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Resumen

La enfermedad de Parkinson se caracteriza por la pérdida de neuronas dopaminérgicas en la parte
compacta de la sustancia negra en el mesencéfalo ventral y por la neuroinflamacién generada por la glia
colindante, lo cual altera la ruta de comunicacion nigroestriatal y produce los sintomas motores
caracteristicos de la enfermedad. Recientemente, se han descrito posibles efectos terapéuticos en un
brebaje utilizado en ritos chamanicos por tribus del Amazonas: la ayahuasca. A partir de uno de los
principales componentes de la ayahuasca se han desarrollado derivados quimicos con potenciales
propiedades terapéuticas. El objetivo de este estudio es analizar si cuatro de dichos derivados tienen
propiedades neuroprotectoras y antiinflamatorias en un modelo in vitro de enfermedad de Parkinson y
determinar a través de qué receptor ejercerian tales efectos terapéuticos. Los resultados de los ensayos
neuroproteccion en la linea celular dopaminérgica SH-SY5Y frente a un dafio inducido por 6-
hidroxidopamina demostraron que los cuatro derivados estudiados ejercian un importante papel
neuroprotector y antiinflamatorio. En cultivos primarios de astroglia y microglia estimulados con
lipopolisacarido bacteriano también se observd un claro efecto antiinflamatorio por parte de los derivados
analizados, con una reduccion significativa de los niveles de TNFa, COX-2 y nitritos producidos por la glia.
Se determind ademas que dichos efectos neuroprotectores y antiinflamatorios podrian estar mediados a
través del receptor Sigma-1 en dos de los cuatro derivados analizados. En el caso de los otros dos
derivados, nuestros resultados no determinaron con exactitud a través de qué receptor podrian estar
actuando. En futuros estudios habra que determinar si estos compuestos podrian mediar estos efectos a
través de otros receptores, completar los resultados de neuroproteccién con ensayos de citotoxicidad,
comprobar si pueden atravesar la barrera hematoencefalica y realizar ensayos in vivo para confirmar el
papel neuroprotector y antiinflamatorio de los derivados mas eficaces.
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Introduccién

La enfermedad de Parkinson (EP), descrita por primera vez por James Parkinson en 1817, es la segunda
enfermedad neurodegenerativa mas prevalente, por detras de la enfermedad de Alzheimer [1]. El principal
factor de riesgo para padecer la EP es la edad, por lo que la incidencia de esta enfermedad se dispara en la
poblacion mayor de 60 afios, afectando notablemente mas a hombres que a mujeres [2, 3].

La fisiopatologia de esta enfermedad se caracteriza por la pérdida de neuronas dopaminérgicas en el
mesencéfalo ventral, especialmente en la parte compacta de la sustancia negra (SNpc). Normalmente en
el momento del diagndstico de la enfermedad ya se han perdido mas del 60% de las neuronas en dicha
region [4]. La neurodegeneraciéon dopaminérgica da pie a la aparicion de sintomas motores
(bradiquinesia, aquinesia, temblores y rigidez) [5] y no motores, tales como depresion, estrefiimiento,
problemas genitourinarios, dolor y trastornos del suefio [6].

Los mecanismos moleculares subyacentes a la enfermedad no han sido completamente descritos. De
todos los procesos estudiados hasta la actualidad, los mas destacables implicados en la patogénesis de la
EP son: estrés oxidativo, disfuncion mitocondrial, plegamiento incorrecto y agregacion de a-sinucleina
(formacion de cuerpos de Lewy), inflamacion y activacion de células gliales en la SNpc, excitotoxicidad
por alteraciones en la homeostasis de Ca®* y apoptosis. Sin embargo, no todas estas alteraciones suelen
darse de manera simultanea, sino que pueden estar actuando solo algunas de ellas de forma sinérgica,
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promoviendo la neurodegeneracion [7]. Cabe destacar el importante papel de la neuroinflamacion en la
patogénesis de la EP, ya que los mediadores pro-inflamatorios liberados por la microglia inducen la
expresion de factores de transcripcion latentes (NF-kB o STAT-3) e inhiben las vias de sefializacion de
neuroproteccion en neuronas dopaminérgicas [8].

