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ABREVIATURAS 

 

AHP  Hiperpolarización posterior. 

AMPA   -amino-3-hidroxi-5-metilisoxazol-4-propionato. 

APOE  Apolipoproteína E. 

APOJ  Apolipoproteína J. 

APP  Proteína precursora de amiloide. 

CA  Área  !"#$%&''!#() del hipocampo. 

CREB  Proteína de unión al elemento de respuesta al AMP 

cíclico. 

CTD  Dominio intracelular. 

DIV  Días (#%*(+"!. 

EA  Enfermedad de Alzheimer. 

EAAT  Transportador de aminoácidos excitadores (glutamato). 

EH  Enfermedad de Huntington. 

ELA  Esclerosis lateral amiotrófica. 

EM  Esclerosis Múltiple. 

EP  Enfermedad de Parkinson. 

GDP  Guanosina-5’-difosfato. 

GluA  Subunidades del receptor AMPA de glutamato. 

GluK  Subunidades del receptor kainato de glutamato. 
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GTP  Guanosina-5’-trifosfato. 

DIBAPS Institut d’investigacions biomèdiques August Pi i Sunyer. 

iGluR  Receptor ionotrópico de glutamato. 

 !"#$  Interleucina-1 beta. 

iMAO  inhibidor de la monoamino oxidasa. 

IT 15  Gen asociado a la enfermedad de Huntington, conocido 

también como HTT. 

LBD  Dominio de unión al ligando. 

LTD  Depresión a largo plazo. 

LTP  Potenciación a largo plazo. 

MAO  Monoamino oxidasa. 

mGluR  Receptor metabotrópico de glutamato. 

MMCA  Bomba de calcio de la membrana mitocondrial. 

MNCX  Intercambiador de Na
+
/Ca

2+
 mitocondrial. 

NCX  Intercambiador de Na
+
/Ca

2+
. 

NMDA  N-metil-D-aspartato. 

NO  Óxido nítrico. 

NR  Subunidades del receptor NMDA de glutamato. 

NTD  Dominio extracelular. 

OECD  Organización para la cooperación y el desarrollo 

económico. 

PCD  Muerte celular programada. 
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PMCA  Bomba de calcio de la membrana plasmática. 

PS  Presenilina. 

QSAR  Quantitative structure activity-relationship. 

rAMPA Receptores glutamatérgicos tipo no-NMDA. 

RE  Retículo endoplasmático. 

rNMDA Receptor glutamatérgico tipo NMDA. 

ROS  Especies reactivas de oxígeno. 

RyR  Receptores de rianodina. 

SAR  Structure activity-relationships. 

SERCA  ATPasa de calcio del retículo sarco-endoplasmático. 

SIDA  Síndrome de inmunodeficiencia adquirida. 

SNC  Sistema nervioso central. 

SNS  Sistema nervioso simpático. 

SOD  Superóxido dismutasa. 

t1/2  Tiempo de semivida. 

%&'(  Factor de necrosis tumoral alfa. 

VDCC  Canales de calcio dependientes de voltaje. 

VGLUT  Transportador vesicular de glutamato. 

!"m  Potencial de membrana mitocondrial. 
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Las enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de 

Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, la enfermedad de Huntington o 

la esclerosis lateral amiotrófica (EA, EP, EH o ELA), entre otras, se 

caracterizan por la pérdida de poblaciones específicas de neuronas. 

Este proceso es multifactorial, y en él intervienen diferentes cascadas 

mediadoras de la muerte neuronal. La excitotoxicidad participa en este 

proceso, y se debe a una disfunción en la neurotransmisión 

glutamatérgica que produce una acumulación de glutamato en el 

espacio sináptico. Eso conlleva a una activación prolongada de los 

receptores glutamatérgicos que permite una entrada masiva de calcio 

al interior de la neurona, que finalmente causará la muerte celular. Este 

influjo de calcio esta mediado principalmente por receptores  

ionotrópicos de glutamato tipo NMDA que se caracterizan por una 

elevada permeabilidad a iones calcio y una cinética de activación lenta. 

Por eso, los antagonistas sobre receptores NMDA son una estrategia 

interesante para hacer frente a este tipo de trastornos de incidencia 

social y económica creciente en los últimos años. La memantina es el 

único antagonista de receptores NMDA aprobado para el tratamiento 

de la EA. En la actualidad existe un gran interés en la búsqueda de 

nuevos compuestos que mejoren las características farmacocinéticas y 

farmacodinámicas de la memantina.  

En este trabajo se han caracterizado tanto la actividad antagonista 

sobre receptores NMDA de diversos compuestos de nueva síntesis, 

como su capacidad neuroprotectora en cultivos de neuronas granulares 

de cerebelo de rata. Para el estudio funcional de la actividad 

antagonista sobre receptores NMDA, se ha determinado la 

concentración de calcio intracelular con la ayuda de una sonda 

fluorescente selectiva de Ca
2+

 (Fura-2). La actividad de los compuestos 

se ha evaluado frente a glutamato o NMDA, mediante la construcción 

de curvas concentración-respuesta inhibitorias que permitieron la 

definición de su potencia como antagonistas de los receptores NMDA. 

Asimismo, se ha evaluado la capacidad de algunos de estos compuestos 
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para evitar la muerte neuronal inducida por glutamato en cultivos de 

células granulares de cerebelo.  

Debido a la similitud estructural de algunos de los compuestos 

evaluados con rasagilina, selegilina u otros inhibidores de la enzima 

monoaminooxidasa, se ha evaluado también este tipo de actividad 

farmacológica en una selección de los mismos. 

Finalmente, se han llevado a cabo estudios de toxicidad aguda en 

algunos compuestos adamantánicos con la finalidad de establecer su 

perfil de seguridad para un posterior uso como antivíricos. 

Todo ello ha permitido definir de manera más precisa el perfil de 

actividad de 127 compuestos investigacionales y establecer la 

posibilidad para un futuro desarrollo que permita la comercialización de 

nuevos fármacos neuroprotectores que puedan ser de ayuda en el 

tratamiento de las enfermedades neurodegenerativas, que requieren 

urgentemente de nuevas herramientas para su abordaje terapéutico. 

Además, se concluye que los cultivos primarios de células granulares de 

cerebelo de rata son un excelente sustrato biológico para el screening 

de nuevos fármacos con actividad antagonista glutamatérgica. 
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 INTRODUCCIÓN 

 

El aumento de la esperanza de vida al que hemos asistido en los países 

desarrollados durante las últimas décadas, ha producido un incremento 

destacable de la incidencia de trastornos relacionados con la edad 

como las enfermedades neurodegenerativas.  

