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RESUMEN

La enfermedad del Alzheimer (EA) es uno de los trastornos neurolégicos de méas
prevalencia en la actualidad, caracterizado por el deterioro lento y progresivo de la capacidad
cognitiva. Es una enfermedad multifactorial que no tiene una etiologia definida, sin embargo,
existen teorias que intentan explicar su origen, como lo son: (i) hipotesis colinérgica, basada
en que la degradacion de las neuronas colinérgicas puede alterar la memoria y funciones
cerebrales; (ii) hipdtesis amiloide, en la cual se acumulan los depositos del péptido Ap que
contribuyen al desarrollo de la enfermedad; y (iii) hipdtesis de hiperfosforilacién de la
proteina Tau, donde la hiperfosforilacion de Tau conduce a la formacion de ovillos
neurofibrilares (NFT) que reducen la sinapsis y producen neurotoxicidad junto a disfuncion
celular. A la fecha, la EA no tiene cura, por lo cual los farmacos disponibles se encargan de
tratar los sintomas de la enfermedad y de retrasar el deterioro neuronal. En los Gltimos afios,
se han realizados diversos estudios sobre las enzimas monoamino oxidasas (MAO) como
blanco terapeutico en la EA. Las MAO son flavoenzimas que catalizan reacciones de
desaminacion oxidativa y metabolizan neurotransmisores como dopamina, entre otras. La
inhibicién a MAO ha tenido resultados favorables para el tratamiento de la depresion y
sintomas de la enfermedad de Parkinson. Segun la evidencia reciente, los inhibidores de
MAOs (iMAO:s) tienen la capacidad de proporcionar neuroproteccion para la EA, mediante
la mejora del deterioro cognitivo, regulando la hidrdlisis de proteina precursora amiloide
(APP) disminuyendo los niveles de depositos de Ap que puede generar neurotoxicidad en el
cerebro. Es por esto, que en la presente revision se presentan la accién de los iMAOSs para
controlar la EA, tanto los que son usados tradicionalmente para el control de enfermedades
neurodegenerativas como los que estan presentando reciente evidencia como terapia para la
EA.

Palabras claves: Enfermedad de Alzheimer, Monoamino oxidasa, inhibicion de

monoamino oxidasa, neuro proteccion.



INTRODUCCION

Las enfermedades neurodegenerativas hacen referencia a un grupo de enfermedades
caracterizadas por la pérdida neuronal progresiva en el cerebro, ocasionando manifestaciones
clinicas diversas como la pérdida de la memoria, movimiento y capacidad de razonamiento,
entre otras que afectan la vida cotidiana de cada persona. No existen hasta ahora tratamientos
para curar estas enfermedades, pero si pueden ser de ayuda para aliviar los sintomas que se
van presentando con el progreso de la enfermedad. Entre los trastornos neurodegenerativos

mas frecuentes se encuentra la enfermedad de Parkinson y Alzheimer.

La EA es una afeccion neurolégica relacionada con el envejecimiento. En el afio 2020,
50 millones de pacientes tenian esta enfermedad en el mundo, y se estima que cada cinco
afios este nimero se duplique hasta alcanzar los 152 millones en el 2050. Dentro de las
caracteristicas presentes en el desarrollo de la enfermedad estd la acumulacion de placas
amiloides, formadas por depositos extracelulares de proteina beta-amiloide (AB) con otros
componentes; ovillos neurofibrilares como resultado de la proteina Tau hiperfosforilada; y

la pérdida sinaptica por estrés oxidativo, dafio mitocondrial y defectos en el transporte axonal

(D).

Las MAO son enzimas unidas a las mitocondrias que tiene una alta expresion en
tejidos neuronales y gastrointestinales. Existen dos isoformas MAO-A y MAO-B, que actlian
catalizando la desaminacion oxidativa de diversas monoaminas y tiene funcion en la
metabolizacion de neurotransmisores liberados (2), ya que pueden inactivar las
catecolaminas. Recientes estudios han demostrado que las MAO tienen importancia en
neuroinflamacién, apoptosis, y destruccién de las neuronas colinérgica, ademéas de la
degradacion oxidativa que catalizan produce radicales libres involucrados en el proceso
neurodegenerativo, como por ejemplo el peroxido de hidrogeno (H202). También, existe la
relacién en que la toxicidad de la proteina AP en la EA que es causada por los niveles
elevados de H202y la acumulacion de peroxidos lipidicos (3). Se ha evidenciado en diversos

estudios que los iIMAOSs pueden mejorar déficits cognitivos y disminuir los fragmentos de la



proteina ApB. Es por esto, que la regulacion de las MAOs mediante inhibidores podria tener

potencial terapéutico en la EA.
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OBJETIVOS

1. Objetivo general

Actualizar conocimientos sobre las sustancias inhibidoras de monoamino oxidasas

para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.

2. Objetivos especificos

2.1 Identificar los farmacos inhibidores de monoamino oxidasas empleados para el

control de la enfermedad de Alzheimer.

2.1 Describir los mecanismos de accién de los inhibidores de monoamino oxidasas

como sustancias neuroprotectoras.
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METODOLOGIA DE BUSQUEDA Y ORGANIZACION DE LA
INFORMACION

Para llevar a cabo la revision bibliografia se realizé una busqueda de informacion
detallada en buscadores académicos y bases de datos de caracter cientifico, como lo son
PubMed, Scopus (ELSEVIER) y Web of Science, entre otras. También se extrajo
informacion desde libros y tesis aprobadas relacionadas al tema. Al momento de realizar la
busqueda se utilizaron palabras claves para filtrar la informacion, entre ellas: enfermedad de
Alzheimer, teorias del Alzheimer, tratamiento, monoamino oxidasas, inhibicion de
monoamino oxidasas, etc. Todas estas escritas en inglés para tener mayor variedad de

informacion.

Dentro de los criterios de inclusion gque se tuvieron en consideracion fue seleccionar
publicaciones de informes, experimentos y revisiones bibliogréaficas relacionadas a la EA, a
las teorias explicativas, farmacos para combatir la EA, los iMAOs que se utilizan
generalmente como terapia en la EA y sobre descubrimientos en iMAOS mas recientes para
tratar la demencia. Se consideraron todas aquellas referencias que han sido publicadas desde
el afio 2010 hacia el presente, este criterio también se aplic6 para libros y tesis consultadas.
También fue considerado como criterio de inclusion los documentos consultados en idioma
inglés o espafiol. Ahora bien, respecto a los criterios de exclusion, no se incluyen para esta
revision ningun articulo o libro con fecha de publicaciones anteriores al afio 2010 ni aquellos

en idioma diferente a inglés o espafiol.

La informacion obtenida es ordenada en base al desarrollo del tema, dirigiéndose
desde lo mas general hacia lo mas especifico y nuevo. Primero, se desarrolla el tema sobre la
enfermedad EA, sus generalidades y teorias presentadas que justifican la causa de la
enfermedad, luego la prevalencia mundial y los farmacos comunes para el tratamiento. En
segundo lugar, se explica sobre las monoamino oxidasas, su enfoque como blanco terapéutico
para la EA 'y los iIMAOSs que tienen uso en las enfermedades neurodegenerativos. Por Gltimo,

se expone sobre nuevas evidencias respecto de los IMAOSs para tratar la EA.
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MARCO TEORICO

1. ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

1.1 Generalidades

La EA se caracteriza clinicamente por la pérdida de memoria, retraso del pensamiento
y del razonamiento, ademéas de cambios en la personalidad y el comportamiento. Esta
enfermedad fue conocida en 1910, y el primer caso caracteristico que presentaba las
caracteristicas patoldgicas fue descrito en 1906, por el medico Alois Alzheimer. La EA
corresponde a un trastorno neurologico lentamente progresivo que se desarrolla en el sistema
nervioso central (SNC), afectando principalmente al hipocampo y la corteza cerebral,
dominios del prosencéfalo relacionados con la memoria y funciones cognitivas. La EA es
una enfermedad compleja y multifactorial, lo que significa que esta influenciada por una
combinacion de multiples genes y factores ambientales y/o de riesgo (4). La EA presenta
muerte neuronal, que por lo general se correlaciona con la aparicion de cambios
neuropatoldgicos, que incluyen deficiencia de acetilcolina, excitotoxicidad por glutamato,
deposito extracelular de proteina AP, ovillos neurofibrilares intracelulares por depositos de

proteina Tau hiperfosforilada, neuro inflamacién y pérdida neuronal generalizada (5).

