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Antecedentes e obxectivos

O Servizo de Toxicoloxia do Instituto de Ciencias Forenses da Universidade de Santiago de
Compostela realiza habitualmente a analise de mostras de fluido oral (OF) para confirmar re-
sultados positivos para as drogas tradicionais (cannabis, anfetaminas, opidceos e/ou cocaina)
obtidos en controis policiais de drogas. Outros firmacos psicoactivos, como antidepresivos,
antipsicoticos, hipndticos-sedantes ou as chamadas novas substancias psicoactivas (NPS),
non estan actualmente controlados na estrada; con todo, poden influir na capacidade de con-
ducién, e poiier en risco a seguridade doutros condutores.

O obxectivo deste traballo era realizar un estudo piloto para obter resultados preliminares
relacionados coa presenza destes farmacos psicoactivos non avaliados nos controis de drogas
realizados nas estradas pola policia, mediante a analise de mostras de condutores para as que
se solicitou un resultado de confirmacién.

Metodoloxia

As mostras empregadas (n=63) foron seleccionadas ao azar entre o total de mostras recibidas
no noso laboratorio durante o ano 2023. A analise das drogas tradicionais, metadona, ce-
tamina e algunhas benzodiazepinas, realizase rutineiramente mediante un método LC-MS/
MS acreditado usando un Acquity UPLC® H-Class acoplado a un espectrometro de masas
triplo cuadripolo de Xevo® TQ-XS (Waters Corp). Para a andlise de NPS e outros fairmacos
psicoactivos (antidepresivos, antipsicéticos e outros hipnéticos-sedantes) desenvolveuse un
método LC-QTOF-MS usando un Infinity IT 1290 LC acoplado a un 6550 iFunnel Q-TOF
(Agilent Technologies), traballando en modo ESI positivo. Para a separacion cromatografica,
utilizouse unha columna Acquity UPLC® HSS T3 (2,1 x 75 mm, 1,8 um) con acido férmico
0,1% en auga e acetonitrilo como fases mobiles. O tempo total de execucion foi de 20 min.
A adquisicién realizouse en modo de adquisicién dependente de datos (DDA) (Auto-MS/
MS). A mineria de datos levouse a cabo usando o software MassHunter Qualitative (version
B10.1) e usando unha biblioteca PCDL construida a partir de HighResNPS [Mardal et al. ]
Anal Toxicol, 2019;43:520. Doi:10.1093/jat/bkz030] e os nosos propios espectros adquiridos.
A biblioteca final de PCDL incluiu un total de 2351 substancias pertencentes aos subgrupos
mais populares de NPS e os principais antidepresivos, antipsicéticos e opiaceos utilizados na
practica clinica. Os iéns [M+H]+ foron rexistrados de 60 a 1000 m/z e fragmentados usando
3 enerxias de colision diferentes (10, 20 e 40 eV). A coincidencia de espectros MS/MS foi
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comprobada manualmente. Os criterios de identificacién foron os seguintes: a) pico cromato-
grafico para o ién [M+H]+ cunha intensidade >10°, b) precisién de masa (erro maximo de 10
ppm) e intensidade isotdpica e espazamento para [M+H]+ proporcionando unha puntuacién
MS 270, ¢) polo menos dous i6ns produto coincidentes cos rexistrados na biblioteca cun erro
maximo de masa de 10 ppm; e d) cando se dispuxese do patrén de referencia, unha diferenza
maxima de tempo de retencién de 0,1 min.

Resultados e discusion

En 4 das 63 mostras analizadas non se detectou ningtin dos firmacos monitorizados ru-
tineiramente nin ningun outro firmaco psicoactivo. Nas 59 mostras restantes confirmou-
se polo menos unha das drogas tradicionais (cocaina, cannabis, anfetaminas e/ou opidceos
(heroina, morfina ou codeina). En 15 mostras tamén se detectou polo menos outro firmaco
psicoactivo non avaliado nos controis dos condutores.

Entre as drogas tradicionais detectadas, a mais prevalente foi o tetrahidrocannabinol
(THC) (69,8%), seguido da cocaina (63,5%), opiaceos (14,3%) (morfina e/ou 6-acetilmorfina,
12,7%; codeina s6, 7,9%), e derivados da anfetamina (7,9%). O policonsumo de drogas foi
frecuente (50,8%).

Con respecto aos farmacos psicoactivos non detectados nos controis de estrada, as ben-
zodiazepinas ou o zolpidem estiveron presentes no 6,4% das mostras, os antidepresivos no
12,7%, os antipsicdticos no 6,4%, a cetamina no 1,6% e a metadona no 4,8%. En concreto, os
hipnético-sedantes detectados foron diazepam e o seu metabolito activo nordiazepam (n=2),
alprazolam (n=1), lormetazepam (n=1) e zolpidem (n=1). Respecto dos antidepresivos, de-
tectouse venlafaxina xunto co seu metabolito activo a O-desmetilvenlafaxina (n=3), escita-
lopram (n=3), sertralina (n=1), mirtazapina (n=1), e trazodona e o seu metabolito m-CPP
(n=1). Os medicamentos antipsicdticos detectados incluian quetiapina (n=3) e olanzapina
(n=1). Ademais, tamén se detectaron os opidceos terapéuticos metadona (n=3), hidrocodona
(n=1), O-desmetiltramadol (metabolito activo do tramadol) (n=1). Ningunha das NPS in-
cluidas na nosa biblioteca foron identificadas nas 63 mostras analizadas.

Conclusions

Os resultados do presente estudo mostran que a combinacién de drogas ilegais de abuso con
outros medicamentos psicoactivos que poden producir deterioracion da conducién é bastan-
te comun, xa que se observou en mdis do 20% das mostras analizadas. A falta de identificacién
destes farmacos psicoactivos dificulta cofiecer a sua prevalencia real entre os condutores e o
seu verdadeiro impacto na capacidade de conducir. Polo tanto, este estudo piloto axudara a
determinar a magnitude deste problema.

Agradecementos:

Este proxecto foi seleccionado na convocatoria de axudas do Plan Nacional sobre Drogas
(2022) para a stia subvencion (EXP2022/008675)

10 | V Encontro Galego da Mocidade Investigadora en Ciencias Farmacéuticas



DESENO E ELABORACION DE COLIRIOS
MUCOADHESIVOS COMBINANDO
IDEBENONA E HIDROXOCOBALAMINA

Selene Cuello Rodriguez!*?, Victoria Diaz Tomé"?>3,
Vinicius de Monte Vidal**® e Francisco Javier Otero Espinar’*?

' Departamento de Farmacoloxia, Farmacia e Tecnoloxia Farmacéutica, Facultade de Farmacia,
Universidade de Santiago de Compostela, Santiago de Compostela, Espafia
2 Grupo Paraquasil. Hospital Clinico Universitario, Instituto de Investigacién Sanitaria de Santiago de Compostela (IDIS),
Santiago de Compostela, Espana
? Instituto de Materiais (iMATUS), Santiago de Compostela, Espafia

selene.cuello@rai.usc.gal

A homocistinuria tipo C (CblC) é unha patoloxia conxénita autosémica recesiva pouco
comun, provocada pola mutacién no xene MMACHC, que ocasiona un defecto na conver-
sién da vitamina B12 4s suias ddas formas metabolicamente activas. Como consecuencia, pro-
ducese unha alteracién do ciclo metionina-homocisteina, que produce unha acumulacién de
4cido metilmaldnico e homocisteina, xunto cunha diminucién de metionina. Esta enfermi-
dade presenta signos multisistémicos, onde a maioria dos pacientes con CblC de aparicién
tempera padecen retinopatia pigmentaria, e atrofia optica [1].

O tratamento actual consiste en inxeccions intramusculares de hidroxocobalamina (HCb)
para aumentar os niveis intracelulares de cobalamina. De forma complementaria emprégase
betaina e 4cido félico [1,2]. O tratamento das enfermidades oculares do segmento posterior
¢ moi complexo debido 4 anatomia e fisioloxia do ollo, posto que a cdrnea supén un impedi-
mento para a penetracion de firmacos [3]. A utilizaciéon dun hidroxel favorece a permanencia
da formulacién na superficie ocular e o paso de moléculas a través da cdrnea.