Una característica destacable de estas enfermedades es que se trata de 

trastornos crónicos y que los tratamientos existentes tan sólo ejercen 

un efecto paliativo y limitado, retrasando la aparición de la 

sintomatología como el declive cognitivo en casos de demencia 

(Donoso y Delgado, 2009; Daviglus y cols., 2010).  

Actualmente en Europa se estima que hay unos 5 millones de personas 

afectadas de la principal forma de demencia, la enfermedad de 

Alzheimer (EA). Los datos epidemiológicos españoles disponibles 

estiman que entre 5!15% de la población mayor de 65 años sufren este 

trastorno. Debe considerarse que en 2005 la población española mayor 

de 65 años era de unas 7.3 millones de personas, pero para 2050 se 

prevé que sea de unos 16 millones (García y cols., 2001; Conduras y 

cols., 2010).   

Actualmente la EA ya está considerada la tercera enfermedad 

destacada en términos de costes económicos y sociales en los países 

desarrollados, y de cuidados sanitarios tanto para los pacientes como 

para sus familias y cuidadores (Casado, 2000; Donoso y cols., 2001; 

Conduras y cols., 2010). 

Este tipo de enfermedades son el resultado de múltiples factores entre 

los que se pueden destacar los medioambientales, los endógenos o los 

relacionados con la edad o la genética, si bien su mecanismo molecular 

no está descrito completamente (Jellinger, 2009).  

El envejecimiento también es un proceso multifacético que se 

caracteriza por la presencia de diferentes déficits funcionales y 

estructurales (Smaili y cols., 2009). 
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Determinados procesos pueden ser comunes en estados patológicos y 

en procesos fisiológicos como el envejecimiento. En las enfermedades 

neurodegenerativas las alteraciones en la homeostasis del Ca
2+

  

contribuyen a la muerte celular. Asimismo, en el envejecimiento, la 

regulación de calcio se ve alterada (Foster, 2007; Smaili y cols., 2009), 

produciéndose en ambos casos la activación de cascadas intracelulares 

que ocasionarán la muerte neuronal, facilitando o potenciando la 

aparición de este tipo de dolencias. De hecho, existe un fino equilibrio 

entre dos procesos conflictivos, los mecanismos que permiten la 

entrada de Ca
2+

 fisiológica  y aquellos que limitan el exceso de calcio 

intracelular para evitar los procesos neurodegenerativos. El 

desequilibrio entre ambos determina la viabilidad de la célula (Foster, 

2007). 

La neurodegeneración consiste en una desaparición progresiva de 

neuronas que está presente en distintas enfermedades como isquemia 

cerebral, EA, enfermedad de Parkinson (EP), enfermedad de Huntington 

(EH) o Esclerosis Lateral Amiotrófica (ELA), entre otras (Rowland y 

Merrit. Merritt’s neurology. 2005).  

Esta pérdida o muerte de neuronas puede ser iniciada por señales 

extrínsecas (ej. ambiente hostil) e intrínsecas (ej. mutaciones génicas). 

Pero a nivel molecular se cree que existen posibles desencadenantes 

como la excitotoxicidad y el incremento de calcio intracelular asociado, 

las alteraciones del metabolismo energético, el estrés oxidativo, o la 

acumulación de agregados proteicos. A finales del siglo pasado también 

se conoció la aparición de tumefacción y la activación glial durante la 

lesión excitotóxica (Dusart y cols., 1991; Marty y cols., 1991). 

Esta activación astrocítica y microglial, libera varias especies químicas 

altamente reactivas como los radicales libres, la interleucina!1 beta 

(IL1"), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF#) y el óxido nítrico (NO), 

que pueden contribuir al proceso de degeneración neuronal 

(Guimarães y cols., 2009; Love, 1999; Takahashi y cols., 2003). 

Las enfermedades neurodegenerativas tradicionalmente se han 

definido como entidades clínico!patológicas, ahora clasificadas en 
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función de su mecanismo genético conocido y/o los principales 

componentes de sus depósitos proteicos (Jellinger, 2009).  

Todas estas enfermedades tienen varios factores desencadenantes 

comunes en casi todas ellas, como los factores genéticos, que se han 

ido asociando a las distintas enfermedades neurodegenerativas  

durante los últimos años (Young, 2009). 

 

1.1 Enfermedades neurodegenerativas. 

Los trastornos neurodegenerativos agudos tienen una elevada 

incidencia en países desarrollados y constituyen la tercera causa más 

frecuente de muerte en Europa y Estados Unidos, por detrás de las 

enfermedades cardiovasculares y el cáncer (Guimarães y cols., 2009). 

En la EA, la demencia más frecuente en países desarrollados 

(Guttmacher y Collins, 2003; Molinuevo y cols., 2005), se produce una 

pérdida difusa de neuronas siendo más evidente esta pérdida en las 

estructuras límbicas como el hipocampo y la amígdala, en cuerpos 

celulares y dendritas de neuronas glutamatérgicas en las capas III y IV 

de la neocorteza (Hynd y cols., 2004) y núcleos seleccionados del tronco 

del encéfalo. 

La EP, que entre las afecciones neurodegenerativas del sistema 

nervioso central es la segunda en frecuencia, se caracteriza por la 

pérdida progresiva de neuronas dopaminérgicas en la población 

compacta de la sustancia nigra (Guttmacher y Collins, 2003), una 

población que se proyecta hacia las neuronas del núcleo caudado y el 

putamen. 

La EH se caracteriza por la presencia de una atrofia profunda pero 

selectiva del núcleo caudado y el putamen, con cierta degeneración 

asociada de las cortezas frontal y temporal. Otra enfermedad 

neurodegenerativa con menor incidencia, pero no menos grave es la 

Esclerosis Lateral Amiotrófica (ELA) que se caracteriza por la 

degeneración lenta pero inexorable de las neuronas motoras alfa del 
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asta ventral de la médula espinal y el tronco del encéfalo (neuronas 

motoras inferiores), y finalmente las neuronas de la corteza motora 

(neuronas motoras superiores). En la tabla 1.1 se relacionan algunas de 

las características epidemiológicas, anatomopatológicas y genéticas de 

estos trastornos. 

 

Enfermedad Prevalencia Agregados Genes 

De Parkinson 1 millón Cuerpos de Lewy 
 !sinucleina, 

Parkin y UCHL1 

De Alzheimer 4 millones 
Placas seniles y ovillos 

neurofibrilares 

PS1, PS2, ApoE y 

APP 

De Huntington 30000 
Inclusiones de 

huntingtina 
IT IS 

Esclerosis lateral 

amiotrófica 
20000 Cuerpos de Bunina SOD 

 

 

 

Actualmente se sabe que múltiples genes están asociados con EA, EP, 

EH o ELA. Por ejemplo en la EH se identificó en 1993 la mutación 

genética que subyacía en la enfermedad. Se trata de la expansión de un 

triplete de repetición (CAG) en el gen de la huntingtina, localizado en el 

cromosoma 4, en el primer exón que codifica para la proteína. Cuando 

el triplete que codifica para una glutamina (Q) se repite sobre unas 35 

veces da lugar a la enfermedad y además, la longitud del tramo de 

poliglutaminas es inversamente proporcional a la edad de aparición de 

los síntomas; a más repeticiones más temprano aparece la enfermedad 

(Zuchner y Brundin, 2008; Young, 2009). 