Hasta la fecha, la tinica estrategia terapéutica llevada a la clinica consiste en el tratamiento de los
sintomas con Levodopa (L-DOPA), el precursor de la dopamina, aunque sélo se realiza de forma
temporal debido a que la administracion de L-DOPA de forma crénica da lugar a efectos secundarios
severos [9]. Todavia no se ha desarrollado un tratamiento efectivo para detener la neurodegeneracion y
reducir la neuroinflamacion asociada. Actualmente, parte de los esfuerzos para combatir la enfermedad se
centran en la bisqueda de compuestos neuroprotectores que prevengan la pérdida irreversible de neuronas
y la progresion de la EP. Otra aproximacion terapéutica se basa en la investigacion de estrategias basadas
en la estimulacion de la neurogénesis enddgena en los dos principales nichos neurogénicos en el adulto: la
zona subventricular (ZSV) del ventriculo lateral y la zona subgranular (ZSG) del giro dentado del
hipocampo [10].

En los ultimos afios, se han descrito las propiedades terapéuticas de un brebaje utilizado en rituales
chamanicos por culturas indigenas del Amazonas con propiedades psicotrdpicas: la ayahuasca. Dicha
infusion se prepara a partir de una mezcla de plantas, principalmente hojas del arbusto Psychotria viridis
y la vid Banisteriopsis caapi. P. viridis contiene indoalcaloides que provocan efectos alucindgenos y
psicoactivos, fundamentalmente a través del receptor serotoninérgico 5-HT.a [11, 12]. El principal
compuesto con estas propiedades encontrado en la ayahuasca comparte la estructura quimica de la
triptamina y posee dos grupos metilo adicionales unidos al grupo amino.

En estudios recientes se ha visto, tanto en animales como en humanos, que la ayahuasca tiene efectos
terapéuticos positivos sobre desordenes mentales como depresion, traumas, trastornos de alimentacion, de
la personalidad, y de abuso de sustancias, entre otros [11]. Por esta razon los derivados quimicos de la
triptamina podrian jugar un papel importante en el tratamiento de patologias neurodegenerativas, tales
como la enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson y esclerosis lateral amiotrofica. Todas ellas
tienen en comun el dafio neurologico debido a la formacién y acumulacion de proteinas mal plegadas.

La actuacion de algunos derivados triptaminicos como agonistas del receptor Sigma-1 (S1R), localizado
en la membrana del reticulo endoplasmatico asociada a mitocondrias (MAM), podria regular la
homeostasis proteica, potenciar la respuesta al estrés oxidativo y reprimir la apoptosis inducida por estrés
del reticulo endoplasmatico, aumentando, en Ultima instancia, la supervivencia celular [13, 14]. Por otro
lado, se ha visto que la via de sefializacion PI3K/AKT activada a través de receptores acoplados a
proteinas G (GPCRs), como son los receptores serotoninérgicos 5-HTia y 5-HTza, estimulan la
neuroproteccion en neuronas dopaminérgicas [15, 16]. Por ello, compuestos derivados de la estructura
quimica de la triptamina también podrian actuar como agonistas de estos receptores y ejercer un efecto
terapéutico similar al que se produce a través de SIR.

En las ultimas décadas se ha desarrollado una gran variedad de derivados de la triptamina que han sido
empleados habitualmente como drogas recreativas por sus efectos alucindgenos, pero poco a poco han
despertado un mayor interés por su posible aplicacion clinica. Sin embargo, queda mucho por saber
acerca de su toxicidad, de su mecanismo de accion o de sus potenciales efectos terapéuticos sobre ciertos
trastornos mentales y enfermedades neurodegenerativas [17].

Este trabajo puede suponer un avance en la caracterizacion de las propiedades terapéuticas de estos
derivados triptaminicos sobre un modelo in vitro de EP. En este caso, se emplearan 4 compuestos con los
siguientes sustituyentes en la estructura base de la triptamina: dos grupos etilo unidos al grupo amino
(derivado 1); dos grupos propilo unidos al grupo amino (derivado 2); dos grupos isopropilo unidos por el
carbono secundario al grupo amino (derivado 3), y dos grupos metilo unidos al grupo amino y un grupo
metoxilo unido al carbono 5 del anillo indélico (derivado 4).

Por todo lo mencionado, planteamos como hipétesis de trabajo que el tratamiento con derivados de la
triptamina podria tener efectos neuroprotectores y antiinflamatorios en un modelo in vitro de enfermedad
de Parkinson. El objetivo de este estudio es analizar in vitro el potencial efecto terapéutico de estos cuatro
derivados, sobre la supervivencia celular en una linea establecida de neuronas dopaminérgicas humanas, y
sobre la reduccion de la respuesta inflamatoria en dichas neuronas, ademas de en cultivos primarios de
astroglia y microglia. Asimismo, se pretende determinar a través de qué receptores celulares ejercerian tal
efecto neuroprotector y antiinflamatorio, empleando, para ello, antagonistas de los receptores que unen
estos derivados.



Materiales y métodos

Cultivos celulares.

