocapa.

Cultivos en suspension. El crecimiento en suspension lo presentan celulas capaces de
proliferar sin necesidad de adherirse al sustrato; siendo por tanto, independientes del anclaje, como
ocurre con las células hematopoyéticas, algunas lineas celulares transformadas que han perdido o
disminuido la sintesis de proteinas de anclaje y no desarrollan el proceso de quiascencia, como es
el caso de algunas lineas celulares transformadas artificialmente o de células procedentes de
tumores (Lehr, 2002; Freshney, 2006; Merten, 2006).

Cultivos en monocapa. Muchas lineas celulares son anclaje-dependientes, es decir, no
inician la proliferacion hasta que se han adherido al sustrato. En el crecimiento en monocapa las
células se adheriran al sustrato y en esa forma iniciaran la proliferacién. La monocapa celular crece
(confluencia) cubriendo la superficie del soporte hasta que se establece contacto entre las células,
lo que causa que éstas detengan su crecimiento (quiescencia). Este tipo de cultivo de proliferacion

lo presentan la mayor parte de las células provenientes de cultivos primarios o de lineas celulares.

Las células que se desarrollan de esta manera son estables genéticamente y tienen una

naturaleza diploide normal. Algunas lineas celulares tienen la capacidad de crecer monocapa o
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suspension (células de insecto, BHK21, hibridomas), sin embargo, son muy pocas las que tienen
esta dualidad (Freshney, 2005).

Los cultivos de células adheridas a una superficie de crecimiento se han considerado en
dos dimensiones (cultivos 2D). Sin embargo, los cultivos 2D no son capaces de reflejar la realidad
in vivo. Por ello, surgen las técnicas de cultivo celular en 3D. En éstas, las células se distribuyen
de forma mas compleja y crecen en microambientes (3D), en los que la entrada y salida de

desechos es continua.

Cultivos tridimensionales. En estos cultivos se busca mantener la arquitectura in vivo del
tejido de origen. En el caso del epitelio, los sistemas tridimensionales permiten estudiar la
proliferacion, morfologia, e interacciones intra e intercelulares. Asimismo, se puede evaluar el
efecto de sustancias que pueden afectar tales interacciones. En este tipo de cultivo es posible
mantener los tipos celulares diferenciados y por ello una buena réplica del tejido de origen, sin
embargo, la propagacion celular es dependiente de las caracteristicas de la biomatriz o soporte
(Visconti et al, 2010; Williams, 2009).

TIPOS DE CRECIMIENTO DE LOS CULTIVOS CELULARES

CULTIVO CELULAR ]
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Figura 8. Tipos de cultivos celulares.
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Atendiendo al origen, los cultivos se pueden clasificar en cultivos primarios y lineas

celulares.
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Cultivos primarios. Los cultivos primarios son aquellos cuyas células provienen de un
tejido extraido de un érgano de un animal recién sacrificado. Estas células son consideradas como
cultivo primario hasta que se subcultiven con éxito (sean transferidas, con o sin dilucién, de un
recipiente de cultivo a otro). Los cultivos primarios se caracterizan por estar constituidos por
diferentes tipos de células, por lo que a veces pueden recibir el nombre de cocultivos, cuya
morfologia es predominantemente la de las células del drgano del que fueron aisladas, sus
cromosomas tienen un nimero diploide, su crecimiento in vitro es limitado, y presentan inhibicion
por contacto generada por vias de sefializacion intra e intercelulares. Como estan més cercanas a
las células que las originaron, esto se ve reflejado en una mejor actividad y una funcionalidad

similar a su ambiente natural.

Linea celular continua. Cuando el cultivo primario es sometido a procesos de
transformacion que le confieren capacidad ilimitada de multiplicacion, recibe el nombre de “linea
celular”. Las celulas que lo componen se diferencian genética y morfologicamente de las células
de las cuales se originaron. Pueden provenir de tumores o de un proceso de transformacion de un
cultivo primario, por medio de una pérdida de regulacion debido al subcultivo continuo o mediante
transfeccion con oncogenes, o el tratamiento con agentes carcinogénicos. Este tipo de cultivo se
caracteriza por no tener inhibicion por contacto y porque, al crecer de manera indefinida, aumenta
notablemente la masa celular del mismo a lo largo de las generaciones. Como caracteristica
negativa, se pierde la heterogeneidad celular de partida, y la poblacion se hace uniforme y
homogénea al predominar en el cultivo aquellos tipos celulares que tienen superior tasa de
crecimiento. Las lineas celulares continuas pueden ser transfectadas con genes especificos para la
produccién de proteinas de interés, se les conoce como lineas celulares transformadas

genéticamente (Freshney, 2005).

En la actualidad, las lineas celulares continuas son las mas empleadas, fundamentalmente
por la posibilidad de propagacion, asi como por las ventajas que presentan en la cuantificacion,

caracterizacion y repetibilidad de las muestras.

Las técnicas de cultivos celulares constituyen hoy en dia una de las herramientas mas
utilizadas para la evaluacion de la actividad de los farmacos. Estas técnicas permiten someter a las
células a concentraciones definidas de un principio activo, asegurando su acceso directo a las
mismas, lo que permite determinar de forma independiente y selectiva las concentraciones de

farmaco capaces de producir un efecto neuroprotector. Esto resulta de gran interés en el desarrollo
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de nuevos agentes terapéuticos para el tratamiento de procesos patoldgicos que cursan con
neurodegeneracion, tales como las formulaciones de liberacion modificadas (microesferas y

nanoparticulas) de tolcapona (TC) objeto de esta tesis doctoral.

Este hecho, unido a que existen muchos modelos que imitan, mediante la utilizacion de
neurotoxinas, la muerte selectiva neuronal que tiene lugar en la enfermedad de Parkinson, nos
llevo a estudiar el efecto neuroprotector de la TC en la linea celular SKN-AS, y utilizando H20>

como neurotdxica para producir la muerte celular.

Los organismos Vvivos se encuentran constantemente expuestos a especies reactivas de
oxigeno (ROS) provenientes de radiaciones, farmacos o contaminacion, habiéndose demostrado
el papel del oxigeno en la respuesta a la estimulacion de los factores de crecimiento involucrados
en la regulacion proliferativa. Sin embargo, si los niveles de moléculas oxidantes aumentan por
encima de la capacidad de los sistemas enzimaticos antioxidantes, la célula se encuentra sometida
a lo que se denomina estrés oxidativo, que puede conducir a modificaciones en proteinas, lipidos
y en el ADN (Sayre et al., 1997; Filiz et al., 2008).

La neurotoxina empleada en nuestro estudio (H202) es captada por las células neuronales
Yy, una vez en su interior, da lugar a la aparicion de radicales libres. El incremento de las especies
reactivas del oxigeno es originado por una disfuncion metabdlica mediada por la inhibicion
irreversible del complejo | de la cadena de transporte de electrones mitocondrial (NADH-
Coenzima Q oxidorreductasa), que conduce a disminucion en los niveles de ATP, pérdida del
potencial mitocondrial, alteracion de la homeostasis del calcio y formacion de ROS, lo que resulta

finalmente en muerte celular (Cleeter et al., 1992).

En consecuencia, la presencia de ROS vy el dafio oxidativo juegan un papel importante en
procesos patoldgicos tales como; cancer, diabetes y enfermedades neurodegenerativas (Halliwell
y Whitemen, 2004).

La presencia de ROS induce la muerte celular a través de la via de la apoptosis mitocondrial
(Lee y Yang, 2010; Jellinger, 2001). Esto concuerda con investigaciones clinicas que dan
evidencias de que la muerte celular programada es la responsable de la pérdida de la poblacion
neuronal propia de las enfermedades neurodegenerativas (Mochizuki et al., 1997). Ademas, se

cree que las neuronas son mas susceptibles a ROS debido al aumento del metabolismo oxidativo
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y al menor nimero de enzimas antioxidantes (Hamann y Shi, 2009). Por tanto, la supresién de la
generacién de ROS vy la inhibicion de la apoptosis pueden prevenir potencialmente la

neurodegeneracion.

2. CONDICIONES EXPERIMENTALES DE LOS ENSAYOS REALIZADOS EN CULTIVOS

CELULAR

2.1. Puesta a punto y estabilizacion de la linea celular SKN-AS

La linea celular SKN-AS (ATCC CRL-2137) se obtiene a partir de un neuroblastoma
humano. Estas células detienen su division y experimentan una diferenciacion terminal cuando se
tratan con el factor de crecimiento nervioso, lo que hace que esta linea sea un modelo Util para la

diferenciacion de células nerviosas.

Las células SKN-AS se cultivan en un medio de crecimiento DMEN (Gibco Dulbecco's
Modified Eagle Medium) enriguecido con glucosa (6%), suero fetal bovino (10%) y un 1% de una
mezcla de penicilina-estreptomicina, a 37°C en presencia de una atmosfera de CO2al 5% y un 95%
de aire. Después de la incubacion, se retira el medio de cultivo y se procede a la separacion de las
células mediante tripsinizacion y posterior centrifugacion durante 10 minutos a 1500 rpm. A

continuacion, se siembran placas con 300.000 celulas/pocillo que se incuban durante 48 horas.

Todos los experimentos realizados con células in vitro se han llevado a cabo en un

ambiente de asepsia proporcionado por una campana de flujo laminar.

2.2. Ensayos de viabilidad en células SKN-AS mediante el método MTT

El método MTT fue desarrollado por Mosmann en 1983 (Mosmann T, 1983) y modificado
en 1986 por Denizot y Lang (Denizot y Lang, 1986). Es una técnica colorimétrica que mide la
actividad del enzima succinico deshidrogenasa, situada en las mitocondrias celulares. Se basa en
que la sal de tetrazolio, el bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT), de
color amarillo, atraviesa las membranas celulares y es reducida por las reductasas de la cadena de
transporte de electrones mitocondrial de las células vivas, formando unos granulos de formazan

azules oscuros que, posteriormente, se solubilizan en medio &cido. La valoracion del formazan se
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lleva a cabo mediante espectrofotometria a una longitud de onda de 570 nm, lo que permite la
cuantificacion de la viabilidad celular (Alley et al., 1988). Este método es muy utilizado para

medir supervivencia y proliferacion celular (Marshall et al., 1995; Montejo et al., 2010).

Los ensayos en las células SKN-AS se han realizado utilizando como agente neurotoxico H2Ox.
En una primera etapa, y con el fin de seleccionar la concentracion de agente neurotoxico mas
idonea, capaz de producir neurotoxicidad, se ensayaron diferentes concentraciones de ésta; 100,
300, 500, 700 y 900 pM.

El posible efecto neuroprotector de la TC se ha determinado incubado las células SKN-AS
con H20:a las concentraciones seleccionadas durante 24 horas, a las que se les incorpord distintas
concentraciones de TC; 40, 50, 60, 80 y 100 uM. Posteriormente y, después de transcurridas 24
horas del tratamiento con TC, se elimino el medio de cada pocillo, que fue sustituido por medio
fresco sin suero, afladiendo a cada pocillo 10 ul de una solucién de MTT (5 mg/ml) preparada en
PBS. Después de incubacion durante 2 horas a 37°C se afiadio a cada pocillo 100 pl de una solucion
al 10% de dodecil sulfato sddico (SDS) preparada en acido clorhidrico 0,01 N, y posteriormente,
se procedié a agitar las muestras, que se incubaron durante otras 24 horas, determinandose la

absorcion por espectrofotometria a 570/630 nm.

La viabilidad celular en porcentaje se determind de acuerdo con la siguiente ecuacion:

% Viabilidad = (DO células tratadas/ DO células control) x 100
donde DO es la densidad 6ptica.

Los resultados se expresan en porcentaje con respecto al control. Todos los ensayos se han

realizado por triplicado.

2.3. Ensayos de viabilidad celular y produccion de ROS (Especies Reactivas

de Oxigeno) en células SKN-AS mediante citometria de flujo

La técnica de citometria de flujo se basa en hacer pasar las células de forma individual por
un haz de luz generado por un laser. La interaccién producida da lugar a la transmision, dispersion
y emision de dicha luz, que es recogida por un detector, siendo entonces posible diferenciar
distintas poblaciones celulares inducidas en las muestras.
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La viabilidad celular se evalia también por citometria de flujo, midiendo el aumento de la
fluorescencia del marcador DCFH-DA (acetato de diclorodihidrofluoresceina), debido a la
produccion ROS generadas en las mitocondrias. Se trata de una de las técnicas mas utilizadas para
medir el estado Redox de las células (Eruslanov y Kusmartsev, 2010).

Las estearasas intracelulares se unen al DCFH-DA en los dos enlaces éster dando lugar a
un compuesto relativamente polar H.DCF, que no presenta fluorescencia pero que, tras acumularse
intracelularmente, sufre oxidacion, dando lugar a un compuesto con elevada fluorescencia (DCF).
El estado Redox de las células se puede determinar, por tanto, mediante el incremento de la
fluorescencia, que es proporcional a la concentracion de ROS en las células (Royall y
Ischiropoulos, 1993; Eruslanov y Kusmartsev, 2010).

La incubacion de las células con la neurotoxina (H202) y, conjuntamente con diferentes
concentraciones de TC (40, 50, 60, 80 y 100 puM), se ha realizado utilizando el protocolo indicado

anteriormente, con el fin de determinar el posible efecto neuroprotector de TC.

Una vez incubadas las células (placas de pocillos con 300.000 células/pocillo), se
tripsinizan, se retira el sobrenadante que se resuspende en 300 ul de DCFH-DA, a excepcion de
las muestras destinadas a la determinacion de autofluorescencia que se realiza utilizando 300 pl
de PBS. Posteriormente, las células se incuban durante 30 minutos a 37°C en oscuridad.
Finalmente, se mide la fluorescencia empleando una sonda FL1 (530/30) y utilizando como

longitud de onda de excitacion 488 nm.
Para descartar células muertas, se realiza la contratincion con yoduro de propidio, midiendo
la fluorescencia mediante una sonda FL3 con deteccidon 650/LP, para la misma longitud de onda

de excitacion.

En este caso, los resultados obtenidos se expresan como viabilidad celular, en porcentaje

de células vivas, y también como intensidad de fluorescencia.
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2.4. Estudio del efecto de la Tolcapona en la linea celular SKN-AS  mediante

microscopia confocal

Después de la incubacion de las células SKN-AS con la neorotoxina (H202) y con
diferentes concentraciones de TC (40, 50, 60, 80 y 100 puM), se han visualizado mediante
microscopia confocal con el fin de observar el posible efecto de la TC en los organulos
citoplasmicos de dichas células, en concreto sobre las mitocondrias. Para ello, se ha utilizado para
el marcado de las células MitoTracker® Mitochondrion-Selective Probes (Vitrogen,
ThermoFisher Scientific), que contiene MitoTracker Red CMXRos, un colorante rojo fluorescente
(X-rosamina) que tifie las mitocondrias de las células vivas, dependiendo su acumulacion del
potencial de membrana. Esta sonda inicialmente se encuentra en forma reducida, por lo que no
emite fluorescencia. Una vez que penetra en el interior de la mitocondria, es oxidada y retenida en
su interior, emitiendo fluorescencia roja. La emision maxima de fluorescencia tiene lugar a una
longitud de onda de excitacion de 579 nm y de emision 599 nm. La fluorescencia de las celulas
teflidas se visualiza mediante un microscopio confocal (Leica SP5 confocal laser scanning
microscope, Leica Microsystems, Wetzlar, Germany). La preparacion de las muestras se ha
realizado de acuerdo con el protocolo de uso indicado por la empresa suministradora para el

producto, adaptado a nuestras condiciones de trabajo.

Finalmente, hay que indicar que los ensayos en cultivos celulares se han realizado en la
Unidad de Cultivos de Células Animales de la Universidad de Alcala (Madrid).

2.5. Andlisis estadistico

Todos los ensayos de viabilidad celular se han realizado por triplicado, expresando los
resultados obtenido como media + error estdndar de la media. Los datos se analizaron utilizando
Statgraphics version de 18x64 bits (Statgraphics Technologies, Inc., EE. UU.) mediante andlisis
de varianza de una via (ANOVA), seguido del test de Newman-Keuls, y considerando diferencias

significativas para p<0,05.
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3. RESULTADOS DEL ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD NEUROPROTECTORA DE LA

TOLCAPONA EN LA LINEA CELULAR SKN-AS

3.1. Ensayos de viabilidad celular en la linea celular SKN-AS mediante el
método MTT

Los resultados obtenidos al ensayar distintas concentraciones de neurotoxina (H202) en
esta linea celular (SKN-AS), se muestran en las figuras 9 y 10. En la figura 9 se representan las
absorbancias a 570/630 nm para el control y las distintas concentraciones de H>O, ensayadas (100,
300, 500, 700 y 900 puM), mientras que en la figura 10 se muestran los porcentajes de viabilidad

celular obtenidos en cada caso.
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Figura 9. Valores medios de absorbancia (+ D.E.) obtenidos en células SKN-AS para el control
y las distintas concentraciones de H20..
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Figura 10. Valores medios de viabilidad celular (%) obtenidos en células SKN-AS para el
control y las distintas concentraciones de H20., mediante el método del MTT.