Ciertas formas de la EA se han relacionado con el gen para la proteína 

precursora de amiloide (APP) en el cromosoma 21, con el gen para 

presenilina 1 (PS1) en el cromosoma 14 o el de presenilina 2 (PS2), en el 

cromosoma 1. No obstante, estas mutaciones solo explican menos del 

1% de los casos de EA. La gran mayoría de casos (principalmente para la 

Tabla 1.1 Listado parcial de enfermedades neurodegenerativas, los genes con los 

que se han relacionado y su prevalencia en Estados Unidos  (Shastry, 2003). 
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forma de inicio tardío) presentan un cuadro genético más complejo, 

viéndose implicado de forma importante el gen que codifica para 

apolipoproteína E (APOE) en el cromosoma 19. Más recientemente se 

han propuesto dos locus más, posiblemente asociados a una forma 

tardía de la enfermedad, uno en CLU también conocido como APOJ que 

codifica para la lipoproteína J, en el cromosoma 8 y el otro en CR1 que 

codifica para el receptor del complemento (3b/4b), en el cromosoma 1 

(Lambert, 2009).   

En el caso de EP o de ELA, también se han relacionado con diferentes 

genes, el de la proteína  !sinucleína y el de la proteína superóxido 

dismutasa, SOD, respectivamente (Young, 2009).  

Aparte de los factores genéticos, también se han propuesto como 

posibles causas la acumulación de agregados de proteínas. Por ejemplo, 

en la EA se encuentran estos agregados intra! y extracelularmente, 

mientras que en EH, EP o ELA se caracterizan por agregados 

intraneuronales. Otros de los factores que se ven alterados en este tipo 

de enfermedades y con un papel central en ellas son la excitotoxicidad, 

el aumento de los niveles de estrés oxidativo y la disfunción 

mitocondrial, entre otros. 

Uno de los más destacados y estudiados es la excitotoxicidad; la 

excitotoxicidad inducida por glutamato contribuye a gran número de  

trastornos cerebrales como isquemia, epilepsia, traumatismos 

craneoencefálicos, demencia asociada al SIDA y en enfermedades 

neurodegenerativas como EA (Hynd y cols., 2004), EP (Caudle y Zhang, 

2009), EH (Estrada Sánchez y cols., 2007), ELA y posiblemente Esclerosis 

Múltiple (EM) (Young, 2009; Walton y Dodd, 2007; Dingledine y cols. 

1999; Kalia y cols., 2008; Lau y Tymianski 2010). Para una mejor 

comprensión del proceso excitotóxico, a continuación se describen las 

principales características de la neurotransmisión mediada por 

glutamato. 

 

 

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTAGONISTA GLUTAMATÉRGICA Y NEUROPROTECTORA DE NUEVOS COMPUESTOS POLICÍCLICOS 
Marta López Querol 



8 URV 

Introducción

1.2  Neurotransmisión glutamatérgica 

El glutamato es el principal aminoácido neurotransmisor excitador del 

cerebro y se encuentra presente en el 70% de todas las sinapsis 

excitadoras. 

Las neuronas glutamatérgicas comprenden alrededor del 80% de la 

población total de neuronas de la corteza cerebral (Guimarães y cols., 

2009).  Así, las neuronas glutamatérgicas forman el principal sistema 

excitador en el cerebro y tiene un papel fundamental en diversas 

funciones neurofisiológicas. El glutamato interviene en el aprendizaje, 

la memoria y la función cognitiva. También es un neurotransmisor clave 

en la percepción primaria. El efecto excitador del glutamato se ejerce a 

través de la activación de distintos receptores de membrana (Fig. 1.1) 

(Tanovié y Alfaro, 2006; Molinuevo y cols., 2005). 

 

Para su normal funcionamiento fisiológico, la correcta homeostasis del 

glutamato es esencial y su disfunción o falta de control puede tener 

Fig. 1.1. En esta figura se muestra un terminal sináptico glutamatérgico con 

algunos de sus receptores y el ciclo de liberación y recaptación del glutamato.  

Extraído de http://www.chrisparsons.de/Chris/glutamate.htm 
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consecuencias patológicas. La fuente principal de glutamato es la 

glutamina, que es transformada a glutamato por acción de la 

glutaminasa y se acumula en forma de vesículas en el terminal 

presináptico con la acción de los transportadores vesiculares de 

glutamato (VGLUTs). 

El glutamato se libera de sus reservas en las vesículas sinápticas para 

actuar sobre sus receptores de membrana y con posterioridad es 

recaptado fundamentalmente por transportadores específicos  (EAATs) 

presentes en la astroglía circundante (Salinska y cols., 2005) que lo 

metabolizan a glutamina, que es liberada al espacio extracelular y es 

recaptada por las neuronas que la convierten de nuevo en glutamato. 

La homeostasis de la neurotransmisión glutamatérgica depende de la 

actividad coordinada de estos diferentes componentes, y  un fallo en 

alguno de ellos puede llevar al daño excitotóxico neuronal (Estrada 

Sánchez y cols., 2008). 

Se han identificado molecularmente y caracterizado funcionalmente 

tres isoformas de transportadores de glutamato (vesículas 

presinápticas) VGLUT: VGLUT1, VGLUT2 y VGLUT3. VGLUT1 y VGLUT2 se 

expresan selectivamente en los terminales presinápticos, mientras 

VGLUT3 se expresa en el soma y las dendritas de neuronas 

glutamatérgicas y no glutamatérgicas, como también en astrocitos. 

Aproximadamente el 80% de la recaptación de glutamato vesicular se 

lleva a cabo por VGLUT1 en el sistema nervioso central adulto 

(Benarroch, 2010).  

Esta recaptación de glutamato está dirigida por un gradiente 

electroquímico dependiente de protones a través de la membrana 

vesicular creado por una ATPasa de tipo vacuolar (Benarroch, 2010).  

VGLUT1 y VGLUT2 son marcadores específicos de neuronas 

glutamatérgicas y los cambios en su expresión pueden indicar/reflejar la 

integridad de los terminales sinápticos en enfermedades 

neurodegenerativas (Benarroch, 2010).  
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Pasando del interior celular al espacio sináptico, la concentración 

extracelular de glutamato en la sinapsis está estrictamente controlada. 

