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AVALIACION IN SILICO DOS PRINCIPAIS COMPOSTOS
DO EXTRACTO ACUOSO DE ACHYROCLINE SATUREIOIDES

Péterson Alves Santos,'? Patricia Pereira?, Jose Angel Fontenla!

'Departamento de Farmacoloxia, Farmacia e Tecnoloxia Farmacéutica, Universidade de Santiago de Compostela. Espana
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Achyrocline satureioides (Lam.) DC (A. satureioides), membro da familia das Asteraceae,
¢ unha planta autdctona de América do Sur (Brasil, Arxentina, Chile e Colombia), que se
chama comunmente “marcela” e que se estd a estudar debido 4s stias propiedades antiinflama-
torias, antioxidantes, antipiréticas, antimicrobianas e antivirais. Tamén hai evidencias da sua
actividade neuroprotectora, que esta asociada a presenza de compostos antioxidantes e anti-
inflamatorios na siia composicion. Estudos previos demostraron que o extracto acuoso inhibe
aactivacion da via NF-kB e reduce a expresion de citocinas proinflamatorias, o que suxire que
a actividade antiinflamatoria pode ser un dos mecanismos subxacentes 4 stia actividade neu-
roprotectora. Hai evidencias de que os seus extractos son capaces de modular a plasticidade
sinaptica e a neurotransmisiéon en modelos murinos de enfermidade de Alzheimer (EA) e no
modelo de hipoxia de isquemia vascular cerebral. [1]

O uso popular da formulacién de extracto acuoso ¢ 1 g de inflorescencia vexetal por 100
ml de auga (1% p/v). Esta concentracion considérase segura para o uso humano, segundo as
directrices fitoterapéuticas dos paises de orixe da planta. Este método de infusion foi capaz
de extraer o 22% da quercetina (Q), o 23% da luteolina (L), o0 54% da 3-O-metilquercetina
(30MQ) e 0 30% da aquirobichalcona (ACB) presentes nas inflorescencias. 1!

Figura 1. Quercetina (Q), luteolina (L), 3-O-metilquercetina (30MQ), aquirobichalcona (ACB) e
chalcona (Ch).

O obxectivo deste estudo é a avaliacion in silico das propiedades fisicoquimicas/farmaco-
cinéticas, a capacidade de atravesar a barreira hematoencefalica (BH), e a toxicidade da ACB,
Ch, Q, L e 30MQ, en comparacién cunha pequena representacion doutros firmacos activos
sobre o sistema nervioso central (SNC).

As propiedades fisicoquimicas/farmacocinéticas determinaronse mediante os progra-
mas en lifia Molinspiration (https://www.molinspiration.com/), SwissADME (http://www.
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swissadme.ch) e RDKkit (http://www.rdkit.org). A predicién do cruzamento da barreira he-
matoencefalica (BH) foi avaliada co programa en lifia BBB Predictor (https://www.cbligand.
org/bbb/). A potencial toxicidade oral (LD50) foi obtida a partir da base de datos en lifia
ProTox-II, dispofiible en https://tox- new.charite.de/protox II/ Nesta base de datos definense
as clases de toxicidade segundo o sistema globalmente harmonizado de clasificacion de eti-
quetaxe de produtos quimicos.

Segundo Lipinski (2004) para que unha molécula se absorba ben por via oral e atravese
as membranas bioloxicas debe cumprir as seguintes regras: a) Ter un coeficiente de reparto
octanol/auga (LogP) inferior ou igual a 5; b) Ter un peso molecular (PM) inferior a ou igual
a 500 Da; ¢) Non ter mdis de 5 doadores de enlaces de hidréxeno (nO); d) Non superar os 10
aceptores de enlaces de hidréxeno (nOHNH); e) O nimero de enlaces de rotacién (nrotb)
debe ser inferior a 10 (Tdboa 1). De forma xeral, Lipinski establece que as moléculas non
poden vulnerar mais de ddas das regras establecidas para que se consideren un potencial bo
farmaco.[3]

miLog MW nON nOHNH nrotb
Quercetina 1,8+0,1 302,20 70 50 1+0
Luteolina 2,0310,1 286,20 610 410 10
30MQ 2,08+0,1 316,260 740 410 2+0
ACB 5,3310,9 554,540 910 410 100
Chalcona 3,30+0,4 208,260 120 0+0 310
Levodopa -0,5£0,9 197,190 4,6610,3 4,3310,3 310
Amantadina 2,24+0,2 151,25+0 120 1,33+0,3 0+0
Galantamina 2,01+0,3 287,350 410 120 10
Apomorfina 2,760,1 267,320 30 2+0 0+0
Acido valproico 2,3510,2 144,21+0 1,660,3 120 5+0

Taboa 1. Valores obtidos no software Molinspiration, SwissADME e RDkit (mediatesm). miLogP -
logaritmo do coeficiente de particion octanol/auga, nO - aceptores de enlaces de hidréxeno.
nOHNH - Numero de doadores de enlaces de hidréxeno. Nrotb - nimero de enlaces rotativos
e MW - peso molecular .

As moléculas avaliadas, a semellanza dos firmacos de referencia empregados, e coa excep-
cién da ACB, cumpren coa regra de Lipinski, cun valor de 0 na vulneracién das mesmas. En
canto 4 excepcion da ACB, chama a atencién a diferenza de valores obtidos, que foron de 2,1
e 3 cos programas Molispiration, SwissADME e RDKit, respectivamente.

Na avaliacién da capacidade para atravesar a BH (Taboa 2), puidose observar que os com-
postos L, Ch e ACB tiveron mellor desempeio para cruzar a BH por simple difusion, en com-
paracién con Q e 30MQ. E digno de resaltar todos os resultados positivos obtidos coa Ch, en
contraste cos valores negativos obtidos coa levodopa. E cofiecido que a levodopa necesita para
atravesar a BH a utilizacion do transportador de aminoacidos neutros.

Taboa 2. Resultados en Cbligand coa aplicacién de dous algoritmos, SVM e AdaBoost, e catro tipos
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de impresions dixitais: MACCS, Openbabel (FP2), Molprint 2D e PubChem. Os valores positivos
superiores a 0,02 indican que poden superar a BH (cor verde).

No programa ProTox-II, os compostos Ch, ABC, L e 30MQ presentaron unha DL50 mais
alta en comparacion cos farmacos de referencia empregados, encadrandose dentro da deno-
minada Clase V, con valores 2000 < DL50 < 5000, o que pode predicir que son menos nocivos
cando se toman por via oral. Polo contrario, a Q atépase na mesma clase que a gran maioria
dos farmacos de referencia avaliados, Clase III: toxico se é inxerido (50 < DL50 < 300).

Agradecementos
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ANALISE DE GHB EN MOSTRAS DE PELO: UTILIDADE
EN CASOS DE SUBMISION QUIMICA

Miriam Blanco Ces,' Ana de Castro Rios,' Angela Lépez Rabuiial,' Angelines Cruz
Landeira,' Manuel Lépez-Rivadulla Lamas,' Elena Lendoiro Belio®

'Instituto de Ciencias Forenses Luis Concheiro, Universidade de Santiago de Compostela, Espana

miriamblanco.ces@usc.gal

A submisién quimica (SQ), termo procedente do francés “soumission chimique”, pode defi-
nirse como a administracién de substancias psicoactivas, as cales modificardn a vontade,
conciencia e/ou comportamento daquel que as consuma, cuxo emprego ten fins delituosos
ou criminais. O incremento da concienciacion a hora de denunciar e a major formacién dos
profesionais implicados supuxo nos ultimos anos un incremento das denuncias dos casos
de SQ. O GHB, unha das substancias mais empregadas, ten unha xanela de deteccién moi
curta en matrices bioldxicas convencionais como o sangue e os ouriflos, o que orixinou que
matrices non convencionais como o pelo cobrasen grande importancia. Neste traballo des-
envolveuse e validouse un método analitico para a deteccion e cuantificaciéon de GHB en
mostras de pelo mediante UPLC-MS/MS co obxectivo de aplicalo na analise de casos de SQ
[1]. A preparacion da mostra iniciase co proceso de descontaminacion para a eliminacién
da posible contaminacién externa. O pelo lavase con diclorometano durante 5 minutos, diias
veces. Posteriormente realizase o proceso de pulverizacion: 10 mg de pelo pésanse nun tubo
Precellys® que se introduce nun muiio de homoxeneizacién Precellys® para proceder coa
pulverizacion (6500-3x60-046). Ao pelo pulverizado engadenselle 1 mL de agua Mili-Q e 50
pL de patrén interno (GHB-d6). A continuacién axitase en vértex e inciibase nun bafo de
ultraséns durante 30 minutos. Despois centrifigase en minispin durante 15 minutos a 14.500
rpm para asi recoller o sobrenadante, que se evapora con N2 a 37 °C, para logo reconstituir
o residuo en 50 pL dunha mestura de acetonitrilo e metanol (3:1, v:v). Tras axitar en vértex
e centrifugar de novo en minispin (5 minutos a 14.500 rpm), transvasase o sobrenadante a
viais de pldstico para a inxeccion de 5 uL de mostra no equipo de UPLC-MS/MS. A separa-
cién cromatografica realizase empregando unha columna CORTECS® UPLC® HILIC 1,6 um
2,1x100 mm e un gradiente con acetonitrilo e acetato aménico 10 mM (pH 6,0), nun tempo
total de 10 minutos. Para a deteccion do analito emprégase un espectrémetro de masas triplo
cuadripolo (XEVO TQ-XS) en modo ESI-. Monitorizanse duas transicions MRM (Multiple
reaction monitoring) para o GHB (103,0>85,0 e 103,0>57,0) e unha para o patrén interno
deuterado (109,0>61,1).

O método foi validado, seguindo os criterios establecidos nas Guias de Validacién em-
pregadas en toxicoloxia forense (neste caso empregouse a guia Standard Practices for Method
Validation in Forensic Toxicology), con resultados satisfactorios para todos os parametros es-
tudados: linearidade (0,5-50 ng/mg), exactitude (95,0-103,2%), imprecisién (<10,2%), limite
de deteccién (0,1 ng/mg) e de cuantificacién (0,5 ng/mg), selectividade esdxena (sen interfe-
rencias), efecto matriz (<-44,2%), rendemento da extraccion (>86,4%), eficacia total (>46,1%)
e estabilidade 72 h no inxector a 6 °C (<4,3%) [2].

Como o GHB é un composto endéxeno é necesario cofecer os niveis “fisioloxicos” en pelo
para poder determinar a exposicién esoxena a este composto en casos de SQ. Por isto, le-
varonse a cabo dous tipos de andlises. A primeira consistiu en analizar mostras de pelo de dez
individuos diferentes, todos eles non consumidores de drogas de abuso, para detectar niveis
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endoéxenos de GHB. Neste caso obtivose un rango de concentracion de 1,13 a 3,91 ng/mg. No
segundo caso, estudouse a evoluciéon temporal do GHB enddxeno 6 longo de toda a lonxitude
do guecho de cabelo mediante unha analise segmental. A andlise realizouse en mostras de
cabelo procedentes de dous casos reais que chegaron ao Laboratorio de Toxicoloxia Forense
no 2020 para a deteccién do consumo de drogas de abuso e que tifian unha lonxitude e can-
tidade de pelo suficientes. Para realizar a andlise segmental alifiouse e estirouse o guecho de
pelo e con axuda dunha regra realizaronse cortes de 3 mm. De cada segmento tomaronse 10
mg que foron descontaminados e tratados como xa se explicou previamente. Por outra parte,
tomadronse outros 10 mg de cada segmento que foron pulverizados directamente, sen a des-
contaminacion previa.

Na gréfica que se mostra a continuacién pddese observar a distribucion temporal dos ni-
veis de GHB obtidos para cada caso e a influencia de realizar o proceso de descontaminacién
previa (lifla continua) ou a sta ausencia (lifia descontinua).