Se utilizo la linea neuronal dopaminérgica SH-SYSY, procedente de neuroblastoma humano. Las células
se propagaron y mantuvieron en medio RPMI suplementado con suero fetal bovino (FBS) (10%), L-
glutamina (10 mM) y gentamicina (40 pg/mL, Genta-Gobens), en un incubador (Thermo Scientific) a
37°C, con humedad (90%) y CO: (5%). Se realizaron pases cada 3-4 dias, dependiendo del estado de
confluencia.

Se utilizaron cultivos primarios de astrocitos y microglia, extraidos a partir del cortex del cerebro de ratas
Wistar adultas, que fueron sembrados en frascos de cultivo celular, tratados previamente con poli-D-lisina
(20 pg/mL). Se mantuvieron durante una semana en medio DMEM suplementado con suero de cabra
(10%), suero de caballo (10%) y penicilina-estreptomicina (1%, Invitrogen). El medio fue renovado en
caso de observar cambio en la coloracion del medio. Tras siete dias los cultivos se agitaron a 230 rpm
durante 3-4h y se recogié el sobrenadante con las células de microglia en suspension. Las células
astrogliales y oligodendrocitos, adheridas a los frascos de cultivo, se llevaron a agitacion a 260 rpm
durante 18h aproximadamente. Los oligodendrocitos quedan en suspension en el sobrenadante, mientras
que los astrocitos permanecen adheridos. Para aislar las células astrogliales, los cultivos fueron tratados
con tripsina durante 5 minutos a 37°C. Los cultivos primarios de microglia y astroglia se sembraron en
placas de 24 pocillos con cristales tratados con poli-D-lisina (20 pg/mL), y se mantuvieron en medio
DMEM y Ham’s F12 en una proporcion 1:1, suplementado con suero fetal bovino (FBS) (10%), L-
glutamina (10 mM), gentamicina (40 pg/mL, Genta-Gobens).

Tratamientos.

Las células SH-SYSY se sembraron en placas de 96 pocillos a una densidad de 3 x 10 células/pocillo y
se mantuvieron en condiciones estandar hasta alcanzar confluencia. Antes de los tratamientos se cambid
el medio por medio RPMI suplementado con FBS (3%), L-glutamina (10 mM) y gentamicina (40 pg/mL,
Genta-Goblin). A continuacion, se trataron los cultivos de manera independiente con cada uno de los
antagonistas de los receptores 5-HT24 (ritanserina) [18] y SIR (BD1063) [19], a una concentracion de 1
uM. Tras lh de incubacion se trataron los cultivos con los 4 compuestos derivados de la triptamina
previamente descritos, a una concentracion de 1 pM. Tras otra hora de incubacion, se afadi6 el
neurotoxico 6-hidroxidopamina (6-OHDA) (30 uM, Sigma-Aldrich), y se dejo incubando 16-18h. Los
cultivos basales fueron tratados con vehiculo.

Los astrocitos y la microglia se sembraron en placas de 24 pocillos a una densidad de 1 x 10°
células/pocillo y se mantuvieron en condiciones estandar hasta estar confluentes. Ambos tipos celulares
se trataron por separado con los antagonistas ritanserina y BD1063, a una concentracion de 1 uM, tal y
como se describié anteriormente. Pasada 1h de incubacion, se trataron con los cuatro derivados (1 uM).
Tras 1h de incubacion, se afiadié lipopolisacarido (LPS) (10 pg/mL, Sigma-Aldrich) para inducir la
activacion de las células gliales y, por tanto, fomentar la producciéon de mediadores pro-inflamatorios.
Tras 24h en cultivo, se recogio el sobrenadante para evaluacion de los niveles de nitritos y los cristales
con las células se conservaron para experimentos de inmunocitoquimica. Los cultivos basales fueron
tratados con vehiculo.

Ensayos de viabilidad.

La viabilidad celular se midié por ensayo MTT (Roche Diagnostic GmbH) en células SH-SYSY tras ser
tratadas. Se prepar6 una dilucion 1:10 de MTT con medio RPMI suplementado con FBS (3%), L-
glutamina (10 mM) y gentamicina (40 pg/mL, Genta-Goblin). Tras incubar las células en esa mezcla
durante 1h a 37°C, con humedad (90%) y CO; (5%), se retird ese medio y se afiadi6 DMSO para disolver
el MTT reducido que hubiera quedado presente. La reduccion de MTT fue cuantificada por la medicion
de absorbancia a 595 nm. Se realizaron 5 ensayos independientes con 6 réplicas de cada tratamiento en
cada uno. Los valores mostrados se expresan como la media + desviacion estandar (ds).

Mediciéon de nitritos.