A medida que aumenta la concentracion de H202, se observa una disminucion significativa
en la viabilidad celular en comparacion con el control, de manera que para una concentracion de
300 UM se obtiene un porcentaje de viabilidad del 80+3,30% Y, para la de 500 uM el valor medio

de viabilidad es de tan s6lo un 23+4,6%.

En funcién de estos resultados hemos seleccionado una concentracién de 900 uM para
realizar los estudios de neuroproteccion con TC, ya que a dicha concentracion se produce una

muerte celular muy significativa.
En las figuras 11 a 16 se muestran imagenes obtenidas mediante microscopia invertida de

contraste de fases de las células SKN-AS control y tras ser incubadas con las distintas

concentraciones de H20-.
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Figura 11. Imagen obtenida por microscopia invertida de contraste de fases de células SKN-AS
control (20x).

Figura 12. Imagen obtenida por microscopia invertida de contraste de fases de células SKN-AS
incubadas con una concentracion de H,O2 de 100 uM (20x).
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Figura 13. Imagen obtenida por microscopia invertida de contraste de fases de células SKN-AS
incubadas con una concentracién de H.O; de 300 uM (20x).

Figura 14. Imagen obtenida por microscopia invertida de contraste de fases de células SKN-AS
incubadas con una concentracién de H.O> de 500 uM (20x).
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Figura 15. Imagen obtenida por microscopia invertida de contraste de fases de células SKN-AS
incubadas con una concentracién de H.O> de 700 uM (20x).

Figura 16. Imagen obtenida por microscopia invertida de contraste de fases de células SKN-AS
incubadas con una concentracién de H.O> de 900 uM (20x).

A medida que aumenta la concentracion de neurotoxina (H-0Oz), desde 100 uM hasta 900

MM, las células mostraron cambios morfolégicos, que incluyen la pérdida de proyecciones
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celulares y la aparicion de células redondeadas que forman agregados, especialmente apreciables
con las concentraciones mas elevadas de la neurotoxina (500 uM a 900 uM). Este comportamiento
es similar al observado por Zhang y col (Zhang et al., 2017) al exponer la linea celular de
neuroblastoma SK-N-SH a concentraciones crecientes de H.0.. Ademas, los resultados son
similares a los datos de viabilidad celular obtenidos, ya que los descensos mas acusados en la
viabilidad celular se manifestaban para las concentraciones de H.O> comprendidas entre 500 uM
y 900 pM.

3.2. Ensayos de viabilidad celular y producciéon de ROS (Especies Reactivas de

Oxigeno) en células SKN-AS mediante citometria de flujo

Las neuronas son mas susceptibles al dafio oxidativo que otros tipos de celulas, debido a
su alto consumo de oxigeno y baja capacidad antioxidante. De ahi que la pérdida de neuronas por
estrés oxidativo, juegue un papel clave en el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas

(Destee et al, 2009), ya que la acumulacion de ROS conduce a dafio celular (Rodrigo et al., 2013).

En nuestro estudio hemos investigado el papel neuroprotector de la TC en células SKN-
AS tratadas con H20..

En la figura 17 se muestran los resultados de viabilidad celular obtenidos por citometria de
flujo, expresados en porcentaje de células vivas. Los resultados correspondientes a la produccion

de ROS, expresados como intensidad media de fluorescencia, se recogen en la figura 18.

En funcion de los resultados obtenidos se comprueba que el porcentaje de células vivas
decrece significativamente con la concentracion de neurotoxina ensayada, de manera que pasa de
un 92,12% en celulas control a un 36,79% en las células tratadas con H20-, La exposicién de las
celulas al H20 exdgeno produce una sobreproduccion de ROS, lo que resulta en peroxidacion de
los lipidos de la membrana y alteracion de la integridad celular (Jiang et al., 2009). La incubacion
con concentraciones crecientes de TC supone una recuperacion de la viabilidad celular, de manera
que se alcanzan valores similares a los obtenidos para las células control. Asi, para las
concentraciones de TC de 80 uM y 100 uM, se obtienen porcentajes de supervivencia celular del
88,62% y 89,30%, respectivamente, lo que demuestra el efecto neuroprotector producido por este
agente terapéutico. Por tanto, se demuestra que el tratamiento con TC es capaz de revertir la
apoptosis inducida por H2Oo.
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Figura 17. Valores medios de viabilidad celular (%) (x D.E.) de intensidad de fluorescencia
obtenidos en la linea celular SKN-AS para el control, control con H20-y las distintas
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Figura 18. Valores medios de intensidad de fluorescencia (DE) obtenidos en la linea celular
SKN-AS para el control, control con H202 Yy las distintas concentraciones de TC (uM), mediante
citometria de flujo. Autofluorescencia (AF).
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Por lo que se refiere a los resultados de intensidad de fluorescencia obtenidos, se confirma
la actividad oxidativa de la neurotoxina utilizada (H202), ya que la intensidad media de
fluorescencia aumenta de 102,93 (control) a 251,64 (control+H203), indicando que los niveles de
ROS intracelular son elevados. Con las concentraciones de 40 uM y 50 uM de TC se produce un
aumento significativo de la actividad oxidativa de las células respecto al control. Sin embargo, a
concentraciones mas elevadas de TC (60, 80 y 100 uM), se obtienen valores de intensidad de
fluorescencia similares al de las células control, lo que confirma el efecto neuroprotector de la TC

a dichas concentraciones.

A continuacidn, en las figuras 19 a 25, se muestran a modo de ejemplo los resultados para
cada una de las condiciones de estudio; células control, incubacion de las células SKN-AS con la
neurotoxina (H202) y las correspondientes a la incubacion conjunta de las células con la
neurotoxina y las distintas concentraciones de TC ensayadas (40, 50, 60, 80, 100 pM),
respectivamente, expresados como intensidad de fluorescencia de la poblacion de células vivas
analizadas en cada caso (en las ventanas analizadas) con respecto al total y sus resultados
tabulados. Como se puede observar en las imagenes obtenidas, el tratamiento de la linea celular

SKN-AS provoca tanto un incremento en la poblacion de células muertas con respecto al control.

Sin embargo, la incorporacion de neurotoxina (H202) y TC a concentraciones de 80 y 100
MM, imagenes similares al control, donde se puede observar una reducida poblacion de células
muertas. Nuestros resultados estan en concordancia con los obtenidos por otros autores que indican
que el H2Oz inducia la muerte celular por apoptosis en varias lineas celulares (Chen et al., 2016;
Jinetal., 2013; Yu et al., 2016, Zhang et al., 2017).
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Control

Ventana
Total 100%
Vivas 94,76%

Figura 19. Intensidad de fluorescencia y datos tabulados, obtenidos por citometria de flujo, de
la poblacion de células SKN-AS control (ventana analizada).

H202
Ventana
Total 100%
Vivas 37,58%

Figura 20. Intensidad de fluorescencia y datos tabulados, obtenidos por citometria de flujo, de

la poblacién de células SKN-AS tratadas con H,O; (ventana analizada).
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H202+ 40 pM TCP

Ventana
Total 100%
Vivas 60,38%

Figura 21. Intensidad de fluorescencia y datos tabulados, obtenidos por citometria de flujo, de
la poblacion de células SKN-AS tratadas con H20> y en incubacion conjunta con 40 uM de TC

(ventana analizada).

H,0O, + 50 MM TC
Ventana
Total 100%
Vivas 87,53%

Figura 22. Intensidad de fluorescencia e histograma, obtenidos por citometria de flujo, de la
poblacion de celulas SKN-AS tratadas con H202 uM y en incubacion conjunta con 50 pM de TC

(ventana analizada).
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H,0, + 60 uM TC
Ventana
Total 100%
Vivas 89,92%

Figura 23. Intensidad de fluorescencia y datos tabulados, obtenidos por citometria de flujo, de
la poblacion de células SKN-AS tratadas con H202 y en incubacion conjunta con 60 uM de TC
(ventana analizada).

H.O0, +80 uM TC
Ventana
Total 100%
Vivas 93,28%

Figura 24. Intensidad de fluorescencia y datos tabulados, obtenidos por citometria de flujo, de
la poblacion de células SKN-AS tratadas con H202 y en incubacion conjunta con 80 uM de TC
(ventana analizada).
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H,O, + 100 uM TC

Ventana
Total 100%
Vivas 92,76%

Figura 25. Intensidad de fluorescencia y datos tabulados, obtenidos por citometria de flujo, de
la poblacion de células SKN-AS tratadas con H2O2 y en incubacion conjunta con 100 puM de TC
(ventana analizada).

Los resultados obtenidos demuestran y confirman el efecto neuroprotector de TC a las
concentraciones ensayadas, especialmente cuando se tratan las células con concentraciones de 80
MM y 100 pM.

Los histogramas muestran la intensidad de expresiéon de un marcador versus el
numero de eventos. El desplazamiento de la curva hacia la derecha indica mayor expresion

del marcador, mientras que la altura del pico indica la frecuencia de las células capturadas.

En la figura 26 se muestran, a modo de ejemplo, los histogramas de intensidad de

fluorescencia correspondientes a uno de los ensayos, y para cada una de las condiciones de estudio.

En la figura 26a, 26b, 26¢c y 26d se muestran los resultados obtenidos para las células
control, para la incubacion de las células SKN-AS con la neurotoxina (H20>), para incubacion
conjunta de las células con la neurotoxina y a las concentraciones de 80 y 100 uM de TC, Como
se puede observar en las imagenes obtenidas, el tratamiento de la linea celular SKN-AS con H20;
provoca un desplazamiento hacia la derecha del histograma con respecto al control, lo que refleja

una mayor expresion de los niveles de ROS. Sin embargo, la incorporacion de neurotoxina (H20>)
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y TC a concentraciones de 80 y 100 puM, reduce las expresiones de los niveles de ROS, que

resultaron ser similares al control (Figura 26e).

Control
HZOZ

H,0+ 80 TC

H,0 +100 TC

Figura 26. Histogramas de intensidad de fluorescencia, obtenidos por citometria de flujo, de
las siguientes poblaciones de células SKN-AS: control (a), tratadas con H.O; (b) y en
incubacion conjunta con 80y 100 uM de TC (c y d, respectivamente) y dichos histogramas

solapados (e).

Por altimo, en las figuras 27 a 31 se muestras las imagenes obtenidas mediante microscopia
confocal de las células SKN-AS control, tratadas con H202 y con concentraciones de TC de 40
MM, 80 uM y 100 pM.
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Figura 27. Imagen obtenida mediante microscopia confocal de células SKN-AS (mitocondrias)
sin tratar (control).

Figura 28. Imagen obtenida mediante microscopia confocal de células SKN-AS (mitocondrias)
tratadas con H20..
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Figura 29. Imagen obtenida mediante microscopia confocal de células SKN-AS (mitocondrias)
tratadas con H>O> y una concentracion de 40 uM de TC.

Figura 30. Imagen obtenida mediante microscopia confocal de células SKN-AS (mitocondrias)
tratadas con H20- y una concentracion de 80 uM de TC.
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Figura 31. Imagen obtenida mediante microscopia confocal de células SKN-AS (mitocondrias)
tratadas con H20 y una concentracion de 100 uM de TC.

Se trata de imagenes de mitocondrias de células SKN-AS, y en ellas se puede observar que
las mitocondrias activas presentan coloracion roja y los nucleos, coloracion azul, de manera que
tras su incubacion con la neurotoxina (H202), el namero de células que muestran las mitocondrias
coloreadas de rojo disminuye significativamente, en comparacion con las células control, lo que
es representativo de muerte celular. Por el contrario, al tratar las células con TC (40 uM, 80 uM y
100 uM), va aumentando progresivamente la cantidad de mitocondrias activas, signo evidente del

efecto neuroprotector de la TC, sobre todo cuando se utiliza a las concentraciones mas elevadas.

94



—

V. DESARROLLO DE SISTEMAS
MULTIPARTICULARES DE TOLCAPONA:
MICROPARTICULAS Y NANOPARTICULAS
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1. ELABORACION DE MICROPARTICULAS DE PLGA CARGADAS CON

TOLCAPONA

Las microparticulas de TC se han obtenido mediante la técnica de extraccion-evaporacion
del disolvente a partir de una emulsion O/A (Fernandez et al., 2011). Para ello, se disuelven 400
mg del polimero PLGA (&cido poli-lactico-co glicélico) 50:50 Resomer® RG 502, en 1,5 ml de

diclorometano (DCM), bajo agitacién constante durante 2-3 min.

A esta solucidn se le afiade una cantidad fija de TC (70-120 mg) (Tabla 7) y se agita durante
2 min, hasta obtener una mezcla homogénea. La dispersion formada se afiade a 10 ml de PVA al
1% y se homogeneiza con ayuda de un politrén a una velocidad de 5.000 rpm durante 3 min, hasta
formar la emulsion. Una vez obtenida la emulsion, se transfiere a un vaso de precipitados que
contiene 50 ml de solucion de polivinilpirrolidona (PVP) al 0,1%, que se mantiene bajo suave
agitacion durante 3 horas a temperatura ambiente, hasta la completa evaporacion del disolvente
organico.

Una vez que las microesferas estan maduras, se filtran a través de membranas de 0,45 um
y se lavan con agua Milli-Q. Finalmente, se congelan para su posterior liofilizacién durante 24 h,

con el fin de eliminar la humedad residual (Figura 32).

Las diferentes formulaciones obtenidas por este procedimiento (MP-TC1 a MP-TC4)

(Tabla 7) se han preparado por cuadruplicado.
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Extraccion-evaporacion del solvente a partir de una emulsion O/A

Polimero PLGA 502F=
+ Afiadir a la ! La emulsion se
Disolvente organico Agregar principio activo dispersion afiade sobre
(Dcm) PVA 1% PVAO,1 %
Agitar en vortex M"' on vértex Homogenizar
2-3 min. y  2°3 min, con Politrén.

&

Filtrar y congelar Liofilizar
24h

Figura 32. Método de elaboracion de las microparticulas de tolcapona por la técnica de

extraccion-evaporacion del solvente a partir de una emulsion O/A






Cantidad de | Rendimiento medio Tamafio medio de indice de
Formulacién TC (mg) del proceso+DE (%) EE£DE (%) particulazDE (nm) polidispersion Span
MP-TC1 70 62,33 £ 15,10 73,92 £ 10,17 27,73 £ 2,59 um 0,24 0,63
MP-TC2 80 78,30 £ 11,96 79,63 + 3,55 23,05+ 3,53 um 0,31 0,68
MP-TC3 100 84,58 + 5,75 83,17 + 4,82 16,35 £ 2,83 um 0,38 0,65
MP-TC4 120 87,69 7,04 85,13 + 2,08 17,00 + 3,22 um 0,28 0,68
NP-TC1 6 55,78 + 16,87 56,16 + 4,65 197,39 £+ 43,19 nm 0,33 0,66
NP-TC2 8 75,28 £5,73 55,99 + 21,41 202,08 + 48,70 nm 0,38 0,61
NP-TC3 10 70,35+ 14,19 53,69 + 9,09 182,59 *+ 23,94 nm 0,41 0,60
NP-TC4 12 73,29 £ 4,50 46,16 + 5,99 210,20 + 7,92 nm 0,29 0,63

Tabla 7. Formulaciones de TC elaboradas y sus caracteristicas. TC (tolcapona), EE (eficacia de encapsulacion), DE (desviacion estandar)
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2. ELABORACION DE NANOPARTICULAS DE PLGA CARGADAS CON TOLCAPONA

Se han preparado nanoparticulas (NPs) de PLGA cargadas con TC mediante el método de
nanoprecipitacion. Se ha seleccionado este procedimiento porque requiere menos aporte de energia
externa que otros y nos permite usar acetona, que presenta menor toxicidad que otros solventes
(Katiyar et al., 2016).