No caso 39 (laranxa), pédese ver como os dous primeiros segmentos son os que presentan
unha maior concentracién de GHB, sendo algo mais elevada no caso do pelo non desconta-
minado (lifia descontinua), especialmente nos segmentos 3 e 4. Isto probablemente se deba
4 incorporacion pola sudacion e as secrecions sebaceas. Tamén pddese ver como a concen-
tracion vai decrecendo ao longo do guecho polo efecto de wash out. No relativo ao caso 111
(azul) podese ver, por unha parte, que a diferenza entre as concentraciéns no cabelo lavado e
non lavado non ¢é significativa, e que, ademais, a concentracién de GHB aumenta lixeiramente
co tempo. Péddense establecer algunhas hipéteses que expliquen isto, como que previamente
4 toma da mostra o suxeito realizara un lavado exhaustivo do cabelo ou ben que meses atras
fora consumidor de GHB e que nos tltimos meses este cesara.
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A retinopatia diabética proliferativa e a dexeneracion macular neovascular asociada 4 idade
son ddas enfermidades causadas por un descontrol na producién do factor de crecemento
endotelial vascular (VEGF). O tratamento actual baséase na administracién dun anticorpo
monoclonal contra este factor, o que consegue atrasar o avance destas dias enfermidades
(1). O obxectivo deste traballo foi o desenvolvemento de implantes a base de monooleina,
conformando un sistema liquidocristalino biocompatible que permita a liberacién controlada
de bevacizumab (anticorpo anti-VEGF). Os implantes prepararonse mesturando unha fase
oleosa a base de monooleina e unha fase acuosa a base de auga e poloxamero 407 para F1 e
auga, poloxdmero 407 e Tween 80 para F2. A continuacion, procedeuse a unha caracteriza-
cion fisicoquimica. A xiringabilidade determinouse cunha maquina universal de materiais
Shimadzu AGS-X (célula de carga de 1 kN, xiringas de 5 mL, agullas de 27G), para determinar
a forza necesaria para facer pasar a formulacion a través da agulla. As estruturas liquidocrista-
linas avalidronse por microscopia polarizada (POM) (Nikon Optiphot-Pol), microscopia con-
focal (microscopio éptico Leica DMI8), DSC (calorimetria diferencial de varrido; DSC TA),
e raios X (difractometro PANAlytical Empyrean, tubo de raios X de fonte selada con 4anodo
de Cu (\(Ka1)=1,5406A)). A homoxeneidade do anticorpo na matriz lipidica estudouse por
Raman (WITec CONFOCAL RAMAN MICROSCOPE). Posteriormente avalidronse as suas
propiedades de liberacion mediante un ensaio de liberacién en tampdn fosfato salino e poste-
rior cuantificacién por UPLC (Waters; columna Bioresolve; 280nm). Finalmente sometéronse
a ensaios de toxicidade celular mediante XTT e a toxicidade in ovo mediante HET-CAM.

Os implantes obtidos foron de tipo hexagonal, homoxéneos e administrables a través de
xiringa con agulla. Mostraron unha liberacion prolongada e biocompatibilidade.
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Desde o seu temperan achado e clonacidn, o receptor A, de adenosina (A, AR) considerouse
como unha diana atractiva para a intervencién terapéutica. Esta altamente expresado no sis-
tema nervioso central (SNC) e participa no desenvolvemento de varios trastornos neuroldxi-
cos e neurodexenerativos. Probas recentes demostran que o bloqueo do A AR reduce a toxi-
cidade amiloide, a agregacion de tau e mellora a cognicién na enfermidade de Alzheimer [1].
No marco dun programa para desenvolver antagonistas do receptor A, para o tratamento de
enfermidades do SNC, documentamos o achado dunha nova familia de ligandos potentes e
selectivos derivados do scaffold alquil 1,4-dihidrobenzo[4,5]imidazo[1,2-a]pirimidina-3-car-
boxilato.

Utilizouse un enfoque computacional-experimental para redecorar este scaffold (presen-
te no ligando A2BAR ISAM-140), particularmente nas posicidns 3 e 4, para substituir os
elementos farmacofdricos responsables da afinidade A2BAR. Unha exploracion detallada
de diversas estruturas heterociclicas na posicion 4 e a substituciéon con alquilo, cicloalquilo
e bencilo, dentro do grupo éster permitiu descifrar os determinantes estruturais da unién
optima co A1AR [3]. A sintese da biblioteca mediante a combinacién de grupos 6ptimos,
utilizando un enfoque eficiente e respectuoso co medio ambiente baseado en Biginelli, deu
lugar a unha biblioteca focalizada de mais de 100 derivados triciclicos, alguns dos cales
presentan unha afinidade excelente (Ki = 0,9-25 nM) e tamén unha gran selectividade no
subtipo A1 (Figura 1).

Figura 1. Decoracion estrutural do scaffold triciclico para obter antagonistas selectivos Al ou A2,.
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1. Introduciéon

A impresion por inxeccion de tinta é unha tecnoloxia de fabricacién baseada na inxeccién
de material, na que se depositan gotas de tinta sobre un substrato. A accesibilidade, o control
preciso da deposicién de gotas e a versatilidade da impresion por inxeccién de tinta apoia-
ron a expansion continuada da investigacién nas stas aplicacions farmacéuticas, o que resul-
tou nunha gran cantidade de datos dispoiibles publicamente sobre parametros e resultados
de impresion. Debido 4 infinidade de variables, o desenvolvemento da formulacion de tinta
adoita ser un proceso empirico que leva tempo, material e custos. Polo tanto, unha ferramenta
preditiva para determinar mellor a imprimibilidade das tintas optimizaria o proceso.

O presente estudo ten como obxectivo desenvolver e avaliar o rendemento dos modelos
de aprendizaxe automatica (machine learning) para predecir a imprimibilidade da impresién
por inxeccidn de tinta e a dose total do medicamento na forma de dosificacién impresa final.
Este estudo avaliard a dependencia multifactorial dos resultados da impresion con inxeccién
de tinta e como se pode usar ML para analizar as diferenzas de matices e proporcionar predi-
ciéns mais fiables en comparacién coa orientacién convencional sobre a capacidade de inxec-
cion baseada nos valores Z e Oh [1].

2. Materiais e métodos

2.1 Recollida de datos

Google Scholar, PubMed e Web of Science utilizaronse para extraer artigos publicados en
inglés entre maio de 2000 e febreiro de 2022. Rexistrouse a composicion dos excipientes e do
farmaco en cada formulacién (proporciéon do peso de cada compoiiente ao peso total).

2.2 Variables obxectivo

Establecéronse como variables obxectivo a imprimibilidade da formulacidn, a calidade da
impresion (producion de gotas satélite) e a dose total do medicamento na impresion final.
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2.3 Técnicas de aprendizaxe automdtica (MLT)
Utilizaronse tres MLT: redes neuronais artificiais (ANN), maquinas vectoriais de apoio
(SVM) e bosques aleatorios (RF).

3. Resultados

De 687 formulaciéns, 636 foron imprimibles (0 92,6% de todas as formulacidns), das cales
30 produciron gotas satélite (4,72% das formulaciéns imprimibles) (Figura 1A). Este conxun-
to de datos nesgado positivamente demostra a tendencia dos investigadores a publicar s
resultados positivos. Os modelos de ML optimizados predixeron a imprimibilidade das for-
mulacidns cunha precisién do 97,22 % e predixeron a calidade das impresiéns cunha pre-
cisién do 97,14 %. A guia actual indica que s6 se poden imprimir tintas con valores Z <10.
Seguir esta orientacion produce unha taxa de falsos positivos do 77,42%, unha taxa de falsos
negativos do 28,16% e unha precisiéon do 64,39%, baseandose no mesmo conxunto de datos
utilizado para adestrar e probar o modelo ML para predicir a imprimibilidade (excluindo 224
formulaciéns sen que se cofieza) (Figura 1B).

Figura 1. A) Diagrama de Sankey que mostra a distribucién da imprimibilidade. B) Comparacion de
resultados reais/preditivos baseada na orientaciéon convencional (valor Z).

4. Conclusion

Os modelos de ML desenvolvéronse con éxito para predicir os resultados de impresion da
inxeccién de tinta e a carga de drogas dos obxectos impresos. A pesar do conxunto de datos
desequilibrado, o modelo ML optimizado para predicir a imprimibilidade funcionou mellor
que a orientacién convencional baseada nos valores Z. Publicaindose mais datos negativos
podera implantarse unha ferramenta fiable para optimizar o proceso.
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Introducion: A enfermidade da uveite engloba un grupo de patoloxias con diferentes etiolox-
ias que provocan inflamacién nas diferentes estruturas do globo ocular [1]. Actualmente, os
métodos diagndsticos desta patoloxia incliien aqueles que nos permiten ver a integridade da
camara anterior e da camara posterior [2]. Segundo os expertos, a tendencia no diagnéstico
é cara a métodos menos invasivos que aporten informacién completa sobre esta patoloxia
[3]. Un destes métodos non invasivos é o uso da tomografia de coherencia éptica (OCT), un
instrumento de imaxe que permite a obtencién de imaxes in vivo do tecido con resolucion
micrométrica [4] [5]. O obxectivo do presente traballo é caracterizar un modelo animal de
uveite mediante o uso de OCT, para que nos permita facer posteriores seguimentos da efec-
tividade de potenciais tratamentos.

Material e métodos: O modelo experimental de uveite xerouse administrando lipopolisa-
carido de Escherichia coli (LPS) por via intravitrea en ratas Sprawe Dawley. Para a caracteri-
zacién por imaxe, empregouse un sistema OCT do segmento anterior de dominio espectral
(AC-OCT) (Spectralis® OCT) para a adquisicion das imaxes da camara anterior, antes e 24
horas despois da inducién (Figura 1). Os signos achados foron avaliados por un experto en
tres imaxes de cinco rexiéns para cada animal (centro corneal, medio superior, superior,
medio inferior e inferior) e compararonse coas imaxes da cdmara anterior de animais control
sans.

Figura 1. Resumo do estudo de imaxe con tomografia de coherencia dptica.

Resultados: Spectralis® OCT proporcionou informacion sobre a inflamacién subxacen-
te na camara anterior no modelo animal de uveite. Atoparonse signos de infiltrado celular,
membranas pupilares e inflamacién do iris nos animais inducidos con LPS (Figura 2). A
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andlise cualitativa dos animais inducidos por LPS mostrou un aumento da hiperreflectancia
da cdmara anterior correspondente ao aumento das células presentes despois da inducién
da enfermidade. AC-OCT proporcionou imaxes utiles para atopar cambios estruturais na
camara anterior asociados 4 uveite no modelo animal de uveite inducido.
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Figura 2. Imaxes in vivo da cdmara anterior do ollo da rata. (A) Seccién media inferior da cdmara
anterior dunha rata control onde non se observa ningun achado de inflamacién relevante. (B) Seccion
central da cdmara anterior de ratas inducidas con LPS intravitreo 24 horas despois da inducién onde
se observa inflamacién do iris, acaimulos celulares, membranas pupilares.

Conclusions: A OCT preclinica é unha ferramenta non invasiva, 1til para a avaliacion do
segmento anterior en modelos experimentais de uveite. Os nosos descubrimentos mostran
signos de inflamacién no AC-OCT nun modelo animal de EIU que pode servir para facer un
seguimento da efectividade no desenvolvemento de novos tratamentos.
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Introducion

A psoriase é unha enfermidade crénica autoinmune de caracter inflamatorio e hereditario
que afecta aproximadamente un 2,3% da poboacion espaiiola. As stias manifestaciéns son
principalmente cutdneas e articulares. Caracterizase principalmente por lesiéns cutaneas es-
camosas que presentan proido e que poden formar placas psoriaticas. A psoriase estd direc-
tamente relacionada con certas patoloxias mentais, que agravan a sua patoxenicidade. Por
exemplo, o estrés cronico provoca altos niveis de citoquinas proinflamatorias directamente
relacionadas coa psoriase [1]. Na actualidade o tratamento habitual da psoriase baséase no
uso de retinois e o calcipotriol. En moitos casos estes combinanse con corticoides como po-
den ser a betametasona e/ou dexametasona. En tratamentos de longa duracién estes firma-
cos poden presentar efectos adversos como a diminucién do grosor da epiderme e a xerose,
asi como certos efectos sistémicos. Dada a carga fisica e emocional desta patoloxia, estan a
investigarse novas lifias de tratamento como é o uso de cannabidiol (CBD). Hai estudos que
evidencian as propiedades antiinflamatorias do CBD, o que conduce a un tratamento prome-
tedor para esta enfermidade. Giacomo et al. (2021) [2], revelaron que un extracto de canabo
que contifa CBD, 4cido cannabididlico e rutina, protexia os fibroblastos e queratinocitos da
citotoxicidade e a apoptose inducida polo estrés oxidativo. Con todo, CBD é unha molécula
altamente lipdfila, polo que tende a acumularse no estrato corneo sen permear a outras capas.
Co obxectivo de resolver este problema, proponse no traballo actual, a elaboracién de siste-
mas lipidicos nanoestruturados (SLN) que contefian CBD. Estes sistemas presentan grandes
vantaxes como son a mellora da estabilidade dos farmacos e a mellora na penetracion a través
de membranas bioldxicas.