Tras el tratamiento de células SH-SYS5Y antes descrito, el sobrenadante del cultivo se mezcld en igual
volumen con el reactivo de Griess (Sigma-Aldrich), y se incub6 durante 15 min a temperatura ambiente.
La absorbancia fue detectada con un lector de placas a 492/540 nm. Se procedié del mismo modo con los
cultivos de microglia tratados como se ha descrito previamente. Con células SH-SYSY se realizaron 5
experimentos independientes con 6 réplicas de cada tratamiento, mientras que con microglia se realizaron
3 experimentos independientes con 6 réplicas de cada tratamiento. Los valores ofrecidos se expresan
como la media =+ ds.



Inmunocitoquimica.

Se realiz6 un analisis de fluorescencia por inmunocitoquimica para determinar qué mediadores pro-
inflamatorios se producen y cuantificar si sus niveles varian con los distintos tratamientos. Para la
preparacion de muestras cultivos gliales para inmunocitoquimica, se siguid el protocolo descrito en otros
trabajos previos [20, 21]. Las imdgenes de microscopia de fluorescencia fueron adquiridas con un
microscopio vertical de fluorescencia y contraste de fases (DIC) Nikon Eclipse 90i, equipado con una
camara digital DS-Fil. La configuracion del microscopio se ajustd para producir la mejor relacion sefial-
ruido.

Los anticuerpos primarios que se emplearon fueron: anti-ciclooxigenasa 2 (COX-2, dilucion 1/200,
Cayman Chemical) hecho en conejo, y anti-factor de necrosis tumoral o (TNFo, dilucion 1/200, Santa
Cruz Biotechnology) hecho en cabra. La eleccion de analizar los niveles de estas proteinas en concreto se
debe a que nos permiten hacernos una idea bastante fiable del estado inflamatorio de las células y a que
existen anticuerpos primarios que reconocen adecuadamente dichas proteinas. Los anticuerpos
secundarios que se utilizaron fueron desarrollados por Alexa, acoplados a un fluordéforo: anti-conejo-546
(rojo, dilucion 1/400) hecho en cabra, y anti-cabra-488 (verde, dilucion 1/400) hecho en caballo. Para la
tincion de los nucleos se empled 4’,6-diamino-2-fenilindol (DAPI, dilucién 1/500). Se obtuvieron
imagenes representativas de 3 experimentos.

Analisis estadistico.

El analisis estadistico de los resultados se llevd a cabo mediante el test estadistico ¢ de Student para la
comparacion de medias entre variables continuas de distribucién normal, empleando para ello el paquete
estadistico IBM SPSS Statistics (version 25.0) para Windows (Chicago, IL). Las diferencias analizadas se
consideraron estadisticamente significativas con P < 0.05.

Resultados

Los derivados triptaminicos tienen un efecto neuroprotector
en un modelo in vitro de enfermedad de Parkinson.

Para estudios de supervivencia celular en células de la linea SH-SYS5Y es habitual emplear 6-OHDA
como agente neurotoxico para inducir el dafio celular por estrés oxidativo. Como consecuencia, es
esperable un aumento tanto de la muerte celular como de la produccion de nitritos y otros mediadores
pro-inflamatorios.

Nuestros resultados prueban que los tratamientos con los cuatro derivados triptaminicos aumentaron la
supervivencia celular (aproximadamente 90% y 98%) en comparacion con el grupo dafiado, donde la
supervivencia celular disminuyé hasta un 63% (Figura 1). Estos resultados sugieren que los derivados
triptaminicos sujetos a estudio podrian tener un potente efecto neuroprotector.
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Figura 1. Efecto neuroprotector de los derivados triptaminicos en cultivos de SH-SYSY. Ensayo
de viabilidad por MTT. Las células SH-SY5Y fueron expuestas a 6-OHDA (30 pM) durante 16-18 h
en presencia o ausencia de cada uno de los derivados triptaminicos (D1, D2, D3, D4) (1 uM), y en
presencia o ausencia del antagonista ritanserina (Rita, 1 pM) o BD1063 (BD, 1 uM). *** P <0.001 en
comparacion con las células tratadas con 6-OHDA; # P < 0.05, ## P < 0.01, en comparacion con las
células tratadas con el correspondiente derivado triptaminico sin antagonistas.

Con el fin de determinar a través de que receptor podrian estar actuando dichos compuestos, procedimos a
tratar los cultivos celulares con dos antagonistas de los receptores tipicos a través de los cuales suelen
actuar dichos compuestos.