Las fases clinicas de la enfermedad pueden clasificarse en: (i) preclinica o
presintomatica, que puede durar varios afios 0 mas y esta caracterizada por una leve pérdida
de memoria. (ii) La etapa leve o temprana de la EA, en la cual comienzan a aparecer sintomas,
como un problema en la vida diaria del paciente con pérdida de concentracion y memoria,
desorientacion, cambio de humor, y un desarrollo de depresion. (iii) Etapa de EA moderada,
en la que la enfermedad se propaga a areas de la corteza cerebral resultando en una mayor
pérdida de memoria para reconocer personas, pérdida del control de los impulsos y dificultad
para leer, escribir y hablar.(iv) EA grave o en etapa tardia, que implica la propagacion de la
enfermedad a toda el area de la corteza con una acumulacion severa de placas amiloides y
ovillos neurofibrilares, lo que resulta en un deterioro funcional y cognitivo progresivo en el

que los pacientes no pueden reconocer a su familia, y puede quedar postrado en cama con
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dificultades para tragar y orinar, y eventualmente llevar a la muerte del paciente debido a
estas complicaciones (1). Otra clasificacion que se tiene es segin su aparicion en pacientes
teniendo en cuenta los antecedentes de este, en este grupo esta la EA de aparicion esporédica

y la de aparicién familiar.

La EA se puede heredar como un trastorno autosomico dominante con penetrancia
casi completa. La forma autosomica dominante de la enfermedad esta relacionada con
mutaciones en 3 genes: gen AAP en el cromosoma 21, Presenilinal (PSEN1) en el
cromosoma 14 y Presenilina 2 (PSEN2) en el cromosoma 1. Las mutaciones de la proteina
precursora amiloide (APP) pueden conducir a una mayor generacion y agregacion de la AP.
Un marcador genético que aumenta el riesgo de padecer EA es la apolipoproteina E (APOE),
la cual regula el metabolismo de los lipidos que tiene afinidad por la proteina Af. Existe la
isoforma e4 del gen APOE (ubicado en el cromosoma 9) que se ha asociado con formas mas
esporédicas y familiares de la EA que se presentan después de los 65 afios. Se estima que de
las personas que presentan un alelo APOEe4 aproximadamente el 50% tiene la EA y los que
tienen dos alelos, el 90% desarrollan la EA. Cada alelo APOE e4 también reduce la edad de
inicio de la enfermedad. La presencia del alelo APOE e4 es un factor de riesgo importante
para la EA (6).

1.2 Teorias que explican o tratan de explicar el origen de la enfermedad

En la actualidad existen varias teorias o hipétesis que intentan explicar el origen de la
EA incluyendo la hipétesis colinérgica, hipotesis amiloide, hipétesis de hiperfosforilacion de
tau, hipdtesis de cascada mitocondrial, hipdtesis de homeostasis de calcio, hipotesis
neurovasculares, hipdtesis de iones metalicos e hipotesis de sistema linfatico (6). De las ya
mencionadas, las que mas se describen en revisiones son: hipotesis colinérgica, hipotesis

amiloide y la hipétesis de hiperfosforilacion de Tau.

Hipotesis colinérgica: esta hipdtesis se propuso ya que la acetilcolina (ACh) tienen
un papel fundamental en la funcién cognitiva. La ACh se sintetiza en el citoplasma

de las neuronas colinérgicas a partir de colina y acetil-coenzima A por la enzima
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acetilcolina transferasa (AChT) y se transporta a las vesiculas sinapticas por el
transportador vesicular de acetilcolina (VAChT) (Figura 1). En el cerebro, la ACh
participa en procesos fisioldgicos como la memoria, la atencion, la informacion
sensorial, el aprendizaje y otras funciones criticas. Se ha descubierto que la
degeneracion de las neuronas colinérgicas tiene lugar en la EA y causa alternancia en
la funcidon cognitiva y pérdida de memoria. Se cree que el péptido AP afecta la
neurotransmision colinérgica y causa una reduccion en la captacion de colina y una
liberacion de ACh. Estudios han demostrado que la pérdida sinaptica colinérgicay la
formacion de fibrillas amiloides estan relacionadas con la neurotoxicidad de los

oligbmeros AP y con las interacciones entre la acetilcolinesterasa (AChE) y el péptido

AB (2).
Terminal del nervio presiniptico
Transportador vesicular de acetilcolina Acctilco:i:zl‘ltll"lz‘l)nsfcrasa
(VAChT) y ]
o =
Colina /’\/ ACh \
Q.
/ o 9o
Acetato O p/\//fo\i o < 2 ) 00
o QD 0 o
90 "0 o

o) 09 ;
Acetilcolistenesterasa 00 ?
(AChE) 3 I

Terminal del nervio postsinaptico
Figura 1. Sintesis y transporte de acetilcolina entre los terminales nerviosos

presinaptico y postsinaptico. Tomado y adaptado de Breijyeh Z. y Karaman R., (2020) (1)

Hipdtesis amiloide: esta hipétesis sugiere la acumulacion de AP, debido a que la
degradacion de proteina AP disminuye o se da en condiciones anormales. Existen vias
de hidrolisis del APP. La primera es la via a, la cual ocurre en condiciones normales.
La APP es hidrolizada por la a-secretasa y luego por la y-secretasa; este proceso no
produce AP insoluble. La segunda es la via 3, donde la APP es hidrolizada por la 3-
secretasa (BACE1) y luego por la y-secretasa para producir AP insoluble (Figura

15



2). Una pequefia cantidad de APP se hidroliza mediante el segundo método y el
sistema inmunologico elimina el AP que se produce. Sin embargo, cuando estan
presentes algunas mutaciones, como las mutaciones Lys670Asn / Met671Leu y
Ala673Val cerca del sitio de escision BACEL, APP es propensa a la hidrdlisis por la
via B, lo que resulta en una acumulacion excesiva de AP insoluble y finalmente el

desarrollo de la EA (7).

Hipdtesis de hiperfosforilacion de Tau: Tau es una proteina cuya funcion es mantener
la estructura de los microtubulos que permiten el transporte citoplasmatico. En
condiciones normales Tau tiene pocos sitios de fosforilacién y en condiciones
patoldgicas la fosforilacion de tau esta saturada. La tau hiperfosforilada en el cerebro
de los pacientes con EA provoca cambios de configuraciéon y la pérdida de la
capacidad de polimerizacion de la tubulina, lo que da como resultado un
funcionamiento defectuoso de los microtubulos. Los niveles elevados de tau
citosélico conducen a interacciones y polimerizacion tau-tau para formar proteinas
tau fosforiladas insolubles y filamentos rectos (SF) que dan como resultado la
formacion de depositos fibrilares intraneuronales conocidos como NFT (Figura 2).
Las NFT reducen el nimero de sinapsis, producen neurotoxicidad y causan disfuncion

celular (8).
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Figura 2. Formacion de las placas Ap y de los ovillos neurofibrilares. a) via normal del
procesamiento de APP y via anormal que resulta en la formacion de Ap insoluble. b) Proceso
de hiperfosforilacion de tau que termina en la formacion de depositos fibrilares

intraneuronales que conllevan a la muerte celular. Tomado y adaptado de Liu P-P. y col.,
(2019) (7).

1.3 Prevalencia mundial

En el afio 2020 aproximadamente 50 millones de personas en el mundo padecian de
EA, segun un calculo anticipado se estima que cada cinco afios este nimero se duplique hasta
alcanzar los 152 millones en el 2050. La prevalencia de la EA aumenta notablemente con la
edad, con un aumento de mas de 15 veces entre las edades de 65 y 85 afios. Un estudio de
EE.UU, basado en la comunidad sugirié que la prevalencia es tan alta como el 50% en
personas mayores de 85 afios, aunque un estudio europeo estimo una prevalencia mas baja
del 22% a los 90 afios (1, 9). La tasa de incidencia también aumenta con la edad, cabe
mencionar que las estimaciones calculadas varian segun la metodologia que se emplee para

realizarla ya que hay diversos tipos de estudios para determinar estos parametros.
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1.4 Farmacos actuales

Como la EA es una enfermedad incurable y progresiva, los distintos tratamientos se
han enfocado en la disminucion de los sintomas cognitivos y en reducir el dafio que provoca.
Actualmente han sido aprobado cinco opciones de tratamiento con farmacos para la
enfermedad en Estados Unidos, de ellos, cuatro han sido autorizados también por la Unién
Europea, los cuales tres son inhibidores de las colinesterasas (donepezilo, galantamina y
rivastigmina) (Figura 3), y un antagonista del receptor de N-metil-D-aspartato
(memantina)(10).

(@)

™~

DONEPEZILO GALANTAMINA

NH,

RIVASTIGMINA MEMANTINA

Figura 3. Estructuras de donepezilo, galantamina, rivastigmina y memantina.
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Los farmacos inhibidores de colinesterasa incrementan la transmision sinaptica
colinérgica al inhibir acetilcolinesterasa en la hendidura sinéptica, de este modo disminuye
la hidrolisis de acetilcolina liberadas desde las neuronas presinapticas. EI primer farmaco de
este tipo aprobado fue tacrina, pero dejé de ser utilizada debido a que causaba toxicidad
hepatica (11). Donepezilo y galantamina inhiben a AChE, mientras que rivastigmina actla
como inhibidor irreversible tanto para AChE como para butirilcolinesterasa (BChE). Estos
inhibidores pueden causar varios efectos secundarios cuando son consumidos en altas
dosis. Aunque los inhibidores de colinesterasa no curan la EA, estos farmacos se

recomiendan para limitar la neurodegeneracion en pacientes con EA (12).