Métodos

Extraccion de cannabinoides

A extraccion dos cannabinoides realizouse a partir da droga pulverizada (sumidade florida
do canabo) usando como disolvente hexano. Para iso tomouse unha parte da droga e deixouse
en contacto con hexano polo menos 1 h. Posteriormente filtrouse e volveuse tratar a droga ata
o0 esgotamento con hexano limpo. Xuntanse todos os extractos hexdnicos e sécanse no rotava-
por. O extracto seco obtido dis6lvese en acetonitrilo:auga (1:1) e posteriormente separanse a
través de cromatografia de columna.
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Elaboracion das SLN

As SLN elaboraronse mediante o método de evaporacién de solvente. Elaborouse unha
emulsion cunha fase lipidica composta de mestura de lipidos sdlidos e liquidos os cales se
disolveron en diclorometano (DCM). Posteriormente incorporouse como fase acuosa unha
disolucién de Tween 80 ao 1% (p/v) e procedeuse a homoxeneizar mediante axitacién mag-
nética. A emulsion obtida someteuse a homoxeneizacion por ultraséns durante 5 min. (Ban-
delin Sonoplus® HD3200, Germany) coa finalidade de diminuir o tamafio dos glébulos. Pos-
teriormente as formulaciéns mantivéronse en axitacion magnética suave ata a evaporacion
completa do DCM.

Caracterizacién estrutural por dispersién de luz dindmica (DLS)
Mediante DLS (ZEN3600, Malvern Instruments Ltd., UK) determinaronse os pardmetros
de tamano, indice de polidispersividade (PDI) e potencial {.

Caracterizacion estrutural por microscopia electrénica de transmision (TEM)
As SLN analizaronse mediante un microscopio de transmision (JEOL®. Peabody, MA, USA)

Eficacia de encapsulacién (EE)

A eficacia de encapsulacion foi determinada de maneira indirecta. 5mL da suspension de
SLN centrifugaronse en tubos Amicon (Merk) a 5000 rpm durante 30 min. O subnadante foi
analizado mediante UPLC Waters HClass Plus (Waters, Francia).

Resultados e discusion
Caracterizacion estrutural por DLS e TEM

Formulacién Tamafio (nm) PDI Potencial { (mV)
MEDIA SD MEDIA SD MEDIA SD

F1 325.59 35.49 0.452 0.06 -36.711 7.5

F2 244.54 5.93 0.321 0.04 -40.267 1.72

F3 239.356 19.6 0.36 0.03 -37.789 1.8

Os resultados demostraron que non existen diferenzas significativas (a>0.05) entre as for-
mulaciéns en canto ao potencial {. Doutra banda, as formulaciéns F2 e F3 mostraron unha
gran diferenza significativa respecto a F1 en canto a tamafio e PDI. Entre as formulaciéns F2
e F3 non existen diferenzas significativas respecto aos ultimos dous parametros citados. A
imaxe TEM, doutra banda, mostranos que existe concordancia entre as imaxes e os tamafios
obtidos por DLS.
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Eficacia de encapsulacion
Os resultados de EE son os seguintes:

Formulacién Eficacia de encapsulacion (%)
MEDIA SD
F1 89.3 0.2
F2 89.6 0.07
F3 73.13 0.15

Non existe unha concordancia aparente entre a composicion e a eficacia de encapsulacion.
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A colite ulcerosa, a forma mais recorrente da enfermidade inflamatoria intestinal, caracteri-
zase por inflamacién continua do colon. Actualmente, a patoloxia é cronica, e non se coflece
a remision completa con farmacos (1,2). Para o control dos seus sintomas existen varios tipos
de tratamentos; non obstante, a variabilidade na eficacia destes firmacos nos pacientes é moi
alta, con taxas de remisién que apenas superan o 40%, polo que a taxa de fracaso do trata-
mento ¢ relativamente alta (3,4).

A heteroxeneidade na resposta ao tratamento débese 4 etioloxia multifactorial da colite
ulcerosa, que implica a activacion principalmente de catro vias inflamatorias (TNFa, a4f7
integrina, IL12- 23 e JAK) cuxa activacion e implicacion na enfermidade difiren entre os
pacientes (5). Por iso, a pesar de que actualmente se conta con fairmacos dirixidos a dianas
que participan nestas vias, non existen criterios que permitan seleccionar para que pacientes
seria mais beneficioso un tratamento ou outro, polo que se segue un método de proba e erro,
baseado na experiencia clinica, que provoca unha perda de tempo na cal se produce un agra-
vamento da enfermidade e efectos adversos que poderian evitarse (6).

O obxectivo dltimo desta investigacion ¢é a estratificacion dos pacientes por un perfil de
activacion (pegada bioldxica) da via JAK/STAT. Deste xeito, poderiase prever, en funcién des-
ta marca, que pacientes se verian mdis beneficiados cos inhibidores JAK, abrindo camifio 4
implantacién da medicina personalizada nesta patoloxia. Para logralo, o noso traballo é por
a punto un método para caracterizar a activacion da via JAK/STAT nos pacientes con colite
ulcerosa, empregando a técnica Western Blot, a partir do cal se poida analizar o patrén de
activacion de quinases da via JAK/STAT e comparalo na rexién inflamada e non inflamada do
colon de cada paciente, xa que é o estudo deste patron o que se presenta como unha posible
via de estratificacion de pacientes.

Ainda que todos os pacientes estudados mostran un aumento significativo da media da
activacion das proteinas a estudo (polo menos, dunha das quinases da via JAK/STAT) na re-
xi6n inflamada en comparacién coa non inflamada, o patrén e a intensidade da fosforilacion
difiren entre uns pacientes e outros. Esta informacion esta relacionada co cofiecemento de
que as diversas vias inflamatorias non contribien coa mesma potencia, nin da mesma manei-
ra, en todos os pacientes (1). Suxirese que esta heteroxeneidade poderia ser a responsable da
alta variacidn na resposta aos tratamentos anti-JAK nos diferentes subgrupos de pacientes (7).
Debido 4 observacion de que a activacion da via difire entre os pacientes, formulase a posibili-
dade de que as citoquinas que estimulan a via JAK/STAT sexan moi relevantes na etioloxia da
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enfermidade nun amplo subconxunto de pacientes, mentres que outras citoquinas, ou outros
factores que non implican a activaciéon desta via, poden ser mais importantes para outros
subgrupos. Estes resultados abren a porta 4 estratificacion diferencial dos pacientes de colite
ulcerosa en base ao cadoiro JAK/STAT e supofien un avance cara 4 medicina personalizada
desta enfermidade.
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Un dos avances mdis fascinantes das ultimas décadas é a posibilidade de manipular os pro-
gramas de diferenciacion celular para xerar calquera tipo de célula desexada. Isto representa
unha promesa importante para a medicina rexenerativa. Probablemente, o descubrimento
mais relevante que destaca a plasticidade das células somaticas adultas foi feito polo grupo do
Dr. Shinya Yamanaka, cando proporcionou a proba do concepto de que é posible reproducir
células diferenciadas en células nai pluripotentes inducidas (iPSC, polas stas siglas en inglés)
que son moi semellantes s células nai embrionarias [1,2] (o que lle valeu o Premio Nobel de
Fisioloxia ou Medicina en 2012).

S6 coa sobreexpresion de catro factores de transcricion (OCT4, KLF4, SOX2 e cMYG; a
partir de agora OSKM), pode recuperarse a pluripotencia xunto co potencial de autorreno-
vacion ilimitada en cultivo e a capacidade de diferenciacion en todos os tipos celulares do
organismo adulto. A conversién de células diferenciadas en iPSC a través da expresion de
OSKM tamén é amplamente recoiiecida como unha ferramenta poderosa na investigacion e
no cribado de farmacos.

A pesar dos avances significativos na reprogramacion de células somaticas, os mecanis-
mos moleculares subxacentes 4 xeracién de iPSC ainda son pouco cofiecidos, o que limita
o seu potencial terapéutico. A reprogramacion mediante os factores OSKM para obter iPSC
mostrou ser ineficiente, especialmente con células de doadores de idade avanzada, que repre-
sentan unha poboacién con alta demanda na medicina rexenerativa. Por tanto, o noso estudo
tivo como principal obxectivo investigar o impacto dos ARN longos non codificantes (IncR-
NA, polas stas siglas en inglés) na xeracion de iPSC, que se ven alterados co envellecemento
celular.

No noso estudo identificamos 323 IncRNA cos seus niveis de expresion significativamente
alterados en fibroblastos procedentes de ratos de idade avanzada en comparacion con aqueles
procedentes de ratos novos. Entre estes IncRNA, descubrimos que a perda do IncRNA H19
especificamente interfire na transicion mesenquimal-a-epitelial (MET) durante a xeracion de
iPSC. Ademais, os nosos achados amosan o papel esencial de H19 na reprogramacion directa
de fibroblastos novos en neuronas maduras inducidas. A nivel molecular, identificamos o
IncRNA H19 como un regulador clave no axuste fino da activacion de xenes epiteliais durante
a MET.

Estes resultados destacan a H19 como un regulador novo e crucial na reprogramacion de
células somaticas, con posibles implicacions no envellecemento celular. O enfoque no IncR-
NA H19 poderia levar ao desenvolvemento de novas estratexias farmacoloxicas para aumen-
tar a eficiencia na xeracion de iPSC, especialmente no contexto do envellecemento.
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O termo nutracéutico fai referencia a aqueles produtos obtidos a partir de alimentos con efec-
tos beneficiosos para a saide. Os alimentos funcionais de orixe vexetal gaflaron atencién nos
ultimos anos grazas aos seus beneficios para a satide, sendo os seus polifenois un compofente
destacado. Os polifenois presentan diversas propiedades bioldxicas, incluindo efectos antioxi-
dantes e antiinflamatorios, polo que son valiosos para previr enfermidades cronicas como a
arteriosclerose, a diabetes e o cancro. Asi mesmo, tamén apoian a satide intestinal actuando
como prebidticos e como potenciais antimicrobianos, regulando a microbiota intestinal. O
obxectivo deste proxecto é avaliar o potencial prebiético e nutracéutico de diferentes extrac-
tos naturais ricos en polifenois obtidos de Cytisus scoparius e Vitis vinifera, dous referentes na
flora endémica de Galicia.

Os extractos foron producidos e caracterizados por i-Grape Laboratory mediante extrac-
cion MSAT (medium scale ambient temperature) usando diferentes solventes como extractan-
tes. Realizdronse ensaios de viabilidade dos compostos contra algins dos principais contami-
nantes e patéxenos alimentarios, como Listeria monocytogenes, Escherichia coli e Salmonella
enterica. Asi mesmo avaliouse a capacidade prebidtica dos extractos e o posible efecto mo-
dulador destes sobre a microbiota intestinal. Co obxectivo de comprobar a estabilidade e o
comportamento dos extractos ante as condiciéns gastrointestinais realizaronse simulaciéns
de dixestidns in vitro seguindo o protocolo INFOGEST.

Strain Cytisus scoparius Vitis vinifera

EL 50% (IC50/MIC) PG 50% (IC50/MIC) A100% (IC50/MIC)
Escherichia coli 2.09/=10 18.12 /220 11.11/220
Staphylococcus aureus 3.27 /25 19.5/220 0.32/<0.625
Salmonella enterica 1.2/210 1.48 /210 4.98/>20
Listeria monocytogenes 3/25 20/220 0.32/<0.625

Taboa 1. Valores de IC50 (minima concentracion necesaria para a eliminacién do 50% da poboacion
patéxena) e MIC (minima concentracion inhibitoria) obtidos mediante os estudos de viabilidade con
resazurina. Valores expresados en % de extracto. Todos os ensaios foron realizados por triplicado.

A caracterizacién mediante cromatografia liquida-espectrometria de masas (LC-MS),
permitiu identificar o perfil polifendlico de cada un dos extractos, asi como o potencial de
cada extractante, destacando o extracto procedente de Vitis vinifera como aquel cunha maior
concentracién de polifenois (21959mgGAE/L). Todos os extractos mostraron actividade an-
timicrobiana contra os patdxenos alimentarios testados, sendo o extracto de Vitis vinifera e
o de Cytisus scoparius EL50%, aqueles cunha mellor actividade. En canto 6 extracto PG50%,
hipotetizouse que poderia ter unha actividade antimicrobiana indirecta, mediante modula-
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cién da microbiota probidtica. Avaliouse o seu potencial como prebiético e o seu efecto na
actividade antipatoxena dos probiéticos.