Los resultados mostrados en la Figura 1 demuestran que al administrar el derivado 1 con ritanserina o
con BD1063, la proporcion de células viables disminuia desde un 89% hasta un 84%. Al administrar el
derivado 2 no se observo una variacion muy destacable en la viabilidad celular cuando se trataba junto
con ritanserina, disminuyendo hasta un 92%, pero si con BD1063 con el que la supervivencia disminuyd
desde un 98% a un 80%. Con el derivado 3 se observd que la viabilidad apenas variaba de un 87% al
administrarlo junto con ritanserina o0 BD1063. Por tltimo, el tratamiento con el derivado 4 y ritanserina
tuvo un ligero efecto sobre la reduccion de la supervivencia respecto al tratamiento sin antagonistas,
disminuyendo desde un 98% hasta un 87%. Sin embargo, el tratamiento junto con BD1063 dio un
resultado altamente significativo (P < 0.01, respecto al tratamiento con el derivado 4 sin antagonistas), ya
que la viabilidad disminuy6 hasta un 74%. Estos resultados parecen indicar que los derivados 1 y no
estarian actuando a través de los receptores estudiados. Por el contrario, los derivados 2 y 4 podrian estar
realizando su accion neuroprotectora a través del receptor S1R.

Los derivados triptaminicos reducen in vitro el estado inflamatorio
inducido por 6-OHDA en cultivos neuronales dopaminérgicos.

Las enfermedades neurodegenerativas, incluyendo EP, se caracterizan por la presencia de un fuerte
componente neuroinflamatorio que contribuye en gran medida al desarrollo de la enfermedad. Por esta
razén, nuestro siguiente objetivo fue determinar si los derivados triptaminicos también tenian efecto
antiinflamatorio.

Las neuronas SH-SYSY tienen cierta capacidad para liberar factores pro-inflamatorios, por lo que
procedimos a determinar la produccion de nitritos en cultivos dafiados con 6-OHDA. Nuestros resultados
indican una reduccion notable de los niveles de nitritos liberados al medio tras tratar con los diferentes
derivados de la triptamina (Figura 2). La concentracion de nitritos liberados al medio aument6 desde los
niveles basales (6 uM) hasta 15,5 uM en el grupo dafiado. En todos los tratamientos en los que no se
emplearon antagonistas, se alcanzaron niveles de nitritos significativamente menores a los observados en
los basales (P < 0.001, respecto a las células tratadas con 6-OHDA), en torno a 8 puM.
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Figura 2. Efecto antiinflamatorio de los derivados triptaminicos en cultivos de SH-SY5Y.
Evaluacion de los niveles de nitritos producidos (ensayo de Griess). Las células SH-SYS5Y fueron
expuestas a 6-OHDA (30 uM) durante 16-18 h en presencia o ausencia de cada uno de los derivados
triptaminicos (D1, D2, D3, D4) (1 uM), y en presencia o ausencia del antagonista ritanserina (Rita, 1
uM) o BD1063 (BD, 1 pM). *** P <0.001 en comparacion con las células tratadas con 6-OHDA; # P
< 0.05, ## P < 0.01, ### P < 0.001 en comparacioén con las células tratadas con el correspondiente
derivado triptaminico sin antagonistas.

Atendiendo a los resultados de los tratamientos con antagonistas de receptores serotoninérgicos y de SIR
(Figura 2), se pudo ver que, en el caso del derivado 1, la administracion conjunta con ritanserina genero
un ligero aumento de la concentracion de nitritos en el medio, mientras que la administracion con
BD1063 no produjo ninguna variacion sobre los niveles de nitritos. En cuanto al derivado 2, se pudo ver
que la administracion, tanto con ritanserina como con BD1063, provocaba un aumento significativo de
los niveles de nitritos (P < 0.01 y P < 0.001 respectivamente, en comparacion con el tratamiento con el
derivado 2 sin antagonistas). Respecto al derivado 3, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos sin y con antagonistas. Por ultimo, la administracion del derivado 4
con ritanserina provoco también un aumento significativo de los niveles de nitritos (P < 0.01, respecto al
tratamiento sin antagonistas), hasta alcanzar una concentracion de 11 pM. Sin embargo, la inhibicion del
efecto antiinflamatorio en el tratamiento con el derivado 4 y BD1063 fue mayor (P < 0.001, en
comparacion con el tratamiento sin antagonistas), alcanzandose los niveles de nitritos de 14 uM. Estos
datos parecen indicar que los cuatro derivados utilizados ejercen un importante papel antiinflamatorio en



nuestro modelo in vitro de EP. Dicha accion en el caso de los derivados 2 y 4 podria estar mediada a
través del SIR y, en parte, también a través del receptor serotoninérgico 5-HT2a.

Efecto antiinflamatorio de los derivados triptaminicos en cultivos primarios gliales
estimulados con lipopolisacarido bacteriano.