La concentración intracelular de glutamato es alrededor de 10mM, 

mientras la concentración extracelular se mantiene en 1µM. El 

mantenimiento de las concentraciones de glutamato extracelular se 

lleva a cabo por transportadores de glutamato (EAAT) de alta afinidad 

dependientes de Na
+
 localizados en la membrana plasmática de 

neuronas y células gliales (Estrada Sánchez y cols., 2008; Shimamoto, 

2008). 

Se han descrito cinco subtipos de transportadores de glutamato. 

Inicialmente se identificaron los genes codificantes para los tres 

principales subtipos de transportadores de glutamato en ratones y 

conejos, y se nombraron GLAST, GLT!1 y EAAC1 (Walton y Dodd, 2007). 

Posteriormente se identificaron dos subtipos más en humano y se 

uniformó su nomenclatura a transportadores de aminoácidos 

excitadores 1!5 (EAAT1!5). 

EAAT1 (GLAST) Y EAAT2 (GLT!1), dos transportadores gliales, son 

responsables de reclutar la mayor parte de glutamato y son críticos 

para el mantenimiento de la homeostasis de glutamato en el cerebro 

(Fig.1.2). 

El glutamato se libera continuamente en condiciones basales por un 

mecanismo no vesicular. Las células gliales liberan glutamato mientras 

simultáneamente lo recaptan a través de los EAATs. La inhibición de los 

EAATs causa un incremento de la concentración de glutamato 

extracelular que puede resultar en una activación excesiva de los 

receptores glutamatérgicos ionotrópicos. Los EAATs son responsables 

no solo de eliminar el neurotransmisor sino también de modular la 

transmisión sináptica (Shimamoto, 2008). 
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Un EAAT funcional consiste en tres subunidades idénticas que están 

acopladas funcionalmente a una ATPasa de Na
+
, K

+
 como parte del 

mismo complejo macromolecular. Los EAATs operan a través de un 

mecanismo de acceso alternativo, la traslocación de una molécula de 

glutamato está acoplada con el co!transporte hacia el interior celular de 

3 iones de Na
+
 y un ion H

+
, mientras extrae un ión K

+
 (Benarroch, 2010; 

Estrada Sánchez y cols., 2008; Shimamoto y cols., 2008; Walton y Dodd, 

2007). 

En condiciones patológicas se pueden producir fallos en la actividad de 

estas proteínas. Errores en la actividad de estos transportadores o la 

inversión de los mismos puede ser provocada por déficit energético o 

por desequilibrio en el gradiente de Na
+
. 

Por todo esto, los EAATs y VGLUTs son esenciales para el 

mantenimiento y modulación de la transmisión sináptica excitadora y 

determina la evolución de la activación de los receptores 

glutamatérgicos (Benarroch, 2010; Shimamoto, 2008). 

Fig. 1.2. Esquema del mecanismo de homeostasis del glutamato y sus 

transportadores (Wang y cols. 2010). 
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La estimulación sostenida de estos receptores glutamatérgicos conlleva 

la despolarización neuronal continuada y la aparición de flujos iónicos 

que iniciarán los mecanismos del daño neuronal (Salinska y cols., 2005).  

 

1.3  Receptores glutamatérgicos. 

Los receptores glutamatérgicos se dividen en dos grandes familias (Fig. 

1.3), los receptores asociados a proteínas G o metabotrópicos, mGluRs, 

y los canales iónicos activados por ligandos o receptores ionotrópicos, 

iGluRs. 

Por lo que se refiere a los receptores metabotrópicos se conocen ocho 

subtipos y han sido clasificados en tres grupos distintos: mGluRs grupo I 

(mGluR1 y mGluR5) que estimulan la hidrólisis de fosfatidilinositoles y la 

liberación de calcio intracelular, mGluRs grupo II (mGluR2 y mGluR3) y 

mGluRs grupo III (mGluR4, mGluR6, mGluR7 y mGluR8), que inhiben la 

formación de AMPc (Villmann y Becker, 2007; Salinska y cols., 2005).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Fig. 1.3. Los receptores de glutamato. (VerKhratsky y Kirchhoff, 2007).
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El grupo de los receptores ionotrópicos comprende tres principales 

tipos farmacológicos que incluyen los receptores AMPA ( !amino!3!

hidroxi!5!metilisoxazol!4!propionato) y Kainato (ácido kaínico), también 

llamados receptores no!NMDA; y los receptores NMDA (N!metil!D!

aspartato), denominados así por los agonistas que los activan 

específicamente (Villmann y Becker, 2007; Huggins y Grant, 2004). 

 

1.3.1. Receptores metabotrópicos. 

Los receptores metabotrópicos de glutamato pertenecen a la 

superfamília de receptores acoplados a proteínas G. Proteínas unidas a 

membrana que se activan por ligandos extracelulares como péptidos, 

neurotransmisores o luz, y transducen señales intracelulares a través de 

dichas proteínas lo que permite la modulación de la función de diversas 

moléculas efectoras como enzimas, canales iónicos o factores de 

transcripción (Niswender y Conn, 2010). 

Estructuralmente, los receptores metabotrópicos contienen un dominio 

transmembrana con 7 hélices transmembrana, un dominio amino 

terminal más largo que otros receptores metabotrópicos y un dominio 

C!terminal intracelular (Fig. 1.4). Este gran domino N!terminal contiene 

Fig. 1.4. Estructura básica de los receptores metabotrópicos de 

glutamato.
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el lugar de unión a glutamato.  

Parece que estos receptores trabajan principalmente en forma de 

dímeros y cuando el agonista se une al receptor, produce el cambio 

conformacional que activa las proteínas G intracelulares (Brock y cols., 

2007; Niswender y Conn, 2010). 

El splicing alternativo da lugar a diversos subtipos de receptores mGlu, 

en muchos casos con variaciones en el dominio C!terminal. Por 

ejemplo, se conocen cinco isoformas del subtipo mGluR7 (mGluR7a!e), 

tres isoformas de mGlu8 (mGlu8a!c) o cuatro isoformas para mGlu1 

(mGlu1a!d). Estos receptores están ampliamente distribuidos en el 

sistema nervioso central. Los receptores del grupo I se distribuyen por 

todo el cerebro principalmente en el cerebelo, tálamo e hipocampo. Los 

receptores del grupo II se reparten ampliamente por el córtex cerebral 

y particularmente en el cerebelo. Finalmente los receptores del grupo 

III se encuentran más restringidos a nivel espacial; mGlut4 se encuentra 

principalmente en las células granulares del cerebelo, mGlut7, más 

disperso, se ha encontrado en la región CA1 y el giro dentado del 

hipocampo, el bulbo olfatorio, cuerda espinal y tálamo; por último, 

mGlut8 todavía tiene una distribución más restringida encontrándose 

en el córtex, cerebelo y bulbo olfatorio (Ferraguti y Shigemoto, 2006; 

Niswender y Conn, 2010). 