Como se recolle na Figura 1, o extracto mostrou un potencial poder prebidtico promoven-
do o crecemento de Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus plantarum
e Bifidobacterium longum.

250
200
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/

100 R—  —

% crecemento bacteriano

0 T T T T T ——
0.00 0.63 1.25 2.50 5.00 10.00 20.00

% concentracion de extracto Cytisus Scoparius PG50%

S.enterica Y.enterocolitica B.longum L.plantarum L.paracasei L.rhamnosus
Figura 1. Efecto de diferentes concentracions do extracto PG50% no crecemento e viabilidade.

Finalmente os ensaios de % concentracion de extracto Cytisus scoparius PG50% bioac-
cesibilidade in vitro realizados co extracto de Vitis vinifera demostraron que as condiciéns
dixestivas tefien un importante papel na bioaccesibilidade dos polifenois, influenciando as
siias concentracions, perfis e bioactividades.

Concldese que todos os ensaios realizados contribuiron 4 demostracion da actividade mo-
duladora dos extractos, tanto a nivel antimicrobiano como prebiético. O seguimento das si-
mulaciéns in vitro permitiu comprobar como se comportan os polifenois durante o proceso
dixestivo, asi como o potencial mantemento das suas bioactividades.

Finalmente, planéase realizar estudos para dilucidar o papel nutracéutico dos extractos/
polifenois nas patoloxias metabdlicas, asi como determinar o seus mecanismos de interaccién
coa microbiota.
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A tuberculose (TB) pulmonar é unha enfermidade causada pola bacteria Mycobacterium
tuberculosis. Na actualidade, esta doenza atépase moi distribuida polo planeta, sen importar a
situacion sociosanitaria do pais ou o rango de idade do doente, considerandose un problema
de satde publica. En Espaiia, a Rede de Vixilancia Epidemioldéxica (RENAVE) notificou no
ano 2021 unha taxa de notificacion (TN) de TB pulmonar de 5,36 por cada 100.000 habitan-
tes, sendo Galicia a segunda comunidade mais afectada (TN=8.48-19.33) [1]. O tratamento
convencional da patoloxia consiste na administracion oral dunha combinacién de varios anti-
bidticos durante longos periodos de tempo, con numerosos efectos secundarios asociados,
que provocan unha baixa adherencia ao tratamento por parte do doente e facilita a aparicién
de cepas resistentes da bacteria. A Organizacién Mundial da Saude (OMS) estima que, na
actualidade, un de cada tres contaxiados conta con algunha das cepas multirresistentes.

E por iso que o obxectivo desta investigacién céntrase na procura de novas estratexias
terapéuticas, por exemplo a formulacion dos antibidticos anti-TB en nanosistemas biocompa-
tibles que sexan administrados por via pulmonar, co fin de eliminar os inconvenientes asocia-
dos ao tratamento actual. Desta maneira conseguiranse alcanzar concentraciéns terapéuticas
nos macrdéfagos alveolares (MA), onde se atopa aloxado principalmente o bacilo da TB, ao
mesmo tempo que permitira unha reducion da toxicidade e das doses necesarias e, por tanto,
unha maior eficacia terapéutica.

Neste traballo proponse o emprego de nanocapsulas de quitosano (CS NC) e de 4cido
hialurénico/quitosano (HA/CS NC) que foron preparadas utilizando un método previamente
desenvolvido no noso grupo de investigacion, baseado no desprazamento do disolvente nun
s6 paso [2]. As NC presentan un tamafio entre 158-185 nm, unha morfoloxia esférica e unha
gran versatilidade que permite a asociacién de principios activos de distinta natureza cunha
elevada eficacia de carga. No presente traballo, empréganse a isoniazida (INH) e a rifabutina
(RFB) como farmacos antiTB modelo, presentando unha eficacia de carga por separado e
en conxunto de mais do 80 % (p/p). Ademais, fixéronse estudos in vitro de citotoxicidade e
de captacion dos nanosistemas por macrofagos alveolares Raw 264.7. Este estudo xustificase
pola importancia que comporta que estes firmacos alcancen os MA, por ser o lugar onde
se aloxan os bacilos cando ocorre a infeccién por TB. Comprobouse que os nanosistemas
ofrecian unha baixa toxicidade, o que era esperable ao ser preparados utilizando compostos
biocompatibles, ademais a stia captacioén ocorria nunha porcentaxe superior ao 80 %.
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Os PROTAC (PROteolyisis TArgetting Chimera) son moléculas heterobifuncionais capaces
de secuestrar ligases E3 para degradar unha proteina especifica de interese (Pol). Este meca-
nismo de accion tnico levou ao desenvolvemento dun gran nimero de PROTAC dirixidos a
diferentes Pol, utilizando sempre un conxunto limitado de ligases E3. De feito, a maioria dos
PROTAC desenvolvidos ata agora secuestran CRLCRBN e CRLVHL, utilizando derivados de
talidomida e variantes de VH 032."?

A expansion limitada da caixa de ferramentas das ligases E3 crea a necesidade de desefiar
ferramentas farmacol6xicas dedicadas 4 busca de novos ligandos de ligases E3. Neste con-
texto, a experiencia de Celtarys Research no desenvolvemento de ferramentas fluorescentes
utilizando unha tecnoloxia de conxugacién propietaria eficiente e converxente é un encaixe
perfecto para desefar e sintetizar novas sondas fluorescentes para diferentes ligases.?

Neste proxecto ensinamos os datos obtidos durante unha proba de concepto usando a
tecnoloxia de Celtarys para obter un total de 10 PROTAC, asi como o proceso detras do des-
envolvemento e sintese de novas sondas fluorescentes VHL e CRBN, e por dltimo os datos
preliminares de afinidade de 8 ligandos fluorescentes de VHL.

B)

Figura 1. A) Actividade dos 10 PROTAC sintetizados comparando cos modelos MZ1 e SIM1. B)
Estrutura xeral dos fluordéforos sintetizados.
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Figura 2. Curvas de optimizacién do fluoréforo valido para o seu uso en ensaios tipo TR-FRET.
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A esclerose lateral amiotrofica (ELA) é unha enfermidade neurodexenerativa, progresiva e
fatal de etioloxia multifactorial. Esta enfermidade caracterizase pola dexeneracion paulatina
das neuronas motoras do sistema nervioso central (SNC), o que desemboca na perda gra-
dual sobre o control dos movementos voluntarios dos musculos. Para o seu tratamento s
estd comercializado en Espafia o riluzol (RLZ), firmaco neuroprotector que bloquea a neu-
rotransmision glutamatérxica do SNC. Porén, o RLZ presenta eficacia limitada, conseguindo
estender a supervivencia dos pacientes en aproximadamente seis meses. Esta limitacion pode
relacionarse cos transportadores de fluxo de xenobidticos (P-gp e BCRP) dos que é substrato.
Ademais atribuienselle efectos adversos como discinesia, trastornos gastrointestinais e cam-

@\/1
) O

Riluzol Cumarina

Hibridos riluzol-cumarina

Recentemente describironse hibridos do RLZ que tratan de reducir estes inconvenientes,
co fin de maximizar o seu potencial fronte a ELA [1]. Seguindo esta lifia deseiamos e sinte-
tizamos unha serie de hibridos inspirados na cumarina, un esqueleto cofiecido na quimica
medicinal polas stas propiedades neuroprotectoras, antioxidantes antiinflamatorias e iMAQ.
Asi, obtivemos unha serie de hibridos con estrutura de cumarina cun substituinte trifluoro-
metoxi na sua posicién 6. A substitucion da posicion 3, baseandonos en previos resultados
positivos obtidos polo grupo, deu lugar a unha serie de compostos que esta a ser estudada na
actualidade co fin de ampliar o cofiecemento da relacién estrutura-actividade fronte a dianas
farmacol6xicas relacionadas coa ELA.
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Asparagus setaceus (Kunth) Jessup da familia Asparagaceae (Fig.1), é unha planta nativa de
Africa. A sta raiz ¢ empregada tradicionalmente como diurético, no tratamento da disenteria
e diarrea, e como anticonceptivo para o home [1]. As raices contefien saponinas esteroides de
tipo furostanol e espirostanol [2,3].

En Mozambique, a planta cofiécese como cabelo branco ou mivuzi e utilizase para o tra-
tamento de enfermidades neuroldxicas como a demencia. Recolectaronse mostras de raices
na provincia de Manica (coordenadas 18°57°24”S 32°52°24”E) que se secaron 4 sombra e se
trituraron (25,44 g). A mostra extraeuse por maceracion en metanol (2,58 g extracto meta-
nélico, 10,14% rendemento). O extracto metandlico fraccionouse por cromatografia en mi-
nicolumna de fase reversa (C18) acadando 4 fraccions: Asl, As2, As3 e As4. Nas fraccions
As3 e As4 identificouse a presenza de diferentes alcaloides por cromatografia de capa fina
empregando o reactivo de Dragendorf.

Realizaranse estudos farmacoldxicos das catro fraccions para relacionar a stia composicion
coa sta potencial actividade no tratamento da demencia.

Figura 1
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A resistencia bacteriana é un problema a nivel mundial que supén unha ameaza para a satde
publica. A falta de novos antibidticos acrecenta o problema, facendo necesario o desenvolve-
mento de novas alternativas para tratar infecciéns causadas por patéxenos resistentes. Com-
postos bioactivos das plantas como os polifenois poderian converterse nunha solucion a este
problema grazas as stas propiedades antimicrobianas.

Neste estudo determinase o potencial antimicrobiano dun extracto natural rico en po-
lifenois de uva branca galega fronte a cepas procedentes de mostras clinicas, presentando
alguins destes illados relevantes resistencias antimicrobianas. As cepas clinicas proceden dos
laboratorios de Microbioloxia do Hospital Publico da Marifa (Burela, Lugo) e do Complexo
Hospitalario Universitario de Ferrol (Ferrol, A Coruiia).

Para cofiecer a riqueza polifendlica do extracto realizase unha extraccion polifendlica, que
emprega un sistema de temperatura ambiente a media escala (MSAT), baseado nos principios
da quimica verde, un proceso respectuoso co medio ambiente que utiliza condiciéns de pro-
cesamento suaves e disolventes recofiecidos como seguros (GRAS). Selecciénase unha mestu-
ra extractora isovolumétrica composta por lactato de etilo e auga. A estimacién do contido en
polifenois do extracto realizase determinando o indice de polifenois totais (IPT). Emprégase
a cromatografia liquida con espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS) para a carac-
terizacién analitica detallada destas moléculas, o que permite obter o seu perfil polifendlico
individualizado asi como a sia composicién cuantitativa.

Para conecer a capacidade antimicrobiana do extracto calculase a concentracion bacteri-
cida minima (CBM) e a metade da concentracién inhibitoria maxima (IC50), empregando
un rango de concentracions do extracto entre 0 e 20% (v/v). Os valores obtidos demostran
que pequenas concentracions do extracto son capaces de inhibir o crecemento das bacterias
analizadas, o que significa que o extracto de uva é eficaz fronte a elas. Estes resultados son moi
prometedores debido a que suxiren que o extracto ensaiado, potencialmente e a falta de estu-
dos in vivo, poderia axudar a reducir o uso de antibidticos no tratamento de infecciéns bac-
terianas, independentemente das resistencias antibioticas que presenten as cepas patdxenas.
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A industria alimentaria orixina gran cantidade de residuos, como poden ser todos os desper-
dicios resultado do procesamento da froita. Estes subprodutos son unha fonte de compostos
activos como os polifenois, coniecidos pola stia capacidade antioxidante e antimicrobiana [1].
Polo tanto, estes subprodutos pddense reintroducir na cadea alimentaria como ingredientes
funcionais ou aditivos alimentarios, cos que desenvolver envases activos e comestibles [2].
Neste traballo estudouse a elaboracion de filmes activos a base de pectina de citricos e extrac-
tos ricos en compostos antioxidantes obtidos a partir de subprodutos de laranxa e limon.