Por otro lado, el glutamato puede estar en altas concentraciones en el cerebro cuando
hay casos de EA. La excitotoxicidad mediada por glutamato da como resultado una
sobrecarga de calcio y disfuncién mitocondrial, con una mayor generacion de 6xido nitrico,
que puede ser perjudicial para las células, formando altos niveles de oxidantes y provocando
apoptosis neuronal. La memantina actla como antagonista de afinidad moderada hacia el
receptor de N-metil-D-aspartato, disminuyendo la entrada sobre estimulada de calcio y asi
los efectos negativos del exceso de glutamato, pero permitiendo que este pueda llevar a cabo
sus funciones fisioldgicas. Este farmaco puede administrarse solo o0 en combinacién con un
inhibidor de AChE (13).

2. MAO COMO BLANCO TERAPEUTICO

Las MAO son enzimas mitocondriales que se expresan en tejidos hepaticos,
gastrointestinales y neuronales. MAO cataliza reacciones de desaminacion oxidativa a
aminas endodgenas y exdgenas utilizando como cofactor a Flavin Adenin Dinucleétido

(FAD), ademas tiene funciones de metabolizacion de neurotransmisores (14).

MAO presenta dos isoformas: MAO-A y MAO-B (figura 4), ambas poseen similitud
en su secuencia del 73%, las dos formas pueden diferenciarse por sus especificidades de
sustrato e inhibidor; MAO-A muestra mayor afinidad por aminas hidroxiladas como

noradrenalina (NA) y serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT), mientras que MAO-B muestra
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mayor afinidad por aminas no hidroxiladas como bencilamina y beta-feniletilamina
(PEA). Las aminas dopamina (DA) y tiramina muestran una afinidad similar por cada
isoforma de enzima. Otra diferencia que radica entre las isoformas es el sitio en el cual se
encuentra, ya que MAO-A estd presente en corazén, placenta e intestinos, mientras que

MAO-B esta distribuida en plaquetas, células gliales y del higado (14).

Cter Cter

Figura 4. Modelo de estructura tridimensional de las isoformas A y B de MAO. Donde
el FAD de color amarillo esté etiquetado en forma de bola. El color azul representa el dominio
de union al sustrato, el color verde representa el dominio de union a FAD vy el color rojo
representa la region C-terminal. El Cter representa C-terminal y el Nter representa N-
terminal. Tomado de Manzoor y Hoda (2020) (2).

Los iIMAOs fueron utilizados desde hace afios como antidepresivos, también se les
ha dado uso para el tratamiento sintomético de la enfermedad de Parkinson (EP). Los iMAOs
acttan inhibiendo la enzima MAOQ y, por lo tanto, dan como resultado la acumulacion de sus

sustratos, es decir, neurotransmisores. El efecto que causa esta inhibicion va a variar
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dependiendo de la isoforma de MAO que sea el blanco. La acumulacion de serotonina,
norepinefrina, y dopamina en las hendiduras sindpticas del SNC es responsable del efecto
antidepresivo de los IMAOs. Es importante sefialar que esto depende principalmente de la
inhibicién de MAO-A, ya que los inhibidores de MAO-B carecen de actividad antidepresiva
(15). En el caso de la inhibicion de MAO-B , se ha demostrado que bloquea el catabolismo
de la dopamina (DA) vy, por lo tanto, aumenta los niveles enddgenos de dopamina, mientras
que se ha demostrado que el aumento de la actividad de la MAO-B est& asociado con la
generacion de astrocitos reactivos que conducen a la disfuncion sinaptica y al deterioro de la

funcién cognitiva en el cerebro con AD(16).

Existen diversos estudios que apoyan la participacién de MAO en la EA. Por lo tanto,
los farmacos como rasagilina, ladostigil y selegilina, entre otros, los cuales son utilizados
como inhibidores de MAOs, pueden proporcionar neuroproteccion para la EA, mejorando el
deterioro cognitivo, modulando la escision proteolitica de la APP y disminuyendo los niveles

de fragmentos de AP que se acumulan en el cerebro (17).

2.1 Clasificacion de los inhibidores de MAO (iMAOSs).

En términos generales, los iIMAOs se clasifican en inhibidores no selectivos y
selectivos, reversibles (competitivos y lentos, de unién fuerte) o irreversibles (agentes de
marcado por afinidad o inactivadores basados en mecanismos) (Tabla 1). Los iMAOSs de
primera generacion se conocen como inactivadores basados en mecanismos, que proceden a
través de intermedios electrofilicos reactivos que modifican covalentemente la proteina. Los
IMAOs selectivos e irreversibles implican la inclusion de sustituyentes en
el atomo de nitrégeno de sustratos  selectivos de isoenzimas, que experimentan una
conversion catalizada por MAO en intermedios electréfilos que alquilan el sitio activo

de la enzima (18).

Los iMAOs reversibles podrian subdividirse en inhibidores de union fuerte,
competitivos y lentos, que se diferencian por modelo cinético. En consecuencia, el primer

paso en la via de inhibicién competitiva incluye la produccion de un complejo inhibidor-
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enzima facilmente reversible. ElI segundo paso generalmente se encuentra con inhibidores

lentos de union fuerte que incluye la transformacion lenta y dependiente del tiempo del

complejo inhibidor-enzima en un complejo activado, durante el cual el inhibidor esta

fuertemente ligado a la enzima, lo que da como resultado una alteracion conformacional

tridimensional de la estructura enzimatica (2, 18).

Tabla 1. Clasificacion de iMAOs.

Grupo Clase Compuesto Selectivid  Aplicacion
ad de
MAO
IMAOs de Hidracinas Iproniazida AyB Antidepresivo
primera Hidracinas Isocarboxazida AyB Antidepresivo
generacion ( Hidracinas Fenelzina AyB Antidepresivo
no selectivo) Hjdracinas Hidralazina AyB Antidepresivo
Hidracinas Nialamida AyB Antidepresivo
Hidracinas Octamoxina AyB Antidepresivo
Hidracinas Iproclozida AyB Antidepresivo
Hidracinas Mebanazina AyB Antidepresivo
Hidracinas Fenoxipropazina AyB Antidepresivo
Hidracinas Pivalilbenzhidrazi AyB Antidepresivo
na
Hidracinas Procarbazina AyB Antidepresivo
Hidracinas Safrazina AyB Antidepresivo
Hidracinas Metfendrazina AyB Antidepresivo
No hidracinas: Caroxazona AyB Antidepresivo
Benzoxazinacetami
da
Quinolinamina Equinopsidina AyB Antidepresivo
Nitrofurano Furazolidona AyB Antidepresivo
Derivados de la Tranilcipromina AyB Antidepresivo
anfetamina
Oxazolidinonas Linezolid AyB Antibacterial
Curcuminoides Curcumina AyB Antidepresivo
Flavonoides Antocianinas AyB Antidepresivo
Glucdsidos Miricetina y AyB Anti-Alzheimer
flavonoides, quercetina
terpenoides
Terpenoides Biobalidos AyB Anti-Alzheimer
IMAOs de Propargilaminas Clorgilina A Antidepresivo
segunda Propargilaminas Pargilina B Anti-Parkinson
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generacion  Propargilaminas Selegilina B Anti-
(selectivos - Parkinson/Anti-
irreversible Alzheimer
S) Propargilaminas Rasagilina B Anti-
Parkinson/Anti-
Alzheimer
Butanaminas Mofegilina B Anti-Parkinson
IMAOs de Oxazolidinonas Befloxatona A Antidepresivo
tercera Oxazolidinonas Cimoxatina A Antidepresivo
generacion  piperidilbenzofura  Brofaromina A Antidepresivo
(selectivos - nos
reversibles) Morfolinobenzami  Moclobemida A Antidepresivo
da
Derivado del indol  Prilindol A Antidepresivo
Feniletilamina Amiflamina A Antidepresivo
Derivado de Esuprone A Antidepresivo
cumarina
Estibenoide Resveratrol A Antidepresivo/An
ti-Alzheimer
Alcaloides de Harmina A Antidepresivo
harmala Harmalina A Antidepresivo
Piridinacarboxami  Lazabemida B Anti-Parkinson
na
Flavonoides Catequina B Anti-Parkinson
Resina Emodina B Anti-Parkinson
Inhibidores  Propilaminas Ladostigil AyB Antidepresivo/An
mixtos de ti-
MAO- Parkinson/Anti-
AChE Alzheimer