La activacion de las células gliales, astroglia y microglia, estimula la produccion de mediadores pro-
inflamatorios en la SNpc de pacientes de EP, lo que conlleva a un proceso neuroinflamatorio que favorece
el desarrollo de la enfermedad [8, 22]. Por tanto, nuestro siguiente objetivo fue estudiar el papel de los
derivados triptaminicos en procesos inflamatorios en cultivos primarios gliales de rata, y en concreto en la
produccidn de nitritos y TNFo y COX-2, dos conocidos factores pro-inflamatorios.
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Figura 3. Efecto antiinflamatorio de los derivados triptaminicos en cultivos primarios de
microglia. La microglia fue activada con LPS (10 pg/mL) durante 16-18 h en presencia o ausencia de
cada uno de los derivados triptaminicos (D1, D2, D3, D4) (1 uM), y en presencia o ausencia del
antagonista ritanserina (Rita, 1 uM) o BD1063 (BD, 1 uM). (A) Evaluacion de los niveles de nitritos
producidos (ensayo de Griess). *** P <0.001 en comparacion con las células activadas con LPS; ## P
< 0.01, ### P < 0.001 en comparacion con las células tratadas con el correspondiente derivado
triptaminico sin antagonistas. (B) Analisis inmunocitoquimico de los niveles de TNFa (verde) y
COX-2 (rojo) producidos. Los nucleos se tifieron con DAPI (azul). Barra de escala = 50 pm.

Los resultados de los ensayos de Griess en cultivos primarios de microglia muestran que todos los
derivados triptaminicos desempefiaron un potente papel antiinflamatorio, disminuyendo los niveles de
nitritos de 75 uM, observado en microglia activada con LPS, hasta 50 uM con el tratamiento con los
derivados 1 y 2, 45 uM con el derivado 3 y 40 uM con el derivado 4 (Figura 3A). No se observaron
diferencias notables en los tratamientos con antagonistas, excepto con los derivados 2 y 4, en los que se
vio un aumento de la concentracion de nitritos hasta alcanzarse 66 uM al tratar con BD1063.



Nuestro siguiente paso fue estudiar la produccion de factores pro-inflamatorios en cultivos microgliales
primarios mediante técnicas de inmunocitoquimica. Los resultados recogidos en la Figura 3B demuestran
que el tratamiento con derivados triptaminicos induce una clara disminucion de los niveles de TNFa
respecto a lo observado en los cultivos estimulados con LPS, hasta alcanzarse unos niveles similares o,
incluso, menores a los observados en la condicién basal. El andlisis de la produccion de COX-2 en
cultivos microgliales hiperactivos con LPS reflejé una drastica disminucion de los niveles de este agente
pro-inflamatorio. En conjunto todos estos datos indican que los derivados triptaminicos tienen un efecto
antiinflamatorio en cultivos de microglia activada con LPS. En el caso de los compuestos 2 y 4 dicha
accion podria estar mediada por el S1R.

Una vez estudiados los efectos de los compuestos en cultivos microgliales, procedimos a ampliar el
estudio en cultivos de astroglia. Las imagenes de microscopia de fluorescencia de los astrocitos
estimulados con LPS muestran que todos los tratamientos con los derivados triptaminicos provocaron una
importante reduccion de los niveles de TNFa y COX-2 hasta alcanzar un estado similar al observado en
los cultivos basales (Figura 4). Estos datos sugieren que dichos compuestos estarian actuando como
antiinflamatorios en cultivos de células astrogliales.

TNFo / DAPI | | COX-2 / DAPI

Basal

Derivado 2 + LPS

Derivado 3 + LPS Derivado 4 + LPS Derivado 3 + LPS Derivado 4 + LPS

Figura 4. Efecto antiinflamatorio de los derivados triptaminicos en cultivos primarios de
astrocitos. Analisis inmunocitoquimico de los niveles de TNFa (verde) y COX-2 (rojo) producidos.
Los astrocitos fueron activados con LPS (10 pg/mL) durante 16-18 h en presencia o ausencia de cada
uno de los derivados triptaminicos (D1, D2, D3, D4) (1 uM). Los nucleos se tifieron con DAPI (azul).
Barra de escala =50 pum.
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Discusidn

El abordaje clinico de las enfermedades neurodegenerativas supone un reto, no sélo por la escasa
informacion que existe sobre su fisiopatologia, sino también por la falta de tratamientos efectivos que
permitan frenar o detener la progresion de las mismas. Otra de las principales dificultades que presenta el

desarrollo de una terapia eficaz contra la EP, en este caso, es que no existen modelos in vitro o in vivo que
reproduzcan a la perfeccion todas las caracteristicas de esta enfermedad.