Os compostos de tipo fendlico foron obtidos dos subprodutos de limon e laranxa median-
te axitacion, empregando etanol puro como solvente. A partir destes extractos elaboraronse
nanoemulsions aceite/auga ao 5% e 10%, que foron depositadas en filmes de pectina ao 2%
empregando a tecnoloxia de atomizacion ultrasonica. Ademais, incorporouse unha ultima
cobertura de zeina ao 6,25% coa intencion de incrementar as propiedades barreira.

Subprodutos Extractos Nanoemulsions Recubrimento Filme activo

Figura 1. Proceso de obtencion dos filmes activos.

Realizaronse ensaios de migracion especifica de acordo co Regulamento (UE) 10/2011 da
Comision para materiais e obxectos plasticos destinados a entrar en contacto con alimentos.
Asi, avaliouse a liberacién dos compostos con capacidade antioxidante no simulante alimen-
tario etanol ao 95% v/v, indicado para materiais que entren en contacto con alimentos cun
alto contido graxo. Tamén se determinou a permeabilidade ao vapor de auga dos filmes, se-
guindo o método estandarizado para materiais ASTM-E0096-00, asi como se empregou a
microscopia electronica de varrido (SEM) para observar a disposicion das diferentes capas
e materiais dos filmes. Por dltimo, os compostos fendlicos maioritarios foron identificados e
cuantificados por cromatografia liquida de alta resolucién acoplada a unha matriz de diodos

IV Encontro Galego da Mocidade Investigadora en Ciencias Farmacéuticas | 39


mailto:sandra.marino.cortegoso%40usc.gal?subject=

e un espectrometro de masas (HPLC- PDA-ESI-MS/MS). Asi mesmo, determinouse a capa-
cidade antioxidante co método de captacion do radical libre DPPH e ABTS.

Os extractos de limén e laranxa demostraron alta capacidade antioxidante, cuns CE50 de
2,64 e 3,12 mg/mL no ensaio co radical DPPH, respectivamente. A eriocitrina foi o composto
fendlico maioritario no extracto de limén, cunha concentracién de 2,68 mg/mL. No extracto
de laranxa o polifenol mais abundante foi a hesperidina, acadando 4,68 mg/mL. Os filmes a
base de extracto de limdn liberaron altas concentracidns de eriocitrina, mentres que non se
atoparon diferenzas significativas nas concentracions de hesperidina dos filmes de laranxa ao
5% e 10% de extracto. Todos os filmes recubertos coas nanoemulsiéns e a zeina presentaron
unha maior resistencia 4 permeabilidade 4 auga en comparacion cos controis, atinxindo a
maior resistencia aqueles filmes que posufan a nanoemulsién de limén ao 10%.

Os resultados amosados promoven a valorizacién dos subprodutos da industria agroa-
limentaria como unha fonte natural de compostos antioxidantes cos que elaborar envases
activos e comestibles que poidan incrementar o tempo de vida util dos alimentos, poten-
ciando novas perspectivas e oportunidades de mercado dentro do marco da sustentabilidade
medioambiental e a economia circular.
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As enfermidades diarreicas de etioloxia infecciosa representan a principal causa de mortali-
dade infantil, ocasionando anualmente mdis de medio millén de mortes en nenos menores de
5 anos [1]. Estas enfermidades son consecuencia do consumo de auga contaminada, da falta
de saneamento e de medidas hixiénico-sanitarias inherentes 4 pobreza e falta de recursos de
paises en vias de desenvolvemento [2]. A desinfeccion solar da auga de bebida (SODIS) é un
tratamento a nivel domiciliario que permite mellorar a calidade microbioldxica da auga antes
do seu consumo, sendo un método simple, barato e sostible que emprega a radiacion solar,
un recurso gratuito e renovable, como axente desinfectante [3]. O método SODIS consiste
en encher botellas de plastico transparente de tereftalato de polietileno (PET) de 1,5-2 L de
capacidade e expoiielas ao sol durante 6 horas. Tratase dunha metodoloxia recomendada pola
Organizacién Mundial da Satide (OMS) en paises en vias de desenvolvemento e tras desastres
naturais ou en crises humanitarias [4]. Non obstante, presenta unha serie de limitaciéns que
afectan directamente 4 efectividade do proceso de desinfeccion. Entre elas, destaca a influen-
cia do material dos recipientes sobre a transmision da radiacién solar e a resistencia dalguns
microorganismos a este método. Un deles é Cryptosporidium, un enteroparasito de transmi-
sién hidrica, elixido pola OMS como un protozoo de referencia na avaliacién dos sistemas de
tratamento da auga de bebida a nivel domiciliario, debido 4 sta alta resistencia as condicidns
ambientais e aos tratamentos de auga convencionais [5-7].

No presente estudo avaliase a adiciéon de monopersulfato (PMS), un oxidante compatibel
coa auga de bebida para o consumo humano, como mellora do método SODIS fronte a Cryp-
tosporidium e a influencia no proceso de desinfeccion de distintos tipos de plasticos [PET,
polipropileno (PP) e polimetilmetacrilato (PMMA)]. Para iso, frascos de cuarzo que contifian
3 mL de auga bidestilada con distintas concentraciéns de PMS (0,1; 0,5; 2,5 e 5 mM) e/ou
Fe2+ (1,8 uM) contaminaronse con ooquistes de Cryptosporidium parvum e expuxéronse a
radiacion solar simulada (40 W/m2, 290-390 nm) a unha temperatura de 40 °C. A tempos de
exposicién de 1, 2, 4 e 6 horas, avaliouse a supervivencia ooquistica cuantificando o ARNm do
xene hsp70 mediante unha técnica de RT-qPCR, previa inducién a 42 °C durante 20 minutos
e extraccion del. Co fin de avaliar a influencia do material do recipiente, os mesmos frascos de
cuarzo anteriormente citados, que contifian 3 mL de auga bidestilada e concentraciéns de PMS
de 0; 0,5 e 1 mM e/ou Fe2+ (1,8 uM), contaminaronse con ooquistes de C. parvum, cubrironse
cunha lamina de PET, PP ou PMMA e expuxéronse 4 radiacién solar simulada nas mesmas
condicidns anteriormente descritas (40 W/m2, 290-390 nm; temperatura da auga de 40 °C).
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Os resultados obtidos mostraron unha forte diminucién da viabilidade ooquistica de >4
reducidns logaritmicas a concentracions de PMS de 20,5 mM tras un tempo de exposicion
de 4 horas. En canto ao material do recipiente, 0 PMMA foi o material plastico que revelou
unha maior eficiencia no método SODIS, seguido do PP e o PET. En conclusidn, a adicién de
PMS mellora e acelera a inactivacién de ooquistes de C. parvum mediante o método SODIS
independentemente do material plastico do que estea feito o recipiente, ofrecendo unha alta
proteccién fronte as enfermidades protozoarias adquiridas polo consumo da auga.

Agradecementos:

Os autores agradecen o apoio financeiro do programa de Investigacion e Innovacién Hori-
zonte 2020 da Union Europea para o proxecto PANIWATER (acordo de subvencién 820718),
financiado conxuntamente pola Comisién Europea e o Departamento de Ciencia e Tecno-
loxia da India.

Referencias:

[1] Organizacion Mundial da Satide (OMS), 2017. Diarrhoeal disease. https://www.who.int/news-room/fact-
sheets/detail/diarrhoeal-disease.

[2] Organizacion Mundial da Satde (OMS), 2022. Drinking-water. https://www.who.int/news-room/fact-
sheets/detail/drinking-water.

[3] Rodriguez-Chueca, J., Giannakis, S., Marjanovic, M., Kohantorabi, M., Gholami, M.R., Grandjean, D., de
Alencastro, L.F, Pulgarin, C., Appl. Catal. B Environ., 2019, 248, 62- 72.

[4] Organizacion Mundial da Satide (OMS), 2013. Emergency treatment of drinking water at point-of-use.
WHO-Technical notes for emergencies No. 5, Ginebra.

[5] Organizacion Mundial da Saude (OMS), 2020. International scheme to evaluate household water treatment
technologies. Solar disinfection batch systems (with or without pre- filtration and/or disinfection addition)
Version 3.0. Ginebra, 15 pp.

[6] Organizacion Mundial da Saude (OMS), 2021. International scheme to evaluate household water treatment
technologies. Harmonized testing protocol: technology non-specific. Version 4.0, Ginebra, 26 pp.

[7] Garcia-Gil, A., Garcia-Mufoz, R.A., McGuigan, K.G., Marugan, J., Molecules, 2021, 26, 3431.

42 | IV Encontro Galego da Mocidade Investigadora en Ciencias Farmacéuticas


https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/diarrhoeal-disease
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/diarrhoeal-disease
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/drinking-water
https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/drinking-water

DESENVOLVEMENTO DE FORMULACIONS
NANOPARTICULADAS DE IL-4 PARA ADMINISTRACION
INTRAARTICULAR NO TRATAMENTO DA
OSTEOARTRITE

Rebeca Martinez-Borrajo’, Celia Anton’, Patricia Diaz-Rodriguez', Mariana Landin'

'1+D FARMA, Departamento de Farmacoloxia, Farmacia e Tecnoloxia Farmacéutica, I+D Farma (Gl-1645),
Universidade de Santiago de Compostela, 15706, Santiago de Compostela, Espana

rebeca.martinez.borrajo@rai.usc.gal

Introducidn. A osteoartrite é unha doenza musculoesquelética dexenerativa que afecta 4
totalidade do espesor da unidade osteocondral. Esta patoloxia cursa cunha destrucién pro-
gresiva da cartilaxe debida, en gran medida, ao desequilibrio na homeostase do tecido aso-
ciada 4 instauracién dunha inflamacion crénica nas articulaciéns afectadas [1]. Este proceso
inflamatorio estd controlado principalmente por macréfagos sinoviais e, por iso, estas células
poderian ser unha diana a tratar para previr a progresion da patoloxia [2]. A utilizacién de
mediadores paracrinos como citocinas ou patréns de dano no tecido é capaz de modificar a
resposta celular de numerosos tipos celulares, especialmente de macréfagos. Neste sentido, a
interleucina 4 (IL- 4) é unha citocina inmunomoduladora que se demostrou capaz de inducir
unha resposta antiinflamatoria en macréfagos inflamatorios [3]. Con todo, esta proteina pre-
senta unha baixa estabilidade en disolucién e unha ausencia de vectorizacion as células diana.
Polo tanto, neste traballo buscase desenvolver nanoparticulas capaces de encapsular a IL-4 e
vectorizala a macréfagos.

Materiais e métodos. Elaboraronse nanoparticulas hibridas mediante nanoprecipitacién
formadas por un nicleo polimérico Poli (D, L-lactico-co-glicdlico (PLGA) e unha cuberta
lipidica que contén lecitina e dous fosfolipidos pexilados. Empregouse 1,2-diestearoil-sn-gli-
cero-3-fosfoetanolamina-N-[metoxi(polietilenglicol)-2000] (DSPE-PEG2000), e 1,2-dies-
tearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-[amino(polietilenglicol)-2000]  (DSPE-PEG2000-
NH2), este ultimo para a funcionalizacién dos nanosistemas con manosa. Desta maneira,
en buffer acetato, o amino terminal do lipido modificado reacciona co grupo aldehido da
manosa, obtendo as nanoparticulas funcionalizadas. Para obter as nanoparticulas, 3 mg/ml
de PLGA disolvéronse en acetona, e vertéronse gota a gota sobre unha disolucién de etanol ao
4% que contifia 200 pg de lecitina, 477 ug de DSPE-PEG e 159 ug de DSPE-PEG-NH2. Para
obter as nanoparticulas cargadas, engadiuse 1 ng de IL-4 na fase polimérica e inmediatamente
verteuse na mestura de lipidos. Por outra banda, para a marcaxe das nanoparticulas engadiuse
10 pg de DiIC18(5); 1,1’- DiIC18(5); 1,1’-dioctadecil-3,3,3,3’-tetrametilindodicarbocianina,
sal de 4-clorobencenosulfonato (DiD ) na solucién polimérica. As NP purificironse mediante
ultrafiltracion a 10.000 rpm e 4 °C durante 10 minutos empregando Amicon 10KDa e a canti-
dade de IL-4 non encapsulada cuantificouse mediante ELISA (ThermoFisher Sci). As NP ob-
tidas caracterizaronse en termos de tamaio, indice de polidispersion (PdI) e potencial Z (ZP)
utilizando un Zetasizer Nano-ZS. Asi mesmo, avaliouse a citocompatibilidade dos sistemas
obtidos a diferentes concentracions en macréfagos e fibroblastos murinos. A capacidade de
internalizacién dos sistemas por parte dos macrofagos foi avaliada empregando microscopia
confocal.
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Resultados. O tamaio das formulaciéns sen manosa foi de 124,23+1,20 nm, e con manosa
de 162,3742,23 nm. Por outra banda, o PdI das formulaciéns sen manosa foi de 0,23+0,01, e
con manosa de 0,23+0,03, sendo igual para ambas as formulaciéns. Ademais, o ZP das formu-
laciéns foi lixeiramente superior na formulacién sen manosa, cun valor de -14,77+3,23 mV,
mentres que con manosa obtivéronse valores de -19,30£2,23 mV. As nanoparticulas encap-
sularon IL-4 de maneira satisfactoria mantendo a actividade da proteina. Os sistemas mos-
traron unha elevada citocompatibilidade, tanto en macréfagos como en fibroblastos, véndose
incluso incrementada a proliferacién coa incorporacion da IL-4. As imaxes de microscopia
confocal confirman a maior internalizacion dos sistemas funcionalizados en macroéfagos en
comparacion cos sistemas sen funcionalizar.