Clasificacion los compuestos inhibidores de MAO segun la generacion que corresponde,

determinando si son selectivos 0 no selectivos, y segin son reversibles o irreversibles. Se

especifica la clase a la cual pertenecen, la selectividad por MAO que presentan (A, B, Ay

B,) y la aplicacion que se atribuye en base a los trastornos neuroldgicos. Tomado y adaptado
de Tripathi AC y col., 2018 (18).
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3. ESTUDIOS Y RESULTADOS DE IMAOS EN EL CONTROL DEL ALZHEIMER

3.1 Rasagilina y Ladostigil

La Rasagilina (Figura 5), es un inhibidor selectivo e irreversible de MAO-B (18). En
un estudio basado en evidenciar los efectos anti EA y EP en ratones in vivo, se utilizaron
farmacos que combinan la accion inhibidora de MAO de rasagilina, junto a la actividad
inhibidora de la colinesterasa de rivastigmina, el cual es el ladostigil; y un segundo derivado
de la rasagilina M-30.Estos revelaron que TV-3326 (Figura 6) y M-30 (Figura 7) tenian
influencia en la regulacion del procesamiento de APP, mediante la activacion de la proteinas
quinasa C (PKC) vy las vias de sefializacion de la quinasa regulada por sefial extracelular
(ERK), aumentando el procesamiento de la APP por medio del aumento de la actividad de
la a-secretasa y reduciendo el proceso por y -secretasa. De esta manera, se disminuyo la
probabilidad de formacion de agregados de AP (19). También se ha demostrado que ladostigil
puede disminuir el estrés oxidativo de las células en ratones, ya que, tiene actividad
antioxidante, es capaz de eliminar directamente los radicales libres sobre producidos en las
células neuronales tratadas con H202, y un efecto indirecto al estimular la expresion y

actividad de enzimas antioxidantes celulares, como catalasa y glutation reductasa (20).

. jioﬁig/

RASAGILINA LADOSTIGIL

Figura 5. Estructuras de rasagilina y ladostigil.
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TV-3326

Figura 6. Estructura de TV-3326.

OH

M-30

Figura 7. Estructura de M-30.

3.2 Selegilina

Selegilina (Figura 8) es un inhibidor irreversible de la MAO-B. Selegilina mejora los
trastornos del comportamiento en la EA y en la EP al mejorar los niveles de catecolaminas y
recientemente se sugirié que los inhibidores de MAO-B pueden inhibir la formacion de
depositos de AP (21). La MAO-B esta asociada a la produccion de acido y-aminobutirico
(GABA) en astrocitos susceptibles, por lo que la pérdida de memoria segun un estudio de un
modelo animal con EA, podia ser ocasionada debido a la inhibicion de la transmision
sinaptica por medio de GABA. Selegilina puede regular la generacion de GABA mediante la

inhibicién de MAO-B, reestableciendo de esta madera la funcion cognitiva y plasticidad
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sinaptica en los modelos de ratones con EA (22). También este farmaco inhibe la apoptosis
inducida por el estrés oxidativo y la muerte celular causada por el agotamiento del glutation
(GSH) (23).

o F

H

SELEGILINA

Figura 8. Estructura de selegilina.

3.3 Resveratrol

Resveratrol (Figura 9) es una fitoalexinas, es decir un metabolito secundario de
plantas polifenolicas. Es un compuesto de origen vegetal que puede ser encontrado en las
semillas de uva, en vinos y alimentos vegetales como guisantes y té. ES un potente
antioxidante, teniendo un efecto inhibidor sobre la produccién excesiva de especies reactivas
del oxigeno, la distribucion mitocondrial aberrante y la peroxidacion de lipidos. Participa en
la reduccion del dafio neuronal, en la apoptosis y en la mejora de la funcidn del sistema
nervioso central (24). Se ha informado que es un agente neuroprotector, debido a que es un
activador de SIRT1, el cual se expresa en el cerebro de los mamiferos adultos. En un estudio
en ratones, se observo que la sobreexpresion de SIRT1 inhibe la sefializacion de NF- x B
(factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas) al
disminuir la toxicidad inducida de AP en cultivos neuronales. SIRT1 puede ser capaz de
determinar la produccién de AP modulando la expresion de - secretasa 1 a través de
la sefializacion de NF- x B (25).

En base a estudios en animales, resveratrol suprime la actividad de enzimas
involucradas en la formacidn de especies reactivas del oxigeno (ROS), como el 6xido nitrico

sintasa (iINOS), la cual se asocia a la peroxidacion inducida por AB. Como este compuesto
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puede interactuar con iones metalicos, esta interaccion puede prevenir la acumulacion de

hierro o cobre que de otra manera podria conducir a la formacion de ROS y neuroinflamacion

gy

inducida por cobre y / 0 hierro (26).

HO I

OH

RESVERATROL
Figura 9. Estructura de resveratrol.

3.4 Miricetina y Quercetina

Miricetina y quercetina son flavonoides, compuestos polifendlicos provenientes de
plantas que tienen propiedades antioxidantes y quelante de metales. Si bien no hay una
asociacion directa entre estos compuestos con el estado neuroldgico de las personas con EA,
tiene efectos beneficiosos el consumo debido a las capacidades de eliminar las ROS, la
capacidad quelante de metales y su interaccion con las vias de sefializacion intracelular
neuronal. Miricetina (Figura 10) es un agente quelante de iones que actla reduciendo
contenido de iones de hierro en el cerebro. Los iones de hierro pueden agravar el dafio
neuronal y el estrés oxidativo en los pacientes EA. La reduccion de iones ocurre por la
inhibicion de la expresion del receptor de transferrina 1, por la reduccién de la peroxidacion
de lipidos y el aumento de la actividad antioxidante. En ratones con EA, miricetina puede
reducir el deterioro de la memoria y neuroldgico al regular el hierro e inhibir la actividad de
AChE (27). Por otra parte, miricetina inhibe la actividad de la BACE-1 dificultando la
produccion de oligdbmeros de AP, porque actiian en el centro activo de BACE-1, el grupo
hidroxilo en la posicion C7 del anillo A en la estructura de miricetina se une la diada de

aspartato (Asp32 y Asp228) mediante enlaces de hidrogeno. Ademas, aumenta los niveles de
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a-secretasa. De esta manera se une e inhibe a BACE-1 para hidrolizar APP, logrando reducir
la produccion de AP insoluble (28). Quercetina es utilizada para varios fines contra la EA,
teniendo como objetivo la regulacion del estrés oxidativo y la neuro inflamacion, inhibe a
AChE y aumenta los niveles de acetilcolina, reduce la fosforilacion de Tau y la agregacion
de AP. Quercetina inhibe de igual manera a BACE-1 por medio de la formacion de enlaces
de hidrdgeno, en este caso en la posicion C3 del anillo, ademas inhibe a NF-kB afectando a
BACE-1. Quercetina puede reducir la hiperfosforilacion de las proteinas Tau a través de
MAPK vy las vias de sefializacion PI3K / Akt / GSK3p en las células de una linea celular de
las neuronas del hipocampo de raton. Segln otros estudios in vitro con ratones expuestos a
cadmio, se ha demostrado que quercetina actia como inhibidor competitivo de AChE y
BChE, reduciendo la hidrolisis de acetilcolina, aumentado sus niveles en las hendiduras
sinapticas (29).

MIRICETINA QUERCETINA

Figura 10. Estructuras de miricetina y quercetina.

3.5 Curcumina

Curcumina es un polifenol hidréfobo activo extraido de los rizomas de la
hierba Curcuma Longa, también conocida como curcuma, que pertenece a la familia de las
zingiberaceae. Curcumina (Figura 11) tiene propiedades antiinflamatorias, antioxidantes y
anti EA. Inhibe la formacion de A toxico o insoluble, segun algunas teorias sefialan que
esto ocurre gracias a la capacidad que tiene de unirse a metales ionicos como en Cu (I1) y el

Zn (1) y formar complejos de curcumina con Cu (1) y / o Zn (11); y segun otras teorias que
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no involucran iones metalicos; en cambio sefialan las capacidades que tiene curcumina para

unirse a AP e inhibir su agregacion por medio de caracteristicas estructurales propias; ambas

maneras concluyen en que se inhibe agregacion y formaciéon de fibrillas de AB (30). Entre

otras caracteristicas de curcumina destaca que inhibe enzimas especificas como AChE,
BChE, BACE-1y el glucdgeno quinasa 3 beta (GSK3p) (31).

CURCUMINA

Figura 11. Estructura de curcumina.

Tabla 2. Resumen de accion de compuestos iIMAOs para el control de EA.

produccion de oligdbmeros de AB(27).