En la optimizacion de la formulacién se han preparado formulaciones con distintas
cantidades de TC: 6 a 12 mg (Tabla 7). En todos los casos, se utilizan 50 mg de PLGA 502 (Tabla
7). Paraello, la TC y el polimero se disuelven en 4 ml de acetona bajo agitacion en vortex durante
2 min. A continuacion, la disolucion formada se afiade a 12 ml de PVA al 0,5%, con agitacion
continua durante 15 min para obtener las NPs. Posteriormente, se procede a la eliminacion de la
acetona utilizando un rotavapor durante 2 h a 25°C y 70 mBar de presion (Buchi Rotavapor-R,
BUCHI Labortechnik AG, Suiza). La suspension resultante se lava tres veces con agua destilada y
se centrifuga (Avanti J-301, Beckman Coulter Inc., EE.UU.) a 15.000 rpm durante 30 min para
eliminar todo el PVA. Finalmente, la dispersion obtenida se liofiliza durante 24 horas, utilizando
sacarosa al 3% como crioprotector (Flexi-Dry MP ™, FTS® Systems, EE. UU.) (Figura 33).

Nanoprecipitacion

La dispersién se
Palimero PLGA 502 Agitar en vértex afiade sobre /\
e 23 min. PVA 0,5%
Principio activo

——.
—
+
Agitacion

|
4 ml de acetona . continua 15 min.
. . Congelary Liofilizar
Eliminacién de la A B,’ Centrifugar ¥ 24h
acetona en Wity  —— —
Rotavapor2 h, 5 | | - %

Figura 33. Método de elaboracién de las nanoparticulas de TC por la técnica de

nanoprecipitacion. TC: tolcapona.
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3. CARACTERIZACION DE LAS MICROPARTICULAS Y NANOPARTICULAS DE
TOLCAPONA

3.1. Caracterizacion morfoldgica y distribucion del tamafio de particula

La morfologia de los MPs y NPs se ha analizado mediante microscopia electronica de
barrido de emision (SEM) (JEOL JEM 6335F, Jeol Ltd., Japon). Para ello, las muestras se
recubrieron con una fina capa de oro coloidal aplicada en un evaporador de vacio catddico antes
de la observacion por SEM a 20 KV.

El diametro medio y la distribucion del tamafio de las particulas (MPs, NPs) se determin0
a 25°C mediante difraccion laser utilizando un analizador de tamafio de particulas Microtrac-
S3500 (Microtrac S3500, Microtrac Inc., EE. UU.). Las muestras liofilizadas se suspendieron en
agua Milli-Q y se sonicaron durante 30 segundos antes de cada determinacion para evitar la
formacion de aglomerados. Los resultados se expresan como diametros medios y sus

correspondientes desviaciones estandar (+DE) (Tabla 7).

Alteraciones en la metodologia de elaboracion de los sistemas micro y nanoparticulados
pueden dar lugar a cambios en el tamafio final de las particulas. Para evaluar si la técnica empleada
es adecuada conviene determinar la dispersion de la distribucion de tamafios de las formulaciones,
por ello se calcula el valor de span y el indice de polidispersion (IP).

Para calcular los valores de span de cada una de las distribuciones obtenidas se ha empleado la
siguiente ecuacion:
Span = (Percentil 90-Percentil 10) / (Percentil 50)

Valores de span elevados indican una distribucion heterogénea; un valor de span se

considera adecuado cuando es inferior a 1, lo que significa que la poblacion es monodispersa.

El'IP nos indica la anchura y distribucién de tamafios moleculares, y es la relacién entre el

promedio en peso y en nimero. Para el calculo del IP se emplea la siguiente ecuacion:

IP = SD/ (Tamafio medio)
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Valores de IP comprendidos entre 0,1-0,5 indican una poblacion monodispersa, mientras
que valores superiores a 0,7 reflejan una amplia distribucion de tamafos y, por tanto, una muestra

polidispersa.

3.2. Determinacién del rendimiento del proceso y la eficacia de encapsulacion

La determinacion del rendimiento del proceso (%) se realizo a partir de la relacién entre el
peso total de las MPs o NPs obtenidos y el peso total del ingrediente activo (TC) y de polimero
utilizado.

El rendimiento del proceso se determind mediante la siguiente ecuacion:

mg MPs o NPs obtenidas
Rendimiento %= x 100
(mg ingrediente activo + mg polimero utilizado en la preparacion)

La eficacia de encapsulacion (EE%) se calcula a partir de la relacion entre la cantidad de
TC que realmente ha sido encapsulada en las MPs o NPs y la cantidad de farmaco utilizado en su

preparacion, mediante la siguiente ecuacion:

EE (%) = (cantidad de TC encapsulada en las MPs o NPs (mg) x100

(cantidad nicial de TC utilizada en la preparacion de MPs o NPs (mg).

El rendimiento de encapsulacion también se puede expresar como mg de ingrediente
activo/100 mg de MPs o NPs.

Para determinar la cantidad de TC incorporada a las MPs o NPs se procede de la siguiente
manera: se pesan 10 mg de MPs o NPs, a las que se afiade 1 ml de DCM para romperlas y

posteriormente, 16 ml de etanol para lograr la completa precipitacién del polimero.
A continuacion, la muestra se centrifuga (Universal 32, Hettich, Alemania) a 3.000 rpm

durante 5 minutos, el sobrenadante se extrae y se filtra a través de un filtro de tamafio de poro de

0,45 um. Las muestras se analizan mediante HPLC.
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3.2.1. Cuantificacion de la tolcapona por HPLC

Para la cuantificacion de TC se utiliz6 la técnica de cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) previamente descrita por Heizmann et al. (Heizmann et al., 1999) adaptada a nuestras
condiciones experimentales. Para ello, se utilizé un cromatégrafo HPLC Waters con una bomba
modelo 510, un detector UV modelo 1490 E, un muestreador automético 717 y un software
Empower Login HPLC System Manager (Waters, EE. UU.). Se utilizé una columna Mediterranean
C18 (5 pum, 250 mm x 4 mm) (Teknokroma S. Coop., Barcelona, Espafia). La fase movil utilizada
esta constituida por tampén fosfato: acetonitrilo (30:70, v/v). El tampén de fosfato (0,05 M) se
prepard a partir de fosfato de potasio monobésico (KH2PO4) ajustado a pH 2 con &cido fosforico.
La fase movil antes del uso se pasa a través de filtros de membrana de nylon de 0,45 um vy se
desgasifica. La fase movil se impulso a un flujo constante de 1 ml/min y el volumen de inyeccion
ha sido de 20 uL. Para el anélisis se utilizo una longitud de onda de 268 nm y la sensibilidad se
ajusto a 0,250 aufs. Todos los analisis se realizaron a 25,0+0,5°C.

El método fue lineal dentro del rango de concentraciones 0,5-20 pg/mL, con limite de
deteccion de 0,12 pg/mLy limite de cuantificacion 0,36ug/mL. Mediante la utilizacion de este

método no se observaron interferencia entre la TC y el polimero PLGA.

3.3. Determinacion del potencial Zeta

El potencial zeta de las NPs se determind utilizando un anemdémetro laser-Doppler Malvern
Zetasizer (Malvern Instruments, EE.UU.). Las determinaciones se realizaron suspendiendo las

NPs en un medio acuoso a 25°C. El voltaje efectivo utilizado fue de 150 V.

Para las determinaciones del potencial zeta se pesaron 5 mg de cada formulacion, se
colocaron en un matraz, se diluyeron con 50 mL de agua destilada y se mantuvieron en un

sonicador durante 5 min.
Posteriormente, las muestras se introdujeron en una celda capilar (Cell Enhances

Capillary®, Malvern Instruments, EE.UU.). El potencial zeta se determin6 en las formulaciones

de NPs seleccionada.
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3.4. Estudios de cesidon de Tolcapona in vitro

Se han realizado estudios de cesion in vitro de la TC a partir de las formulaciones de MPs
y NPs seleccionadas. Para ello, se suspendieron una cantidad de MPs o NPs (20 mg) en 3 ml en
tampon fosfato salino (PBS) a pH 7,4 y lauril sulfato sodico (LSS) al 1%, con el fin de mantener

las condiciones sink.

Las muestras se introducen en un bafio de agua termostatizado (Memmert, Alemania) a
37+0,2°C y bajo agitacion constante (100 golpes/min). A intervalos de tiempo predeterminados se
extrajo todo el volumen de sobrenadante, se filtrd a través de filtros de con tamafio de poro de 0,45

pmy se reemplazo con el mismo volumen de medio fresco.

Los estudios de cesion se prolongaron durante 40 dias para las MPs y 34 dias para las NPs.
La cuantificacion de TC liberada a los distintos tiempos se realizé6 mediante espectototometria a
una longitud de onda de 266 nm. Los estudios de liberacion in vitro se realizaron por

cuadruplicado.

El método de espectrofotometria ha sido puesto a punto y validado por nuestro grupo de
investigacion, siendo lineal dentro del rango de concentraciéon 0,5-18 pg/mL (r =0.9996), con

limite de deteccion de 0,26 pg/mL y limite de cuantificacion 0,43 pg/mL.
Mediante la utilizacién de este método no se observaron interferencias entre la TC y el

polimero PLGA 502. Por lo que puede ser empleado para la cuantificacion de TC liberada a partir

de las micro y nanoparticulas en los estudios de cesién in vitro.
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4. RESULTADOS OBTENIDOS EN EL DESARROLLO DE SISTEMAS

MULTIPARTICULARES DE TOLCAPONA: SELECCION DE LAS FORMULACIONES

En este trabajo se han elaborado dos nuevos sistemas biodegradables de liberacién
controlada de TC (MPs y NPs de PLGA). PLGA es un copolimero de &cido polilactico (PLA) y
acido poliglicolico (PGA), siendo el polimero mas popular entre los disponibles debido a su
biocompatibilidad y biodegradabilidad, utilizacion en clinica, caracteristicas de degradacion
favorables y su capacidad para ser utilizado en sistemas de liberacién controlada de farmacos. Es
un polimero aprobado por la Food and Drug Administration (FDA) (Makadia et al., 2011) y la
Agencia Europea del Medicamento (EMA) para su uso en productos farmacéuticos administrados
a humanos por via oral y parenteral (Yun-Seok et al., 2010) y en suspension (Freiberg y Zhu,
2004).

En una primera etapa, se han preparado diferentes formulaciones de MPs de PLGA
cargadas con TC. Las cantidades de TC empleada en la preparacion de las MPs oscil6 entre 70 y
120 mg (Tabla 7; formulaciones de MP-TC1 a MP-TC4).

Los valores medios del rendimiento del proceso para todas las MPs de PLGA cargadas
con TC variaron de 62,33£15,10% a 87,69+7,04% (Tabla 7). La eficacia de encapsulacion
aument6 a medida que la cantidad de TC aumentd de 70 a 120 mg. El valor mas elevado se obtuvo
con la formulacion elaborada con 120 mg de TC (85,13 * 2,08%) (Tabla 7). En el desarrollo de
MPs es deseable obtener una elevada capacidad de carga del farmaco, lo que permitira reducir la

cantidad de MPs y de polimero a administrar.

Todas las MPs elaboradas presentaron diametros medios bajos, inferiores a 40 um (Tabla
7). El tamafio medio de las particulas resultd ser menor en aquellas MPs preparadas con una mayor

relacion ingrediente activo: polimero (formulaciones MP-TC3 and MP-TC4).

En nuestro caso, y de acuerdo con los resultados obtenidos, hemos seleccionado la
formulacion MP-TC4 para continuar el estudio, ya que es la formulacion que presenta valores mas
elevados de eficacia de encapsulacion y un tamafio de particula adecuado. La figura 34 muestra, a
modo de ejemplo, una microfotografia del lote 2 de la formulacion MP-TC4 y su correspondiente

distribucién de tamafio de particula.
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Figura 34. Microfotografia obtenida por SEM para el lote 2 de la formulacién MP-TC4.

Se han preparado también, diferentes formulaciones de NPs de PLGA cargadas con TC,
utilizando para su elaboracion distintas cantidades del ingrediente activo: 6 a 12 mg (Tabla 7,
formulaciones NP-TC1 a NP-TC4).

La eficacia media de encapsulacion para las diferentes formulaciones elaboradas oscild
entre un 46,16% y un 56,16%. La cantidad de TC incorporada por 10 mg de MPs aumenta a
medida que lo hace la cantidad de TC (6 a 10 mg). Sin embargo, este aumento no se observé
cuando se utilizd 12 mg. En este caso dicha cantidad fue similar a la obtenida cuando se utilizan
10 mg en la preparacion de las NPs (0,88 mg/10 mg de NPs vs 0,89 mg/10 mg de NPs). Tal como
se ha indicado previamente, es deseable la obtencion de una elevada incorporacion del ingrediente

activo en las NPs para minimizar la cantidad de NPs y polimero a administrar.

El tamafio de las particulas y la distribucion del tamafio son una de las caracteristicas mas
importantes de las NPs, ya que condicionan su distribucion in vivo y su toxicidad. Ademas, pueden

influir en la carga del farmaco, asi como en sus perfiles de liberacion y en su estabilidad.

Los didametros medios de las NPs medidos por la dispersion dinamica de la luz obtenidos
fueron del orden de los 200 nm (Tabla 7), por lo que resultan adecuados para mejorar el acceso
del nanosistema al cerebro. Diversos estudios han demostrado que las NPs poliméricas elaboradas
con polimeros biodegradables como PLGA, y con tamafios de particula de alrededor de 250 nm,
son capaces de llegar a diferentes areas del cerebro (Hillaireau y Couvreu, 2009; Suchlfart et al..,
2012).
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Para todas las formulaciones desarrolladas, el indice de polidispersidad fue inferior a 0,5
y el valor de span inferior a 0,7, lo que indica poblaciones homogéneas del tamafio de las particulas
(Tabla 7) (Marcianes et al., 2017). La figura 35 muestra, a modo de ejemplo, una microfotografia
del lote 3 de la formulacién NP-TC3, junto con su correspondiente distribucién del tamafio de las
particulas. Teniendo en cuenta todos los resultados obtenidos, se ha seleccionado la formulacion
NP-TC3 para continuar el estudio.

> LR
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Figura 35. Microfotografias obtenidas por SEM para el lote 2 de la formulacion NP-TCS3.
En las tablas 8 y 9 se muestran los porcentajes cedidos acumulados de TC para las

formulaciones seleccionadas cargadas con TC (MP-TC4 y NP-TC3).
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Tiempo % Cedido % Cedido % Cedido % Cedido % Cedido
(dias) Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 Exp. 4 Media + DE
0,042 15,10 14,07 15,45 13,23 14,46+1,01

1 20,57 21,71 19,01 17,46 19,69+1,85
3 24,29 24,61 24,01 23,14 24,01+0,63
6 32,62 29,63 30,27 30,01 30,63+1,35
9 36,18 38,64 35,81 35,16 36,45+1,52
12 4491 43,33 43,00 43,49 43,68+0,84
15 64,58 63,52 63,26 62,93 63,57+0,71
18 70,97 73,12 71,18 70,46 71,43+1,17
21 78,85 80,92 76,58 75,23 77,89%+2,51
24 82,24 85,89 80,61 79,67 82,10+2,74
27 90,36 91,25 91,65 85,81 89,77+2,69
30 97,87 98,09 95,43 90,56 95,49+3,50
33 99,00 99,83 98,17 97,17 98,54+1,14
36 99,85 99,76 98,49 99,24 99,34+0,62
39 99,96 99,97 99,03 99,72 99,67+0,44
42 99,98 100,00 99,66 99,99 99,91+0,54

Tabla 8. Porcentajes cedidos individuales acumulados (n=4) y valores medios + DE de TC para
la formulacion MP-TCA4.

Tiempo % Cedido % Cedido % Cedido % Cedido % Cedido
(dias) Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 Exp. 4 Media + DE
0,042 17,14 17,60 16,90 17,1 17,19+0,3

1 45,9 46,62 46,12 46,69 46,33+0,38
3 58,12 59,04 58,68 58,48 58,58+0,38
5 72,31 72,86 72,15 72,14 72,37+0,34
7 77,7 78,17 77,35 77,29 77,6310,4
9 84,01 84,38 83,35 83,61 83,84+0,45
11 87,19 87,7 86,46 86,66 87,00+0,56
13 90,62 91,03 89,92 90,13 90,4310,5
15 92,71 93,23 91,94 93,21 92,77+0,6
17 94,21 94,73 93,42 94,17 94,13+0,54
19 95,35 95,93 94,84 95,35 95,37+0,45
21 96,44 97,01 95,97 96,51 96,48+0,43
23 97,46 98,04 97,06 97,44 97,50+0,4
25 98,38 98,92 97,98 98,21 98,37+0,32
27 99,18 99,56 98,74 98,90 99,1040,32

Tabla 9. Porcentajes cedidos individuales acumulados (n=4) y valores medios + DE de TC para

la formulacién NP-TC3.
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La figura 36 recoge los perfiles de liberacion de la TC obtenidos en los estudios de cesion
para la formulacion MP-TC4. Para estas MPs de PLGA, la liberacion del farmaco encapsulado se
produce a través de la difusion y/o la erosion del biopolimero PLGA. La velocidad de difusion
dependiente del coeficiente de difusion del farmaco en el medio y del coeficiente de reparto del
farmaco y los medios que debe atravesar (Kamaly et al, 2016). Ademas, la formacion de poros en
la superficie de las particulas conduce a una liberacion mas rapida del ingrediente activo, al
favorecerse la erosion de la superficie de las MPs (Park et al., 1992).