Conclusions. Os resultados obtidos mostran que o desenvolvemento de formulaciéns
funcionalizadas para a internalizacién en macréfagos e cargadas con IL-4 foron capaces de
mostrar propiedades fisicoquimicas adecuadas e resultados de internalizacion prometedores.
Futuros estudos centraranse na avaliacién da resposta celular causada pola internalizacién
das nanoparticulas.
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O receptor A, de adenosina (A,AR) é o subtipo caracterizado mdis recentemente, ' mais non
a nivel estrutural. Esta implicado activamente en numerosas enfermidades cardiovasculares
e neuroldxicas, ademais de estar sobreexpresado no microambiente tumoral de numerosas
células cancerixenas (inducindo ou atenuando o proceso apoptdtico). Debido a stia contra-
ditoria sinalizacién e comportamento dual en varias condicidns patoldxicas, sé un reducido
numero de ligandos A AR alcanzaron os ensaios clinicos. Por iso, o descubrimento de modu-
ladores A AR e ferramentas farmacoloxicas especificas son cruciais para describir mellor o
seu papel fisiopatoldxico e validar o seu potencial terapéutico. Neste traballo amosamos a
exploracién de interacciéns non ortostéricas na rexion L (figura 1) cunha serie de antago-
nistas selectivos A AR derivados do nucleo 4-amido-2,6-diarilpirimidina.* O estudo inclte o
deseiio, a sintese, a caracterizacion estrutural e a avaliacion in silico de novidosas series sinte-
tizadas mediante ddas reacciéns multicompofiente derivadas da reaccion de Ugi. A biblioteca
obtida permitiu identificar ligandos A AR moi potentes e selectivos con mellora da solubili-
dade acuosa.’ Tamén proporcionou unha imaxe completa do relevante papel e potencial das
interaccidons non ortostéricas na rexiéon L, achandando o camifio para o descubrimento e
obtencién de novos ligandos A AR de cardcter covalente e bitopico.
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Introducion: Nas bacterias, o método crucial de resistencia aos antibidticos B-lactdmicos é a
producion de B-lactamase, que actua destruindo o enlace amida do seu anel B-lactamico. En
xeral, as plantas medicinais son cofiecidas polos seus metabolitos bioactivos como alcaloides,
taninos, flavonoides, terpenoides, compostos fenolicos e saponinas que son inhibidores da
B-lactamase.

Obxectivo: O obxectivo deste estudo foi determinar o efecto antibacteriano de dous ex-
tractos da planta Schinus terebinthifolius sobre cepas patdxenas gramnegativas e o efecto in-
hibidor de betalactamases.

Materiais e métodos: Neste estudo empregamos dous extractos etanolicos, un obtido por
maceracion e outro obtido con soxhlet, da planta Schinus terebinthifolius. Primeiro avalia-
mos o efecto antibacteriano dos dous extractos fronte a seis cepas de Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, incluidas tres cepas ATCC e tres cepas clinicas.
A seguir, determinamos o efecto da combinacién dos extractos con cefotaxima mediante o
método Checkerbroad. Por dltimo, examinamos o efecto inhibidor da actividade p-lactamase
utilizando un método colorimétrico.

Resultados: Os resultados do presente traballo revelaron que ambolos dous extractos
presentaban actividade antibacteriana fronte 4s seis cepas utilizadas, con valores de IC50 de
0,07mg/ml contra P. aeruginosa ATCC e 0,49 contra E. coli clinica para o extracto obtido con
soxhlet, e valores de 0,07 mg/ml contra P. aeruginosa ATCC e 0,38 contra K. pneumoniae para
o extracto obtido por maceracion. Con respecto & proba de sinerxia, observouse que a combi-
nacién de extracto de soxhlet e cefotaxima amosou un efecto sinérxico contra todas as cepas,
agas K. pneumoniae, na que se observou un efecto aditivo. No que respecta 4 combinacién
de cefotaxima con extracto de maceracidn, observouse efecto sinérxico contra todas as cepas
agas E. coli clinica, onde a combinacién tivo un efecto aditivo. Por ultimo, na proba colorimé-
trica de inhibicién da p-lactamase, ambolos dous extractos presentaron actividade inhibidora
da B-lactamase. No entanto, o extracto obtido por maceracién tivo un IC50 menor (1,38mg/
ml) que o extracto obtido con soxhlet (1,96mg/ml)

Conclusions: Os resultados do presente traballo revelaron que os extractos de Schinus te-
rebinthifolius presentan unha actividade antibacteriana e inhibidora de p-lactamases moi in-
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teresante. Precisanse mdis estudos para avaliar a toxicidade dos extractos sobre células euca-

riotas co fin de recomendalos como enfoques alternativos que axudarian a reducir o problema
das resistencias bacterianas.
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As enfermidades neurodexenerativas como o alzhéimer e o parkinson son consideradas un
dos retos mais importantes en medicina, principalmente pola sia complexidade e prevalen-
cia.' Polo de agora, o tratamento destas enfermidades é s6 sintomético. Estudos anteriores do
noso grupo centraronse na sintese de compostos hibridos cumarina-resveratrol con selectiva
e potente actividade inhibitoria da monoaminooxidase B (MAO-B), sendo a maioria deles
inhibidores reversibles deste enzima (Figura). A inclusién do grupo hidroxilo en diferentes
posicions do esqueleto quimico incrementa o seu potencial como antioxidante, unha activi-
dade que tamén é importante neste tipo de patoloxias.>*

Baseandonos nos resultados previos, e co obxectivo de estudar novas relacions estrutu-
ra-actividade, asi como mellorar algtins parametros farmacocinéticos, desefidronse e sinteti-
zdronse novas moléculas con diferentes heterociclos na posicion 3 da estrutura cumarinica.
Esta comunicacién ten como proposito informar das tendencias observadas no noso grupo
para a inhibicién da MAO, proporcionando informacion sobre a versatilidade sintética deste
esqueleto quimico. Ademais, incluirase a prediciéon dos modos de unién destes potenciais
inhibidores usando docking e dindmica molecular.

Hae O N Br —
O 0

| hMAO-A > 100 pM I hMAO-A = 9.16 yM
C50 hMAO-B = 134 pM Cso hMAO-B = 140 nM
50 50
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O CX,CRI ¢ o unico receptor humano para a quimiocina fractalquina (CX,CL1), o cal xoga
un papel critico na inflamacién, na inmunidade e na comunicacién neurona-microglia.
Unha variante xenética natural rara do CX,CR1, o CX,CR1-A55T, foi recentemente asociada
a esquizofrenia®. Esta mutacidn altera a fosforilacién de Akt por parte da fractalquina nas
células HEK293, o que suxire o posible papel do CX,CR1 na fisiopatoloxia deste trastorno.
A modelacién estrutural indicou que o A55T, situado na hélice transmembrana I (TMI) do
receptor, poderia desestabilizar a conformacion da hélice 8, afectando a interaccién do recep-
tor cunha proteina G. Con todo, a farmacoloxia desta rara variante de receptor en relaciéon
con outros transdutores e reguladores dos receptores ancorados 4 proteina G ainda se entende
de xeito limitado, 0 mesmo que os mecanismos de regulacion do receptor.

O obxectivo do noso traballo é investigar o recrutamento de B-arrestinas e GRK2, asi como
o trafico do receptor, tanto para 0 CX,CR1 como para o CX,CR1-A55T en resposta 4 fractal-
quina, mediante ensaios baseados en BRET en células HEK293 transfectadas de forma tran-
sitoria.

A estimulacion coa fractalquina conducia ao recrutamento de p-arrestina 1, B-arrestina 2
e GRK2 polo CX,CRI nas células HEK293. A variante CX,CR1-A55T, previamente indicada
como deficiente no ancoramento 4 proteina G, ainda retifa unha certa capacidade para re-
crutar B-arrestinas, especialmente B-arrestina 1, mentres que a stia capacidade para recrutar
GRK?2 estaba moi diminuida.

O CX,CRI sufriu unha internalizacién sostida en resposta 4 fractalquina, avaliado por
BRET co marcador da membrana plasmatica KRAS, mentres que a rara variante do receptor
CX,CRI1-A55T amosou un patrén de trafico consistente cunha reciclaxe mais rdpida 4 mem-
brana que o receptor de tipo salvaxe.

Os nosos resultados indican un compromiso diferencial dos transdutores de sinal e o trafi-
co da variante de receptor CX,CR1-A55T. Isto poderia afectar 4 regulacion da funcionalidade
do receptor con potenciais implicacions fisiopatoldxicas.
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O bisfenol A e os seus derivados, que conforman o grupo de substancias denominadas resi-
nas epoxi, empréganse amplamente no recubrimento dos envases dos alimentos. Férmanse
mediante reacciéns de polimerizacion entre epiclorhidrinas e o citado composto fendlico,
dando lugar, entre outros, ao bisfenol A diglicidil éter (BADGE) [1]. A pesar da stia comiin
utilizacién polas excelentes propiedades que postien, non estan exentos de riscos. Cofiécese a
migracién de produtos incompletos da polimerizacién cara aos alimentos, asi como a activi-
dade estroxénica do seu precursor [2].

O obxectivo deste traballo foi a avaliacion da bioaccesibilidade in vitro tras a inxesta do
BADGE, asi como un estudo da sua estabilidade quimica durante o proceso de dixestiéon
gastrointestinal. Para conseguilo, aplicouse un protocolo estandarizado e validado pola co-
munidade cientifica, 0 modelo INFOGEST [3]. Desenvolveuse un método cromatografico
adecuado para a identificacion dos principais produtos de hidrélise e de reaccion con clor-
hidrinas do bisfenol A. Desta forma, avaliouse a influencia de diferentes aminodcidos, como
parte da matriz alimentaria, asi como a accion das enzimas na bioaccesibilidade do BADGE.

No estudo de estabilidade en aceite de xirasol, observouse a formacion de BADGE-2HCl
e BADGE-HCI en presenza de lisina. A cantidade maxima destes compostos nos alimentos
estaria estritamente rexida segundo o Regulamento (CE) no 1895/2005.

Os resultados da dixestion in vitro tras o ensaio de interaccion entre as mostras de aceite
sobrecargadas con BADGE e os diferentes aminoacidos mostraron que aproximadamente
0 60% do BADGE esta bioaccesible para ser absorbido. Observaronse interaccions entre o
citado contaminante e os diferentes aminodcidos, como se reflicte nas diferentes porcentaxes
de bioaccesibilidade despois de estar en contacto co acido aspartico (55,5%) e a histidina
(18,2%), por exemplo.

Finalmente, identificouse a formacién do produto BADGE-HCI na fase gastrica da dixes-
tién, a pH 2, pero a sta solubilidade e polo tanto, a sta bioaccesibilidade, reducense na fase
intestinal.