O traballo actual propon a utilizaciéon dunhas formulacions tdpico-oftalmicas mucoadhe-
sivas que contefian idebenona e hidroxocobalamina.

Obtivéronse os tres hidroxeles partindo da elaboracién dunha disolucién de HP-B-CD ao
20% (p/v) en auga Mili-Q, mediante axitacion magnética. Seguidamente, incorporaronse 5
mg/mL de hidroxocobalamina e 10 mg/mL de idebenona 4 disolucién mantendo a axitacion
ata a stia completa disolucién. Posteriormente, incorporase o polimero elixido, podendo ser
Pva, 4cido hialurénico ou poloxdmero, mantendo en axitacién a disolucién e incorporando
un bafio de xeo no caso do poloxdamero.

Realizaronse estudos de pH, osmolalidade e irritaciéon corneal para comprobar se as for-
mulacidns eran aptas para a via topico-oftalmica. Mediuse a viscosidade e a bioadhesién cor-
neal, para estudar a permanencia ocular, ademais de estudar o perfil de liberacién mediante
un estudo de liberacioén in vitro.

Como resultado obtivose que os valores de osmolalidade e pH foron adecuados. Os estu-
dos de viscosidade e bioadhesion corneal demostraron que a opcidén mdis interesante é o po-
loxdmero 407 debido a que presenta termoxelificacion in situ, o que incrementa a sua visco-
sidade a temperatura fisioloxica e por tanto a permanencia na superficie ocular. O estudo de
liberacion in vitro presenta perfis de liberacion similares en ambos os firmacos, mostrando
que a formulacion con dcido hialurénico acada unha liberacién mais rapida. O estudo de irri-
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tacion corneal demostrou que ningunha formulacién ocasiona fenémenos de coagulacion,
lise ou hemorraxias.

Referencias:

[1] Carrillo-Carrasco N, Chandler R], Venditti CP. Combined methylmalonic acidemia and homocystinuria,
cblC type. I. Clinical presentations, diagnosis and management. ] Inherit Metab Dis. 2012;35(1):91-102.

[2] Martinelli D, Deodato F, Dionisi-Vici C. Cobalamin C defect: natural history, pathophysiology, and
treatment. ] Inherit Metab Dis. 2011;34(1):127-35.

[3] Varela-Ferndndez R, Diaz-Tomé V, Luaces-Rodriguez A, Conde-Penedo A, Garcia-Otero X, Luzardo-
Alvarez A, et al. Drug Delivery to the Posterior Segment of the Eye: Biopharmaceutic and Pharmacokinetic
Considerations. Pharmaceutics. 16 marzo 2020;12(3):269.
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Cryptosporidium é un protozoo enteroparasito cunha forma infectante (oocisto) moi resis-
tente e responsable en todo o mundo de moitos brotes transmitidos a través da auga. De feito,
Cryptosporidium foi o axente etioloxico parasitario implicado no 77,4% dos brotes hidricos
notificados entre 2017-2022 [1]. A Organizacién Mundial da Satide (OMS) considera a espe-
cie Cryptosporidium parvum o patéxeno de referencia para o grupo de protozoos de trans-
mision hidrica debido 4 sua persistencia no medio ambiente e 4 resistencia aos tratamentos
convencionais da auga [2]. A desinfeccion solar (SODIS) é un tratamento da auga de bebida
a nivel domiciliario de baixo custo moi estendido e utilizado en zonas con acceso limitado a
auga potable. Ainda que se demostrou que a sua eficacia é excelente para as bacterias, pode
ser limitada no caso dos virus e os protozoos [3]. A nanotecnoloxia ofrece solucidéns prome-
tedoras para o control de patdxenos de transmision hidrica ao mellorar a eficacia dos trata-
mentos de desinfeccién grazas as propiedades tinicas dos nanomateriais [4]. Na economia
circular, os residuos transférmanse en produtos valiosos, como os residuos de café, reducindo
asi o impacto ambiental e estimulando a innovacion e o crecemento econémico [5]. Previa-
mente, investigouse a eficacia de nanoesferas de carbono baseadas en residuos de café baixo
irradiacion de luz visible fronte a bacterias transmitidas polos alimentos [6]. O obxectivo
deste estudo foi avaliar o potencial das nanoestruturas obtidas do café (CN) para mellorar o
método SODIS fronte a C. parvum.

Para iso, os residuos de café carbonizdronse a 600°C durante 1 hora. A continuacion, ob-
tivéronse CN tras un tratamento de pirdlise utilizando o po de café e perdéxido de hidréxeno,
que se eliminou mediante didlise por membrana [6,7]. As CN caracterizaronse medindo o
tamario de particula e o potencial zeta. Tubos de cuarzo que contifian 3 mL de auga destilada
con diferentes concentraciéns de CNs (0,1; 0,4; 0,9 e 1,4 mg/mL) foron contaminados con
2x106 oocistos/mL de C. parvum e expostos 4 radiacion solar simulada (40 W/m2, 290-400
nm) a 40 °C baixo unha cuberta plastica de tereftalato de polietileno (PET). A viabilidade
dos oocistos avaliouse ds 2, 4 e 6 horas de exposicién mediante a cuantificacién do ARNm da
proteina de choque térmico de 70 kDa (hsp70) utilizando PCR cuantitativa de transcricion
inversa [8], previa inducién a 42 °C e posterior extracciéon do ARNm.

Ao final do tempo de exposicion (6 horas), sé a concentracién de 0,9 mg/mL de CN
alcanzou 22 reducions logaritmicas. Asi, obtivéronse taxas de inactivaciéon de oocistos de
0,87+0,01; 1,71+0,06; 2,55+0,08 e 1,96+0,02 reduciéns logaritmicas con 0,1; 0,4; 0,9 e 1,4 mg/
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mL de CN, respectivamente, mentres que en auga destilada sen CN alcanzouse unha reducién
logaritmica de 0,60+0,09.

Estes resultados evidencian a dependencia da concentracién dos nanomateriais deriva-
dos do café na eficacia da desinfeccion da auga, ofrecendo unha solucién sostible mediante
a reutilizacién dos residuos de café. Por tanto, a adiciéon de CN mellora a inactivacién de
oocistos de Cryptosporidium mediante procedementos de SODIS, proporcionando unha alta
proteccién (22 reduciéns logaritmicas) contra as enfermidades protozoarias de transmision
hidrica de acordo coas directrices da OMS. Unha maior optimizacion destas nanoestruturas
poderia conducir a avances innovadores nas tecnoloxias de tratamento da auga. Este método
proporciona alternativas sostibles aos procedementos convencionais, abordando os retos que
supofien os patdxenos protozoarios resistentes e mellorando a satide publica.
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Introducion

A psoriase é unha enfermidade de orixe autoinmune que se caracteriza por unha inflamacién
cronica da pel, a aparicién de placas vermellas e escamas esbrancuxadas en diversas areas do
corpo, especialmente en articulaciéns [1]. O tratamento mais habitual é topico e [évase a cabo
con corticoides, derivados da vitamina D e A. O cannabixerol (CBG) é un cannabinoide que
demostrou posuir accién antiinflamatoria e inmunosupresora, con menos efectos adversos
que os farmacos usados habitualmente no tratamento [2]. Para mellorar a biodispofiibilidade
do CBG faise uso de sistemas lipidicos nanoestruturados (SLN) que melloran a estabilidade e
penetracion en tecidos dos firmacos que encapsulan.

Obxectivo
Vehiculizar SLN cargados con CBG para mellorar o tratamento tépico da psoriase.