En nuestro caso, y para las formulaciones de microparticulas desarrolladas, la liberacion
inicial o burst fue baja, de alrededor el 15% en la primera hora. Una liberacion inicial alta a menudo
no es deseable, ya que podria suponer la aparicion de efectos no deseados como consecuencia de
toxicidad local causada por una alta concentracion de farmaco liberada rapidamente. Ademas, esta
elevada cesion inicial podria suponer la necesidad de acortar los intervalos de dosificacion, con

sus inconvenientes.

La liberacion inicial estd condicionada por diferentes pardmetros fisicos-quimicos
relacionados con el farmaco, con la formulacion, asi como con el proceso de obtencion del sistema
multiparticular (Huang y Brazel, 2001). Asi, la migracion del farmaco durante el proceso de secado
de las particulas puede crear una distribucion heterogénea del farmaco, favoreciendo su liberacion
a tiempos cortos. En nuestro caso, la liberacion inicial fue seguida por una liberacion mas lenta,
durante aproximadamente 12 dias. Durante este tiempo, el farmaco (TC) se liberd de acuerdo con
una cinética de orden cero, alcanzandose una cesion del 45%. Alrededor del dia 15 se observo una

rapida liberacion debido a la erosion del polimero.

Posteriormente, el farmaco se liberd hasta el dia 30 practicamente con cinética de orden
cero. A dicho tiempo, el porcentaje liberado de TC fue de aproximadamente el 90%. La lenta
liberacién de la TC a partir de las MPs podria deberse a las caracteristicas hidrofobicas de la matriz
polimérica que dificultaria la difusion de agua al interior de las particulas, reduciendo asi la

velocidad de degradacion del polimero (Klose et al., 2008).
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Figura 36. Perfiles medios de liberacion de la tolcapona (xDE) a partir de la formulacion MP-
TCA4.

La figura 37 muestra los perfiles medios de liberacion de la TC obtenidos en los ensayos
de cesion de la formulacién de NPs seleccionadas (NP-TC3). La liberacion del farmaco también

se ve afectada por el tamafio de las particulas.

Las particulas mas pequefias, como las NPs, tienen una relacion superficie-volumen mayor
que las MPs; por lo tanto, la mayor parte del farmaco asociado con particulas pequefias estaria
cerca de la superficie de la particula, lo que conduciria a una liberacion mas rapida del farmaco.
En nuestro caso, se obtiene una liberacion inicial (efecto burst) del orden del 20% dentro de las
primeras 24 h, seguida de una liberacion de acuerdo a una cinética de orden cero durante los
siguientes 10 dias, con una constante media de liberacion de orden cero de 4,13 + 0,17ug /h /10

mg NPs. A dicho tiempo se ha liberado aproximadamente el 83%.
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Figura 37. Perfiles medios de liberacion de la tolcapona (xDE) a partir de la formulacién NP-
TC3.

El potencial zeta de una nanoparticula es de gran interés debido a que caracteriza sus
propiedades de carga superficial. Refleja el potencial eléctrico de las particulas y depende de la
composicion de la particula y del medio en el que se dispersa. Se ha demostrado que NPs con un
potencial zeta comprendido entre +30 mV y -30 mV son estables en suspension ya que se evita su
agregacion (Singh y Lillard, 2009; Velasco-Rodriguez et al., 2012). Ademas, el potencial zeta de
las NPs condiciona su paso a través del BHE. Las NPs con carga positiva pueden interactuar con
las superficies de las células cargadas negativamente, lo que representa una ventaja, aunque
provoca una respuesta inmune mas fuerte. Por otro lado, las particulas cargadas negativamente a
bajas concentraciones no alteran la BHE (Lockman et al., 2004). En nuestro caso, el valor del
potencial zeta para la formulacion seleccionada (NP-TC3) fue negativo de -26,32+0,48 mV debido
probablemente a la ionizacion de los grupos carboxilicos del PLGA, que confieren una carga
negativa en la superficie. De hecho, se ha indicado que NPs preparadas con PLGA 502 presentan
un potencial zeta negativo del orden de —33 mv (Fonseca et al., 2002). Dicho valor asciende al
cargar las nanoparticulas con TC, debido probablemente a la modificacidn de la superficie como

consecuencia de la de incorporacién del farmaco.
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V1. ELECCION DEL MODELO ANIMAL DE
PARKINSON PARA EVALUAR LAS
FORMULACIONES SELECCIONADAS
(MP-TC3 Y NP-TC4)
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1. MODELOS ANIMALES UTILIZADOS EN LA ENFERMEDAD DE PARKINSON

Actualmente se utilizan diversos modelos animales de EP para ayudar a comprender la
patogénesis de este trastorno neurogenerativo, asi como para evaluar el potencial de nuevos
tratamientos desarrollados para la enfermedad (Wang et al, 2012; Negro et al., 2016, Barcia et al.,
2017; Hernandez-Baltazar et al, 2017, Nistico et al., 2011,). Por ello, y con el fin de seleccionar
el modelo mas adecuado para evaluar las formulaciones seleccionadas (MP-TC4 y NP-TC3), se
ha realizado una revision de los principales modelos experimentales de EP (Le et al., 2014).
Dentro de los agentes utilizados en los modelos animales de Parkinson se encuentra el uso de
neurotoxinas y de plaguicidas (Cicchetti et al., 2009; Bové et al., 2011). En la revision realizada
se abordaron los modelos que utilizan estos agentes, y su relevancia para el estudio y conocimiento
de la enfermedad de Parkinson, centrandonos en la aplicacion de estos modelos experimentales en
el desarrollo de sistemas de liberacion controlada de administracion de farmacos para el
tratamiento de la EP. Los resultados de dicha revision nos han permitido publicar un articulo
titulado “Application of neurotoxin-and pesticide-induced animal models of Parkinson's disease
in the evaluation of new drug delivery systems” en la revista Acta Pharmaceutica (Casanova et
al., 2022).

En el caso de la EP, un modelo animal ideal debe reproducir los signos clinicos y
patologicos tipicos de esta enfermedad, tales como la pérdida progresiva de neuronas
dopaminérgicas, la aparicion de inclusiones de cuerpos de Lewy (LB) en el cerebro, y la existencia

de sintomas de movimiento capaces de revertirse con L-dopa (Uversky, 2004).

Las neurotoxinas que mas se utilizan en los modelos animales de EP son la 6-OHDA y el
MPTP (Blandini et al., 2012). Estos agentes generalmente desarrollan una degeneracion
nigroestriatal sustancial, asi como sintomas motores que se asemejan a los que ocurren en la EP
humana. En el desarrollo y la evaluacion de nuevos sistemas de administracion de farmacos para
la EP, la 6-OHDA es la mas utilizada. Ejerce un dafo selectivo, lo que facilita la evaluacion, sin

embargo, se tiene que inyectar intracerebralmente.

MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6 tetrahidropiridina) es otra neurotoxina de uso frecuente. A
diferencia de la 6-OHDA, MPTP tiene la capacidad de cruzar la BHE facilitando asi su
administracion. Su mecanismo de accién ha sido ampliamente estudiado, y el modelo MPTP en

monos se considera el estandar de oro para pruebas preclinicas de nuevos enfoques terapéuticos
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para la EP (Garbayo et al., 2016). Sin embargo, la falta de instalaciones y la experiencia de los

investigadores con modelos realizados en monos es uno de sus principales inconvenientes.

En cuanto a los modelos animales de EP basados en plaguicidas, los agentes habitualmente
empleados son la rotenona, el paraquat y el maneb. La rotenona (RT) en administracion sistémica
accede principalmente a estructuras mitocondriales, causando estrés oxidativo y apoptosis de las
neuronas dopaminérgica del SNpc. Ademas, el modelo con rotenona puede causar la formacién
de inclusiones de a-sinucleina, asi como déficits motores similares a los que ocurren en la EP. El
modelo animal de RT es uno de los mas utilizados para inducir sintomas parkinsonianos en

animales de experimentacion debido a las siguientes caracteristicas:

e Reproduce la mayoria de los trastornos motores y las caracteristicas histopatologicas de la
EP, incluidos los cuerpos de Lewy y algunas afecciones asociadas con la acumulacion de
a-sinucleina (a-Syn) (Mulcahy et al, 2011; Xiong et al., 2013).

e La RT y otros pesticidas son potentes inhibidores mitocondriales y su uso se asocia a una

alta incidencia de EP en humanos, principalmente en areas rurales/ agricolas.

e LaRT es un compuesto lipofilico y, como tal, puede atravesar barreras bioldgicas sin Usar

de transportadores (Mulcahy et al, 2011).

El paraquat también se cree que causa degeneracion dopaminérgica al inducir estrés
oxidativo, sin embargo, después de administracion cronica, este agente no es capaz de producir

deplecion de dopamina en el cuerpo estriado o claros déficits motores.

La revision bibliografica realizada nos ha permitido concluir que, cuando se evalGan
nuevos sistemas terapéuticos para el tratamiento del Parkinson, los modelos mas utilizados son los
que emplean 6-OHDA y RT. Si bien, ninguno de los modelos animales basados en el uso de
neurotoxinas o de pesticidas es capaz de imitar exactamente las caracteristicas neuropatologicas
que ocurren en EP humano. Este hecho, unido a la experiencia de nuestro grupo investigador
(Negro et al., 2016, Barcia et al., 2017) nos llevo a la seleccion del modelo animal de Parkinson

inducido con RT para continuar nuestros estudios.

A continuacién, se incluye el articulo de revision publicado, previamente descrito como

parte de esta memoria experimental.
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INTRODUCTION

Parkinson’s disease (PD) is the second most prevalent neurodegenerative disorder
after Alzheimer’s disease. It is a chronic and progressive disease that mainly involves
dopamine depletion in the central nervous system (CNS). It is characterized by the early
death of dopaminergic neurons in the substantia nigra pars compacta (SNpc) and the accu-
mulation of Lewy bodies, which are abnormal intracellular aggregates containing pro-
teins, such as a-synuclein and ubiquitin (1, 2). This deficiency of dopamine in the basal
ganglia causes movement disorders resulting in the t}?pical symptoms of the disease, such
as akinesia, bradykinesia, rigid_ity, resting tremor and postural abnormalities. Moreover,
PD is also associated with several non-motor symptoms, such as olfactory dysfunction,
cognitive impairment, psychiatric symptoms, sleep disorders, neurodegenerative dys-
function, pain and fatigue, among others (3).

* Correspondence; e-mail: ebarcia@ucm.es
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Diagnosis of the disease is currently based on medical history, physical and neurologi-
cal examination of the subject and the presence of certain symptoms. The latest advancesin
diagnosis (functional imaging, neuropsychological tests) can help the diagnosis based on a
suspicion related to the clinical evaluation of the symptoms and signs present in the patient
4, 5). Currenﬂy, there areno biological markers that allow for a quick and accurate diagnosis
of PD. For instance, the clinical criteria used by the UK Parkinson Disease Society Brain
Bank, which are commonly used, have a diagnostic accuracy of only 80 % at the early stages
of PD (6). Therefore, functional imaging is necessary to confirm the clinical diagnosis and
understand the underlying pathophysiology. The definitive diagnosis is the presence of
SNpc degeneration and Lewy pathology in the postmortem examination (7).

Treatment of PD is only symptomatic since there is no cure for the disease, with many
of the drugs aiming to increase doparmne concentrations or dJrectlv stimulate dopaﬂune
receptors. The American Academy of Neurology recommends initiating one of the follow-
ing available drug therapies once the patient has developed symptoms of functional dis-
ability (8). Since dopamine does not cross the blood-brain barrier BBB and direct infusion
into the brain is not possible in human subjects, the clinical management of PD is usually
performed by means of the administration of dopamine agonists, the dopamine precursor
L-DOPA, catechol-O-methyltransterase (COMT) inhibitors and monoamine oxidase B
(MAO-B) inhibitors, N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptor inhibitors, anticholinergics,
alone or in combination. Dopaminergic therapy is highly effective in bradykinesia and
stiffness in which dopamine and levodopa agonists help reduce disease progression and
disability. Tremor responds to anticholinergic drugs such as trihexyphenidyl, but with a
poor and inconsistent response to dopamine replacement therapy (9, 10).

With the need for new drugs and more effective treatments, several models have been
developed to mimic features resemb]_ing those of human FPD in experimental animals, and in
order to design and evaluate drug molecules that favor neuroprotection and decrease neuro-
nal cell death as occurs in PD. In this work, we present a review of the main experimental
models of PD based on the use of pesticides or neurotoxins, and their relevance for the study
and knowledge of the disease, with a special focus on the application of these experimental
models in the development of controlled drug delivery systems for the treatment of PD.

In recent years, new drug delivery systems are being developed to improve the effi-
cacy of the pharmacological treatments of PD. In this regard, the design of controlled deli-
very systems is of great interest as they can maintain constant drug levels for prolonged
periods of time, which allows reducing the frequency of administration and improve
patient comp]iance, among other benefits. They can be either biodegra_dable or non-biode-
gradable depending upon the nature of the polymer or material used for their fabrication.
Among controlled drug delivery systems, the hydrogels and polymeric or lipid micropar-
ticles (MPs) and nanoparticles (NPs) seem to be the most effective in providing neuropro-
tection and facilitating the delivery of drugs and small molecules to the brain. E.g., lipid-
based nanocarriers are very interesting for the development of nanosystems destined to
reach the CNS after intranasal administration.

MODELS BASED ON PESTICIDES

Pesticides are substances of natural or synthetic origin used to exterminate, prevent,
and control any unwanted pest or organism and can be classified as insecticides, herbici-
des and fungicides (11). In the late 1980s, several epidemiological studies found an increased
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risk of developing PD in populations exposed to pesticides, herbicides and industrial
compounds (12). A recent study performed by Belvisi et al. (13) indicated that in five out of
eight studies reviewed (14-18) greater risk of developing PD was associated with such
substances but in the other three studies (19-21) no significant association was found
between occupational exposure to pesticides and PD. These opposite results could be
explained by the cohort sizes and follow-up duration of the different studies which were
not comparable. Therefore, correlations between agrochemical exposure in populations
and increased risk of developing PD have been difficult to conclude due to a lack of details
on exposure to particular agents. Nevertheless, the emphasis has been made on rotenone,
paraquat and maneb, as possible environmental causes of PD.

Rotenone

Rotenone (RT) is an organic pesticide extracted from the roots of some tropical plants
of the genera Lonchocarpus and Derris. Chemically it is the (2R,6a5,12a5)-1,2,6,6a,12,12a-
hexahydro-2-isopropenyl-8,9-dimethoxychromeno([3,4-b]furo(2,3H)chromen-6-one (Table I).
Due to its high liposolubility, it can pass through biological barriers and cell membranes
(22). RT was tirstly used as a causative agent of PD in 1985 when Heikkila et al. (23) injected
this mitochondrial complex I inhibitor directly into the brain of rats. They demonst-rated
that at a concentration of 5 mmol L™ approxn:natelv five hundred thousand times greater
than its maximal inhibitory concentration (CI5y), RT was able to eliminate dopaminergic
neurons. This contribution opened a new field of research since D was related to sys-
temic mitochondrial defects. In this respect, various research groups began to work with
the systemic administration of mitochondrial toxins such as rotenone to investigate PD.
Ferrante ef al. (24), reported that the administration of rotenone (10-18 mg kg™ per day)
produced non-specific brain lesions and peripheral toxicity in rats. Betarbet ef al. (25) demon-
strated that the administration of RT (2-3 mg kg™ per day) to rats for 33 days caused selec-
tive nigrostriatal dopaminergic degeneration which could be associated behaviorally with
hypokinesia and rigidity. They also found fibrillar cytoplasmic inclusions containing ubi-
quitin and a-synuclein proteins in nigral neurons of RT treated rats.

It was also reported that systemic administration of RT may reproduce other features
of PD in experimental animal models such as the alterations of the retina, loss of testoster-
one and sleep disorders (26-28). Other studies performed in mice have demonstrated that
the selective toxicity of RT can be related to inhibition of the NADH gene dehydrogenase
ubiquinone proteins Fe-54 (NDUFS4) which encode the mitochondrial complex I which is
inhibited by RT. Other underlying mechanisms have also been reported for RT, such as
depolymerization of microtubules and accumulation of reactive oxygen species (ROS) in
mesencephalon cultures (29).