 

1.3.2 Receptores ionotrópicos no!NMDA. 

Como se ha comentado, los receptores llamados no!NMDA 

comprenden los receptores AMPA y los receptores kainato. 

Los receptores AMPA median la neurotransmisión excitadora rápida en 

la mayoría de sinapsis en el sistema nervioso central. Están compuestos 

por cuatro subunidades llamadas GluA1!4 que tienen un tamaño similar 

y una homología de secuencia entre ellas de un 70% (Ozawa y cols., 

1998). 
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Cada subunidad existe en dos formas distintas, la forma Flip y la forma 

Flop, generadas por splicing alternativo de una región de 115 pb que 

precede a la hélice transmembrana M4 (Fig. 1.5). 

Parece que en los cerebros embrionarios se expresa 

predominantemente la forma Flip, mientras que la forma Flop tiene una 

baja expresión antes de los 8 días postnatales y va aumentando 

gradualmente (Monyer y cols., 1991; Ozawa y cols., 1998). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los receptores AMPA nativos son impermeables a calcio y esta función 

está controlada por modificaciones post!transcripcionales de la 

subunidad GluA2. Se produce el cambio de un solo aminoácido en la 

región de M2 de glutamina (Q) por arginina (R), dando lugar a 

subunidades GluA2(Q) permeables a iones calcio y subunidades 

GluA2(R) que no lo son. Esta zona es conocida como lugar de editaje 

Q/R y la mayoría de receptores AMPA expresados en el sistema 

Fig. 1.5. Estructura básica de los receptores ionotrópicos de 

glutamato tipo AMPA. 

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTAGONISTA GLUTAMATÉRGICA Y NEUROPROTECTORA DE NUEVOS COMPUESTOS POLICÍCLICOS 
Marta López Querol 



16 URV 

Introducción

nervioso central contienen la subunidad GluA(R) (Fig. 1.5) (Ozawa y 

cols., 1998; Dingledine y cols., 1999). 

Los tipos de subunidades que forma cada receptor determinan sus 

propiedades biofísicas y sensibilidad farmacológica; y se expresan 

ampliamente por el sistema nervioso central. GluA1, GluA2 y GluA3 se 

encuentran de manera abundante en la capa de células piramidales y el 

giro dentado. GluA4 tiene una expresión bastante menor, pero con una 

presencia relativamente más alta en CA1 y giro dentado que en CA3 y 

CA4. En el córtex la expresión de GluA1, GluA3 y GluA4 varía en función 

de la capa, mientras que GluA2 se encuentra uniformemente 

distribuido por las diferentes capas. En el cerebelo, GluA1 y GluA3 se 

expresan preferentemente en células de Purkinje, GluA4 lo hace 

principalmente en células granulares, mientras que GluA2 se expresa 

abundantemente tanto en células de Purkinje como en células 

granulares (Ozawa y cols., 1998). 

Los canales asociados a los receptores AMPA se consideran permeables 

sólo a iones Na
+
 y iones K

+
 y casi impermeable a iones Ca

2+
 en neuronas 

del SNC (Iino y cols., 1990; Ozawa y cols., 1998).  

Los receptores kainato comparten gran parte de su estructura con los 

otros receptores ionotrópicos. También se trata de proteínas 

multiméricas formadas por diversas subunidades ensambladas. Se 

conocen cinco subunidades distintas actualmente llamadas GluK1, 

GluK2, GluK3 (conocidas anteriormente como GluR5!7),  GluK4 y GluK5 

(conocidas como KA1 y KA2). Cada subunidad contiene un dominio N!

terminal, un dominio transmembrana con un giro entre las hélices M3 y 

M4 que forma el canal del receptor, y un dominio C!terminal (Fig. 1.6). 

Las variantes de splicing y los lugares de modificaciones post!

transcripcionales presentes en los receptores kainato incrementan la 

heterogeneidad farmacológica de estos receptores (Fig. 1.7). (Jane D y 

cols., 2008; Ozawa S y cols., 1998; Dingledine R y cols., 1999).  
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Para que estos receptores sean funcionales parece que deben contener 

alguna de las subunidades GluK1 y GluK2. Las subunidades GluK3, GluK4 

y GluK5 por sí solas no dan lugar a receptores con plena funcionalidad 

(Ozawa y cols., 1998). 

Los receptores kainato son relativamente abundantes en todo el SNC, 

pero en áreas como la región CA3 del hipocampo y la capa granular del 

cerebelo su expresión es mayor (Ozawa y cols., 1998). 

Fig. 1.7. Estructura básica de los receptores ionotrópicos de glutamato 

de ácido kaínico. Dominios y lugares de unión. (Extraído de MRC 

Centre for Synaptic Plasticity). 

Fig. 1.7. Lugares de unión y posibles moduladores de los receptores no NMDA. 

Fig. 1.6. Estructura básica de los receptores ionotrópicos de 

glutamato tipo kainato. 
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1.3.3 Receptores ionotrópicos tipo NMDA. 

Los receptores NMDA (rNMDA), están ampliamente distribuidos en el 

sistema nervioso central, y en función de su composición pueden 

presentar diferentes propiedades fisiológicas y farmacológicas 

(Doraiswamy, 2003). 

En general, muestran una cinética de activación lenta y una 

permeabilidad a iones calcio (Ca
2+

) muy elevada. Además, sufren una 

característica particular como es el bloqueo por Mg
2+

 dependiente de 

voltaje. La dependencia de voltaje significa que tras la despolarización 

neuronal, este bloqueo desaparece. En reposo, los iones Mg
2+

 bloquean 

el canal iónico del rNMDA. Bajo condiciones despolarizantes y en 

presencia de glutamato (agonista) y glicina (coagonista), los iones Mg
2+

 

salen del canal permitiendo el influjo de Ca
2+

. Esta característica hace 

que el rNMDA sea ideal para mediar determinados procesos fisiológicos 

como la plasticidad neuronal. Pero bajo ciertas condiciones, como tras 

una despolarización prolongada, la falta de bloqueo por magnesio 

puede mantenerse durante un intervalo de tiempo excesivo 

permitiendo un influjo masivo de iones Ca
2+ 

(Doraiswamy, 2003). 

 

1.3.3.1 Estructura y subunidades del rNMDA. 

Los miembros de la familia de los 

receptores de NMDA comparten una 

estructura proteica común. Su 

estructura es de dímero de dímeros (Fig. 