Materiais e métodos

Materiais:

Utilizouse CBG, monoestearato de glicerilo, gliceril tricaprilcaprato, polisorbato 80, auga Mi-
1li-Q, xantano, Massocare TCK A5 (trideceth-6, poliacrilato de sodio, polideceno hidroxena-
do).

Meétodos:

A suspensién de SLN, obtida mediante a técnica de fusién-emulsién, incorpéraselle o axente
xelificante (xantano ou Massocare TCK A5) en concentracions de 0,2% e 0,6% (p/p). Este
proceso realizase baixo axitacién magnética suave (100 rpm) a temperatura ambiente. Os
xeles resultantes caracterizaronse mediante a determinacién de pH e viscosidade. Aqueles
xeles que presentan caracteristicas Optimas para a administracion topica son sometidos a es-
tudos adicionais, incluindo analises de penetraciéon por microscopia confocal e permeacién
ex vivo en células verticais de Franz en pel porcina. Finalmente, avaliase a toxicidade uti-
lizando o modelo animal alternativo Caenorhabditis elegans, asi como a citotoxicidade en
fibroblastos BALB/3T3.

Resultados/Discusiéon
Seleccionaronse dous xeles cunha concentracion de 0,6% (p/p) de xantano e Massocare TCK

A5 para os ensaios posteriores, xa que os resultados obtidos de viscosidade e pH estaban
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dentro do rango éptimo para a via topica. Os estudos de penetracién mediante microscopia
confocal en pel porcina (imaxe 1), mostraron que os SLN acumulanse na epiderme e que
presentan unha penetracion total de 700 pm de profundidade. Nos estudos de permeabilida-
de en pel porcina, observaronse perfis de penetracion similares para ambos os xeles, ainda
que se observou unha maior cantidade acumulada de CBG as 24 horas no xel de Massocare
TCK AS5. Os estudos de toxicidade, tanto en fibroblastos como no modelo animal C. elegans,
demostraron que as formulacidns son seguras para a via topica.

Imaxe 1. Estudo de microscopia confocal sobre pel porcina

Conclusions

Os estudos realizados sobre os hidroxeles demostran unha notable retencion na pel dos SLN
e unha elevada penetracion ata a derme. Os estudos toxicoloxicos confirmaron a seguridade
das formulacions. En conclusién, os resultados obtidos apoian o potencial dos hidroxeles
como unha opcidn terapéutica prometedora para o tratamento tépico da psoriase.
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A prostaglandina E2 (PGE2), no seu papel como mediador proinflamatorio, desempena un
efecto supresor na resposta inmune contra o cancro mediante a activacién dos receptores de
PGE2 (EP) EP2 e EP4 [1]. Neste escenario, o bloqueo dos receptores EP2/EP4 demostrou
ser unha estratexia terapéutica eficaz para estimular a resposta inmune fronte ao crecemento
tumoral e 4s metastases [2].

No presente traballo, preséntase unha estratexia de quimica combinatoria a modo de fe-
rramenta exploratoria nas etapas iniciais do descubrimento de pequenas moléculas como
antagonistas de EP2/EP4. Con este fin, empregaronse a reacciéon de Ugi multicompoiente
(MCR) e as stas variantes para ensamblar de forma axil e directa novos derivados ou ana-
logos de quimiotipos xa cofiecidos de antagonistas EP2/EP4 para proporcionar unha ampla
diversidade estrutural.

O estudo do perfil farmacoléxico orientard a seguinte fase do proxecto a unha etapa de
expansion das series de compostos co fin de introducir modificacions estruturais orientadas a
mellorar a actividade farmacoldxica, ou ben a actividade antiproliferativa en células humanas
cancerosas e a modulacion dos puntos de control inmunoléxico (immune chekpoints) impli-
cados na resposta inmune contra o cancro.
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As enfermidades neurodexenerativas, caracterizadas por fenémenos progresivos de dexene-
racién e morte neuronal, afectan a aproximadamente un millén e medio de persoas no noso
pais. Baixo este nome incldense trastornos profundamente incapacitantes como a enfermi-
dade de Alzheimer (EA), a enfermidade de Parkinson (EP), ou a esclerose lateral amiotréfica
(ELA), que en ningun caso tefien unha cura definitiva, e cuxa complexa fisiopatoloxia supon
un reto para a farmacoloxia [1].

O tnico farmaco actualmente comercializado en Espafia para o tratamento da ELA é o
riluzol, cuxo mecanismo de accién non esta totalmente esclarecido, ainda que se postula un
efecto redutor da citotoxicidade do glutamato e antioxidante. O efecto neuroprotector deste
farmaco pode ser beneficioso non s6 na ELA senén tamén noutros trastornos neurodexene-
rativos. Non obstante, dada a sta limitada efectividade e a frecuencia de reacciéns adversas,
cobra un grande interese a farmacomodulacion da sta estrutura quimica, en busca de deriva-
dos cun mellor perfil terapéutico.

Neste proxecto proponse a sintese de benzotiazois (heterociclo base do riluzol) que con-
tefian diversas amidas, baseandonos nos anteriores resultados de diferentes amidocumarinas
do grupo (resultados previos obtidos en colaboracién co Departamento de Farmacoloxia da
USC, Figura 1) [3]. Préstase especial atencion a este grupo funcional debido 4 stia capacidade
unica para formar interaccidns, por exemplo, por pontes de hidréxeno. Por un lado, o grupo
carbonilo acttia como aceptor de enlaces de hidréxeno e o grupo amina como doador de en-
laces de hidréxeno, contando como se mostra, con dous tipos de sitios de enlace debido 4 sua
propiedade de cetotautomeria. Por outra banda, a incorporacion de dtomos de flaor é unha
excelente estratexia debido a sua alta lipofilicidade e capacidade para mellorar a absorcion
dos farmacos.
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Figura 1. Resultados previos do grupo de investigacion, en colaboracién co Departamento de
Farmacoloxia (USC), que inspiraron o desefo e sintese da nova familia de compostos.
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Os probidticos son microorganismos vivos que, ao seren consumidos en cantidades ade-
cuadas, resultan beneficiosos para o hdspede. Entre estes microorganismos, destacan os do
xénero Lactobacillus, coniecidos polo seu metabolismo fermentativo, de gran valor na indus-
tria alimentaria. Ainda que o papel activo dos Lactobacillus na modificacién da microbiota
intestinal e na mellora da satide estd sendo amplamente avaliado, poucos estudos se centran
nas vias metabdlicas e na calidade posbidtica de forma individual. Esta informacidn é crucial
para identificar as cepas probidticas mais axeitadas para cada persoa e condicién, achegando
esta investigacion ao campo da medicina personalizada. Co fin de avaliar a variabilidade das
bioactividades entre cepas probidticas de Lactobacillus e xustificar o seu uso como tratamento
preventivo en infeccions alimentarias, avalidronse os metabolitos posbidticos de especies de
Lactobacillus contra as bacterias alimentarias mais comuns.

Estudéronse tres cepas diferentes de Lactobacillus: Lactobacillus rhamnosus, Lactobaci-
llus plantarum e Lactobacillus paracasei. Recolléronse os sobrenadantes libres de células con
metabolitos producidos polas cepas e avaliouse a stia actividade antimicrobiana fronte a di-
ferentes bacterias patéxenas. Co obxectivo de caracterizar a causa da sta actividade antago-
nista, realizdronse tratamentos de pH, enzimaticos e térmicos. Finalmente, avaliouse o efecto
quorum quenching dos sobrenadantes libres de células (cell-free) contra o biosensor Chromo-
bacterium violaceum, un indicador de percepciéon do quérum (quorum sensing) mediado por
N-acil homoserina lactonas (AHL) en bacterias gramnegativas.