In summary, the RT model is one of the most frequently used models for inducing
parkinsonian symptoms in experimental animals due to the following characteristics:

(i) RT model reproduces most of the motor disorders and histopathological features of
PD, including Lewy bodies and some conditions associated with a-synuclein (a-Syn) accu-
mulation (30, 22),

(i1) RT and other pesticides are potent mitochondrial inhibitors associated with a high
incidence of sporadic PD in humans mainly in rural/agricultural areas,

(i) RT is a lipophilic compound and, as such, can pass through biological barriers
without relying on transporters (22).
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However, RT has some drawbacks such as high photoreactivity and systemic (cardio-
vascular) toxicity which leads to significant mortality rates (~-30 % of the animals), regard-
less of the administration route (25). This toxicity makes it necessary to use a large number
of animals to assure the statistical significance of the results obtained when performing
behavioral, biochemical and histological analysis. Moreover, due toits low water solubility
selection of the appropriate vehicle and the administration route is more complex (31).
Another drawback, as indicated previously, is that RT also causes non-PD-related symp-
toms such as cardiovascular effects (32).

RT is usually dissolved in polar vehicles with the incorporation of surfactant agents
such as carboxymethyl cellulose (CMC) or naturally occurring oils (sunflower, castor oil).
The incorporation of dimethylsulfoxide (DMSO) can minimize the use of surfactants or
even prevent it (33). Regarding the route of administration, RT can be given either subcu-
taneously, intraperitoneally, orally or intracerebrally with the selection of the dose de-
pending on the administration route and the type of treatment chosen (acute or chronic)

(34).

Controlled-release systems using the rotenone model. — Some of the new controlled-release
systems have been recently evaluated in RT-induced animal models of PD. For example,
rasag]]me mesylate (RM) is a potent, selective and non-reversible MAO-B inhibitor that
exhibits neuroprotective effects and it's currently used as monotherapy in early PD. How-
ever, due to its short elimination half-life (1.5-3.5 h), RM must be given orally in daily
doses. Kanwar ef al. (35) encapsulated RM in polycaprolactone microspheres (MPs) in order
to expand the dosing intervals, taking into consideration that patients with PD develop
dysphagia, i.e. difficulty in swallowing. The new formulation was evaluated in Sprague-
-Dawley rats after stereotaxic administration of RT [6 mg in 2 mL. DMSO:PEG (1:1)]. The
administration of the RM-loaded formulation improved several behavioral (locomotor
activity, grip strength) and biochemical (lipid peroxidation, reduced glutathione, efc.) para-
meters. Non-significant differences were found between the daily administration of RM
in solution and the polymeric MPs given once a month, which makes this approach very
interesting for treating PD patients with dysphagia. Fernandez ef al. (36) also developed a
new formulation consisting of RM-loaded MPs using poly(lactic-co-glycolic) acid (PLGA)
as a biodegradable polymer. The system was assayed in the RT model of PD induced in
Wistar rats. Daily 7. doses of RT (2 mg kg™) induced neuronal and behavioral changes
similar to those occurring in PD. Once an advanced stage of PD was achieved, animals
received RM in saline (1 mg kg™ per day) or encapsulated within PLGA MPs (amount of
microspheres equivalent to 15 mg kg™ RM given on days 15 and 30). After 45 days, RM
showed a robust effect on all analytical outcomes (brain histology, i_rrmtulochemistry,
behavioral testing) with non-statistically significant differences found between the admini-
stration of RM in solution or encapsulated within polymeric MPs.

Many of the experimental applications of the RT model found in the literature are
related to the evaluation of dopaminergic agonists, a therapeutic strategy to provide con-
tinuous dopamine (DA) receptor stimulation. Most DA agonists show low bioavailability
due to extensive first-pass metabolisms after oral administration, thereby implying the
need for the daily administration of various doses. This fact makes them good candidates
for the development of controlled delivery systems. With this aim, Barcia ef al. (37) deve-
loped ropinirole (RP) PLGA nanoparticles (NPs) to improve the access of RP to the CNS.
The RT model was induced in Wistar rats at a dose of 2 mg kg"L per day given 1.p. Once
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neurodegeneration was established (15 days), animals received RP in saline (1 mg kg™ per
day for 35 days) or RP-loaded PLGA NPs (amount of NPs equivalent to 1 mg kg™ per day,
every 3 days for 35 days). Brain histology and immunochemistry Nissl-staining, glial fibri-
llary acidic protein (GFAP) and tyrosine hydroxylase (TH) immunochistochemistry, and
behavioral testing (catalepsy, akinesia, rotarod and swim test) showed that RP NPs were
able to revert PD like symptoms of neurodegeneration in the RT-induced model.

Negro et al. (38) developed RP-loaded PLGA MPs and assayed the formulation in the
RT model induced in Wistar rats. After 15 days of daily i.p. doses of RT (2 mgkg™), animals
received RP in saline (1 mg kg™ per day for 45 days) or RP-loaded PLGA MPs at two dose
levels (amount of MPs equivalent to 7.5 or 15 mg kg™ RP given on days 15 and 30). All the
outcomes analyzed (brain histology, immunochemistry, and behavioral testing) showed
that animals receiving R either daily in solution or every two weeks encapsulated within
the MPs reverted the PD symptoms, with the best results obtained in animals receiving
the RP microspheres at the highest dose level.

Patel et al. (39) have developed nanocarriers (microemulsions, ME) of RP for transder-
mal application which are considered highly efficient as colloidal soft nanocarriers in dermal
and transdermal drug delivery systems. In this study and in order to achieve sustained and
controlled permeation of RP &Lrough the skin, ME was converted into a ME-based gel (MEG)
using a biocompatible gelling agent. The system was assayed in Sprague-Dawley rats atter
s.c. administration of RT (2 mg kg™ per day) for 11 days. Chronic administration of RT caused
the destruction of dopamjnergic neurons resulting in motor dysfu_nctions (rigidity, slower
movement, and inabi]itv to move). Administration of the MEG developed for RP (2.16
mg kg per dav via transdermal route) n:nproved the motor function bv 76 %, whereas the
marketed tablet suspension of RP (2.16 mg kg™ per day vig oral route) showed only 5 % resto-
ration of the normal function. Moreover, the new transdermal delivery system successtully
restored the catalase and superoxide dismutase levels which were significantly reduced by
RT administration.

Resveratrol (RSV) has recently drawn attention since it is considered a red wine-
-derived polyphenol with cardioprotective and neuroprotective effects. In this regard,
Palle and Neerati (40) developed RSV-loaded nanoparticles (NPs) by temperature-
-controlled antisolvent precipitation. The new therapeutic system was evaluated for its
neuroprotective effects in the RT-induced model in Wistar rats. For this, the administration
of RT (2 mg kg7, s.c.) for 35 days produced motor deficits, decreased rearing behavior,
mitochondrial dysfunction, and oxidative stressin the animals. Oral administration for 35
days of RSV-loaded NPs (40 mg kg™) 30 min before the administration of RT showed better
efficacy than the oral administration of RSV in solution (40 mg kg™) in attenuating the
RT-induced behavioral, biochemical and histological alterations observed in the animals.

Accumulation of a-Syn protein, mitochondrial dystunction, oxidative stress, and neuro-
nal cell death are among the main pathological hallmarks of PD. In this regard, the
combination of piperine and curcumin may have potential interest due to their beneficial
cognitive and antioxidant properties. However, the access of drugs to the brain is limited
by the BBB. To overcome this passage, Kundu ef al. (41), designed a new delivery system
consisting of dual drug curcumin and piperine co-loaded glyceryl monooleate NPs
(CPNPs) coated with various surfactants to improve their passage to the brain. The new
system was evaluated in the RT-induced mouse model of PD after oral administration of
RT (30 mg kg™) for 28 days. CPNPs were given orally at an equivalent dose of 200 mg kg™
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every alternate day, 30 min before the administration of RT. The results obtained showed
that the new formulation was able to cross the BBB, rescue the RT-induced motor coordina-
tion impairment, and restrained dopaminergic neuronal degeneration in the PD animal
model.

The sapogenin (camelliagenin) isolated from Camellia oleifera seeds has demonstrated
antioxidative, anti-inflammatory and analgesic activities which could be related to its neuro-
protective effects. In this regard, Yang ef al. (42) synthesized iron-sapogenin NPs. The
neuroprotective effects of the formulation were evaluated in RT-induced neurodegenera-
tion in Kunming mice injected s.c. with RT (50 mg kg™ per day) for 6 weeks and treated by
L.v. injection of the iron-sapogenin complex at three dose levels (25, 50 and 100 mg kg™ for
7 days). Behavioral disorders were attenuated by the delivery system and increased super-
oxide dismutase activity, tyrosine hydroxylase expression, dopamine and acetylcholine
levels in the brain were increased in a dose-dependent manner. Iron-sapogenin NPs
showed significantly better effects than the sapogenin alone.

The occurrence of ocular manifestations in many neurodegenerative diseases, includ-
ing PD, emphasizes the strong connection between the brain and the retina. PD patients
often suffer from visual symptoms such as reduced visual acuity, low contrast sensitivity,
and disturbed color vision. Normando ef al. (43) used the RT-induced rodent model of PD
to investigate retinal manifestations in PD. In this study, RT was injected i.p. to Dark Agouti
rats at a dose of 2.5 mg kg‘l per day for 60 days. The retinal evaluation was assessed by
optical coherence tomography (OCT), and by longitudinal in vivo imaging with detection
of apoptosing retinal cells (DARC). The results obtained showed increased apoptosis of
retinal ganglion cells with a transient swelling of the retinal layers after 20 days of initiat-
ing RT. By day 60, histological neurodegenerative changes in the substantia nigra and stria-
tum were observed suggesting that retinal changes precede the “traditional” pathological
manifestations of PD. The efficacy of a novel rosiglitazone (RG) liposomal formulation was
evaluated in this PD model. For this, RT was administered for 10 days, followed by a single
L.p. injection of liposome-encapsulated rosiglitazone (1 or 1.4 mL kg™). Administration of
this new liposomal formulation resulted in greater neuroprotective effects both in the
retina (day 20) and brain (day 60) than daily administration of the free drug. Moreover,
DARC and OCT measures in the retina were good predictors of therapeutic efficacy in the
brain.

Paraquat

Paraquat (PQ) (1,1'-dimethyl-4,4"-bipyridyl dichloride) is a quaternary nitrogen herbi-
cide (Table I) frequently used in agriculture for broadleaf weed control due to its low cost,
rapid action and a broad spectrum of activity (44). It was first introduced to the market in
the '60s; however, its use is currently banned in many countries, including the 27 countries
of the European Union, due to its toxicity on plants, animals and humans.

A study performed in 1985 by Barbeau ef al. (45) showed that PQ caused a significant
reduction in dopamine concentrations resulting in behavioral changes similar to those
induced by MPT" (I-methyl-4-phenylpyridinium). The pathophysiological mechanism of
PQ resembles that of the MPP” cation since PQ as a divalent cation (PQ™) can undergo the
redox pathway in microglia, resulting in a monovalent cation (PQ") accompanied by the
production of superoxide that results in oxidative stress and cytotoxicity. PQ™ is also

40



Y. Casanovaef al.: Application of neurotoxin- and pesticide-induced animal models of Parkinson's disease in the evaluation of new drug

]

delivery systems, Acta Pharm. 72 (2022) 35-58.

Table I. Chemical structure and mechanism of action of pesticides and neurotoxins used m animal models of
Parkinson’s disease

Model Chemical structure Mechanism of action

Inhibition of NADPH and

Rotenone mitochondrial complex I
_ _ — t_ ASK1 kinase activation triggers
Paraquat .
q or N\ / \ / ol neuronal DA apoptosis
S
s H ).L M * Inhibition of glutamate transport and
Maneb * \/\N s~ n disruption of DA absorption and
\Q/ H n release
MPTP Formation of free radicals and
| inhibition of NADPH dehydrogenase
N
~

NH,
6-OHDA :@:-\/ Formation of free radicals and H,O,
HO OH

recognized by the dopamine transporter (DAT) causing accumulation in dopaminergic
neurons which in turn generates superoxide and reactive dopamine species leading to
dopaminergic neurotoxicity (46).

PQ can cross the BBB affecting the dopaminergic system as is transported into dopa-
minergic neurons via the dopamine transporter (47). Systemic administration of PQ in
C57BL/6 mice resulted in a reduction of dopaminergic neurons, degeneration of the dopa-
minergic fibers of the striatum and a decrease in ambulatory activity, with the neurotoxi-
city exerted by PQ associated with its ability to induce the formation of free radicals, facili-
tate fibrillation of a-synuclein and cause cell death by apoptosis. Other studies also showed
that PQ produces an increase in reactive oxygen species level, aggregations of a—synuclein,
the formation of Lewy bodies and neuroselective lesions in the SNpc, features resembling
those encountered in human PD (46, 48). PQ also activates other molecular signaling path-
ways including an increase in NADPH oxidase expression, depletion of oxidized glutathi-
one, and Jun N-terminal kinase (JNK) activation (49).
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Different studies have confirmed the ability of PQ to destroy nigral dopaminergic
neurons in animal models (mice, rats) (50, 51). One important feature of PQ toxicity is that
it exhibits high selectivity for SNpc dopaminergic neurons which in turn results in almost
50 % loss after multiple injections (52). It has also been demonstrated the relationship bet-
ween age and PQ neurotoxicity as older animals (mice, rats) exhibit enhanced vulnerabi-
lity to this pesticide (53). However, doubts have been raised in recent studies regarding the
effects of systematic PQ administration since it does not produce dopamine depletion in
the striatum or evident motor deficits (54).

Currently, PD models induced with PQ are mainly developed either with the divalent
cation (PQ™) or the stable form (PQ"). PQ™ is not transported viz DAT but is converted to
PQ* through redox cycling (55).

In most of the studies that evaluate the neurotoxicity of PQ, the agentis administered
by i.p. once weekly for several weeks. One particular feature of the PQ model is that it can
be used alone or in combination with other agents such as maneb, as concurrent exposure
to both chemicals in adult mice has resulted in marked DA fiber loss, altered DA turnover
and decreased locomotor activity (56, 57).

Controlled-release systems using paraquat model. — Srivastav ef al. (38) have recently syn-
thesized biocompatible piperine-coated gold nanoparticles (AuNPspiperine) to specifi-
cally target PQ-induced metabolic complications both in Drosophila melanogaster and SH-
-5Y5Y (human neuroblastoma) cells. Piperine, a natural alkaloid found in Piper longum and
Piper nigrum, exerts potential antiparkinsonian activity due to its anti-inflammatory and
antioxidative properties (59) also being able to counter motor dysfunctions and dopamine
depletion (60). The authors found that in the in vitro model tested AuNPspiperine were able
to maintain the mitochondrial membrane potential thereby protecting the cells against
PQ-induced toxicity. Moreover, in PQ-treated flies, the new controlled delivery system was
able to suppress oxidative stress and mitochondrial dysfunction leading to inhibition of
apoptotic cell death. AuNPspiperine also improved locomotor function and life span in PQ
exposed flies.

Maneb

Maneb (MB) is a fungicide in the form of a polymeric complex of manganese with
anionic ligand ethylene-bis(dithiocarbamate) (Table I). It is used either as a contact pesti-
cide to treat seeds or for direct application to emerging soil crops. MB exacerbates the
toxicity of other agents such as PQ in mouse models, just as other dithiocarbamates disrupt
the function of the ubiquitin-proteasome system, a system that is believed to be involved
in genetic and idiopathic forms of PD (11).

In vitro studies have shown that the neurotoxicity exerted by MB is related to inhibi-
tion of the enzymatic activity of mitochondrial complex III and oxidation of catechol-
amines. Moreover, systemic administration of both PQ and MB can induce a synergistic
decrease of DA in the striatum, degeneration of SNpc and motor dysfunction (57).

Berry et al. (48), in a literature review, indicated that the study performed by Thiru-
chelvam et al. (57), in C57BL/6 male mice injected .p. with PQ (0.3 mg kg™?) or MB (1 mg kg™),

showed that exposure to these pesticides during the postnatal period produced permanent
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and progressive alterations in the nigrostriatal DA system, that could be involved in the
induction of neurodegenerative disorders.

MB s also able to potentiate both the MPTP (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyri-
dine) and the PQ effects (56, 61). In rodents, the combination of PQ and MB can elicit dopa-
mine depletionin the striatumn, selective dopaminergic cell loss, accumulation of a-synuclein
and PD-like motor and non-motor symptoms. Moreover, a synergistic effect has been
demonstrated after the administration of PQ (10 mg kg™) and MB (30 mg kg™) to mice twice
a week for 6 weeks, a dosage regimen in which exacerbated parkinsonism was observed
when compared to the administration of each compound alone (56).