Compuesto Accidn Origen
Rasagilina Disminuye la probabilidad de formacién de agregados de Origen sintético
AB (19).
Ladostigil Disminuye el estrés oxidativo (20).
Resveratrol Determina la produccion de Ap modulando la expresion
de p-secretasa 1 a través de la sefializacion de NF- x B
(25).
Selegilina Regula la generacion de GABA mediante la inhibicion de
MAO-B e inhibe la apoptosis inducida por el estrés
oxidativo (22).
Quercetina Regula el estrés oxidativo y reduce la fosforilacion la Tau Origen orgéanico
y la agregacion de Ap (29).
Curcumina Disminuye la formacion de agregados de Ap mediante la
inhibicidn de enzimas especificas (31).
Miricetina Inhibe la actividad de la BACE-1 dificultando la
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4. IMAOS DE ORIGEN NATURAL

4.1 Extracto de semillas de Cassia obtusifolia

La semilla de Cassia obtusifolia es conocida en China por sus propiedades diuréticas,
como agente reductor del colesterol y de la presion arterial, también se ha reportado efectos
neuroprotectores, antiinflamatorios y antioxidantes para la EA y EP debido a las

antraquinonas, derivadores de naftopironas y los glucésidos presentes en su estructura (32)

En un estudio realizado por Paudel, se evalu6 el potencial para inhibir MAO de las
diferentes fracciones solubles del extracto de metanol de la semilla C. obtusifolia, las cuales
demostraron buena inhibicion contra MAO-A y MAO-B, posteriormente de estas fracciones
se aislaron sus esqueletos (antraquinona, naftopironas, naftaleno y lactona naftalénica) y
luego se evalud su capacidad para inhibir MAO humana (h MAO) (3).

En el estudio de Paudel y colaboradores a partir del extracto metandlico de semillas
de C. obtusifolia se pudieron aislar y caracterizar veintitrés antraquinonas en forma de
agliconas o glucésidos que se observan en la figura 12. Todos los productos aislados fueron
evaluados como potenciales inhibidores in vitro de hMAO en sus isoformas A 'y B. De todos
los compuestos evaluados, el inhibidor que obtuvo mejores resultados fue el compuesto 12
para MAO-A humana con un valor 1Csg de 0,17 = 0,01 uM, seguido de 9 (ICso: 2,47 £ 0,14
uM), 8 (ICs0: 5,35+0,09 uM) y 3 (1Csp: 11,12 + 0,60 puM). Para el caso de MAO-B humana,
8 y 12 tuvieron mejor inhibicion con valores de 1Csp de 4,55 + 0,09 uM y 10,58 + 0,28 uM

respectivamente (3).

Dentro de las naftopironas aisladas, 13,15 y 20 fueron mas activas contra MAO-A
con ICsp valores de 5,90; 11,26,y 16,32 uM, respectivamente, sin embargo, la inhibicion para
MAO-B fue moderada para 20 (con valores de I1Cso de 35,10 + 3,12 uM) y para los otros
glucosidos fue leve (3).
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Por otro lado, se evaluaron seis naftalenos y lactonas naftalénicas, de estos los
compuestos 26 y 38 exhibieron buenos resultados para la inhibicion de MAO-A con valores
ICs0 < 10 uM. Sin embargo, 26 no mostré un efecto inhibidor observable para MAO-B,
mientras que 38 inhibiod la isoenzima B moderadamente con un Clso valor de 96,15 + 3,35
uM. En conclusion, segun el ensayo de inhibicion enzimatica, los compuestos 3,8 ,9, 12,
13,15, 26 y 38 eran los mas potentes (IC 5o : 0,17 a 11,26 uM) y altamente selectivos para
la inhibicién de hMAO-A, estos resultados se ven expresados en la Tabla 2, comparandolos

con los inhibidores de referencia deprenil y clorgilina (3).

Segun el ensayo de cinética enzimatica, el tipo de inhibicion que presentaron los
compuestos para h MAO-A fue de tipo competitivo para los compuestos 3, 9 y 12, no
competitivo para 26 y 38, y tipo mixto para 8, 13y 15. En el caso de h MAO-B, el compuesto
8 mostrd una inhibicion de tipo mixto y 12 de tipo competitivo. Los resultados obtenidos
fueron corroborados mediante estudio in silico de Docking molecular (3), pudiendo
establecer las interacciones con el sitio activo y las energias de unién presentadas entre cada

aminoéacido del sitio activo y el compuesto evaluado.
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Tabla 3. Inhibicion de MAO-A 'y MAO-B humana por compuestos de semillas de Cassia

obtusifolia.
Compuestos IC 50 (nM)? Sia
h MAO-A (n=3) | h MAO-B (n=3)
Antraquinonas
obtusin ( 3) 11,12+0,60 > 400
alaternina ( 8) 5,35+0,09 4,55 +0,09 0,85
aloe-emodina (9) 2,47+0,14 >400
questin (emodin-8-metil éter) (12) 0,17+0,01 10,58 + 0,28 2,35
Naftopironas
rubrofusarina ( 13) 5,90 £ 0,99 91,40+ 1,31 15,49
casiaside (15) 11,26 + 0,04 >400
isorubrofusarin 10-O-p-d- 16,32+2,79 35,10 £3,12 2,15
glucopirandsido ( 20
Naftalenos y lactonas naftalénicas
toralactona  9- O -B-gentiobidsido 7,36 + 1,13 > 400
(26)
(3 S)-9,10-dihidroxi-7-metoxi-3- 8,88 £ 0,90 96,15 + 3,35 10,83
metil-1-0x0-3,4-dihidro-1 H -
benzo[ g Jisocromeno-3-acido
carboxilico 9-0-p-d-
glucopirandsido ( 38)
Deprenil © 8,41+1,35 0,40+ 0,01 0.04
Clorgilina ¢ 0,00397 £ 0,75 63,41 +1,20 15972.29

& Clsg valores de concentracion inhibitoria del 50% (ICso ) (uM)

bS|: indice de selectividad

deprenil: Inhibidor selectivo de referencia hAMAO-B

Sclorgilina: Inhibidor selectivo de referencia de hMAO-A, y los valores se extrajeron

de la literatura

Fuente: Tomado y adaptado de Paudel P y col., (2019)(3).
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Figura 12. Estructuras quimicas de los compuestos mas activos sobre MAO aislados
desde C. obtusifolia.

El anélisis de las estructuras quimicas de los compuestos mas activos reportados por
Paudel y col en 2019 muestra un alto grado de instauraciones en los compuestos y la presencia
de sustituyentes oxigenados, ambos pardmetros podrian estar siendo responsables de la
actividad segun se describe en el analisis in silico descrito, las estructuras de compuestos mas
activos aisladas desde los extractos de semillas de Cassia Obtusifolia son mostradas en la

figura 11.
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4.2 Extracto de hongo de liqguen end6geno Daldinia fissa.

Los liquenes son formas de vida de relacion de simbiosis entre algas y un organismo
fotosintético. Pueden vivir en ambientes extremos como tundra, desierto, areas volcanicas,
regiones polares, zonas tropicales y regiones templadas. Los metabolitos primarios y
secundarios de los liquenes tienen propiedades antivirales, antibioticas, antitumorales o

antialérgicas que han sido utilizados para desarrollar productos farmacoldgicos (33).

En un ensayo por investigadores del Korea Lichen Research Institute de Sunchon
National University, en la Republica de Corea, se obtuvieron 195 extractos con acetato de
etilo o butanol de los hongos liquen enddgenos, de ellos fue evaluada sus actividades
inhibitorias contra MAO-A, MAO-B, AChE y BChE. Se demostr6 que la molécula 5-
hidroxi-2-metil-croman-4-ona (HMC) (Figura 13), obtuvo actividades inhibitorias contra las
enzimas MAO-A y MAO-B con valores de Clsode 13,97 y 3,23 UM respectivamente, y para
AChE y BChE mayores de 40uM, teniendo asi mejores resultados contra MAO-B,
presentando en este caso un patrén de inhibicion de tipo competitivo, ademas se le realizo
una prueba de citotoxicidad a esta molécula, en la cual se evidencio que no disminuyo la

viabilidad celular de las células utilizadas en el ensayo.

De acuerdo con un ensayo de acoplamiento molecular se mostr6 que (S)-HMC se
ubicaba bien en el sitio de union de los complejos activos de MAO-A y MAO-B, pero que la
afinidad de union del compuesto por MAO-B (—7,3 kcal/mol) era mayor que la de MAO-A
(—6,1 kcal/mol), y que el compuesto podia interactuar con MAO-B por un enlace de
hidrégeno con el residuo Cys172 a una distancia de 3,656 A, mientras que no se predijo
ninguna interaccién de enlace de hidrégeno para MAO-A. Mediante el analisis
farmacogenético se mostr6 de HCM tenia una alta absorcion intestinal, que puede cruzar la

barrera hematoencefalica y no inhibe el citocromo P450 (34).
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Figura 13. Estructura molecular de 5-hidroxi-2-metil-croman-4-ona (HMC).