Estes estudos permitiron determinar que L. rhamnosus e L. paracasei mostran unha acti-
vidade antimicrobiana similar entre elas, sendo os valores de concentracién inhibitoria para
eliminar o 50% da poboacién patéxena (IC50) de entre 9-14% (v/v de cell-free). Pola contra, L.
plantarum mostrou unha mellor actividade antimicrobiana fronte a Salmonella enterica, con
valores de IC50 arredor do 4,7% (v/v de cell-free). No que respecta 4 caracterizacion da activi-
dade antagonista dos metabolitos producidos polas cepas de Lactobacillus, observouse que as
tres cepas perden a stia actividade antimicrobiana a pH basicos, o que suxire un antagonismo
mediado por acidos organicos ou bacteriocinas non activas a pH elevados.

Finalmente, os ensaios de quorum quenching mostraron que as tres cepas producen me-
tabolitos capaces de inactivar o quorum sensing mediado por AHL, ainda que se observaron
diferentes tipos de inhibicién. Estes ensaios permitiron identificar que L. plantarum ten acti-
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vidade anti quorum inactivando a comunicacién mediada por N-(3-Oxohexanoil)-L-homo-
serina lactona de forma madis eficiente que as outras cepas analizadas.

Este estudo establece unha base prometedora para a caracterizacion da actividade anta-
gonista das bacterias probidticas. Identificouse a bacteria L. plantarum como un probiético
prometedor para ser introducido na industria alimentaria e farmacéutica como tratamento
preventivo contra as infeccions alimentarias. Actualmente, estanse a realizar estudos de pro-
tedmica e metabolomica para a identificacion dos metabolitos producidos por esta bacteria.
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Os catalizadores sdlidos heteroxéneos desempefian un papel fundamental na industria qui-
mica, e ofrecen importantes vantaxes en termos de estabilidade, facilidade de separacién e
capacidade de reutilizacion. Estes catalizadores son especialmente vitais na industria farma-
céutica, onde a eficiencia, selectividade e escalabilidade dos procesos cataliticos son factores
clave. A través da catalise heteroxénea, os materiais de partida transférmanse en fairmacos de
alto valor dun xeito mais sostible e rendible en comparacion cos catalizadores homoxéneos.
Unha das grandes vantaxes da catalise heteroxénea é a capacidade de reutilizar o catalizador, o
que é esencial en aplicacions industriais nas que a rendibilidade e a eficiencia son prioridades.
Os catalizadores solidos pédense separar facilmente das mesturas de reaccidn, a diferenza
das nanoparticulas ou catalizadores en po, o que facilita a sta reutilizacion en varios ciclos de
reaccion. Esta caracteristica é moi util na sintese en paralelo e en solucion.

Entre os tipos de catalizadores sélidos, os catalizadores monoliticos recibiron moita aten-
cion polos seus beneficios estruturais e operativos[1,2]. Ainda que dotados de menor super-
ficie especifica en comparacion cos catalizadores en po (os cales requiren procesos comple-
xos de separacion como a filtracién ou centrifugacion), os monoliticos son sistemas de leito
fixo que se poden lavar e reciclar con facilidade. Isto simplifica o proceso, reduce custos e
minimiza a perda de material durante a recuperacion do catalizador. Ademais, a estrutura
dos catalizadores monoliticos fainos axeitados para aplicacions de fluxo continuo e procesos
industriais a grande escala. No ambito da sintese farmacéutica, os catalizadores monoliticos
proporcionan unha plataforma versatil para realizar unha ampla variedade de transforma-
ciéns quimicas, incluindo reacciéns complexas en multiples etapas. Ademais, a sua facil in-
tegracion en sistemas de sintese paralela automatizada fai que sexan especialmente utiles no
descubrimento e desenvolvemento de firmacos, onde é importante sintetizar de forma rapida
e eficiente diversas quimiotecas de compostos.

O deseiio de catalizadores heteroxéneos robustos e eficientes é esencial para impulsar a
sintese organica, especialmente na creacién de compostos bioactivos. Os soportes ceramicos
monoliticos son unha opcidn atractiva debido 4 sta estabilidade mecénica. Os monolitos
baseados en silice destacan pola sua ampla superficie, porosidade axustable e inercia quimica.
Non obstante, a funcionalizacién destes monolitos con especies cataliticas activas segue sendo
un reto, especialmente cando se trata de reacciéns complexas, como aquelas catalizadas por
paladio. Na catélise heteroxénea, e particularmente na industria farmacéutica, é fundamental
garantir a estabilidade dos catalizadores metalicos soportados. Os catalizadores monoliticos
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funcionalizados con metais deben desefiarse de maneira que se evite a lixiviacion, é dicir, a
disolucién non desexada de metal na mestura de reaccion. Este fenémeno pode comprometer
seriamente a pureza dos produtos farmacéuticos, contaminando a reaccién con residuos me-
talicos, o que é critico na sintese de compostos sensibles como os farmacos. Por iso, é esencial
que as especies metdlicas estean ben ancoradas na superficie do mondlito para garantir a
eficacia e seguridade dos produtos finais.

Os recentes avances sublifian o potencial dos MOF (redes metal-organicas) como precurso-
res ou modelos na creacion de catalizadores nanoestruturados. Con todo, a stia inestabilidade en
certos ambientes cataliticos, como os de alta temperatura ou baixo exposicion a solventes, limita
a sua aplicacion directa na catélise heteroxénea. Para superar estas limitacidns, desenvolvéronse
estratexias que combinan os MOF con soportes ceramicos e modificacions postsintéticas.

Neste traballo, presentamos un novo enfoque para fabricar un catalizador monolitico
nanoporoso, funcionalizando un monolito soporte de silice a través dun proceso de varios
pasos. O soporte foi obtido por impresién 3D, mediante a técnica de escritura directa e sinte-
rizacion. A continuacidn, activouse a superficie do monolito, para facilitar a adsorcion poste-
rior de i6ns metalicos. Posteriormente, o mondlito impregnouse con nitrato de zinc, seguido
do crecemento de ZIF-8 mediante un método de capa por capa con baiios alternos do pre-
cursor metdlico e do ligando organico. Engadiuse una fonte de paladio para xerar nanopar-
ticulas de Pd(0) dentro da estrutura nanoestruturada, aproveitando o ZIF-8 como modelo.
Para mellorar a estabilidade do catalizador, o mondlito funcionalizado con ZIF-8 tratouse
cunha solucién de silicato de sodio/potasico, que actuou como axente cementante, garantin-
do a integridade estrutural do MOF e facilitando a creacién dun composto estable. A calci-
nacién final a 400°C eliminou os ligandos organicos do MOF baseados en carbono, dando
lugar a un composto nanoporoso sen carbono, con Zn, O, Si e Pd como elementos restantes
na superficie. O catalizador foi empregado para a sintese de biomoléculas en reacciéns tipo
Heck, Stille, Sonogashira ou Suzuki. Este traballo presenta un novo enfoque para estabilizar
e funcionalizar MOF en soportes cerdmicos, aumentar a superficie especifica en superficie,
expandindo as ferramentas dispoiibles para a catalise heteroxénea na sintese de compostos
de relevancia bioldxica.

Figura: a) Imaxe do catalizador 3D b) Imaxe SEM da armazo6n do catalizador ¢) SEM do catalizador
con MOF en superficie d) SEM: detalle do composite nanoporoso final na superficie ) Composto Hit
descuberto nos tests bioloxicos en lifias celulares HeLA (activ. antiproliferativa).
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Neste traballo proponse o uso de microcapsulas naturais de esporopolenina (SEC) para a
administraciéon pulmonar de substancias activas. A pesar do seu tamano medio de 25 pum, as
SEC posuen unha baixa densidade e unha elevada porosidade, caracteristicas que as fan ideais
para este tipo de aplicaciéns. Non obstante, é fundamental purificar estas microcépsulas en
varias etapas para evitar problemas de histocompatibilidade.

O método de purificacién “tradicional’, desenvolvido por Ageitos et al. (2021), permite
obter SEC de alta pureza, pero require tres dias de traballo no laboratorio e un elevado consu-
mo de disolventes organicos. Co obxectivo de optimizar este proceso, realizaronse diferentes
ensaios que acurtan os tempos e reducen o uso de disolventes.