However, with the use of MB as occurs with RT, the animal model has led to contra-
dictory results, variable loss of striatal DA content and cell death (62). Therefore, research
efforts are still needed to elicit the exact mechanisms by which PQ induces neurodegene-
ration.

To date, no articles have been found in the literature regarding the evaluation of con-
trolled-release systems in MB-induced animal models of PD.

MODELS BASED ON NEUROTOXINS

Neurotoxin models remain the most popular models in PD animal studies with MPTP
and 6-OHDA being the most frequently used. However, they lack the ability to mimic the
pathological features of PD, as they only mimic the symptoms. These models only resemble
the symptoms and motor dysfunctions occurring once severe dopamine depletion is

reached (63).

MPTP

MPTP (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine) (Table I) was first described as
an agent causing parkinsonism in 1982, in California, when a group of drug addicts develo-
ped a severe acute stiffness syndrome which improved upon receiving levodopa and
dopamine agonists (64).

Due to its lipophilicity, MPTP readily crosses the BBB. When in contact with mono-
amine oxidase B it transforms into 1-methyl-4-phenylpyridinium (MPP*), which is the
active compound that enters the dopamine neurons of the SNPc. Once inside, it blocks
complex I of the mitochondrial electron transport chain causing a decrease in adenosine
triphosphate (ATP) and accumulation of ROS, which in turn results in cell death (63).
MPTP causes damage to the dopaminergic pathway which is easily reproducible in animal
models. Moreover, when infused over a period of 30 days, it can induce the formation of
ubiquitin and a-synuclein inclusions resembling the features of human PD (66).

It has also been postulated that the toxicity of MPTP through the MPP” entity may be
dependent on the neuromelanin content since the affinity of MPP* for neuromelanin is
very high (24) and MPP* can remain in the cytosol interacting with enzymes (67).

Induction of parkinsonian syndromes with MPTP is usually performed in rodents,
dogs, cats and non-human primates. The effects of MPTP in mice vary with age, dose,
route of administration and number and frequency of injections. It has been demonstrated
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that the damage caused by MPTP at the mitochondrial level increases with age as brains
of older mice accumulate more MPP* than those of younger animals, which may contribute
to greater sensitivity to MPTP toxicity.

Of the numerous studies performed with MPTP in mice, some have beenbased on the
s.c. or 1.p. administration of 10-30 mg kg‘l per day for several days, depending on whether
an acute or chronic model is being developed. For instance, for the acute model doses of
MPTP ranging between 20-30 mg kg‘l given the same day have been described, whereas,
for the chronic model, two dosage regimens have been described: administration of daily
doses of 30 mg kg™ for five consecutive days or daily doses of 4 mg kg™ for 20 days (68, 69).

The MPTP mouse model has some advantages over the one induced by 6-OHDA
(6-hydroxydopamine) due to the fact that it does not require stereotaxic surgery for its
administration, Moreover, it is also able to develop bilateral degeneration of the nigro-
striatal tract resemb]jng that found in human PD, and also mimic other known biochemical
features such as decrease in striatal levels of DA and TH (tyrosine hydroxylase), increase
of both striatal precursor protein preproenkephalin-A (PPE-A) and acetylcholine (ACh)
levels, increase of extracellular glutamate levels and reduction of glutathione (GSH) in
basal ganglia (70). The MPTP mouse model does, however, have some disadvantages over
the 6-OHDA model, especially regarding reproducibility and the range of behavioral out-
comes that can be obtained. Moreover, mice are less sensitive to MPTP than primates,
therefore, requiring higher doses that can be lethal, due to the resulting peripheral neuro-
or cardiotoxicity (71).

All primate species in which MPTP has been tested are sensitive to this neurotoxin,
includ_ing squj_trel, mon.keys, baboons, macaques, marmosets and vervet morﬂ(eys. Repe—
ated systemic administration of MPTP by i.p,, s.c., .0. or i.m. injections, with varying doses
depending on species and route, are able to rapidly develop motor alterations resembling
those found on human PD, such as bradykinesia, postural instability and rigidity (72), as
well as non-motor symptoms such as cognitive deficits (73) and temporary autonomic
disturbances (74).

Controlled-release systems using the MPTP model. — Glial cell line-derived neurotrophic
factor (GDNF) is a potent neuroprotective agent currently considered as a promising can-
didate for the treatment of PD, due to its potent trophic effect on the dopaminergic system.
However, GDNF is not able to cross the BBB and has a relatively short elimination half-life.
For this, attempts have been made by Garbayo et al. (75) to design new controlled delivery
systems to increase the stability and retention of neurotrophic factors such as GDNF aim-
ing to improve the treatment of PD. In this study, GDNF-loaded microparticles were pre-
pared by the solvent extraction-evaporation method using PLGA 503H as polymer. The
new formulation was applied to Macaca fascicularis non-human primates that received
weekly 7.v. doses of MPTP (0.5 mg kg™) until the animals reached stable severe parkinso-
nian symptoms. Administration of the new drug delivery system was performed by stereo-
taxic surgery. The results obtained showed that a single administration of microencapsu-
lated GDNF (25 mg) within the putamen achieved sustained levels of the neurotrophic
factor in the brain, which were able to improve both motor and dopaminergic function.
Moreover, in the SNpc GDNF was able to increase the number of dopa_mjnergic neurons,
regardless of the severity of neurodegeneration.

47



Y. Casanova et al: Application of neurotoxin- and pesticide-induced animal models of Parkinson's disease in the evaluation of new drug

0

deliverv systems, Acfa Pharm. 72 (2022) 35-58.

6-OHDA

6-Hydroxydopamine (6-OHDA) (Table I) is another neurotoxin widely used to induce
parkinsonism in experimental animal models. Itis a highly oxidizable DA analog that can
be captured by the dopamine transporter, which in turn results in selective damage of
dopaminergic neurons in the SNpc (76).

6-OHDA does not cross the BBB, therefore, making it necessary to perform its direct
administration into the brain parenchyma. This represents one of the main drawbacks as
specialized stereotaxic surgical instruments and training is required for its administra-
tion. Regarding the cytotoxicity exerted by 6-OHDA three mechanisms have been pro-
posed: intra-extracellular self-oxidation of 6-OHDA resulting in the formation of h}-’d_roxyl,
hydrogen peroxide and superoxide radicals, the appearance of hydrogen peroxide due to
the monoamine oxidase, and inhibition of mitochondrial electron transport chain com-
plexes I and IV [NADH dehydrogenase (complex I) and cytochrome c oxidase (complex
IV)]. It is postulated that these events resemble those occurring in the PD brain, which
supports the interest and validity of the 6-OHDA model. Moreover, as a result of these,
ROS are produced, which in turn explains the oxidative stress leading to the cytotoxic
effect of 6-OHDA. Recent studies have demonstrated that the administration of 6 ug of
6-OHDA in the dorsal striatum of rats is able to produce an increase in the oxidation level
of proteins and lipoperoxidation products as a function of time (77), which could be due
to mitochondrial oxidative stress leading to both neurcinflammation and cell death by
apoptosis (78).

When trying to understand the in vivo effects and neurodegenerative mechanisms of
6-OHDA, injection of the neurotoxin can be performed into the medial forebrain bundle
(79), the substantia nigra (80), or at the intrastriatal site (81-83). Bilateral lesions of the
ascendjng forebrain doparm'nergic system have been reported to induce severe aphagia,
adipsia and akinesia, with the need for tube feeding of the animals (84). Intranigral lesions
usually cause pain and massive degeneration of the injured nucleus, which hinders their
use when evaluating the mechanisms involved in neurotoxicity and death, as a conse-
quence of long-term oxidative stress.

On the other hand, the intrastriatal lesion model produces a progressive loss of dopa-
minergic neurons in the SNpc, resembling the nigrostriatal lesions found in PD after uni-
lateral intracranial injection (85, 86) and bilateral injection (87). In the late "90s, Kirik ef al.
(88) established the optimal parameters when causing unilateral ventrolateral striatum
lesions after injecting a 6-ug dose of 6-OHDA at three different striatum sites. The results
obtained indicated that the effect of the intrastriatal injection depends on the site of injury
and the dose given. In this study, 80 % reduction in striatal innervation and almost 90 %
loss of the nigral dopaminergic neurons was observed.

The 6-OHDA model does not reproduce the presence of Lewy bodies (89). To over-
come this drawback, a—S}?n murine models have been developed, based on knockout
models (90), gene expression models (91), or intracerebral injection of a-Syn (92). Although
further research is needed, this is an interesting approach since this protein is a key com-
ponent of Lewy bodies.

Since the 6-OHDA model reproduces several of the cellular alterations occurring in
PD, it is a valuable model to st—udy the cytotoxicity mechanisms involved and the cellular
processes activated by oxidative stress (neuroinflammation and neuronal death).
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Controlled-release systems using the 6-OHDA model. — When trying to increase the DA
levels at the CNS, a novel approach is based on the use of DA encapsulated within poly-
meric nanoparticles (93). DA-loaded NPs were prepared with copolymer PLGA by means
of the double emulsion solvent evaporation method. This formulation was evaluated in a
6-OHDA-induced rat model of PD, being able to successfully release the drug in the
striatum. Systemic i.v. administration of DA-loaded NPs caused a significant increase of DA
levels and its metabolites and a reduction of DA-D2 receptor supersensitivity in the striatum
of parkinsonian rats. Moreover, the formulation significantly recovered neurobehavioral
changes induced by 6-OHDA without causing any additional production of ROS, dopa-
minergic neuron degeneration, and structural changes in the striafum and SNpc when
compared to 6-OHDA-lesioned rats.

Nowadays, L-DOPA is still considered the most effective drug in the treatment of PD.
However, chronic administration of this agent usually results in L-DOPA-induced dyski-
nesia (LID), which has been related to its peak plasma concentration (94). To avoid this, Ren
et al. (95) developed L-DOPA/benserazide-loaded PLGA microparticles which were admini-
stered to Sprague-Dawley rats in which PD was induced by stereotactic administration of
6-OHDA. Subcutaneous administration of the microparticulate formulation improved
motor function and ameliorated the expression of L-DOPA-induced dyskinesia (LID).

As previously indicated, ropinirole (RP), a dopamine agonist, stimulates striatal DA
receptors being effective both as monotherapy and in combination therapy with levodopa.
However, RP has low oral bioavailability and short elimination half-life which results in
frequent dosing. Continuous delivery of RP from a transdermal system may avoid these
drawbacks and help prevent or delay the onset of L-DOPA-related motor complications
due to continuous dopaminergic stimulation. In this regard, Azeem et al. (96) developed a
nanoemulsion gel for RP transdermal delivery. The new formulation was evaluated in a
PD animal model induced in Wistar rats after stereotaxic administration of 10 mg 6-OHDA
in 2 uL of 0.1 % in ascorbic acid-saline. The efficacy of the nanoemulsion was tested by
analyzing three biochemical markers of oxidative stress (glutathione antioxidant enzymes,
thiobarbituric acid reactive substances and catalase activity) with the results demonstrat-
ing that the new formulation was able to effectively restore the biochemical changes
induced by 6-OHDA.

Rotigotine (Ro) is a non-ergoline agonist of DA D3/D2/D1 receptors indicated for the
treatment of both early and advanced PD. Giladi et al. (97), developed a transdermal patch
for early PD that delivered the drug in patients at a constant rate for 24 h providing con-
tinuous plasma concentrations. However, there are some important side-effects related to
the use of skin patches such as variability in the absorption rates from different skin areas
and possible irritation after long-term application of the transdermal device (98). As PD
patients require long-term treatments it would be interesting to develop a sustained-
-release preparation of Ro to achieve continuous dopaminergic stimulation for long periods
of time. For this purpose, Wang et al. (99), encapsulated Ro within PLGA microparticles
(RoMPs) by an oil-in-water emulsion solvent evaporation technique and evaluated the de-
livery system in 6-OHDA-lesioned Sprague-Dawley rats (4 ug uL™ 6-OHDA in 0.9 % saline,
containing 0.04 % ascorbic acid) in comparison with pulsatile L-DOPA administration. The
pharmacokinetic study performed after intramuscular administration of RoMPs showed
high and stable plasma and striatal drug levels for up to two weeks. Moreover, the micro-
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particulate Ro formulation exhibited steady efficacy which lasted for 2 weeks without any
significant differences found between RoMPs treatment and pulsatile L-DOFPA.

Tsai et al. (100) encapsulated apomorphine, a DA receptor agonist, in solid lipid
nanoparticles (SLNs) in order to improve its very low oral bioavailability (<2 %). The brain
regional distribution of the nanoparticles was also evaluated. For this, pharmacokinetic
studies were carried out in rats. Drug bioavailability was increased with NPs in respect to
a reference solution. Apomorphine distribution in the striatum, the predominant site of its
therapeutic action, also increased when using the solid-lipid nanoparticles (SLN). The
anti-parkinsonian activity of apomorphine was evaluated in rats with 6-OHDA induced
lesions. Animals treated with orally administered SLNs presented a significant improve-
ment when compared to those treated with the drug formulated in solution.

Glial cell line-derived neurotrophic factor (GDNF) is studied for the treatment of
neurodegenerative disorders of basal ganglia origin such as PD. Garbayo et al. (101) investi-
gated the neurorestorative effects of controlled GDNF delivery when given as GDNF-loaded
PLGA microparticles, which were prepared by a solvent extraction/evaporation method.
The new delivery system was assessed in Sprague-Dawley rats that previously were stereo-
taxically injected with a total dose of 20 pg 6-OHDA dissolved in 10 uL of saline with 0.1 %
ascorbic acid. The results demonstrated the efficacy of GDNF-loaded PLGA microparticles
which resulted in a consistent improvement in behavior 6 weeks after stereotaxic injection
of the delivery system. Moreover, 60 % of the animals treated with new formulation fully
recovered from their rotational asymmetry 8 weeks after treatment, a response that was
accompanied by a higher fiber density in the GDNF treated striatum.

Regarding lipid-based nanocarriers, Yang ef al. (102) developed basic fibroblast growth
factor (bFGF)-loaded liposomes for intranasal administration due to the neuroprotective
effects of bFGF. The liposomal formulation was evaluated in a PD model induced in rats
by 6-OHDA administration. The authors demonstrated that the new liposomal formula-
tion was able to deliver bFGF to the striatum and SNPc of rats and enhanced the neuropro-
tective effects of bFGF on dopa_m_inergic neurons. Moreover, the bFGF ]iposomal formula-
tion markedly improved the behavioral alterations induced by 6-OHDA, increased the
number of Nissl bodies, and ameliorated the loss of tyrosine hydroxylase (TH)-positive
neurons.

Zhao et al. (103) formulated bFGF in phospholipid-based gelatin nanoparticles des-
tined to target the CNS also via intranasal administration. Hemi-parkinsonism was genera-
ted in rats by stereotaxic injection of 10 uL 6-OHDA solution in the right-side striafum.
After administration, the integrity of the nasal mucosa was not affected. The results obtained
showed that bFGF not only stimulated dopaminergic function in surviving synapses but
also played a neuroprotective effect.

In another approach, vascular endothelial growth factor (VEGF), a potent angiogenic
factor with survival effects in neuronal cultures, was microencapsulated either alone orin
combination with GDNF (104), in order to evaluate the efficacy of the formulation in the
advanced stages of PD. For this, Sprague-Dawley rats were injected with 6-OHDA (7.5 and
6 ug at two coordinates) to establish the PD model. The results showed that treatment with
GDNF microspheres and with both VEGF and GDNF microspheres improved the rotation

behavioral test, and resulted in higher levels of neurorepair and neuroregeneration.
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Table II summarizes the characteristics of the pesticide and neurotoxin-induced
animal models of PD. Finally, Table III summarizes different controlled-release systems
developed for the treatment of PD and evaluated with pesticide or neurotoxin-induced
animal models of PD.

CONCLUSIONS

Several animal models of PD are currently being used to help understanding the
pathogenesis of this neurogenerative disorder as well as to evaluate the potential of new
treatments developed for the disease. Some of these models are based on the use of neuro-
toxins in which substantial nigrostriatal degeneration is generally developed, as well as
motor symptoms resembling those occurring in human PD. Regarding the development
and evaluation of new drug delivery systems for PD, 6-OHDA is the one most frequently
used. Although it needs to be ]'.njected ]'_ntracerebrally, it exerts great selectivity of da_mage
facilitating damage assessment. In addition, the scientific evidence on this neurotoxin is
very extensive. MPTP is another neurotoxin frequently used. Unlike 6-OHDA, MPTP has
the ability to cross the BBB, thereby facilitating its administration. Its mechanism of action
has been extensively studied, with the MPTP-monkey model being considered the gold
standard for preclinical testing of new therapeutic approaches for PD. However, the lack
of facilities and expertise of researchers with monkey models is one of its main drawbacks.