4.3 Extractos de semillas de Psoralea corylifolia

Psoralea corylifolia es una planta de la India usada en la medicina indigena, la cual
tiene diversas propiedades que le permiten ser utilizada para la curacion de diversas
dolencias. La planta posee funciones antimicrobianas y citotoxicas, mientras que sus semillas
son usadas para el tratamiento de diferentes condiciones como la inflamacion, alopecia,
eczemas, entre otros. Tiene efecto anti EA mediante la modulacion del péptido A, ya que
posee compuestos que pueden inhibir la oligomerizacion de estos péptidos (37). También
tiene actividad que disminuye la neuroinflamacion y el estrés oxidativo debido a unos
compuestos denominados chalconas que se han aislado de sus semillas, los cuales exhiben
inhibiciones dependientes de la dosis de la produccién de 6xido nitrico y prostaglandina
E . (PGE ) (35).

En un estudio realizado por Mahajan, se analizaron seis componentes de las semillas,
tres de ellos curaminas; psoraleno (PS), isopsoralen (IPS) y psoralidin (PSD), y cuatro
flavonoides; 6-prenilnaringenina (6-PN), neobavaisoflavona (NBI) y biochanina-A (B1O-A)
los cuales comparten una estructura de benzopirona (Figura 14).Para el ensayo se determind
la capacidad de estos componentes para inhibir las enzimas recombinantes humanas MAO-
Ay MAO-B, los resultados de estos se compararon con la inhibicion de un extracto de
referencia: extracto etandlico de PCS (PCSEE) mediante ensayos espectrofotometricos y se

confirmd mediante ensayos de luminiscencia (36).
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6-PN BIO-A

Figura 14. Estructuras de seis componentes de benzopirona de semillas de Psoralea
corylifolia .(PCS): las cumarinas incluyen psoraleno (PS), isopsoralen (IPS) y psoralidin
(PSD). Los flavonoides de estructura cromona incluyen 6-prenilnaringenina (6-PN),
neobavaisoflavona (NBI) y biochanina-A (BIO-A).

En el ensayo espectrofotométrico destacd la inhibicion del compuesto BIO-A con un
ICso para h MAO-A de 3,43 uM y para h MAO-B de 0,09 uM, a diferencias de los demas
que obtuvieron valores de 1Cso sobre los 15 uM (Tabla 4), esto fue confirmado mediante los
ensayos de luminiscencia. Mediante el ensayo de reversibilidad se determin6 que BIO-A es
un inhibidor reversible para h MAO-A y h MAO-B, por otro lado mediante la prueba de
acoplamiento se evidencio que BIO-A tiene interacciones mas fuertes en el sitio activo de
MAO-B que MAO-A, debido a interacciones hidrofdbicas reversibles y las formaciones de
enlaces H distantes que podrian reflejar consistentemente la alta afinidad, reversibilidad y
grado de competitividad de BIO-A hacia su modo de inhibicion MAO-B, a diferencia MAO-
A, con la cual tuvo un enlace de H unico con FAD de la enzima (37).
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Tabla 4. Tabla comparativa de resultados de 1Cso en el ensayo de inhibicion obtenido

de los extractos de semillas de Psoralea corylifolia.

Componentes IC 50 (nM)?

hMAO-A hMAO-B
PS 89,04+ 5,74 174,80 £50,9
IPS 20,62+ 2,45 51,00+ 0,24
NBI 66,52+ 5,66 77,93+ 1,84
6-PN 54,53+ 0,32 17,93+ 1,84
BIO-A 3,43+ 0,31 0,09+ 0,01
Deprenil® 1,88+ 0,99 0,013+ 0,001
Clorgilina® 0,0006+ 0,0001 49,66 +7,47

2 Clso valores de concentracion inhibitoria del 50% (1Cso ) (uM)
deprenil: Inhibidor selectivo de referencia hMAO-B
sclorgilina: Inhibidor selectivo de referencia de hMAO-A.

Fuente: Tomado y adaptado de Mahajan y col., 2022 (36)

4.4 Extractos del tallo de Castanopsis cuspidata var. Sieboldii

C. cuspidata es un arbol de hojas perenne que se encuentra distribuido en la zona
oeste de Japon, el cual destaca por sus propiedades antioxidantes, anticancerigenas,
antiinflamatorias y antifungicas. Jong y colaboradores realizaron un estudio en el cual se
aislo cinco compuestos de los tallos de la planta y evalu6 sus actividades inhibitorias contra
AChE, BChE, MAO-A, MAO-B y BACE-1 (Figura 15), ademas realizo estudios cinéticos y
de reversibilidad, pruebas de citotoxicidad, farmacocinética in silico y simulaciones de

acoplamiento (38).
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Figura 15. Estructura quimica de compuestos aislados de C. cuspidata. Chestanina ( 1),

acido

4'- O- ( B -d-glucopiranosil)-3,3’,4-tri- O -metilelagico

(2), 4'-0-(a-I-

ramnopiranosil)-3, &cido 3',4-tri- O - metilelagico ( 3 ), acido 3,3',4-tri- O - metilelagico (4)

y acido elagico (5 ). Tomado y adaptado de Jong y col., 2021 (38).
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Respecto a las actividades inhibitorias de los cinco compuestos denominados de 1 al
5, los cinco inhibieron débilmente a BChE, MAO-A y BACE-1. Los compuestos 3 y 4
tuvieron un IC 5o de 10,1y 10,7 pM, respectivamente, para AChE; 3 y 5 obtuvieron valores
de IC 5o de 7,27 y 9,21 puM, respectivamente, para MAO-B. Por lo tanto, se puede sugerir
que 3 es un inhibidor de doble accion para AChE y MAO-B y que 4y 5 son inhibidores
efectivos de AChE y MAO-B, respectivamente. 3, 4y 5 inhibieron la AChE de manera
competitiva pero parcialmente mixta, mientras que 3y 5 inhibieron la MAO-B de manera
competitiva (38).

Segun el estudio de farmacocinética in silico por la herramienta SwissADME, predijo
que 3,4 y 5 se absorben bien el en tracto gastrointestinal, no se encontrd que estos fueran
sustrato de la glicoproteina P y no son capaces de atravesar la barrera hematoenceféalica.
Referente a la citotoxicidad, no fueron toxicos o ligeramente toxico para células normales y
cancerosas, por lo cual los aislados de la planta demuestran que sus inhibiciones podrian
tener un potencial uso en la EA (38).
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5.IMAOS DE ORIGEN SINTETICO

5.1 KDS2010

La selegilina es uno de los compuestos que siendo administrado por corto plazo ha
demostrado mejora en déficit cognitivos en los pacientes con EA, sin embargo en los
tratamientos a largo plazo no han obtenido los mismos resultados, es por esto que Park y
colaboradores realizaron un estudio para para investigar la causa de la disminucién de los
efectos de la selegilina a largo plazo en modelos de raton APP/PS1 que presentan una
mutaciones en la APP y y-secretasa, junto con esto también desarrollaron un nuevo inhibidor
de MAO-B denominado KD2010 (Figura 16) (39).

El fundamento principal de este ensayo se basa en los altos niveles de GABA
sintetizado por MAO-B en astrocitos reactivos que puede provocar las alteraciones en la
memoria de los modelos de animales con EA, usar el inhibidor irreversible selegilina se
suprime la produccién de GABA mejorando asi la plasticidad sinaptica y el aprendizaje en
los modelos de ratones con EA. A los ratones se le administro selegilina por via oral (10
mg/kg por dia) durante un periodo de 4 semanas y se monitorearon los efectos sobre los
astrocitos hipertrofiados y el nivel de GABA para comparar con los de tratamiento a corto
plazo por un periodo de 3 dias. Con esta dosis se demostrd que la selegilina inhibe
especificamente la actividad de la MAO-B en el cerebro, los altos niveles de GABA en
ratones APP/PS1 se redujo significativamente en ratones de tipo salvaje (WT) después de 3
dias de tratamiento con selegilina. Por el lado contrario, el tratamiento con selegilina de 4
semanas resultd en el regreso completo del nivel aberrante de GABA a los niveles de
APP/PS1 no tratados (39).
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Figura 16. Estructura quimica de KDS2010.

Respecto a KDS2010, este fue sintetizado a partir de derivados de a-aminoamida que
contienen un resto bifenilo con varios grupos funcionales en el anillo fenilo B, luego se
introdujo varios grupos atractores de electrones en el anillo de fenilo B (Figura 17). Luego,
se colocaron los grupos atractores de electrones en las posiciones orto, metay paray se
descubrio que en la posicion para (KDS2010) mostro la potencia méas alta entre los derivados.
KDS2010 exhibi6 una mayor potencia, es decir, un IC 5o = 7,6 nM y una selectividad mucho

mayor para MAO-A que el inhibidor irreversible, la selegilina.