Nun primeiro experimento, reduciuse a duracién do proceso mediante lavados conse-
cutivos con acetona e auga. Posteriormente, avalidronse distintas mesturas de acetona para
minimizar a cantidade de disolvente empregado. Os sélidos resultantes foron caracterizados
mediante microscopia electrénica de varrido (SEM) e comparados cos obtidos mediante o
método tradicional. Ademais, analizouse a densidade aparente do pole e cuantificouse o nu-
mero de grans de pole por miligramo de mostra, empregando o método do “repique” e unha
camara de Neubauer, respectivamente.

O proxecto tamén abordou a optimizacién de procedementos de purificaciéon doutros
tipos de pole, como os de Castanea sativa e Camellia sp., especies abundantes en Galicia.
Adaptaronse os protocolos de purificacion previos para estas especies, caracterizando os s6-
lidos obtidos a través de SEM. Ademais, utilizdronse mostras de estames e pole de Matricaria
chamomilla, Castanea sativa e Camellia sp. para a observacién baixo microscopia optica.

En conxunto, as SEC mostran un gran potencial como vehiculos para a administracion de
farmacos debido 4 sua alta capacidade de carga, baixa densidade e elevada porosidade. Estas
caracteristicas, xunto coa sta orixe natural e a sta baixa toxicidade tras un axeitado proceso
de purificacién, convértenas nunha opciéon prometedora para aplicaciéns biomédicas.
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Figura 1: A, C, E) Microfotografias SEM de SEC de Matricaria chamomilla, Camellia sp. e Castanea
sativa respectivamente. B, D, F) Fotografias obtidas con microscopia dptica de grans de pole de
Matricaria chamomilla, Camellia sp. e Castanea sativa respectivamente.
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Os heterociclos son un grupo de compostos que postien polo menos un heterodtomo no
seu sistema ciclico.[1] Dentro deste grupo destacan os heterociclos nitroxenados, pois estan
incorporados en mais do 75% dos fairmacos aprobados, incluindo clases con amplas aplica-
cions bioloxicas, como o pirazol.[2] O ntcleo pirazol estd presente en farmacos de grande
importancia, como nos antiinflamatorios non esteroides, celecoxib e dipirona; no sildenafilo
utilizado no tratamento da disfuncién eréctil e da hipertensién pulmonar; no anticoagulante
apixaban e no antineoplasico ibrutinib.[3]

Nese contexto, o noso grupo de investigacion sintetizou e avaliou derivados pirazélicos
contra alguns parasitos responsables de doenzas en humanos.[2,4] De entre esas, destaca o
Trypanosoma cruzi (T. cruzi), protozoo responsable da doenza de Chagas, que existe en dias
formas morfoldxicas infectantes no hdspede: o tripomastigote, que é a forma non replicativa
e extracelular do parasito presente na corrente sanguinea do hdspede, e a forma amastigota,
que é replicativa e que se encontra no interior das células do hospede.[5,6]

No presente traballo foron sintetizados 20 derivados N-aril-1-fenil-1H-pirazol-4-car-
boxamidas 1(a-t), dos cales 19 son inéditos 1(b-t), con rendementos variando de 27 a 98%. A
ruta sintética utilizada para a obtencién deses compostos pode ser visualizada na figura 1.[2]

Figura 1. Ruta sintética para a obtencion dos derivados 1(a-t).

Os compostos 1(a-t) foron caracterizados por espectroscopia na rexioén do infravermello
por transformada de Fourier (FT-IR), espectrometria de masas de alta resoluciéon (HRMS) e
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resonancia magnética nuclear (RMN) de 1H e 13C. A figura 2 presenta o espectro de RMN
de 1H do produto 1a, cuxa estrutura foi confirmada pola presenza dos sinais relativos a cada
atomo de hidréxeno da molécula.

Figura 2. Espectro de RMN de 1H do produto 1a.

De entre os 20 derivados sintetizados, 19 pasaron por ensaios bioldxicos iniciais in vitro
1(a-s). Nestes ensaios ningtin dos compostos mostrou ser citotoxico en células Vero (CC50 >
500 pM) e o derivado 1d demostrou potencial accién tripanocida con bos valores de IC50=
9,54 + 0,25 e 7,74 + 2,21, contra as formas tripomastigota e amastigota do T. cruzi, respec-
tivamente. Tales valores son prometedores por se aproximaren a aqueles observados para o
farmaco de referencia, benznidazol (IC50 = 9,44 + 0,06 e 4,67 *+ 0.22, contra as formas tri-
pomastigota e amastigota, respectivamente). Actualmente, o composto 1d estd pasando por
probas de washout para a avaliacién da recrudescencia parasitaria e por ensaios de citotoxici-
dade en cardiomiocitos.
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Co desenvolvemento de novos envases e recipientes alimentarios como alternativas aos con-
vencionais, son necesarias numerosas avaliacions de seguridade, xa que poden constituir un
risco para a saide do consumidor pola migracién de substancias quimicas destes materiais
aos alimentos.

Na lista destes migrantes potenciais procedentes dos envases alimentarios encontramos
substancias engadidas intencionalmente (IAS), tales como monoémeros e aditivos (antioxi-
dantes, estabilizantes, antimicrobianos etc.), e substancias non engadidas intencionalmente
(NIAS), tales como produtos de reaccién e/ou degradacion.

Neste traballo analizaronse ddas mostras de materiais en contacto con alimentos (imaxes
1 e 2), rotulados como bio-based e/ou biodegradables.

Imaxe 1: mostra “VBT”, vaso baixo transparente. Imaxe 2: mostra “CBV”, canas bio verdes.

As mostras foron pesadas e analizadas directamente empregando un sistema de purga e
trampa (P&T) e cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (P&T GC/MS).
Empregouse o tolueno deuterado como patrén interno.

Identificaronse provisionalmente numerosos migrantes. Posteriormente determinouse a
stia toxicidade mediante unha metodoloxia in silico como son as regras de Cramer, que per-
mitiu atopar migrantes con baixa toxicidade (clase I). Pero tamén foron identificados nume-
rosos compostos quimicos de media e alta toxicidades (clases II e III, respectivamente).
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Figura 1: cromatogramas das mostras CBV e VBT

Agradecementos:
O estudo foi financiado polo Ministerio de Ciencia e Innovacién, pola Agencia Estatal de
Investigacién, e polo Fondo Europeo de Desenvolvemento Rexional (FEDER). RefNo.
PID2021- 124729NB- 100 “MIGRABIOQUANT” (MCIN/AEI/ 10.13039/501100011033/FE-
DER, UE).

Emma Lépez Sanvicente agradece ao Banco Santander pola axuda “Contratos de inicia-
cién 4 investigacion para alumnado de master”.

Referencias:
[1] Graino, S. G., Sendén, R., Hernandez, J. L., & Rodriguez Bernaldo de Quirds, A, 2018, Polymers, 10(7), 802.
[2] Lau, O., & Wong, S., 2000, Journal of Chromatography A, 882(1-2), 255-270.
[3] Lestido-Cardama, A., Rodriguez Bernaldo de Quirds, A., Bustos, J., Lomo, M. L., Losada, P. P., & Sendén,
R., 2020, Foods, 9(8), 1038.
[4] Wrona, M., & Nerin, C., 2020, Molecules, 25(3), 752.

V Encontro Galego da Mocidade Investigadora en Ciencias Farmacéuticas | 29



MICROPARTICULAS CON FARMACOS SENOLITICOS
PARA O TRATAMENTO DA OSTEOARTRITE

Arturo A. Lorenzo-Lorenzo'?, Rebeca Martinez-Borrajo*?,
Mariana Landin'? e Patricia Diaz-Rodriguez?