Regarding pesticide-based animal models of PD, the agents usually employed are
rotenone, paraquat and maneb. Systemic administration of rotenone mainly targets mito-
chondprial structures thereby triggering oxidative stress causing apoptosis of the dopami-
nergic neurons of the SNpc. Moreover, the rotenone rat model can cause the formation of
o-synuclein inclusions as well as motor deficits resembling those occurring in PD. Para-
quat is also thought to cause dopaminergic degeneration by inducing oxidative stress,
however, after chronic administration, this agent is not able to produce dopamine deple-
tion in the striatum or clear motor deficits.

From this review, it has been found that when evaluating new drug delivery systems
developed for PD, 6-OHDA and rotenone are the most frequently used agents. However,
there is still a need for further research since none of the animal models based either on
the use of neurotoxins or pesticides can exactly mimic the neuropathological features
occurring in human PD.

Abbreviations, acronyms, symbols. — 6-OHDA - 6-hydroxydopamine, bFGF - basic fibroblast growth
factor, COMT - catechol-O-methyltransferase, CPNPs - curcumin and piperine co-loaded glyceryl
monooleate NPs, DA — dopamine, DARC - detection apoptosing retinal cells, DAT — dopamine trans-
porter, GDNF — glial cell line-derived neurotrophic factor, GFAP — glial fibrillary acidic protein, LID -
L-DOPA-induced dyskinesia, INK — Jun N-terminal kinase, MAO-B — monoamine oxidase B, MB
- maneb, ME — microemulsion, MEG — ME-based gel, MPP~ - 1-methyl-4-phenylpyridinium, MPs -
microparticles, MPTP - 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine, NDUF54 - NADH dehydro-
genase ubiquinone proteins Fe-54, NMDA — N-methyl-D-aspartate, NPs — nanoparticles, OCT - optical
coherence tomography, PD — Parkinson’s disease, PLGA — poly(lactic-co-glycolic) acid, PPE-A — protein
preproenkephalin-A, PQ — paraquat (1,1-dimethyl-4,4-bipyridyl dichloride), RM - rasagiline mesylate,
RG - rosiglitazone, Ro - rotigotine, RoMPs — rotigotine microparticles, RP - ropinirole, R5V - resvera-
trol, RT - rotenone, SLNs —solid lipid nanoparticles, SNpc — substantia nigra pars compacta, TH — tyrosine
hydroxylase, VEGF — vascular endothelial growth factor, a-5yn — alpha-synuclein
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VII. EVALUACION DE LAS
FORMULACIONES SELECCIONADAS EN UN
MODELO ANIMAL INDUCIDO
POR ROTENONA
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La eficacia de los dos nuevos sistemas de liberacion controlada seleccionados (MP-TC4 y
NP-TC3), tal como se ha indicado, se han evaluado en un modelo animal de EP inducido por RT

en ratas.

1. PRUEBAS EN ANIMALES

En los ensayos se han utilizado ratas Wistar macho de peso inicial comprendido entre 180
gy 220 g (Harlan, Francia). Los experimentos se han realizado cumpliendo con los principios de
las 3R (Reduccion, Reemplazo y Refinamiento). Los animales se alojaron en jaulas a 22+2°C en
condiciones habituales de laboratorio y bajo ciclos estandares de luz-oscuridad. A los animales se
les administr6 comida y agua ad libitum. Para minimizar el dolor y la incomodidad se aplicaron
todas las medidas adecuadas para minimizar el nimero de animales utilizados. Todos los
procedimientos experimentales de este estudio fueron aprobados por el Comité de Etica para la
experimentacion con animales de la Universidad Complutense (permiso PROEX 14/18) y
realizados de acuerdo con las recomendaciones para el cuidado y uso de animales de

experimentacion y de acuerdo con la ley espafiola (R.D. 1201/05).

2. TRATAMIENTOS Y GRUPOS DE ANIMALES

La neurotoxina utilizada, rotenona (RT) se disolvid en aceite de girasol antes de su

administracion por via intraperitoneal (Fernandez et al., 2012).

Los animales de experimentacion, ratas, se dividieron en los siguientes grupos:

» Grupo 1 (G1): Grupo control. Animales (n = 8) que recibieron Unicamente los vehiculos;

aceite de girasol (grupo G1A, n = 4) o solucién salina (grupo G1B, n = 4), durante 43 dias.

» Grupo 2 (G2): Animales (n = 8) a los que se les administr6 en RT (2 mg /kg/dia) durante
43 dias (G2).

» Grupo 3 (G3): Animales (n = 8) que recibieron RT (2 mg/kg/dia) durante 43 dias y la

cantidad de MPs equivalente a 3 mg/kg/dia de TC cada 14 dias a partir del dia 15 de

iniciado el estudio.
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» Grupo 4 (G4): Animales (n = 8) que recibieron RT (2 mg/kg/dia) durante 43 dias y la
cantidad de NPs equivalente a 3 mg/kg/dia de TC cada 3 dias a partir del dia 15 de iniciado

el tratamiento.

» Grupo 5 (G5): Animales (n = 8) que recibieron RT (2 mg /kg/dia) durante 43 diasy TC
en solucién salina (3 mg/kg/dia) a partir del dia 15 de comienzo del tratamiento.

La seleccion de las dosis ensayadas se realizd en base a experimentos previos llevados a
cabo en nuestro laboratorio. Las formulaciones seleccionadas (MP-TC4 y NP-TC3) (Tabla 7)
fueron administradas por via intraperitoneal (i.p) en cantidades apropiadas, teniendo en cuenta el
peso del animal y la eficacia de encapsulacién obtenida para cada formulacién (Tabla 7). La RT
se administrd disuelta en aceite de girasol y, las MPs y Nps suspendidas en solucién salina.
Después de 44 dias, los animales se sacrificaron por decapitacion, utilizando para ello una

guillotina.

3. EVALUACION DEL PESO CORPORAL

A tiempos preestablecidos (dias 1, 5, 10, 14, 20, 26, 30, 35, 40 y 44) se pesaron los animales para

evaluar los cambios que se iban produciendo a lo largo del estudio.

4. PRUEBAS DE COMPORTAMIENTO

4.1. Prueba de Catalepsia

Las pruebas de catalepsia (rejilla y barra) se realizaron a tiempos predeterminados (dias
16, 25, 35 y 44). Para la realizacion de las pruebas de catalepsia en rejilla, los animales se colgaron
de las cuatro patas de una rejilla situada verticalmente (25,5x44 cm, con un espacio de 1 cm entre
cada alambre), y cuando el animal realizd el primer movimiento (movimiento de una pata) se

registré el tiempo en segundos. Este tiempo corresponde al tiempo de latencia.

El ensayo de catalepsia en barra se realizd de acuerdo con el siguiente procedimiento; se
colocé una barra en posicién horizontal a 10 cm de una superficie elevada. En el ensayo las ratas
se colocaron con ambas patas delanteras en la barra en una posicion de medio levantamiento. Se

determiné el tiempo que la rata tarda en cambiar su posicién forzada inicial.
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El tiempo maximo para ambas pruebas de catalepsia se fijo en 180 segundos. Las pruebas

de catalepsia se realizaron por triplicado para cada animal, a los tiempos indicados.

4.2. Prueba de Aquinesia

Una de las anomalias motoras de la enfermedad de Parkinson es el retraso en el inicio del
movimiento. Dicho retraso puede estimarse mediante la realizacion de la prueba de aquinesia. Las
pruebas de aquinesia se realizaron a tiempos predeterminados (dias 16, 25, 35 y 44). Para ello, los
animales se colocaron durante 5 min (periodo de adaptacién) en una plataforma elevada (100 cm)
(100x150 cm) y se midié el tiempo (segundos) que los animales tardan en mover las 4
extremidades. La prueba concluye cuando la latencia supera los 180 segundos. Las pruebas de

aquinesia se realizaron por triplicado para cada animal a los tiempos indicados.

4.3. Prueba de Natacion

Las pruebas de natacion se realizaron los dias 16, 25, 35 y 44 del estudio, segun el
procedimiento descrito por Haobam y col. (Haobam et al., 2005), adaptado a nuestras condiciones
experimentales. Los animales de cada grupo fueron entrenados para la prueba de natacion
colocandolos en el bafio de agua (40x40x40 cm) a una temperatura de 27+£2°C. Los criterios de

puntuacion de la prueba de natacion fueron los siguientes:

Puntuacion 0: la rata nada con la parte trasera hundida y la cabeza flotando.

Puntuacion 1: la rata nada ocasional con las extremidades traseras mientras flota de un
lado.

Puntuacion 2: la rata ocasionalmente nada/flota.

Puntuacion 3: la rata no es capaz de nadar.

La prueba de natacion se realiz6 por triplicado para cada animal a los distintos tiempos.
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5. EVALUACIONES INMUNOHISTOQUIMICAS

5.1. Procesamiento Cerebral

Al final del estudio (44 dias) los animales se sacrificaron por decapitacion. Inmediatamente
después se extrajeron los cerebros, se congelaron en hielo seco y se almacenaron a -80°C hasta su
analisis. Posteriormente se obtuvieron cortes de cerebro (30 pum de espesor), tanto del cuerpo
estriado como de la sustancia nigra, utilizando para ello un criostato (Leica CM1850, Leica
Biosystems, Alemania). Todos los cortes de cerebro se montaron sobre portaobjetos Superfrost
Plus (Thermo Scientific, Alemania), se secaron a 36°C en una placa caliente y se mantuvieron
congelados a -80°C, hasta su analisis.

5.2. Tincién de NISSL

Para la realizacion de la tincion de Nissl, los cortes de cerebro se fijaron sobre portaobjetos
con formaldehido al 4% en tampdn fosfato a pH 7,4. A continuacion, las muestras se lavaron dos
veces con tampon fosfato y se sumergieron en una solucion acida de violeta de cresilo al 0,5%
durante 30 min. Posteriormente, las muestras se lavaron con agua destilada y se deshidrataron
utilizando soluciones de concentracion creciente de etanol (70%, 95% y 100%). Los cortes se
trataron finalmente con xileno (dos veces durante 5 min cada vez) y se cubrieron con un
cubreobjetos con el medio de montaje organico DPX (resina acrilica con base de xileno) (Sigma-
Aldrich, Espafia). Finalmente, una vez secas las preparaciones, se obtuvieron imagenes
histoldgicas de la sustancia nigra con una camara digital (cAmara DFC425, Leica, Alemania)

acoplada a un microscopio oOptico (Leitz Laborlux S, Leica, Alemania).

5.3. Ensayo Inmunohistoquimico de la TH

En los ensayos inmunohistoquimico de TH (tirosina hidroxilasa) se siguié un
procedimiento estandar. Después de fijar, permeabilizar con Tween 20 al 0,1% en TBS (solucién
salina tamponada con Tris), lavar y bloquear las muestras, se les afiadié el anticuerpo TH (dilucion
1: 500, Sigma-Aldrich, EE. UU.). Tras una noche de incubacion a 4°C, los portaobjetos que
contenian los cortex se lavaron con TBS/Tween 20 al 0,1% (3 veces durante 5 minutos, a
temperatura ambiente) y luego se afiadid el correspondiente anticuerpo secundario marcado con
FITC (isotiocianato de fluoresceina) (dilucion 1: 500; Sigma-Aldrich, EE. UU.). Finalmente,
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después de la incubacion (2 horas a temperatura ambiente) y lavado, los portaobjetos se montaron
con medio acuoso Mowiol y se observaron con un microscopio de fluorescencia (Leica
DM2000LED, Alemania). Las imagenes digitales se capturaron utilizando el filtro FITC (Leica
DFC 3000G, Alemania).

5.4. Ensayo Inmunohistoquimico de la GFAP

La inmunohistoquimica de GFAP (proteina acida fibrilar glial) se realizé de acuerdo con
el procedimiento descrito por Garcia-Garcia y colaboradores (Garcia-Garcia et al., 2015) con
modificaciones menores. Las muestras se fijaron con formaldehido al 4%, se lavaron, se
permeabilizaron en TBS/Tween 20 al 0,1% Yy se bloquearon en albumina al 5% disuelta en TBS.
Posteriormente, los portaobjetos se incubaron durante la noche a 4°C con un anticuerpo anti-GFAP
fluorescente conjugado con el colorante de cianina Cy3 (dilucion 1:500; Sigma-Aldrich, EE.UU.),
eliminando la necesidad de utilizar un anticuerpo secundario. Después de lavar para eliminar el
anticuerpo no unido, las secciones de cerebro se cubrieron con un medio de montaje acuoso
Mowiol. Finalmente, se obtuvieron imagenes digitales con una camara digital de fluorescencia
(Leica DFC 3000G, Alemania) acoplada a un microscopio (Leica DM2000LED, Alemania)

utilizando un filtro de isotiocianato de tetrametilrodamina (TRITC).

6. PROCESAMIENTO DE ORGANOS

Tras el sacrificio de los animales se procedid a la extraccion de los higados para su analisis

y visualizacién macroscopica.

7. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se expresan como media + error estandar de la media (D.E.). El andlisis
estadistico se realizo mediante ANOVA de una via. La significacion estadistica se definié como p
<0,05. Los analisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando el software Statgraphics® Plus v. 5.1
(John Wiley and Sons, EE.UU.). Se analizaron los resultados de catalepsia y aquinesia (barra y
rejilla) para determinar la significacion estadistica mediante analisis no paramétricos (ANOVA
multifactorial de Kruskal-Wallis- ANOVA de una via).
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8. RESULTADOS Y DISCUSION DE LA EVALUACION DE LAS FORMULACIONES
SELECCIONADAS (MP-TC4 Y NP-TC3) EN UN MODELO ANIMAL DE

PARKINSON INDUCIDO POR ROTENONA

En esta parte de la presente memoria experimental hemos evaluado la eficacia terapéutica
de las formulaciones seleccionadas (MP-TC4 and NP-TC3) en un modelo animal de Parkinson
inducido por RT. En los animales de experimentacion se han realizados analisis de

comportamiento y estudios histolégicos e inmunoquimicos.

Tal como hemos indicado previamente, la EP se caracteriza por una degeneracion
progresiva y selectiva de las neuronas dopaminérgicas del SNC, dando lugar a trastornos del
movimiento. Asi, la reduccion de la actividad dopaminérgica causa sintomas parkinsonianos como
rigidez (tension muscular especifica), bradiquinesia (movimiento lento) y aquinesia (incapacidad
para moverse). Este estado se manifiesta en las ratas como catalepsia. Por tanto, las pruebas de
comportamiento resultan utiles en los estudios de evaluacion de nuevos sistemas terapéuticos
disefiados para el tratamiento del Parkinson. Ademas, la evaluacion histoldgica e inmunoquimica

permiten estudiar la evolucion de la enfermedad después de los tratamientos.

En nuestro estudio, la mortalidad se produjo en el 12,3% de los animales tratados con RT
y no se produjeron muertes en los animales de control. Cannony col. (Cannon et al, 2009) cuando
utilizan RT disuelta en DMSO (2,75-3 mg / kg / dia) obtienen valores una mortalidad del 10% de
los animales a los pocos minutos de llevar a cabo la administracion de RT. Zhang y colaboradores
(Zhang et al., 2017) al evaluar el efecto de la administracion de RT a dos dosis (2 y 2,5 mg/kg)
obtuvieron una mortalidad del 46,7% con la dosis mas alta en comparacion con solo el 6,7% con
la dosis mas baja ensayada. En nuestro caso ninguno de los animales murid poco después de la
inyeccion. Probablemente, este hecho es debido a que se utiliz6 la dosis 2 mg/kg/dia y a la menor

toxicidad del vehiculo utilizado en nuestro estudio (aceite de girasol).