Ademas, KDS2010, que es el estereoisdmero ( S ), mostré una marcada selectividad
de enantiomero (selectividad de ocho veces) sobre el isomero (R ). Por Gltimo, KDS2010
demostr6 mayor reversibilidad KDS2010 en la actividad de la enzima MAO-B en un
experimento de lavado y recuperacién, Observamos que KDS2010 causé una recuperacion
de més del 80 % de la actividad enzimética, mientras que casi no se observo recuperacion

para la selegilina (Figura 18) (39).
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B (n =4 ensayos).B. Potencia y selectividad de selegilinay KDS2010 basadas en niveles de
IC 50 (en nM) de MAO-B y la isoforma MAO-A.C. Curva de concentracion-actividad
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enzimatica para selegilina y KDS2010 en el ensayo de enzima MAO-B (n= 4
ensayos).D. Diagrama del protocolo de ensayo de reversibilidad y actividad enzimatica
normalizada al grupo tratado con sulféxido de dimetilo en cada paso "antes" y "después”.E.A
LA izquierda: Posicién de union de selegilina (amarillo), dinucleétido de flavina y adenina
(FAD) (cian) y KDS2010 (parpura) dentro del bolsillo de union de MAO-B. En el medio: las
interacciones moleculares de KDS2010 se indican mediante la linea discontinua [enlace
halogeno (cian), interaccion m-azufre (amarillo), m-n en forma de T (magenta) y enlace de
hidrégeno (verde)]. A la derecha: la selegilina se unié covalentemente a FAD, un cofactor
MAO-B (circulo rojo punteado). Fuente: Tomado de Park y col.,2019 (39).

Posteriormente, mediante un estudio de absorcion, distribucion, metabolismo,
excrecion y toxicidad in vitro e in vivo (ADMCE/Tox) se evaluaron las propiedades
farmacoldgicas de KDS2010. EI compuesto mostrd una baja actividad inhibidora del
citocromo P450 (IC 5o > 10 uM para cinco isotipos), baja actividad inhibidora de hERG (gen
relacionado con el éter humano) (IC 50> 50 uM) y excelente estabilidad tanto en el microsoma
hepatica (92 % restante) como en el plasma (98 % restante). Se confirmé que KDS2010 es
seguro in vivo sin toxicidad significativa después de la administracién oral de una dosis Unica
de 1000 mg/kg y dosis consecutivas de 200 mg/kg por dia durante 14 dias. Respecto al tipo
de inhibicion, KDS2010 es un inhibidor competitivo que se dirige a la misma cavidad de
unién que la selegilina, pero su interaccion con residuos criticos en la cavidad de unién de
MAO-B es mas compacta y reversible, el factor que lo diferencia con la selegilina, que forma
enlaces covalentes con FAD, se estima que es posible que la cola de amida de KDS2010 no

se superponga con el cofactor FAD segun los resultados del modelo molecular (39).

5.2 Derivados de enamidas

Kavully y colaboradores disefiaron nuevos inhibidores de MAO-B mediante el
principio de hibridacion molecular para disefiar inhibidores de enamida. Para la sintesis de
estos, realizaron la mezcla de cloruro de cinamoilo y de aminas sustituidas (0,01 M cada
una) en NaOH al 10 % (Figrual9)(16).
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Figura 19. Rutas sintéticas para producir AD1 a AD11.

Para los ensayos enzimaticos se usaron MAO-A y MAO-B humanas recombinantes
y quinuramina (0,06 mM) y bencilamina (0,3 mM) como sustratos, respectivamente. De los
11 derivados, nueve mostraron una actividad inhibidora potente contra MAO-B a 10 uM con
actividades residuales de <40%, pero AD4y AD11 mostraron actividades inhibidoras
débiles. Los compuestos AD3 y AD9 mostraron las mayores actividades inhibidoras frente a
MAO-B con valores de 1Csoqe 0,11 y 0,10 M, respectivamente, y fueron seguidos
por AD2y AD1 (0,51 y 0,71 pM, respectivamente). La presencia de un grupo NO2 en
la posicion meta en el anillo A de AD9 aumentd la potencia en la misma medida que el cloro
en la posicion para en el anillo A de AD3. Los otros cinco compuestos tenian valores 1Cso
que oscilaban entre 2,30 y 7,20 MM. Nueve de los once compuestos inhibieron débilmente
MAO-A con IC sovalores de >40 uM, mientras que AD9 y AD7 tenian valores ICso de 4,21y
5,95 uM, respectivamente. AD3 tuvo el valor de indice de selectividad (SI) mas alto para
MAO-B en> 363.6, seguido por AD9 en 42,1 (16).

Segun el estudio de cinética, AD3 y AD9 son inhibidores de tipos competitivo de
MAO, uniéndose al sitio activo de la enzima libre. Para el estudio de citotoxicidad
AD3y AD9se evaluaron utilizando un ensayo MTT vy lineas celulares VERO
normales. Ambos compuestos lograron una viabilidad celular >89 % a 100 pg/ml. El ensayo
MTT reveld que los compuestos AD3 y AD9 eran relativamente no toxicos para las lineas
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celulares VERO normales con valores ICso de 153,96 y 194,04 pg/ml, respectivamente.
Segln el estudio de reversibilidad para la inhibicion de MAO-B en AD3 y AD9, las
inhibiciones de MAO-B por AD3 y AD9 se recuperaron de 30,8 a 79,4 %y de 34,3% a 84,1
%, respectivamente. Estos valores de recuperacion fueron similares a los de la lazabemida de
referencia reversible (del 24,4 al 85,0%), a diferencia del inhibidor irreversible pargilina que
se recuperd parcialmente (del 28,8 al 46,7%), por lo cual indicaria que ambos inhiben
reversiblemente a MAO-B (16).

Segun estudios de acoplamiento in vitro Docking molecular AD3 y AD9, ambos
inhibidores ingresaron al sitio de unién de MAO-B al presentar FAD con un anillo aromatico
sustituido e interacciones hidrofobicas y enlaces de hidrogenos con la enzima, lo que sugiere
que esta es la presentacion preferida independientemente de la isoforma de MAO como se

muestra en la figura 20 y 21 (16).
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Tabla 5. Inhibiciones de enzimas MAO humanas recombinantes y AChE por enamidas.

Compuestos Actividad residual a 10 uM (%) ICso(LM)?
MAO-A MAO-B AChE MAO-A MAO-B SIP
AD1 94,5+ 1,47 6,53 £ 2,55 83,1+0,12 >40 0,71+£0,39 >56,3
AD2 99,6 £ 4,67 8,63+1,49 78,8 £ 0,20 >40 0,51+ >78,4
0,059
AD3 72,9+0,61 509+1,85 71,9+1,20 >40 0,11+ >363,6
0,024
AD4 85,0 £ 4,43 76,1+ 1,50 82,7 £1,09 >40 >40
AD5 98,5+1,01 22,9 +2,38 72,7+1,01 >40 491+ >8,2
0,021
AD6 80,6 £ 5,40 12,5+ 2,69 81,9+0,12 >40 2,30 £ >17,4
0,010
AD7 34,1+£1,09 39,7 £ 2,66 83,1+0,21 5,95+0,83 6,52 + 0,91
0,002
ADS8 86,4 £ 1,22 18,6 + 0,80 83,5+1,31 >40 281+081 >14,2
AD9 25,7+ 1,74 -3,16 2,21 70,0+£0,11 4,21+0,98 0,10 £ 42,1
0,013
AD10 92,0+£1,12 38,2 +2,45 77,6 £0,13 >40 720+£0,18 >5,6
AD11 84,8 £2,08 73,3+ 3,03 75,5+ 1,69 >40 >40
¢Clorgilina 0,0050 + 2,45
0,000052 0,035
dl_azabemida - 0,040 +
0,0019

2 Clso valores de concentracion inhibitoria del 50% (1Cso ) (uM)

bS|: indice de selectividad

®Clorgilina: Inhibidor de referencia de h(MAO-A.

dl_anzabemida: inhibidor de referencia reversible de la MAO-B

Fuente: Tomado y adaptado Kavully y col., 2020 (16).
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Figura 20. Las poses mejor calificadas para AD3 en los sitios de union de MAO-A (a) y
MAO-B (b). Las proteinas se representan como dibujos animados, mientras que los residuos
involucrados en las interacciones ligando-proteina se representan en formato de barra. Se
muestran las interacciones hidrofobicas n—n (lineas negras) y los enlaces H (lineas rojas).

Fuente: Tomado de Kavully y col., 2020 (16)

Figura 21. Las poses mejor calificadas para AD9 en los sitios de unién de MAO-A (a) y

MAO-B (b). Las proteinas se representan como dibujos animados, mientras que los residuos
involucrados en las interacciones ligando-proteina se representan en formato de barra. Se
muestran las interacciones hidrofébicas n—n (lineas negras) y los enlaces H (lineas rojas)-
Fuente: Tomado Kavully y col., 2020 (16).