1 Departamento de Farmacoloxia, Farmacia e Tecnoloxia Farmacéutica, Facultade de Farmacia, Universidade de Santiago de
Compostela, Espafia
2 Instituto de Materiais da Universidade de Santiago de Compostela (iMATUS), Santiago de Compostela, Espania

arturoalejandro.lorenzo@rai.usc.gal

A osteoartrite (OA) é unha enfermidade dexenerativa da cartilaxe articular que provoca dor,
inflamacion e inmobilidade e que afecta, principalmente, a doentes maiores de 60 anos. As
articulaciéns mais comunmente afectadas son os xeonllos, a cadeira e as mans, o que fai que
esta enfermidade sexa extremadamente limitante. Na actualidade, as principais terapias na
OA (cirurxia nos casos mais avanzados e abordaxe farmacoléxica) procuran aliviar a sinto-
matoloxia previamente descrita, empregando no caso da abordaxe farmacoldxica unha tera-
pia antiinflamatoria (con AINE e corticoides principalmente) ou con viscosizantes (coma os
hialuronatos e os proteoglicanos), sen abordar as causas subxacentes da patoloxia[1]. Dentro
das maltiples hipéteses e investigacions que tratan de explicar a orixe da osteoartrite, evi-
dencias recentes suxiren que a senescencia celular dos condrocitos, detendo o ciclo celular
e liberando citoquinas destrutivas da matriz cartilaxinosa, poderia ser un factor clave na
aparicién e evoluciéon da OA. Nos ultimos anos, descubriuse que o fenofibrato, un farmaco
usado para tratar dislipemias, elimina os condrocitos senescentes e mellora a degradacion da
cartilaxe en estudos in vivo, sendo un farmaco prometedor pola sta capacidade de frear o
proceso patoloxico[2]. Con todo, a stia baixa biodispoiibilidade e rapido aclaramento arti-
cular, limitan a sta efectividade na clinica. E por iso que este estudo propén a sintese de
microparticulas poliméricas de PLGA (4cido polilactico-co-glicdlico), empregando distintos
pesos moleculares de PLGA, que encapsulen o fenofibrato e que tefian caracteristicas adecua-
das para a stia administracion intraarticular, coa funcién principal de lograr unha liberacién
sostida do farmaco.

Para a elaboracién das microparticulas usouse un método de emulsiéon simple —evapo-
racién de solvente- que consiste na formacién dunha emulsién o/w, na cal o fenofibrato e
mais o polimero (Resomer 502H en F1, e mestura Resomer 502H:755S en F2 ambos de Evo-
nik, Alemana) se disolven na fase oleosa (diclorometano), e posteriormente forman unha
emulsion, mediante axitacion, empregando como fase acuosa alcohol polivinilico ao 1% en
auga. A emulsion obtida déixase en axitacion ata asegurar a evaporaciéon do solvente orga-
nico, dando lugar & formacion das microparticulas sélidas, que posteriormente son lavadas
(con auga destilada) e liofilizadas. Posteriormente, avaliouse a carga de farmaco destas e a
eficacia de encapsulacion disolvendo as microparticulas en diclorometano e cuantificando o
farmaco mediante espectrofotometria. Por outra banda, avaliouse tamén o tamafio medio e a
distribucion de tamafios das microparticulas mediante técnica de dispersion dinamica da luz,
no equipo MasterSizer2000. Ademais, obtivéronse imaxes mediante microscopia electrénica
de varrido (SEM) para poder observar morfoloxia. Paralelamente, realizouse un estudo de
cesion de farmaco in vitro, incubando as microparticulas en dodecilsulfato sédico ao 1%, nun
baio a 37 °C, en condicidns Sink, e posteriormente determinando a concentracién de farma-
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co liberado mediante espectrofotometria. Finalmente, caracterizouse a actividade bioloxica
das microparticulas, concretamente a viabilidade celular, en condrocitos humanos (OACS).
Para iso, estimularonse con IL-6 para obter un fenotipo senescente e tratironse coas dias
formulaciéns ou a concentracion equivalente de farmaco libre. Para obter a cuantificacion da
viabilidade utilizouse o reactivo AlamarBlue® (ThermoFisher, EEUU).

Obtivéronse formulacidns con eficacias de encapsulacion proximas ¢ 100% e carga de far-
maco do 1%, ademais, a distribucién de tamaiio foi unimodal e monodispersa (homoxénea)
con tamanos medios de 35 pm e 50 um para F1 e F2 respectivamente e cunha morfoloxia
esférica. A cesién mostrou un perfil trifasico, que permite a liberaciéon do fenofibrato durante
dous meses, e na que se observa un aumento na velocidade de liberacién no caso da formu-
lacién que unicamente conten o PLGA de menor peso molecular (Resomer 502H; F1). Ade-
mais, ambas as formulaciéns amosaron o mesmo efecto na viabilidade celular en condrocitos)
que o observado co farmaco libre: unha diminucién na viabilidade dos condrocitos senescen-
tes en contacto coas formulaciéns (Figura 1). Como conclusions, o método proposto permite
obter formulaciéns capaces de encapsular o fenofibrato e fornecer caracteristicas fisicoquimi-
cas adecuadas para a via de administracion intraarticular. Ademais, ambas as formulaciéns
amosan diferenzas de tamaifio e cesion, efecto debido principalmente 4 influencia do peso
molecular do PLGA. E finalmente, as formulaciéns logran un efecto farmacoldxico senolitico
in vitro similar ao do farmaco libre, amosando o potencial terapéutico das microparticulas de
PLGA na osteoartrite.

Figura 1. Amosase a diminucion da viabilidade dos condrocitos senescentes nos pozos coas
formulacions con respecto ao control, o que mostra o efecto senolitico selectivo tanto das formulacions
coma do farmaco libre (EN 4). (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 con respecto ao control).
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As enfermidades neurodexenerativas representan un reto importante para a terapéutica
actual. Os farmacos dispoiiibles proporcionan, na stia maior parte, sé alivio sintomético. O
cardcter multifactorial destas patoloxias require o desenvolvemento de moléculas capaces de
actuar simultaneamente sobre varias dianas terapéuticas.

O deseiio de derivados do esqueleto cumarinico como novas moléculas para o tratamen-
to de enfermidades neurodexenerativas baséase en tres piares fundamentais. Por unha par-
te, as cumarinas son compostos amplamente distribuidos na natureza e estan presentes en
farmacos comercializados actualmente como o acenocumarol (Figura). A modificacién do
esqueleto cumarinico deu lugar a compostos con interesantes actividades bioldxicas fronte a
enfermidades neurodexenerativas. A adicion de aneis en posiciéon 3 do esqueleto permitiu a
obtencion de compostos con potente actividade como inhibidores da MAO-B e colinesterases
[1]. O bioisosterismo de aneis coa incorporacién de aneis heteroaromaticos en posicion 3 do
esqueleto permitiu ampliar a diversidade quimica e conseguir interacciéns mdis potentes e
selectivas coas dianas [2]. A adicién de grupos hidroxilo en diferentes posicions do esqueleto
deu compostos con interesantes propiedades antioxidantes [3], similares s de moléculas na-
turais coas que as 3-arilcumarinas gardan unha estreita relacion estrutural, como o resveratrol
(Figura).

Os resultados bioldxicos obtidos ata 0 momento, asi como estudos computacionais, axu-
daron no desefio de novos compostos ao proporcionar informacién valiosa sobre as interac-
cions coas suas dianas terapéuticas. O desenvolvemento dos derivados 3-heteroaril-6/7-hi-
droxicumarina combinan ambas as modificaciéns anteriormente mencionadas co obxectivo
de acadar un enfoque multidiana de patoloxias como o alzhéimer, o parkinson ou a esclerose
lateral amiotrdfica. A sua sintese levouse a cabo mediante a reaccién de Perkin-Oglialoro
cunha hidrdlise modificada do grupo acetilo protector, empregando cloruro de tionilo (Fi-
gura), da que se obtiveron elevados rendementos. Estudos computacionais de modelizacién
molecular mostran interesantes interaccidns coas dianas terapéuticas en estudo. Ademais, un
cribado inicial das stias propiedades farmacoloxicas indica baixa citotoxicidade e capacidade
de inhibir a MAO-B.
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O desenvolvemento de sistemas de liberacion controlada de farmacos, especialmente aqueles
activados por estimulos externos, representa un avance significativo na administraciéon de
medicamentos. O noso traballo céntrase no desefio e caracterizaciéon de micelas baseadas en
derivados de azobenceno dicatiénicos como potenciais vehiculos para a liberacién controlada
de farmacos, aproveitando as propiedades fotocromicas destes compostos.