1.8.), formado por cuatro subunidades 

ensambladas que constituyen un canal a 

través de la membrana. Esta estructura 

multimérica está compuesta por tres 

tipos distintos de subunidades: NR1, 

NR2 y NR3, y la combinación de las 

distintas subunidades es la que 

determina las propiedades de cada 

Fig. 1.8. Estructura del canal 

del receptor NMDA. 
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receptor, de forma similar a lo que sucede en los otros receptores 

ionotrópicos de glutamato (Huggins y Grant, 2004; Villmann y Becker, 

2007). 

Cada subunidad del receptor está organizada en 4 dominios 

funcionales. En la figura 1.9.A se muestra la secuencia lineal de una 

subunidad de rNMDA, mientras en la figura 1.9.B se puede observar un 

modelo de distribución de los dominios de una subunidad del rNMDA 

en membrana 

Cada subunidad de rNMDA consta de un dominio extracelular situado 

en el terminal amino (NTD, del inglés N!terminal domain) que contiene 

péptidos señales que aseguran su localización extracelular, como otros 

canales iónicos activados por ligando; un dominio de unión al ligando 

(LBD, del inglés ligand!binding domain) formado por el lóbulo S1 

situado entre el NTD y M1, y el otro lóbulo S2, que en la secuencia se 

encuentra entre M3 y M4. En la intersección de ambos lóbulos  en el 

lado extracelular, se encuentra el dominio de unión a los agonistas, 

glutamato si el subtipo es NR2 y glicina en el NR1 (Fig. 1.9.C). 

El dominio transmembrana está formado por las  !hélices M1, M3 y 

M4, y una región que no sobresale al lado exterior (M2). M2 y M3 

forman el filtro selectivo del poro. Finalmente el dominio intracelular 

situado en el terminal carboxilo (CTD, del inglés C!terminal domain) 

media las interacciones sinápticas proteína!proteína y es determinante 

en la movilización y  la renovación de los receptores (Villmann y Becker, 

2007). 

La homología que presenta el NTD de estas subunidades con el dominio 

de unión de los receptores metabotrópicos glutamatérgicos, sugiere 

que éste puede formar una estructura de unión al ligando diferente del 

dominio de unión al agonista que forman los segmentos S1!S2, como se 

puede ver en la figura 1.9. (Hollmann y cols., 1989; Keinaren y cols., 

1990; Roche y cols., 1994; Taverna y cols., 1994; Paoletti y Neyton, 

2007; Kristiansen y cols., 2007; Wollmouth y Sobolevsky, 2004; 

Spedding y cols., 2003). 
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Fig. 1.9. Estructura de los dominios del rNMDA. A Secuencia lineal de los 

aminoácidos de las subunidades de los rNMDA: cuatro dominios hidrofóbicos 

(M1!M4), dos dominios de unión al ligando (S1 y S2), y los dominios amino y 

carboxi terminales (NTD y CTD). B: Modelo de distribución en membrana de una 

subunidad del rNMDA. C: Modelo de distribución en membrana de dos 

subunidades, NR1 que une glicina en el lugar de unión al ligando y NR2 que une 

glutamato (Blanke y VanDongen, 2009). 
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En la figura 1.10 se detallan algunos de los lugares de unión de distintas 

moléculas agonistas, antagonistas y moduladores sobres estos 

receptores. 

 

Además de los cuatro dominios bien definidos y los lugares de unión 

identificados, se han identificado otros hipotéticos lugares de unión en 

los que determinados ligandos extracelulares podrían modular la 

actividad del rNMDA (Fig. 1.11). 

También en la región N!terminal se pueden unir diversos posibles 

moduladores alostéricos (Zn
2+

, H
+
, poliaminas como espermina y 

espermidina (site 1, Fig. 1.11). 

El espacio entre lóbulos del dominio de unión al agonista podría ser 

otro lugar de unión de moduladores alostéricos (site 3, Fig. 11), como lo 

es en el caso de los receptores AMPA donde se unen moduladores 

alostéricos positivos como ciclotiazida y aniracetam.  

Fig. 1.10. Distintos lugares de unión que presenta el receptor  NMDA y vista del 

bucle transmembrana. (Parsons y cols., 2007). 
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Otra región que puede ser modulada es la que conecta el dominio de 

unión al agonista a la región transmembrana. También en los rAMPA 

esta región forma un lugar de unión para antagonistas no competitivos 

selectivos de los rAMPA (site 4, Fig. 1.11) (Paoletti y Neyton, 2007; 

Furukawa y cols., 2005; Jin y cols., 2005; Balannik y cols., 2005). 

 

Se considera que los rNMDA contienen dos subunidades NR1 

obligatorias, que unen glicina, y dos subunidades reguladoras que 

pueden ser NR2A  D o NR3A B, que unen glutamato. La 

subunidad inhibitoria NR3, que también une glicina, puede sustituir en 

ciertos casos una o dos de las subunidades NR2, dando lugar a un 

receptor activado por glicina (Huggins y Grant, 2004; Villmann y Becker, 

2007; Kashiwagi y cols., 2002). 

Fig. 1.11. Lugares de unión hipotéticos para los moduladores de los rNMDA 

(Paoletti y Neyton, 2007). 
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Los genes que codifican para estas subunidades fueron identificados 

hace tan solo un par de décadas, y consisten en GR1N1 para NR1, 

GR1N2A, GR1N2B, GR1N2C y GR1N2D para NR2 y GR1N3A y GR1N3B 

para NR3 (Kalia, 2008). De todas formas a través del “splicing 

alternativo” pueden generarse variaciones de las diferentes 

subunidades, de manera que se aumenta la variabilidad funcional de 

estos receptores. 

Con la ayuda de diferentes técnicas como la utilización de radioligandos 

o la hibridación in situ, se ha podido observar la distribución de los 

receptores NMDA en el sistema nervioso central. Se ha observado que 

estos receptores están distribuidos ampliamente por el sistema 

nervioso central, pero los niveles más altos se han encontrado en la 

región CA1 del hipocampo. En roedores adultos la subunidad NR1 se 

encuentra presente en todo el cerebro. Los diferentes transcritos de la 

subunidad NR2 (A!D) presentan distribuciones diferentes entre ellas. 

NR2A está distribuido de manera amplia por el cerebro, pero tiene 

mayor presencia en el córtex cerebral, hipocampo y cerebelo. La 

subunidad tipo NR2B tiene una distribución más restringida y 

principalmente se encuentra en el córtex cerebral, hipocampo, séptum, 

caudado!putamen y bulbo olfatorio. NR2C se expresa principalmente en 

la capa de células granulares del cerebelo y NR2D se ha localizado en el 

tálamo y el bulbo olfatorio  (Monyer y cols., 1994; Ozawa y cols., 1998). 