Atendendo aos datos obtidos neste estudo preliminar, podese afirmar que se establecen
interaccions entre os diferentes aminodcidos presentes na matriz alimentaria e a molécula de
BADGE, en condicidns que simulan os procesos de esterilizacién e conservacién dos produ-
tos enlatados. Despois da inxestion do alimento, e especificamente durante a etapa de dixes-
tién gastrica, podese observar a formacion de compostos de cofiecido cardcter téxico, como
os produtos de reaccién do BADGE coas clorhidrinas.
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Polo tanto, seria importante proseguir coa investigaciéon da bioaccesibilidade destes com-
postos presentes nos recubrimentos das latas empregadas para o envasado de alimentos.
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A adenosina é un metabolito que suprime a resposta inmune antitumoral das células T e
NK mediante a unién extracelular aos receptores A2A e A2B de adenosina. Mentres que o
bloqueo dos receptores A2A rescata eficazmente a actividade dos linfocitos, con catro antago-
nistas do receptor A2A en ensaios clinicos anticancerixenos, sabese menos sobre o potencial
terapéutico do receptor A2B na inmunoterapia do cancro. Baseandonos nos nosos mellores
antagonistas A2B, deseflamos compostos accesibles sinteticamente a través da quimica mul-
ticomponente (Figura 1A), sintetizados nunha ou duas etapas, para mellorar as propiedades
farmacocinéticas e xerar novos perfis farmacodindmicos.

Un antagonista dual A2A/A2B sintetizado neste traballo (Figura 1A, ISAM-M89A) e os
nosos mellores antagonistas selectivos do receptor A2B (Figura 1A, ISAM-140 e ISAM-
R56A) avalidronse en modelos de esferoides tumorais derivados do paciente (crecemento
de esferoides, proliferacion de células inmunes, producién de citocinas e infiltracion de lin-
focitos), en comparacién co candidato clinico antagonista do receptor A2A AZD4635. O
tratamento cun antagonismo dual prevén o crecemento dos esferoides do cancro de mama
derivados dos pacientes (Figura 1B). A maiores, rescatase a proliferacion das células T e NK,
aumenta a producién de citocinas e a infiltracion de linfocitos nos esferoides tumorais (Figura
1C). Estes resultados demostran que o receptor A2B é unha diana prometedora na inmu-
noterapia, identificando ISAM-M89A (antagonista dual dos receptores A2A/A2B) e ISAM-
R56A (antagonista selectivo do receptor A2B) como candidatos potentes na inmunoterapia
do cancro.!"
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Figura 1. A) Desefio de antagonistas haloxenados. B) Ensaio ex vivo do crecemento de esferoides de
cancro de mama derivados de pacientes. C) Ensaios ex vivo da infiltracion de linfocitos nos esferoides.

Agradecementos:
Ao profesor Eddy Sotelo e a todos os colaboradores por facer posible este traballo.

Referencias:
[1] Hui, A; Tay, M.; Prieto-Diaz, R;; Neo, S.; Tong, L.; Chen, X.; Carannante, V.; Onfelt, B.; Hartman, J;
Haglund, F;Majellaro, M.; Azuaje, J.; Garcia-Mera, X.; Brea, J. M.; Loza, M. L; Jespers, W.; Gutierrez-De-
Teran, H,; Sotelo, E.; Lundqvist, A. Imnmunother Cancer., 2022, 10, 4592-4592.

IV Encontro Galego da Mocidade Investigadora en Ciencias Farmacéuticas | 55



IMPRESION 3D DE MEDICAMENTOS PERSONALIZADOS
NO AMBITO HOSPITALARIO PARA NENOS AFECTADOS
POR ENFERMIDADES METABOLICAS RARAS

Lucia Rodriguez-Pombo,' Maria José de Castro-Lopez,” Paula Sanchez Pintos,” Jose Maria
Giraldez-Montero,’ Patricija Januskaite,* Goretti Duran-Pifeiro,> M. Dolores Béveda,?
Carmen Alvarez-Lorenzo,! Abdul W. Basit,* Alvaro Goyanes,"* Maria L. Couce Pico?

'Departamento de Farmacoloxia, Farmacia e Tecnoloxia Farmacéutica, I+D Farma (Gl-1645), Facultade de Farmacia,
Universidade de Santiago de Compostela
2Servizo de Neonatoloxia, Unidade de Diagnéstico e Tratamento de Enfermidades Metabdlicas Conxénitas,
Hospital Clinico Universitario de Santiago de Compostela
3Servizo de Farmacia, Xerencia de Xestion Integrada de Santiago de Compostela, SERGAS
“Department of Pharmaceutics, UCL School of Pharmacy, University College London

lucia.rodriguez.pombo@rai.usc.gal

1. Introducién

As enfermidades raras son comtns, xa que en conxunto afectan ao 6-10% da poboacidn, es-
pecialmente a nenos. Estes pacientes necesitan un tratamento moi preciso, de doses cambian-
tes e cun estrito cumprimento terapéutico para evitar consecuencias fatais [1]. Actualmente,
os medicamentos son limitados e deben prepararse de forma manual nos hospitais para adap-
talos aos requirimentos de cada neno. A extrusion de semisélidos (SSE) é unha tecnoloxia de
impresion 3D que permite a fabricacidn sinxela e rapida de pequenos lotes de medicamentos
personalizados e mastigables tipo xel, que contefien un ou varios firmacos na mesma forma
farmacéutica, automatizando o proceso e evitando erros [2].

O obxectivo deste estudo foi implementar a tecnoloxia de impresién 3D nun hospital para
preparar medicamentos personalizados para nenos afectados por enfermidades metabdlicas
raras. Comparouse a eficacia e aceptabilidade dos medicamentos 3D mastigables que conti-
fian isoleucina, valina e citrulina, sds ou en combinacion, coa medicacion convencional.

2. Materiais e métodos
2.1 Deserio do estudo e participantes

Estudo observacional, prospectivo, cruzado, unicéntrico, no que 6 nenos (6-14 anos) reci-
biron a medicacién convencional (po ou capsula) durante 3 meses e o medicamento mastiga-
ble durante outros 3 meses.

2.2 Preparacion da medicacién convencional e a formulacion 3D mastigable

O medicamento convencional preparouse pesando a cantidade individual de aminoécidos
en po e dispersando (en auga ou iogur) ou preparando cépsulas no hospital. Os medicamen-
tos innovadores prepardronse coa tecnoloxia de SSE e variouse a cor e o sabor cada 15 dias
para avaliar as preferencias de cada neno.

2.3 Avaliacion da eficacia e aceptabilidade

Compardronse os niveis sanguineos de aminoacidos obtidos con ambos os medicamentos
para determinar a eficacia. A aceptabilidade avaliouse coa escala hedonico-facial e respon-
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dendo un cuestionario a través dunha aplicacion instalada no mobil dos pacientes. Realizouse
unha analise estatistica dos resultados (P < 0.05).

3. Resultados e discusion

Preparéronse 6 tipos de formulaciéns 3D mastigables con doses personalizadas e diferen-
tes cores e sabores (vermello-amorodo; verde-laranxa; amarelo-limoén; azul-vainilla; amarelo
claro- platano; rosa-melocotén) coa técnica de SSE (Figura 1).

Figura 1. Imaxes de (A) Impresora 3D no hospital Clinico de Santiago de Compostela e (B)
Formulacions 3D mastigables administradas aos pacientes.

Os medicamentos 3D foron igual de eficaces que os convencionais xa que mantiveron os
niveis de aminoacidos dentro dos valores obxectivo. Notablemente, a desviacién dos niveis de
citrulina foi menor e mais proxima 4 concentracién obxectivo cos medicamentos innovado-
res. Segundo as respostas dos participantes, as formulaciéns mastigables foron ben aceptadas
e melloraron o cumprimento terapéutico e a calidade de vida xa que se facilitou a administra-
cion. Os resultados de aceptabilidade en canto ao sabor foron variados e dependeron da idade
e das preferencias de cada neno.

3. Conclusions

Este estudo demostrou os beneficios de preparar tratamentos personalizados impresos en
3D para nenos diagnosticados con enfermidades raras utilizando unha tecnoloxia novidosa
na préctica clinica real sobre o enfoque actual. Por primeira vez, a impresiéon 3D permitiu
combinar dous tratamentos nunha mesma formulacidn, reducindo o nimero de administra-
ciéns.
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As enfermidades neurodexenerativas, coma a enfermidade de Alzheimer, a esclerose multiple e
a enfermidade de Parkinson, caracterizanse por unha perda progresiva de poboacions selecti-
vas de neuronas. Malia ser unha causa comun e crecente de mortalidade e morbilidade a nivel
mundial, o seu mecanismo patoxénico ainda se descofece. Varios autores relacionaron os fac-
tores de risco vasculares co desenvolvemento das enfermidades neurodexenerativas'. Unha res-
posta inflamatoria esaxerada e a liberacion de citocinas proinflamatorias poden comprometer a
integridade da barreira hematoencefalica (BHE)?, a barreira endotelial altamente especializada
que separa o sistema nervioso central da circulacién periférica. Polo tanto, 0 mantemento da
sta integridade resulta crucial para a homeostase do parénquima cerebral.

O adenosinmonofosfato ciclico (AMPc) é un segundo mensaxeiro involucrado na regula-
cién de moitos procesos bioléxicos coma o metabolismo, regulacion xénica, proliferacion e
supervivencia’. O AMPc participa no mantemento da permeabilidade da barreira endotelial,
polo que a activacién da ruta de sinalizaciéon do AMPc preséntase coma unha estratexia pro-
metedora para mellorar a funcién endotelial®.

Polo tanto, o obxectivo deste estudo foi avaliar o efecto que unha combinacién de forskoli-
na e rolipram (firmacos que incrementan os niveis de AMPc) ten fronte 4 inflamacién indu-
cida polo lipopolisacarido (LPS) en células endoteliais de microvasculatura cerebral murina
(bEnd.3).

A combinacién de forskolina e rolipram preveu a perda da integridade da barreira en-
dotelial inducida polo LPS, incrementando a resistencia eléctrica transendotelial (TEER) e
os niveis de claudina-5, unha proteina de unién estreita, baixo condicions inflamatorias. O
tratamento de forskolina e rolipram tamén mellorou o estado inflamatorio das células bEnd.3
tras unha exposicion a LPS durante 24 horas 6 diminuir a producién de especies reactivas de
osixeno e a expresion de varios marcadores de inflamacion como VCAM-1 ICAM-1 e iNOS.
Con todo, precisanse mdis estudos para determinar que efectores son os responsables deste
efecto protector.
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A tuberculose é una enfermidade potencialmente mortal e é una das principais causas de
morte en todo o mundo causadas por un unico axente infeccioso. Afecta principalmente aos
pulméns e atribuese a Mycobacterium tuberculosis (MTB). Os tratamentos actuais consisten
na administracién oral de combinacidns de antibidticos, incluido rifabutina, en doses eleva-
das e durante longos periodos. Dirixir o tratamento directamente aos pulmons ofrece o bene-
ficio terapéutico dun inicio de accién mais rdpido, una maior eficacia e uns efectos secun-
darios reducidos. Neste contexto as microparticulas de mdis de 5 um e de baixa densidade
mostran interese na entrega pulmonar de firmacos. Estudos preliminares demostran que as
microcépsulas de esporopolenina (grans de pole purificados) cumpren estas caracteristicas,
0 que as converte nunha alternativa interesante. Este estudo ten como obxectivo desenvolver
un sistema micro/nano para a mellora da administracién de antibidticos, con potencial apli-
cacion na via pulmonar, utilizando diferentes composicions de quitosano para a sua futura
microencapsulacion en esporopolenina.

A estrutura das nanocapsulas consiste nunha casca de quitosano e un nucleo lipidico cun-
ha combinacién de diferentes aceites e surfactantes para permitir una asociaciéon 6ptima do
farmaco hidroéfobo rifabutina. Estes nanoportadores caracterizaronse en termos de tamaio,
indice de polidispersidade, carga superficial, morfoloxia, eficiencia de encapsulacién e es-
tabilidade bioloxica. A cinética de liberacion das nanoestruturas cargadas con farmacos foi
avaliada en medios pulmonares simulados. Ademais, estudos in vitro en diferentes modelos
celulares (células A549 e Raw 264.7) demostraron a seguridade das nanocapsulas asi como a
stia interiorizacion eficiente.

Nunha segunda etapa, cultivouse macréfagos Raw 264.7 e células epiteliais pulmonares
da lifla A549 nunha cdmara fluidica p-Slide I Luer para simular a interaccion de células e
nanoportadores en condiciéns de fluxo, unha situacion similar & do fluxo respiratorio. As
células foron sometidas a cultivo de fluxo durante 24 h proporcionando pole purificado, pole
purificado cargado con nanocépsulas de quitosano marcadas con DiD e s6 nanocépsulas. Os
grans de pole puideron interactuar coas células, sendo retidos por ambas as lifas celulares
mesmo despois de 24 h de fluxo. Pola contra, cando se realizou 0 mesmo experimento coas
nanocapsulas en solucién, estas non se conservaron ao lavar co medio de perfusién e non se
observou fluorescencia visible. Por outra banda, as nanocépsulas cargadas en microcapsulas
de esporopolenina mostraron un comportamento similar ao dos grans de pole purificados ba-
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leiros e foron retidas pola capa celular. Esta interaccion prolongada permitiu a interiorizacién
das nanocapsulas polas células, con fluorescencia vermella observada no interior das células
arredor das microcapsulas de pole cargadas con nanocépsulas. Estes resultados son consisten-
tes coas observacions sobre o cultivo estatico, que indican que o pole cargado actuou como
un dispositivo de entrega en varias etapas, primeiro aumentando a interaccién coas células,
seguido dunha liberacién posterior das nanocapsulas.