Os azobencenos poden cambiar reversiblemente a stia configuracion entre cis e trans ao ser
expostos a luz de diferentes lonxitudes de onda, o que permite un control preciso sobre as pro-
piedades das micelas. No noso estudo, sintetizamos e caracterizamos micelas mixtas formadas
por derivados de azobenceno e dodecil sulfato de sodio (SDS). Observamos que a isomeriza-
cion cis/trans induce cambios significativos no tamano e na carga superficial das micelas (Figu-
ra 1A e 1B), o que suxire un potencial para modular a encapsulacion e liberacién de farmacos.

Para avaliar esta posibilidade, estudamos a encapsulacion e liberacién dun derivado de
cumarina como modelo de firmaco. Os resultados preliminares indican unha liberacién con-
trolada do farmaco en funcién da configuracién do azobenceno, o que apoia a idea de que a
liberacion pode ser modulada mediante estimulos luminicos.

En paralelo, estamos a explorar a aplicacion da fotoisomerizacién do azobenceno no dese-
o de novos axentes fotofarmacoldxicos. Ao conectar diias moléculas bioloxicamente activas
mediante unha ligazén azo, buscamos desenvolver moléculas cuxa actividade bioléxica poida
ser modulada de maneira reversible pola luz. Esta estratexia, combinada cos sistemas micela-
res descritos anteriormente, abre novas perspectivas para o desenvolvemento de terapias mais
precisas e personalizadas.

Figura 1. (A) Didmetro hidrodindmico e (B) potencial zeta de micelas formadas con derivados
dicatidnicos de azobenceno e diferentes fraccions molares de SDS.
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O cancro é unha enfermidade complexa e multifactorial que require soluciéns innovado-
ras, temperas e personalizadas. A inmunoterapia representa un enfoque que inclie o uso de
inhibidores dos puntos de control inmunitario para o tratamento do cancro, abrindo novas
vias cara a terapias mais efectivas e menos invasivas, con impacto positivo na calidade de vida
dos pacientes.

A adenosina é un metabolito que suprime a resposta inmune antitumoral das células T e
NK mediante a unién extracelular aos receptores A2aAR e A28AR. O receptor Aza ten unha
implicacién significativa na inmunosupresion, mentres que o Azs esta involucrado na anxioxé-
nese, metastase e proliferacion tumoral. O noso grupo foi pioneiro no desenvolvemento de
antagonistas selectivos Azs, validando o seu potencial como firmacos anticancerixenos. O
obxectivo principal deste traballo foi o desefo e sintese de antagonistas duais Aza-Azs a partir
dos nosos antagonistas A28, explorando as principais tendencias nas relacions estrutura-ac-
tividade destes compostos. Propuxemos unha serie de 16 compostos, dos cales se obtiveron
6 farmacos duais antagonistas dos receptores Aza e A28, e un novo antagonista selectivo Azs.
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As latas metalicas empregadas para o envase de alimentos adoitan presentar un recubrimento
entre o propio metal e o alimento co que estan en contacto, co obxectivo de reducir a inte-
raccion entre eles. Durante décadas, os materiais mais frecuentemente escollidos para des-
empefiar esa funcién, correspondian na sua maioria 4 familia das resinas epoxi [1]. Estes
compostos presentan unhas moi boas propiedades mecanicas asi como un baixo custo, polo
que son moi empregadas na industria. A pesar do seu comun uso, non estdn exentos de riscos.
Férmanse por polimerizacion entre o bisfenol A (BPA) e epiclorhidrinas, dando lugar, entre
outros, ao bisfenol A diglicidiléter (BADGE), e son numerosos os estudos que identifican a
actividade estroxénica do seu precursor, asi como a migracién dos produtos da sta polimeri-
zacion incompleta cara ao alimento co que estdn en contacto [2].

O obxectivo deste traballo foi estudar a bioaccesibilidade e as posibles transformaciéns
que sofre 0 BADGE, unha das substancias quimicas maioritarias das resinas epoxi, despois
da sta dixestion gastrointestinal in vitro. Con ese proposito, aplicouse un protocolo estan-
darizado de dixestidn estatica, o modelo INFOGEST [3]. Ademais, avaliouse a influencia de
dous liquidos de cobertura, os aceites de oliva e xirasol, asi como do aminoécido leucina, un
dos aminodcidos caracteristicos do atiin, un alimento normalmente comercializado en lata.
Seguidamente, levouse a cabo un ensaio de estabilidade acelerado simulando o proceso de
almacenamento prolongado das latas na industria, seguindo as indicaciéns do Regulamento
(UE) No 10/2011 sobre materiais e obxectos plasticos destinados a entrar en contacto con
alimentos [4].

Optimizouse un método de cromatografia liquida de alta resolucién acoplado a un de-
tector de fluorescencia para a adecuada separacion dun estandar cos principais produtos de
hidrélise e de reaccién con clorhidrinas do BADGE, o que permitiu a stia cuantificacion e
estimacién da bioaccesibilidade. Por outra parte, para confirmar a identidade dos produtos de
reaccion da substancia quimica estudada empregouse espectrometria de masas tras o proceso
de dixestidn, identificando asi 0o BADGE-HCl e BADGE-2H,0.

En canto aos resultados do ensaio de estabilidade, obsérvase unha diferenza na recupera-
cion do BADGE tras a sta interaccion con leucina en aceite de xirasol: 7,92% (+ 1,11%) e en
aceite de oliva: 49,92% (£ 0,54%). Despois de realizar o ensaio de dixestidn, con eses niveis
de BADGE, as porcentaxes de bioaccesibilidade son similares: 64,42% (+ 9,83%) e 57,35% (£
2,92%) respectivamente.

Atendendo aos datos obtidos neste estudo preliminar, podese afirmar que se establecen
interaccions entre os elementos da matriz alimentaria e a molécula de BADGE, que poden
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levar 4 sua transformacion e a diferenzas na exposicion do consumidor a estas substancias
de posible caracter toxico. Polo tanto, seria importante proseguir coa investigacion da bioac-
cesibilidade destes compostos empregando novas matrices alimentarias, asi como intentar
identificar posibles produtos de transformacion descoifiecidos ata agora.
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Segundo a World Heart Federation e a World Health Statistics da Organizaciéon Mundial da
Saude, as doenzas isquémicas do corazén son a principal causa de morte no mundo [1,2],
informacién que o Instituto Nacional de Estatistica avala para o caso de Espana [3]. Grazas aos
servizos prestados polos profesionais da sanidade publica, moitos dos doentes de infarto de
miocardio superan este evento cardiaco, e quédalles por diante afrontar a disfuncién provocada
por el. Porén, o principal obxectivo da nosa investigacion ¢ a procura de novos biomarcadores
preditivos, asi como posibles dianas terapéuticas para mellorar o progndstico e tratamento do
infarto agudo de miocardio con elevaciéon do segmento ST (IAMCEST). O proxecto tentara
mellorar o cofiecemento fisiopatoléxico do remodelamento ventricular post-IAMCEST malia
a stia relacién coa inflamacién sistémica e/ou cardiaca a partir dun panel perfilado de molé-
culas e unha analise proteémica en mostras sanguineas. A andlise levarase a cabo con especial
atencién as moléculas relacionadas co eixe advanced glycation end-products (AGE)- receptor
de AGE (RAGE), e tamén as que presenten relacion coa galectina-3.