Por otra parte, es necesario indicar que la pérdida de peso es una caracteristica comun de
los pacientes de EP, que presentan disfuncion gastrointestinal. Dicha pérdida de peso esta
directamente relacionada con la degeneracion del sistema nervioso entérico, que generalmente se

produce durante la progresion de la enfermedad (Pfeiffer, 2003)

La figura 38 muestra la evolucién del peso corporal de los animales de experimentacion a
los distintos tiempos de estudios. Los animales pertenecientes a los grupos de control (G1A y
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G1B), que corresponden a los que recibieron los vehiculos (aceite de girasol o suero fisiol6gico)
experimentaron una ganancia de peso gradual y constante a lo largo del estudio. Ademas, no se
observaron diferencias significativas (p>0,05) entre ambos grupos control (G1A y G1B). Los
animales tratados solo con RT (grupos G2) mostraron un aumento muy leve de peso durante los
primeros 10 dias. Posteriormente, se observa que los pesos permanecen constantes debido al
avance progresivo de la neurogeneracion. Al final del estudio, los pesos de estos animales fueron
ligeramente superiores al peso inicial. El peso de los animales tratados con RP (grupos G3 a G5)
resultaron ser mayores a los obtenidos en el grupo de animales que recibieron sé6lo RT, debido a
la combinacion de la neurodegeneracion producida por RT y el tratamiento con TC.
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Figura 38. Evolucion de los pesos de las ratas (valores medios + DE) durante el estudio (44
dias). G1: grupo control; G2: grupo tratados con rotenona; grupos G3 a G5 tratados con
rotenona y: G3 tratados con MPs cargadas con TC en cantidad equivalente a una dosis de 45
mg de TC cada 15 dias, G4 tratados con NPs cargadas con TC en cantidad equivalente a una
dosis de 9 mg de TC cada 3 dias y G5 tratados con TC en solucién (3 mg/Kg/dia) durante 43
dias. TC (tolcapona), MPs (microparticulas) y NPs: (nanoparticulas).
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La TC es un coadyuvante eficaz en el tratamiento de la EP en la mejora de las fluctuaciones
motoras, de ahi la importancia de utilizar modelos animales que permitan determinar las

modificaciones de comportamiento en el animal, como catalepsia, aquinesia y natacion.

En la figura 39 se muestran los resultados obtenidos en la prueba de catalepsia (rejilla y
barra) a los 16, 25, 35 y 44 dias del estudio.

Los valores de latencia obtenidos con ambos vehiculos; aceite de girasol (G1A) o la
solucion salina (G1B) no presentaron diferencias significativas (p>0.05). Sin embargo, si se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en los valores de latencia entre los animales

tratados con RT (G2) y los animales del grupo control (G1A y G1B).

La neurotoxina (RT) indujo un aumento en la latencia tanto las pruebas de catalepsia en la

rejilla como en la de barra que revirtié cuando se administro TC (G3, G4 y G5).
Los mejores resultados se obtuvieron en el grupo G4 que corresponde a los animales que

recibieron NPs de PLGA cargas con TC. En este grupo no se obtuvieron diferencias significativas

(p <0,05) con respecto al grupo control.
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Figura 39. Resultados medios obtenidos +DE obtenidos en los ensayos de catalepsia a: barray
b: rejilla. G1: grupo control; G2: grupo tratados con rotenona; grupos G3 a G5 tratados con
rotenona y: G3 tratados con MPs en cantidad equivalente a una dosis de 45 mg de TC cada 15
dias, G4 tratados con NPs en cantidad equivalente a una dosis de 9 mg de TC cada 3 dias y G5

tratados con TC en solucion (3 mg/Kg/dia) durante 43 dias. TC (tolcapona), MPs
(microparticulas) y NPs (nanoparticulas).

En la figura 40 se muestran los resultados obtenidos para la prueba de aquinesia, no
observandose diferencias significativas entre ambos subgrupos del grupo control (G1Ay G1B). A

todos los tiempos estudiados, la administracion de RT (grupo G2) prolong0 significativamente la
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latencia en comparacién con el control G1 (G1A y G1B), con un valor medio de latencia alrededor
de 7 veces mayor en el grupo G2 respecto al control (G1A y G1B) al final del ensayo (44 dias).
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Figura 40. Resultados medios obtenidos +DE obtenidos en los ensayos de aquinesia. G1: grupo
control; G2: grupo tratados con rotenona; grupos G3 a G5 tratados con rotenona y: G3
tratados con MPs en cantidad equivalente a una dosis de 45 mg de TC cada 15 dias, G4

tratados con NPs en cantidad equivalente a una dosis de 9 mg de TC cada 3 dias y G5 tratados

con TC en solucién (3 mg/Kg/dia) durante 43 dias. TC (tolcapona), MPs (microparticulas) y
NPs (nanoparticulas).

En los todos grupos de animales que recibieron TC (grupos G3, G4 y G5) se observo una
reversion de la aquinesia a los 25, 35 y 44 dias. Al final del estudio (44 dias) en los grupos G4 y
G5 se obtuvieron valores de latencia similares a los del grupo control (G1), no observandose
diferencias significativas (p <0,05) entre los valores obtenidos en los G4 y G5. En el caso del
grupo G5, este hecho podria deberse a que los animales de dicho grupo han recibieron la solucion
de TC el dia anterior a la realizacién de las pruebas, lo que indica que la formulacion provoca un
efecto muy réapido en el cerebro. Los resultados obtenidos en el grupo G4 que recibieron NPs
cargadas con TC, confirman el rapido acceso de la TC al cerebro y la capacidad de las NPs para

mantener el efecto de forma méas prolongada que la solucion.

La prueba de natacion se realizo con el fin valorar el déficit/capacidad motora general del
animal en el modelo de rotenona (Sindhu et al., 2005). Los resultados obtenidos en esta prueba se

muestran en la figura 41. A todos los tiempos ensayados, todos los animales del grupo control (G1,
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correspondiente a G1A y G1B) mostraron la puntuacion mas alta (puntuacion = 3) (Figura 41). La
capacidad de natacion de los animales tratados con RT (grupo G2) disminuyo6 significativamente
en comparacion con el grupo de control (p <0,05) (figura 41, G2 vs G1). Al final del estudio, todos
los animales que recibieron TC (grupos G3, G4 y G5) mostraron puntuaciones de natacién mas
altas que el grupo tratado Ginicamente con RT (puntuacion>2). Unicamente, los animales del grupo
G4 obtuvieron la maxima puncion (puntacion 3) que resultaron iguales a las obtenidas en los

animales del grupo control.
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Figura 41. Resultados medios + DE obtenidos en las pruebas de natacion. G1: grupo control; G2:
grupo tratados con rotenona; grupos G3 a G5 tratados con rotenona y: G3 tratados con MPs en
cantidad equivalente a una dosis de 45 mg de TC cada 15 dias, G4 tratados con NPs en cantidad

equivalente a una dosis de 9 mg de TC cada 3 dias y G5 tratados con TC en solucién (3 mg/Kg/dia)

durante 43 dias. TC (tolcapona), MPs (microparticulas) y NPs (nanoparticulas).

El método histologico de tincion de Nissl se utiliza ampliamente para estudiar la
morfologia y patologia de las neuronas, ya que el colorante utilizado se une al ADN de los nicleos
y al ARN del citoplasma de las células y permite estudiar la citoarquitectura del cerebro (Pilati et
al., 2008). Para observar los efectos de la RT y de las diferentes formulaciones sobre la pérdida
neuronal en el SNpc, se realiz6 la tincion de Nissl. Las imagenes obtenidas se muestran en la figura
42. La rotenona es altamente lipofilica, por lo que atraviesa facilmente todas las membranas
bioldgicas, incluida la barrera hematoencefalica y ha sido ampliamente utilizada para desarrollar
modelos animales de EP. La administracién sistémica de RT produce degeneracion progresiva
crénica de la via nigroestriatal, similar a lo que se observa en los pacientes con EP (Cannon et al.,
2009; Zhang et al., 2017). La administracion de RT produce las modificaciones conductuales e
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histopatoldgicos caracteristicos de la EP, incluida una pérdida de células neuronales en SNpc
(Tapias et al., 2013; Swarnkar et al., 2013; Zhang et al., 2019). La administracion de TC en
solucion (grupo G5) o encapsulada, en MPs (grupo G3) o NPs (grupo G4), previene la muerte
celular inducida por RT en el SNpc. Este efecto resulté ser mas marcado cuando se administra TC
en forma de NPs, lo que confirma la utilidad de dicho sistema para mejorar el acceso de la TC al

cerebro.

Figure 42. Iméagenes obtenidas tras la tincion de Nissl de cortes de cerebro (sustancia nigra
pars compacta, 40 um) correspondientes a todos los grupos de animales.

La enfermedad de Parkinson es un trastorno neurodegenerativo frecuente que, tal como se
ha indicado previamente, se caracteriza por la pérdida progresiva de las neuronas dopaminérgicas
en la SNpc. La pérdida de estas neuronas se asocia con una respuesta glial compuesta
principalmente por células microgliales activadas y, en menor medida, por astrocitos reactivos
(Vila et al., 2001). La proteina fibrilar acida de la glia, también llamada filamentos gliales o
proteina gliofibrilar acida (GFAP), es una de las proteinas fibrosas que forman los filamentos
intermedios del citoesqueleto intracelular, particularmente de las células gliales. La respuesta glial
puede ser la fuente de factores tréficos y puede proteger contra especies reactivas de oxigeno y
glutamato. Ademas, cuando se produce una lesion cerebral, una respuesta astrocitica lenta puede
mantener la activacion de la microglia y eventualmente conducir a una lesion cerebral crénica

(Gao et al., 2013). Por este motivo, y con el fin de mostrar si existe una posible activacion
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astrocitica asociada a la neurodegeneracion de la RT, se realizaron estudios inmunohistoquimicos
no cuantitativos de GFAP (figura 43). La administracion de RT a una dosis de 2 mg/Kg/dia durante
43 dias (G2) produjo una gliosis intensa. Estos resultados estan de acuerdo con los resultados
obtenidos por otros autores que observaron que cuando se utiliza la RT como neurotoxina se
produce una activacion astrocitica tanto in vitro (Swarnkar et al., 2012) como in vivo (Tapias et
al., 2013). Esta respuesta astrocitica se manifestd con una fuerte hipertrofia y enrosamiento de los
cuerpos celulares (grupo G2). Estas caracteristicas se consideran tipicas de la astrogliosis reactiva
(Sofroniew y Vinters, 2010). Los mecanismos implicados en el dafio cerebral inducido por
astrocitos activados son multiples, incluido el estrés oxidativo al incrementar la produccion de
ROS (Thomas et al., 2004) y la liberacion de citoquinas proinflamatorias (Gémez et al., 2007;
Choi et al., 2015).

En la figura 44 se muestran los resultados de gliosis obtenidos y sus desviaciones
estandares, expresadas como porcentaje respecto al grupo control (grupo G1). A los 44 dias del
estudio, la gliosis mas intensa se observé en el grupo que recibié solo RT (grupo G2). Ademas,
esta respuesta astrocitica revirtio en los grupos de animales tratados con TC, tanto encapsulada
(grupos G3 'y G4) o como en solucion (grupo G5). Pero sélo para aquellos que en recibieron NPs
de PLGA cargadas con TC (grupo G4), la reversion fue completa. En este grupo no se observaron

diferencias significativas respecto al control (grupo G1) (p <0,05).
En la evaluacion macroscépica de los 6rganos (higados) no se observaron alteraciones en

los grupos tratados con TC, aunque se estan realizando estudios mas exhaustivos para confirmar

estos resultados.
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Figura 43. Evaluacion de la respuesta Glial. G1: grupo control; G2: grupo tratados con
rotenona; grupos G3 a G5 tratados con rotenona y: G3 tratados con MPs cargadas con TC en
cantidad equivalente a una dosis de 45 mg de TC cada 15 dias, G4 tratados con NPs en
cantidad equivalente a una dosis de 9 mg de TC cada 3 dias y G5 tratados con TC en solucion (3
mg/Kg/dia) durante 43 dias. TC (tolcapona), MPs (microparticulas) y NPs (nanoparticulas).
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44. Resultados obtenidos en el estudio inmunohistoquimico (no cuantativo) de la respuesta glial
(GFAP) obtenidos en los cortes cerebrales (subtancia nigra) para todos los grupos de animales
analizados. G1: grupo control; G2: grupo tratados con rotenona; grupos G3 a G5 tratados con
rotenona y: G3 tratados con MPs en cantidad equivalente a una dosis de 45 mg de TC cada 15
dias, G4 tratados con NPs en cantidad equivalente a una dosis de 9 mg de TC cada 3 dias y G5

tratados con TC en solucion (3 mg/Kg/dia) durante 43 dias. TC (tolcapona), MPs
(microparticulas) y NPs (nanoparticulas).

La dopamina se sintetiza en las neuronas dopaminérgicas del SNpc, se almacena en
vesiculas sinapticas y se libera en respuesta a estimulos en el estriado para ejercer su funcion
fisiologica (Messripour y Mesripour, 2013). Una anomalia neuroquimica presente en la
enfermedad de Parkinson (EP) es la degeneracidn de las neuronas dopaminérgicas en la sustancia
negra, lo que conduce a una reduccion de los niveles de dopamina (DA) estriatal. Como la tirosina
hidroxilasa (TH) cataliza la formacion de L-DOPA, paso limitante en la biosintesis de DA, la EP
puede considerarse como un sindrome de deficiencia de TH del cuerpo estriado. Para ello, la
prueba inmunohistoquimica de la enzima tirosina hidroxilasa (TH) es una técnica que permite
cuantificar el grado de pérdida de células dopaminérgicas en cerebros post mortem de individuos
diagnosticados de Parkinson. Diversos autores han indicado que la RT provoca una reduccién
moderada de las neuronas inmunorreactivas de TH en la SNpc (Betarbet et al., 2000; Sherer et al.,
2003; Bassani et al., 2014). La Figura 45 muestra los resultados de la intensidad de fluorescencia
obtenidos para los diferentes grupos ensayados. En nuestros estudios la inmunorreactividad de TH
en SNpc disminuy6 en los animales tratados con RT (grupo G2). Esta reduccién revirtid

parcialmente en los grupos que recibieron NPs de PLGA cargadas con TC (grupo G4) o TC en
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solucion (grupo G5), pero no se obtuvo ningun beneficio cuando el farmaco se administraron MPs
de PLGA cargadas con TC (grupo G3).
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Figura 45. Resultados obtenidos en los estudios de inmunorreactividad a la tiroxina
hodroxilasa en la sustancia nigra de todos grupos de animales (G1-G5). G1: grupo control;
G2: grupo tratados con rotenona; grupos G3 a G5 tratados con rotenona y: G3 tratados con

MPs en cantidad equivalente a una dosis de 45 mg de TC cada 15 dias, G4 tratados con NPs en
cantidad equivalente a una dosis de 9 mg de TC cada 3 dias y G5 tratados con TC en solucién (3
mg/Kg/dia) durante 43 dias. TC (tolcapona), MPs (microparticulas) y NPs (nanoparticulas).
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El método de extraccién-evaporacion del solvente empleado para la preparacion de las
microparticulas de tolcapona, en una proporcion TC:PLGA 1,2:4 (formulacién MP-TC4)

resulté ser el mas adecuado para encapsular el principio activo.

El método de nanoprecipitacion empleado para la preparacion de las nanoparticulas de
tolcapona, en una proporcion TC:PLGA 1:5 (formulacion NP-TC3) resultd ser el mas
adecuado para encapsular el principio activo, obteniéndose un tamafio medio de particula

de 182,59 nm, que es adecuado para atravesar la barrera hematoenceféalica.

La incubacion de la linea celular de neuroblastoma humano SKN-AS con concentraciones
crecientes de H»O2 como neurotoxina, conduce a muerte celular significativa,
seleccionandose una concentracion de 900 pM para realizar los ensayos de

neuroproteccion.

La incubacion de las células SKN-AS con H20, y concentraciones crecientes de tolcapona
muestra una recuperacion de la viabilidad celular que, a las concentraciones mas elevadas
ensayadas (80 y 100 uM) es similar a la de las células control. Estos resultados confirman
el robusto efecto neuroprotector de la tolcapona en la linea celular de neuroblastoma
humano SKN-AS.

Las formulaciones de micro y nanoparticulas seleccionadas (MP-TC4 y NP-TC3) han sido
evaluadas en un modelo animal de Parkinson, desarrollado mediante la administracion de
la neurotoxina rotenona a ratas Wistar, a una dosis de 2 mg/kg durante 43 dias por via
intraperitoneal. Los resultados obtenidos en los ensayos histoldgicos e
inmunohistoquimicos (tincion de Nissl, proteina acida fibrilar glial, y tirosina hidroxilasa),
y en las pruebas de comportamiento (catalepsia, aquinesia y natacion), han demostrado que
la formulacion que presenta una mayor capacidad para revertir la sintomatologia

corresponde a las nanoparticulas de tolcapona (formulacion NP-TC3).

Los resultados obtenidos en las pruebas de comportamiento y en los analisis
inmunohistoquimicos realizados en un modelo animal de Parkinson, demuestran la eficacia
de la formulacion de nanoparticulas desarrollada para tolcapona y su interés potencial en

el tratamiento de la enfermedad de Parkinson.
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