Además las subunidades parecen variar su expresión a lo largo del 

desarrollo. Sobre todo es la subunidad NR2 la que presenta mayor 

variación. NR2B y NR2D se expresan en el estadio prenatal, mientras las 

subunidades NR2A y NR2C se expresan tras el nacimiento. Durante la 

primera semana postnatal la expresión de NR2A va aumentando e 

intercambiándose por la expresión de la subunidad NR2B. Por otro lado, 

la expresión de la subunidad NR3A disminuye drásticamente después 

de la segunda semana postnatal, mientras la expresión de NR3B 

persiste en la edad adulta. NR3B se expresa principalmente en 

motoneuronas y en cambio NR3A lo hace de manera más amplia (Sheng 

y cols., 1994; Nishi y cols., 2001; Villmann y Becker, 2007).    
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1.3.3.2  Función fisiológica de los rNMDA. 

Como se ha comentado en el apartado 1.3.3, los rNMDA tienen ciertas 

características que los hacen idóneos para participar en los mecanismos 

que subyacen en la plasticidad sináptica y así desarrollar un papel 

relevante en procesos  de aprendizaje y memoria. 

Es ampliamente aceptado que la memoria depende de cambios en la 

eficiencia sináptica que permiten la potenciación de asociaciones de 

neuronas. Ramón y Cajal S, hipotetizó originalmente que el 

almacenamiento de información recaía en cambios en la fuerza de las 

conexiones entre neuronas activas (Ramón y Cajal, 1913). Hebb y 

posteriormente Bliss y Lomo en 1973 confirmaron esta hipótesis con la 

primera descripción de la potenciación a largo plazo (LTP), en la que 

trenes de estimulaciones de alta frecuencia causaban un reforzamiento 

de la eficiencia en la transmisión sináptica en células granulares del giro 

dentado (Lynch, 2004). 

Posteriormente se identificó el papel de los rNMDA en este proceso. 

Inicialmente se observó que un antagonista de los rNMDA como el 

acido 2!amino!5!fosfonopentanoico inhibía la LTP en CA1, lo que 

combinado con el conocimiento de las características de estos 

receptores (Tabla 1.2) permitió establecer que la mayoría de sinapsis 

que llevan a cabo la LTP lo hacen de manera dependiente de rNMDA 

Participación en la LTP y memoria/aprendizaje. 

Los antagonistas NMDA inhiben la LTP y el aprendizaje 

espacial (Collingridge y cols., 1983; Morris y cols., 1990). 

Disfunción de NR2B lleva a una LTP atenuada (Kutsuwada 

y cols., 1996). 

La disfunción de NR2A lleva a una LTP atenuada y 

empeora el aprendizaje espacial (Kiyama y cols., 1998). 

La sobreexpresión de NR2B potencia la LTP y el 

aprendizaje espacial (Tang y cols., 1999). 

Tabla 1.2 Listado parcial de publicaciones referentes del papel 

de los rNMDA en el proceso de LTP. 
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aunque su activación no es suficiente para la inducción de la LTP. Lo que 

sí es suficiente y necesario para la inducción de la LTP en el hipocampo, 

es un incremento de la concentración de calcio postsináptico (Ascher y 

Nowak, 1986; Bliss y Collingridge, 1993). 

La fuerza sináptica puede también ser alterada en cualquier dirección si 

un solo estímulo sináptico se acopla con una despolarización post!

sináptica, dando lugar a una LTP heterosináptica que se ha propuesto 

como modelo para la memoria asociativa (Bear y Malenka, 1994). 

El modelo fisiológico (Fig. 1.12)  relaciona la alteración del umbral de la 

plasticidad sináptica a un cambio en la fuente de Ca
2+

. Un aumento 

moderado de Ca
2+

 por los canales de Ca
2+

 dependientes de voltaje y de 

las reservas intracelulares favorece la inducción de la depresión a largo 

plazo (LTD). Además, el aumento de Ca
2+

 potencia la hiperpolarización 

posterior (AHP), la hiperpolarización inhibe la activación de los 

receptores NMDA comportando un incremento del umbral de la 

potenciación a largo plazo (LTP). Un cambio en el equilibrio de LTD/LTP 

conlleva una disminución de la transmisión sináptica (Foster, 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1.12. Modelo para los diferentes efectos producidos 

en función de la fuente de iones calcio (Foster, 2007). 
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Una vez aceptada ampliamente la participación de los rNMDA en estos 

dos fenómenos, se ha observado que la localización de estos receptores 

también parece afectar a su actividad y efectos (Wenzel y cols., 1997; 

Sans y cols., 2000). Se han identificado rNMDA sinápticos, perisinápticos 

y extrasinápticos que presentan respuestas diferentes entre ellos. Por 

ejemplo, el influjo de iones calcio dependiente de una intensa 

activación de rNMDA sinápticos es bien tolerada por las células, 

mientras que una activación equivalente de rNMDA extrasinápticos 

solos o con la activación simultánea de los sinápticos es peor tolerada 

por las células y puede desencadenar la muerte neuronal (Lynch y 

Guttmann, 2002; Al!Hallaq y cols., 2008; Soriano y cols., 2006). 

También se ha observado que en función de la localización de los 

receptores activados, pueden variar las vías de señalización intracelular. 

La activación de rNMDA sinápticos parece inducir la expresión de genes 

dependiente de CREB (del inglés, cAMP!responsive element!binding 

protein) como el gen de BDNF, mientras que la activación de rNMDA 

extrasinápticos parece inhibirla. Algo parecido ocurre con la activación 

de la vía de ERK y Ras; los rNMDA sinápticos parecen activar la vía de 

Ras y ERK mientras los rNMDA extrasinápticos parecen favorecer la 

inactivación de la misma. Por otro lado, sólo la activación de rNMDA 

sinápticos es capaz de activar sostenidamente la vía de PI3K/AKT 

(Hardinghan y cols., 2002; Sala y cols., 2000; Hardingham y Bading, 

2002; Ivanov y cols., 2006; Papadia y cols., 2008; Hardingham, 2009; 

Vanhoutte y Bading, 2003). 

En general se observa una mayor densidad de rNMDA sinápticos que 

extrasinápticos y además la composición de estos receptores parece ser 

diferente según la localización del rNMDA. Las subunidades del tipo 

NR2A principalmente están localizadas en la membrana postsináptica 

mientras las NR2B parecen ser esencialmente extrasinápticas. (Tovar y 

Westbrook, 1999; Liu y cols., 2004; Chen y cols., 2008; Groc y cols. 

2009). 

NR2A y NR2B son las subunidades más estudiadas ya que están 

ampliamente distribuidas por el cerebro, principalmente en el córtex 

postnatal, y se cree que juegan un papel importante en la plasticidad 
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sináptica. Estas dos subunidades difieren en la cinética del canal, 

localización sináptica y en las proteínas de unión, factores que pueden 

influir en la inducción de plasticidad sináptica (Yashiro y Philpot, 2008). 