Os doentes dividironse en grupos tendo en conta a clase killip (Killip 1, 2, 4), o sexo, a
fraccion de execcidon do ventriculo esquerdo (FEVE, categorizada en preservada ou non), e o
indice de masa corporal (IMC; maior de 30 e menor de 30). As proteinas plasmaticas foron
identificadas e cuantificadas por espectroscopia de masas-SWATH despois de dixestién con
tripsina. Os péptidos dixeridos foron separados por cromatografia de fase reversa e adquiridos
cun sistema TripleTOF 6600 (Sciex, Redwood City, EEUU) usando unha Data Independent
Acquisition (DIA). Creouse unha libreria de espectros proteicos usando mostras de cada sub-
grupo de andlise mediante DDA. As mostras de cada grupo analizaronse usando unha Data
Dependent Acquisition (DDA) e despois exportaronse para unha analise cuantitativa relativa
(arquivos Scaffold). Cos arquivos swath pddense construir graficas de volcan (volcano plots)
enfrontando o logaritmo decimal do valor p (resultado do test ¢ de Student) no eixe Y fronte
ao logaritmo en base dous do fold change no eixe X (Figura 1). Este fold change é una medida
da diferenza na expresién dunha proteina nas situaciéon A e B, polo que nas graficas de volcan
poderemos saber cales das proteinas estan sobre ou infraexpresadas e cales son significativas
grazas ao valor p. Por outro lado, as listas de proteinas pasamolas pola plataforma String, que
amosa as relacions existentes entre todas as entradas da nosa lista. Nesta fase fixémolo tanto
para os arquivos swath coma scaffold, e nos dous casos puidemos observar grupos de protei-
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nas que se relacionan co eixe AGE-RAGE no caso das listas de swath, mentres que na lista
scaffold atopamos outras relacionadas co infarto de miocardio. Amais fixéronse ensaios ELISA
con plasma dos doentes para medir a concentraciéon de RAGE soluble e galectina-3, que polo
momento ofrecen resultados que concordan cos datos de protedmica e o cofiecemento previo.

Tendo en conta os datos obtidos na analise dos arquivos swath, e observando que as pro-
teinas que sairon relacionadas co eixe AGE-RAGE estan sobreexpresadas no grupo Killip 4
(maior gravidade), pddese concluir que maiores niveis de proteinas relacionadas con este eixe
relaciénanse cunha peor condiciéon dos doentes. Por outro lado, nos test ELISA para o RAGE
soluble e a galectina-3 puidemos observar un aumento nestas proteinas nas clases superiores
Killip, o que confirma tamén a stia participacion nesta doenza.

Figura 1. Representacion dunha grafica de volcan para as mostras
de pacientes clasificados nas clases Killip 1 e 4. [4]
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A adenosina é un metabolito clave na supresion da resposta inmune antitumoral a través da
union extracelular aos receptores Aza e Azs de adenosina. Recentemente, identificamos unha
interaccion sinérxica entre os receptores A2a e A2s no microambiente tumoral, que potencia
a resposta inmune e reduce o crecemento celular.

Aproveitando os nosos antagonistas mais efectivos contra A28, desenamos de forma racio-
nal compostos antagonistas dirixidos simultaneamente aos receptores A2a e A2s de adenosina.
Unha vez optimizados os nosos compostos, 0 noso obxectivo foi convertelos en firmacos
multidiana que combinan o bloqueo dos receptores de adenosina con novas dianas: inmuno-
terapéuticas, epixenéticas, moduladoras do crecemento e anxioxénese tumoral, da sintese de
citocinas ou de factores de crecemento. Os nosos compostos combinaronse coas novas dianas
a través de distintas estratexias, como fusion, linking e estratexias multicompofiente, obtendo
asi unha ampla quimioteca.

Estas estratexias permiten que os novos compostos non s6 bloqueen os receptores de ade-
nosina, implicados na inmunosupresion e no crecemento tumoral, sendn que tamén interac-
taen sinerxicamente con outras dianas clave. Isto potencia a resposta inmunitaria e contribue
a frear os mecanismos de proteccion tumoral desde distintos puntos clave, aumentando asi a
eficacia dos tratamentos no microambiente tumoral.

Nunha aproximacion inicial, sintetizouse unha libreria de compostos combinando os no-
sos antagonistas dos receptores de adenosina cunha diana epixenética sinérxica, para o que
utilizamos as estratexias previamente mencionadas, e acadamos resultados prometedores.
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O factor de transcricion STAT3 regula numerosas funciéns bioldxicas, incluida a activacion
microglial e a resposta inflamatoria. Ademais da sta translocaciéon ao nucleo, onde induce a
activacion de determinados xenes, describese que o STAT3 tamén pode translocarse ao nivel
mitocondrial onde participa en diferentes procesos como a respiracion ou a regulacién do
estrés oxidativo. Debido a que a disfuncién mitocondrial e o estrés oxidativo xogan un papel
crucial en procesos neurodexenerativos como os da enfermidade de Parkinson, as acciéns
do STAT3 mitocondrial poderian ter unha grande importancia neste tipo de enfermidades
(Garama et al.; Levy and Lee; Yang and Rincon; Blesa et al.). Numerosos estudos relacionan as
accions do sistema renina-anxiotensina, un dos sistemas hormonais mais ubicuos do corpo,
co desenvolvemento e evolucion destes procesos neurodexenerativos. Podemos destacar dous
eixos funcionais, contrapostos, asociados coas accidns deste sistema. O primeiro, proinfla-
matorio, produce os seus efectos fundamentalmente pola accion da anxiotensina II sobre o
receptor AT1. O segundo, antiinflamatorio, contraponse 6 primeiro; as sias accions lévanse a
cabo tanto pola accién da anxiotensina (1-7) sobre o MasR como pola union doutros péptidos
como a anxiotensina II (Figura 1) (Labandeira-Garcia et al.; Li et al.; Costa- Besada et al.).

Figura 1: Esquema do sistema renina-anxiotensina cerebral. Distinguense entre os eixos
proinflamatorio (M1) e antiinflamatorio (M2) (Labandeira-Garcia et al.)
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Neste traballo investigamos o efecto da anxiotensina (1-7) sobre a actividade e expresion
do factor de transcriciéon STAT3 nun modelo in vitro de inflamacién microglial, co obxecti-
vo de determinar a relacién entre ambos os eixos. Os nosos resultados resaltan a existencia
dunha relacion entre a anxiotensina (1-7) e o STAT3 a diferentes niveis. Este péptido altera a
distribuciéon do STAT3 ao mesmo tempo que incrementa a sua fosforilacion en Ser727 intra-
mitocondrial (p727-STAT3). Estas modificaciéns suxiren un cambio de funcién de STAT3,
que reduce o seu papel na “ruta canénica” como factor de transcricion e adopta un papel re-
gulador da actividade mitocondrial. Un dos efectos mellor caracterizados é a stia asociacion
co complexo I (CI) da cadea de transporte de electréns (ETC), aumentando a stia actividade.

Ademais do CI, a evidencia sinala un claro aumento da actividade dos CII e V (Lahiri et
al.; Zhang et al.). Non obstante, os efectos do STAT3 sobre estes complexos non requiren da
stia union con eles, e non se coflecen os mecanismos que o medien.

p727-STAT3 tamén é un importante regulador do poro de transicion de permeabilidade
mitocondrial (PTPm). Este é un complexo proteico que xera un poro permitindo o paso de
moléculas de pequeno tamaio (menor a 1500 D). p727-STAT3 actia como supresor da sta
apertura. Unha das funciéns mais estudadas do PTPm é o seu papel na liberacién do Ca2+
mitocondrial, o que lle proporciona 4 mitocondria un papel importante na regulacién dos ni-
veis citosélicos deste cation, de grande importancia en moitos procesos. Relacionado con este
papel na sinalizacién do calcio, as mitocondrias participan na maior parte dos mecanismos
regulatorios da apoptose. Demostrouse que en ratos KO para STAT3, as concentraciéns redu-
cidas de Ca2+ e ADP desencadean respostas proapoptéticas, posiblemente porque facilita a
liberacion do citocromo C (Boengler et al.; Halestrap).
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