48



5.3 Inhibidores duales HDAC1/MAO-B

Las histonas desacetilasas (HDAC) regulan los procesos celulares mediante la
eliminacién de un grupo acetilo de los residuos de lisina de las proteinas diana, estas se
encuentran dentro del organismo y se dividen en familias segun su mecanismo catalitico. La
reduccion de la actividad de estas moléculas reduce el efecto toxico de la acumulacion de A
al mejorar la actividad fagocitica de la microglia, ademas juegan un papel importante en la
regulacién de la expresion de genes inflamatorios, interfiriendo con la funcién de las células
inmunitarias y regulando las vias de sefializacion inflamatoria. La o -aminobenzamida y los
restos de &cido hidroxicindmico son dos tipos diferentes de agentes quelantes de iones de
zinc y también son los principales grupos funcionales de los HDACI. Yao y colaboradores,
combinaron los farmacos de los HDACI y los inhibidores de MAO-B en una molécula
utilizando la estructura de pargilina como plantilla y el anillo aroméatico (40) obteniendo
nuevos hibridos moleculares con parte de ambas estructuras, los cuales fueron evaluados
sobre HDAC y MAO-B, mostrando actividad dual (Figura 22)
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Figura 22. Estructuras de hibridos inhibidores duales de HDAC y MAO-B.
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Para evaluar las actividades inhibitorias de los compuestos dirigidos MAO-B se
evaluaron primero la inhibicion contra h MAO-B a una concentracion de 100nM y se uso
Pargilina como farmaco de referencia, luego fueron seleccionados los 6 compuestos con una
inhibicion mas alta para determinar sus valores de 1Cso frente a h MAO-B(40). Los resultados

se presentan en la tabla 6.

Tabla 6. Valores de 1Cs, de los compuestos seleccionados y pargilina frente a MAO-B.

Compuestos 1C50 (nM)
Ib 136,4 £ 5,8
If 99,0+1,3
Ik 101,0+ 3,0
lo 1079+ 25
llg 102,6 + 0,3
i 106,4 + 4,3
Pargilina? 116,8 + 0,3

Pargilina™ inhibidor de referencia para MAO-B
Tomado y adaptado de Yao y col.,(2022) (40)

Entre los compuestos evaluados el que presentd mayor actividad contra h MAO-B
fue el hibrido If superando a pargilina. También se evalu6 el efecto neuroprotector y
actividad antioxidante del hibrido If. La toxicidad del hibrido If se determind mediante el
ensayo CCK-8 utilizando células PC12 derivadas de feocromocitoma de rata inducida por
ApB1-42. Como se informa en la figura 23, en comparacion con el grupo control, la viabilidad
de las células tratadas con AP1-42 se redujo notablemente al 52,31 %, mientras que la
viabilidad de las células tratadas en combinacion con If aumentd al 73,62 %, lo que

demuestra que el hibrido If podria revertir la lesion celular inducida por AB1- 42 (40)
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Figura 23. Efecto neuroprotector del hibrido If contra la toxicidad inducida por AB1-
42 a la concentraciéon de 50 pM. Tomado y adaptado de Yao y col.,(2022) (40)

En un ensayo de fluorescencia se evalud el estrés y dafio oxidativo mediante el nivel
de especies reactivas del oxigeno (ROS) intracelular, en el cual la intensidad de la
fluorescencia verde es proporcional al nivel de ROS. Como se observa en la figura 24 el

hibrido If disminuyd los niveles del ROS intracelular (40).
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Figura 24. Efecto inhibitorio del hibrido If contra la generacion de ROS intracelular.

La fluorescencia azul indica el ndcleo y la fluorescencia verde indica el citoplasma.

Tomado y adaptado de Yao y col.,(2022) (40)
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En la investigacion también se evalu6 si If era capaz de penetrar la barrera
hematoencefélica (BBB), para esto se usaron dos programas virtuales in silico de prediccion
de propiedades similares a farmacos ADMETIlab y SwissADME y in vivo con modelos de
ratones ICR, basado en ambos estudios se probo6 que If podria penetrar instantaneamente en

la BBB y acumularse en el tejido cerebral(40).

5.4 Inhibidores duales de AChE y MAO-B a partir de derivados de piridoxina.

La piridoxina es un 4-metanol en la esencia de la vitamina B6, una importante vitamina
soluble en agua presente de forma natural en muchos alimentos, estudios recientes exponen
las propiedades antioxidantes y de inhibicion enzimatica (41). . En el presente estudio de
utilizaron los derivados de piridoxina para evaluar su actividad como inhibidores de AChE y
MAO (Figura 25).

HO,
BOMORL. R
2 R VS T Ol
F
N

4k 1-10
4k 11-14 o
—0.

R= P—

: D g
HO N N - m”ﬁ
Jif e D

A\
S
A
F
N

HN

Br I
SN

Figura 25. Estructuras de los derivados sintéticos de piridoxina.
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Los derivados de piridoxina obtenidos se pueden clasificar en tres clases; la clase I
contiene un anillo aromatico (4k1-4k10), la clase Il contiene grupos funcionales de
inhibidores de la AChE, como tacrina y donepezilo ( 4k11-4k14), y la clase 1l contiene
heterociclos de amina o bromo ( 4k15 —4k19). Se evalué la inibicion in vitro de MAO y
AChE para estos compuestos utilizando como referencia a clorgilina, selegilina y donepezilo,
donde se obtuvo que el compuesto 4k5, fue el mejor inhibidor para MAO-B con un valor de
IC 50 0,039 uM (41).

Se realizaron estudios de acoplamiento molecular de 4k5 con AutoDock para AChE y
MAO. En la figura 26 se muestras las geometrias de acoplamiento de 4k5 y donepezilo con
AChE, donde existen dos dominios funcionales en el sitio activo de AChE. Al igual que

donepezilo, 4k5 se fija en el sitio activo con interacciones n—x entre Trp86 y Phe295 por la

contribucion de anillos aromaticos (41).

Figura 26. Modelos de acoplamiento 3D de compuestos derivados y AChE. A laizquierda
4k5 con AChE y a la derecha donepezilo con AChE. La enzima se muestra como una
cinta. Los ligandos en amarillo y los residuos claves que interactian se muestran en modelos

de barras y de color gris.

Respecto a MAO, este tiene tres sitios funcionales en el sitio activo (Figura 27). Los
resultados de acoplamiento muestran que 4k5 esté incrustado en un gran bolsillo hidrofobico
formado por Tyr 69, 11e199, Leul67, GIn206, 11e316 y Leul71 en el caso de MAO-B. Por
otro lado, en MAO-A 4Kk5 no logré formar ninguna interaccion de apilamiento n—x (41)
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Figura 27. Modelos de acoplamiento 3D de compuestos derivados y MAO. A la izquierda

4k5 con MAO-Ay a la derecha 4k5 con MAO-B. La enzima se muestra como una cinta. El
cofactor FAD en amarillo, los ligandos (azul-verde) y los residuos clave que interactiian se

muestran en modelos de barras de color gris.
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CONCLUSIONES

Los iMAOs son moléculas que han demostrado multiples funciones a nivel neuronal
disminuyendo la probabilidad de formacion de agregados de AP, disminuyen el estrés

oxidativo y la hiperfosforilacion de Tau.

Los farmacos iMAOs han aumentado su uso actualmente para el tratamiento de la
EA, sin embargo, se ha evidenciado que el uso prolongado de estos no tiene beneficios
positivos en cuanto a disminucion de elementos tdxicos en el cerebro, por lo que la busqueda

de nuevas moléculas inhibidoras de MAOs resulta de gran importancia en la clinica.

En la naturaleza hay diversas plantas que han presentado entre sus extractos
componentes con actividad inhibitoria optima contra MAO-A y MAO-B, ademas de otras
propiedades como antioxidantes, antiinflamatorias y anticancerigenas que podrian tener un
efecto positivo para en cuerpo humano en caso de ser utilizadas como componentes de

farmacos.

Por otro lado, las moléculas sintetizadas han evidenciado segun estudios de cinética
enzimatica presentar potentes caracteristicas inhibitorias, ademé&s los estudios de
neurotoxicidad demuestran las propiedades que tiene de traspasar la barrera
hematoencefalica y los bajos niveles de toxicidad que emiten los compuestos. Otro factor
importante de estos compuestos sintetizados es también la posibilidad de desarrollar
farmacos con mas de una molécula objetivo, lo que les permite contribuir a la disminucion y
eliminacién agentes toxicos a nivel cerebral y de esta manera disminuir las probabilidades de

la progresion de la EA.

No se han encontrado o sintetizado moléculas que contengan mejores caracteristicas
que las de referencia, sin embargo, es importante continuar con los estudios buscando nuevos
compuestos o con aquellas moléculas que muestran mejores resultados, ya que segun la
evidencia los iIMAOs has presentado efectos como potenciales tratamientos para las

enfermedades neurodegenerativas como es el caso de la EP y EA.
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