Una técnica que se emplea para inducir modelos de EP es administrar neurotoxinas que dafien de forma
selectiva neuronas dopaminérgicas, como pueden ser la 6-OHDA o la I-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina (MPTP). En este estudio se ha empleado la 6-OHDA para inducir el modelo in vitro, ya
que en otros trabajos se ha probado que este compuesto ejerce su efecto neurotoxico provocando la
inhibicion del complejo I de la cadena respiratoria mitocondrial [23] y la formacion y acumulacién de
especies reactivas de oxigeno (ROS), que conducen a la oxidacion de componentes celulares [24].

También cabe mencionar que en el presente trabajo se decidid evaluar el posible efecto antiinflamatorio
de estos derivados triptaminicos, no so6lo en neuronas dopaminérgicas, las cuales degeneran en EP, sino
también sobre microglia y astroglia, ya que se ha descrito ampliamente que la glia colindante en la SNpc



estd estrechamente relacionada con el desarrollo del Parkinson. La microglia es la que contribuye de
forma mas notable al estado de neuroinflamacion caracteristico en la EP, aunque se ha visto que la
astroglia también puede regular la inflamacion secretando citoquinas pro y antiinflamatorias. Los
oligodendrocitos no contribuyen al estado inflamatorio, pero si que son sensibles al dafio debido al estado
de inflamacion cronico que se da en EP, al igual que las neuronas de la SNpc [8, 25].

El presente estudio demuestra que los derivados de la triptamina analizados protegen contra el estrés
oxidativo inducido por 6-OHDA en neuronas dopaminérgicas SH-SY5Y, mejorando la viabilidad de las
mismas hasta alrededor de un 88% con los derivados 1 y 3, y de un 98% con los derivados 2 y 4 (Figura
1). Analizando los resultados de los tratamientos con antagonistas, se deduce que los derivados 2 y 4
ejercen el efecto neuroprotector a través del receptor SIR. No obstante, los ensayos de viabilidad
realizados no confirman a través de qué receptores actiian los derivados 1 y 3 para ejercer tal efecto, ni
tampoco si tanto estos como los derivados 2 y 4 podrian estar actuando a través de otros receptores.

También hemos probado que estos derivados de la triptamina ejercen un efecto antiinflamatorio sobre
cultivos de neuronas SH-SYSY, ya que todos ellos reducen los niveles de nitritos producidos, desde
15,5 pM (grupo dafiado) hasta 8-9 uM con los diferentes tratamientos (Figura 2). Al igual que la
neuroproteccion, el efecto antiinflamatorio parece darse a través de los receptores S1R, en el caso de los
derivados 2 y 4. Sin embargo, el receptor serotoninérgico 5-HT»a también podria contribuir, en menor
medida, a la reduccion de la produccion de nitritos, generandose un efecto sinérgico entre los receptores
5-HT:a y SIR. En relacion a los derivados 1 y 3, los resultados del ensayo Griess muestran que, a pesar
de que estos derivados triptaminicos también ejercen un efecto antiinflamatorio en células SH-SYSY, la
reduccion de la produccion de nitritos no parece deberse a la activacion del receptor 5-HT2a o del SIR.
Soélo se ha observado una leve contribucion del receptor 5-HT>4 a la reduccion de la inflamacion con el
compuesto 1, por lo que es probable que haya otros receptores celulares implicados. En futuros trabajos
habria que considerar la idea de probar otros antagonistas especificos distintos, con el fin de determinar a
través de qué receptores podrian ejercer su efecto estos dos derivados. También habria que descartar la
posibilidad de que estos cuatro derivados puedan actuar a través de otros receptores no analizados en el
presente estudio.

El efecto antiinflamatorio de estos derivados también parece darse de forma efectiva sobre cultivos
primarios gliales, tal y como sugieren los resultados de los ensayos de Griess e inmunocitoquimicos
(Figuras 3 y 4). En los ensayos Griess pudo verse que todos los derivados desempefiaban un papel
antiinflamatorio al tratar cultivos primarios de microglia, disminuyendo un tercio o mas la concentracion
de nitritos. Mediante los tratamientos con antagonistas solo se pudo confirmar que los derivados 2 y 4
ejercen dicho efecto antiinflamatorio a través del receptor SIR (Figura 3A). Por cuestiones
metodologicas y de tiempo, no se pudieron medir los niveles de nitritos en cultivos primarios de
astrocitos, pero en futuros estudios habria que analizar también el efecto antiinflamatorio de estos
derivados triptaminicos y tratar de identificar a través de qué receptor actian en astroglia mediante
ensayos de Griess.