Realizouse unha proba de susceptibilidade antimicrobiana para avaliar a eficacia do sis-
tema contra duas especies de Mycobacterium, Mycobacterium phlei, unha especie de crece-
mento rapido, e Mycobacterium smegmatis, unha variante de Mycobacterium cun crecemento
mais lento, similar ao de M. tuberculosis. Este estudo indicou unha inhibicién completa das
concentracions de antibiéticos dentro do intervalo de susceptibilidade esperado de Mycobac-
terium (< 0,25-16 mg/L) para o firmaco rifabutina.

En xeral, este micro/nano sistema poderia ser un candidato interesante como sistema de
entrega 4 mucosa pulmonar para o tratamento pulmonar local de enfermidades infeccio-
sas combinando os beneficios da nanotecnoloxia co poder para ancorarse 4 mucosa do pole
creando unha plataforma de entrega multietapa.
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Pollen Grains. Polymers 2021, 13, 2094
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Ainda que a resistencia aos antibiéticos acontece de modo natural a través de cambios xe-
néticos, o seu uso abusivo e inadecuado esta acelerando este proceso. Actualmente en Europa
existe unha forte restriciéon & hora de tratar as enfermidades dos animais con antibiéticos,
deixando o uso destes compostos quimicos sé para as ocasions onde non existe outra alterna-
tiva mellor. Por iso é moi importante desenvolver proxectos de investigacion onde se busque
unha alternativa aos antibidticos convencionais. Un deses proxectos é NeoGIANT, no que
participa o noso grupo de investigacion. Neste proxecto europeo avalianse as propiedades
antimicrobianas de extractos naturais que presentan un alto contido en polifenois. Un deses
extractos obtense a partir do bagazo que non se utiliza durante a fermentacion da uva branca
da variedade Albarifo, polo que estamos a colaborar co ODS (Obxectivo de Desenvolvemen-
to Sostible) 12.5 (reducir considerablemente a xeracidn de refugallos mediante actividades de
prevencion, reducion, reciclaxe e reutilizacion).

En termos xerais e en base a resultados previos obtidos no grupo, as bacterias Gram-ne-
gativas mostraron ser mais resistentes aos efectos dos extractos que as Gram-positivas. As
bacterias Gram-negativas contefien na sia membrana externa diversos canais (como por
exemplo as porinas) que permiten o paso de distintas substancias cara ao interior e ao exte-
rior de forma selectiva e que poderian estar dificultando o paso dos extractos polifendlicos
proporcionandolles maior tolerancia. No entanto, atopamos que a bacteria Gram-negativa
Neisseria meningitidis foi sensible aos extractos, sensibilidade que decrece en mutantes defi-
cientes das stas porinas (PorA e PorB), sendo mais destacado o efecto no mutante defectivo
en PorA. Nun artigo publicado no ano 2017 na revista American Society for Microbiology
(ASM) indicase que un dos principais mecanismos de penetracion dos antibidticos nas bac-
terias Gram-negativas (polo xeral mais resistentes aos antibidticos que as Gram-positivas) é a
presenza de porinas especificas na membrana externa [1], o que apoia a nosa hipotese.

Un dos obxectivos do grupo é o estudo de diferentes estratexias para incrementar a sen-
sibilidade das bacterias Gram-negativas aos polifenois e, en base ao resultado obtido con N.
meningitidis, decidimos engadir entre estas estratexias o uso da porina. Para iso, e aproveitan-
do a disponibilidade no cepario do grupo dunha cepa de E. coli cun vector que contifia o xene
que codifica para a porina A, induciuse a siia expresion e posterior purificaciéon mediante
cromatografia de afinidade a i6ns metalicos inmobilizados (IMAC), empregando columnas
de niquel-acido nitriloacético (Ni-NTA). Unha vez realizada a purificacién, comprobouse
a pureza deste procedemento mediante electroforeses de SDS-PAGE seguindo o protocolo
descrito por Laemli [2]. Con esta técnica puidemos visualizar a nosa proteina de interese,
aproximadamente a unha altura correspondente 4 masa molecular da porina A nativa, que é
duns 45 kDa en electroforese desnaturalizante (Figura 1). Posteriormente, levouse a cabo a
sintese de proteoliposomas mediante a inclusion da PorA para a sia renaturalizacion e para a
andlise da capacidade de mobilizacion dos extractos polifendlicos a través delas. Finalmente,
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realizaranse ensaios antimicrobianos coas bacterias “enriquecidas en porinas” para compro-
bar o efecto das porinas na eficacia dos extractos.

Figural. Xel de electroforese de SDS-PAGE (10% de acrilamida). Peso molecular (MW), antes da
inducién (AI), despois da inducién (DI) e PorA recombinante purificada (rPorA).

Outra das lifias que se estd a estudar é a andlise da capacidade antibacteriana e de anti-
biofilme (habilidade de dispersar o biofilme ou biopelicula formada por unha bacteria como
mecanismo de resistencia) doutro extracto polifenélico, neste caso obtido da xesta (Cytisus
scoparius), fronte a Listeria monocytogenes. Para a realizacién do ensaio do antibiofilme, se-
guiuse o protocolo descrito por Wilson e colaboradores [3] onde utilizan o cristal violeta para
pigmentar a biopelicula e alcohol a0 99% para solubilizar o biofilme e poder medir a biomasa
no fluorimetro. Este ensaio demostrounos que a totalidade do biofilme se pode dispersar a
unha concentracion de 2.5% de extracto. Ademais, realizouse unha analise do efecto sinérxico
que exerce o extracto coa ampicilina. Os resultados da capacidade antimicrobiana mdstranse
na taboa 1. Tal e como se reflicte na tdboa 2, a administracién conxunta do extracto de xesta e
ampicilina produce un efecto aditivo ao ser o Indice de Concentracién Inhibitoria Fraccional
(FICI) igual a 1.
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Composto IC50 MIC
Extracto polifendlico 2.33% 5%
Ampicilina 0.56 pug/ml lug/ml
Ampicilina+2.5% extracto 0.45 pug/ml 0.5 pg/ml

Taboa 1. Valores de IC50 (concentracién na que morre o 50% da poboacion bacteriana) e MIC
(concentraciéon minima inhibitoria) do extracto, antibidtico e antibidtico cun 2.5% de extracto.

FICI

FIC extracto 0.5
FIC ampicilina 0.5
FICI ampicilina e extracto 1

Taboa 2. Efecto aditivo entre o extracto de xesta (2.5%) e a ampicilina expresado co FIC
(concentracion inhibitoria fraccional) de cada un dos compostos e de ambos os dous xuntos expresado
como FICI (indice de concentracion inhibitoria fraccional).

Agradecementos:

Ao grupo de investigaciéon de Biotecnoloxia (GI-1208) da Universidade de Santiago de
Compostela (USC), en especial, ao Departamento de Microbioloxia e Parasitoloxia da Facul-
tade de Farmacia onde tefio a oportunidade de realizar a mifa tese de doutoramento dende
0 ano 2022.

Referencias:
[1]  Anjum, M., Zankari, E. ASM. 2017. 5,6.
[2] Laemmli UK. Nature. 1970; 227: 680-685.
[3] Wilson, C., Lukowicz, R. J. Eng. Techno. 2017. 6,4.

IV Encontro Galego da Mocidade Investigadora en Ciencias Farmacéuticas | 63



USO CRONICO DE ATORVASTATINA E GRAVIDADE DA
COVID-19: UN ESTUDO DE BASE POBOACIONAL

Irene Visos-Varela', Maruxa Zapata-Cachafeiro'*?, Maria Pifieiro-Lamas**, Adolfo
Figueiras'>*, Angel Salgado-Barreira'??

'Departamento de Sauide Publica, Universidade de Santiago de Compostela, Espana
2Consorcio de Investigacion Biomédica en Epidemiologia y Salud Publica (CIBERESP), Madrid, Espana
’Instituto de Investigacién Sanitaria de Santiago de Compostela (IDIS), Santiago de Compostela, Espania

irene.visos@rai.usc.gal

As consecuencias da falta de recursos na loita contra a COVID-19 destacaron a importancia
de dispoiier de medios adecuados para prepararse ante futuras ameazas para a saude publica.
Nesta lifia, a Organizacién Mundial da Saide (OMS) aborda tres estratexias clave para com-
bater eficazmente pandemias presentes e futuras: diagndstico rapido, vacinacion e tratamento
terapéutico [1].

Durante a pandemia, diversos medicamentos indicados para enfermidades crénicas esper-
taron interese debido 4 sta posible influencia na susceptibilidade e gravidade da COVID-19
[2,3]. En particular, varios estudos suxeriron que as estatinas, amplamente utilizadas en per-
soas de idade avanzada e con comorbilidades, poderian ter un impacto positivo no prognos-
tico da COVID-19 [4,5]. A explicacion deste posible efecto protector das estatinas radica nos
seus diversos efectos pleiotrépicos (ou non colesterol-dependentes), que inclien propiedades
antiinflamatorias, inmunomoduladoras, antitrombdticas e antivirais [6,7].

Con todo, ata a data, os estudos sobre o uso de estatinas en pacientes con COVID-19 lanza-
ron resultados inconsistentes, posiblemente debido 4s diferenzas estruturais entre as estatinas
e 4 falta de andlises individualizadas dos seus principios activos. Por tanto, o noso estudo
propuxose avaliar a relacién entre o uso crénico de estatinas, tanto no seu conxunto como
por principio activo, e (1) os resultados graves de COVID-19 (risco de hospitalizaciéon e mor-
talidade); (2) a progresion a resultados graves de COVID-19; e (3) a susceptibilidade ao virus.

Para levar a cabo esta anélise, realizamos un estudo de casos e controis utilizando datos
de rexistros electrénicos. Isto permitiunos avaliar o risco de (1) hospitalizacién, comparando
pacientes hospitalizados por COVID-19 con suxeitos non infectados; (2) mortalidade, com-
parando pacientes hospitalizados que faleceron por COVID-19 con suxeitos non infectados;
(3) progresion, comparando pacientes hospitalizados por COVID-19 con pacientes non hos-
pitalizados pola enfermidade; e (4) susceptibilidade, comparando pacientes con COVID-19
(tanto hospitalizados como non hospitalizados) con suxeitos sen a enfermidade. As razons
de probabilidade (odds ratio) axustadas (ORa) e os intervalos de confianza do 95% (IC95%)
estimdronse mediante regresion loxistica multinivel.

A nosa andlise baseouse en datos de 2821 casos hospitalizados, 26 996 casos non hospita-
lizados e 52 318 suxeitos non infectados. O uso crénico de atorvastatina asociouse cun me-
nor risco de hospitalizaciéon (ORa=0,83; 1C95%: 0,74-0,92) e mortalidade (ORa=0,70; IC95%:
0,53-0,93), atribuible en parte a un menor risco de susceptibilidade ao virus (ORa=0,91;
I1C95%: 0,86-0,96). A simvastatina asociouse cun menor risco de mortalidade (ORa=0,59;
1C95%: 0,40- 0,87). O amplo grao de heteroxeneidade observado nas ORa das distintas esta-
tinas suxire que non existe un efecto de clase.
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Figura 1. Desefio de casos e controis multiples de base poboacional

A pesar dos avances cientificos e médicos, a COVID-19 contintia sendo unha ameaza para
a saide publica. En pandemias presentes e futuras, é crucial identificar rapidamente terapias
eficaces conecidas. Os nosos resultados suxiren que o uso crénico de atorvastatina (e posible-
mente simvastatina) estd relacionado cunha diminucién de resultados graves da COVID-19.
Dado que o uso de estatinas é comun nos paises desenvolvidos, isto poderia beneficiar signi-
ficativamente a un gran nimero de persoas, proporcionando unha dobre proteccién: contra a
COVID-19 e contra problemas cardiovasculares.
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