En las muestras para inmunocitoquimica de microglia tratada con los distintos derivados triptaminicos, la
intensidad de fluorescencia correspondiente a los niveles de TNFo y COX-2 disminuia practicamente
hasta los niveles observados en la condicion basal (Figura 3B). Algo similar se pudo ver en las muestras
de inmunocitoquimica de astroglia, donde todos los derivados parecieron ser efectivos reduciendo los
niveles de TNFa y COX-2 (Figura 4). Ademas, la intensidad de fluorescencia observada en las muestras
tratadas solo con LPS fue mayor en microglia que en astroglia. Esto refuerza el hecho de que la microglia
tiene un papel principal en el estado de inflamacion cronica de la EP, mientras que la astroglia también
contribuye, aunque no de forma tan notable, al aumento de la inflamacion [8, 25].

Por todos los resultados obtenidos, parece que el receptor SIR podria estar mediando procesos de
neuroproteccion y antiinflamacion tanto en neuronas dopaminérgicas como en microglia y astroglia. En
otros trabajos se ha visto que otro agonista de SIR, PRE-084, ejerce estos mismos efectos en un modelo
in vivo de Parkinson y, ademas, parece tener efectos neuroregenerativos, ya que se vio un aumento de la
densidad de fibras nerviosas en las zonas dafiadas del cerebro por 6-OHDA [26]. Parece ser que estos
procesos se desencadenaron a través de este receptor mediante la induccion de la expresion de factores de
crecimiento, como el factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF) o el factor neurotréfico derivado de
glia (GDNF), en células del cuerpo estriado y de la SNpc.

Para poder continuar con esta investigacion en un futuro, seria apropiado analizar mas en detalle a través
de qué receptores celulares estarian realizando la funcién neuroprotectora y antiinflamatoria los derivados
1 y 3. De cualquier modo, también existe la posibilidad de que los derivados 2 y 4 puedan estar actuando
a través de otros receptores distintos a SIR. Ademas, de ser asi, podria darse el caso de que se estuviera
dando un efecto sinérgico entre los receptores en cuestion. Por tanto, en futuros estudios serd necesario
realizar un cribado de otros posibles receptores de estos derivados triptaminicos, empleando para ello
diferentes antagonistas (WAY 100635, GR 127935, SB 269970...) [18], y descartar la posibilidad de que
pudieran actuar a través de otros receptores no analizados en el presente estudio. Asimismo, también se



podrian realizar otros experimentos para completar el estudio del papel terapéutico de estos derivados
triptaminicos in vitro sobre células SH-SY5Y, como un ensayo de citotoxicidad mediante la medicion de
la actividad de lactato deshidrogenasa (LDH) [21]. Una vez determinado el efecto neuroprotector y
antiinflamatorio de estos compuestos y analizados los receptores a través de los cuales realizan su accion,
seria indispensable, antes de continuar con los estudios in vivo, realizar experimentos destinados a
conocer si estos derivados triptaminicos son capaces de atravesar la barrera hematoencefalica [27].

Para los estudios in vivo, seria conveniente emplear dos modelos murinos de EP distintos: un modelo
agudo de la enfermedad, para ver de una forma sencilla y rapida (2-3 dias) cémo actuaria el derivado
triptaminico en ratones [28], y un modelo cronico, que reproduce mejor el estado de neurodegeneracion
de neuronas dopaminérgicas con el cual se les diagnostica EP a los pacientes [29-31]. Para realmente
verificar el posible efecto terapéutico de los compuestos estudiados seria necesario realizar estudios de
comportamiento y ensayos de inmunohistoquimica, para evaluar los efectos neuroprotectores de cada
derivado triptaminico, y ensayos de Western blot y RT-PCR para identificar los mecanismos por los
cuales se da esta neuroproteccion: antioxidacion, antiapoptosis, etc. [32].

Conclusiones

Los derivados triptaminicos analizados resultan ser potentes neuroprotectores y antiinflamatorios en
cultivos in vitro de neuronas dopaminérgicas, y tienen un papel antiinflamatorio en cultivos primarios de
microglia y astroglia. Ademads, se ha visto que los derivados 2 y 4 ejercen el efecto neuroprotector y
antiinflamatorio a través del receptor intracelular S1R, pero no se ha podido identificar a través de cuales
actian los otros dos derivados, o si estos podrian estar actuando también a través de otros receptores no
analizados. Por tanto, sera necesario continuar realizando experimentos, tanto in vitro como in vivo, para
proporcionar mas datos que demuestren el efecto terapéutico de dichos derivados triptaminicos y
confirmen a través de qué receptores inducirian tales efectos en modelos de EP.
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