Por ejemplo, los canales di!heteroméricos NR1/NR2A muestran mayor 

rapidez en el aumento y decaimiento de las corrientes que los canales 

di!heteroméricos NR1/NR2B. Los canales tri!heteroméricos muestran 

un curso de tiempo de decaimiento intermedio entre los dos tipos de 

canales di!heteroméricos. (Yashiro y Philpot, 2008). 

 

1.4 Excitotoxicidad. 

El término excitotoxicidad fue usado por primera vez por John Olney 

para identificar el fenómeno de la sobreexcitación de los receptores 

glutamatérgicos (Olney y Ho, 1970), aunque realmente ya se conocía 

este fenómeno. Fue observado por primera vez en 1957 por Lucas y 

Newhouse al administrar glutamato sódico que destruyó neuronas de la 

capa interna de la retina (Lucas y Newhouse, 1957). 

Esta estimulación excesiva se puede deber a la acumulación de 

glutamato en el espacio sináptico, ya sea por una liberación masiva del 

neurotransmisor o por alguna disfunción en la recaptación del mismo 

(Salinska y cols., 2005).  En resumen, la excitotoxicidad fue el término 

utilizado originalmente para referirse a la capacidad del glutamato de 

mediar en la muerte neuronal (Guimarães, 2009).  

En la figura 1.13 se presenta un esquema de cómo el glutamato media 

la muerte celular y a través de qué mecanismos lo lleva a cabo. La 

activación de los diversos receptores glutamatérgicos produce un 

conjunto de alteraciones primarias relacionadas entres ellas como la 

movilización de diferentes iones, estrés del retículo endoplasmático, 

disfunción mitocondrial y inestabilidad de lisosomas. Todas estas 

alteraciones primarias producen alteraciones secundarias más 

generales como la formación de radicales libres y daño oxidativo del 

óxido nítrico, la activación de proteínas quinasas, liberación de 
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proteasas y alteración de factores de trascripción (Wang y cols., 2010). 

Todas estas alteraciones llevan a la neurona a la muerte celular 

activándose mecanismos de apoptosis, autofagia o necrosis, que son 

características de las enfermedades neurodegenerativas. 

 

En el fenómeno de excitotoxicidad se pueden distinguir dos procesos 

dañinos que se diferencian en su curso temporal y las características 

iónicas. El daño primario, consecuencia temprana del episodio 

patológico inicial, consiste en una inflamación del cuerpo celular y las 

dendritas a través de la apertura de canales catiónicos de membrana, 

causando despolarización. La expansión del volumen celular va 

precedida de una disfunción de la bomba Na
+
/K

+
 con un influjo de iones 

Na
+
, y un influjo pasivo de iones Cl

!
 y agua (Guimarães y cols., 2009; 

Hynd y cols., 2004; Arundine y cols., 2003). 

Fig. 1.13. Esquema del mecanismo de excitotoxicidad en enfermedades 

neurodegenerativas  (Wang y Qin, 2010). 
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La degeneración neuronal secundaria, que evoluciona más lentamente, 

está marcada por una entrada de calcio que puede desencadenar un 

aumento de su concentración intracelular, también a través de reservas 

intracelulares, lo que puede superar la capacidad de sus mecanismos 

reguladores. Además puede causar la activación de varios enzimas 

como proteasas, lipasas, fosfatasas y endonucleasas que acabarán 

afectando directamente a la estructura celular provocando la 

degeneración neuronal tardía (Guimarães y cols., 2009; Hynd y cols., 

2004; Arundine y cols., 2003).  

 

 

Fig. 1.14. Esquema de la neurotransmisión glutamatérgica y la cascada 

excitotóxica que provoca la muerte celular  (Estrada y cols., 2007).  
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1.4.1 Papel de los iones calcio en la Excitotoxicidad. 

Como ya se ha comentado, la excitotoxicidad se inicia con la 

acumulación de glutamato en las hendiduras sinápticas. El glutamato es 

liberado de las neuronas y otras células cerebrales. Esto induce la 

entrada de calcio en las neuronas a través, principalmente, de los 

receptores glutamatérgicos tipo NMDA y en menor grado tipo AMPA 

(Choi y cols., 2005; Foster y cols., 2007). 

Como se observa en la figura 1.15, los iones Ca
2+

 también entran a 

través de los canales de calcio dependientes de voltaje (VDCC) y otros 

tipos de canales de membrana permeables a Ca
2+

, y además, se libera 

calcio de las reservas intracelulares a través, en parte, de la activación 

de receptores metabotrópicos de glutamato (Choi y cols., 2005; Foster y 

cols., 2007). 

Existe un gradiente de concentraciones a través de la membrana 

celular, con una concentración intracelular de iones calcio libres que es 

alrededor de 100!200nM, separados tan solo por una bicapa lipídica de 

concentraciones entre 1!2mM en el exterior. Una fina regulación de los 

canales permite el paso de pequeñas cantidades de calcio a través de la 

membrana, causando incrementos localizados de los niveles de calcio 

intracelular y la activación de las moléculas apropiadas (Choi y cols., 

2005; Foster y cols., 2007). 

Sin calcio, simplemente la vida no sería posible; actúa como importante 

mensajero intracelular que gobierna funciones celulares, como la 

diferenciación y el crecimiento, la excitabilidad de la membrana, la 

exocitosis y la actividad sináptica (Arundine, 2003). 

La concentración intracelular de calcio está regulada por un sistema 

dependiente de energía (ATPasa de calcio del retículo endoplasmático y 

de la membrana citoplasmática). El influjo masivo de calcio 

característico del proceso excitotóxico lleva a una sobrecarga de calcio 

intramitocondrial, puesto que esta organela es una de los principales 

reservorios de calcio intracelular. Ello altera su actividad e impide la 

producción de ATP. Como consecuencia, se ven afectados la carga de 
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calcio dependiente de ATP y los mecanismos de expulsión, lo que a su 

vez, provoca un incremento sostenido del calcio intracelular (Estrada 

Sánchez y cols., 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Como se ha comentado, bajo condiciones de excitotoxicidad y como se 

observa en la figura 1.15, a los iones calcio que entran del exterior 

celular a través de diferentes canales, se le suma el Ca
2+

 que puede ser 

liberado de las reservas intracelulares mediante la liberación de Ca
2+

 

inducida por Ca
2+

 (CICR, fenómeno que se inhibe bajo concentraciones 

muy elevadas de calcio) seguida de la activación de los receptores de 

rianodina (RyR) e inositol!1,4,5!trifosfato (Ins(1,4,5)P3R) que también 

liberan calcio de las reservas del retículo endoplasmático  (Syntichaki y 

Tavernarakis,  2003; Krantic y cols., 2005; Desagher y Martinou, 2000). 

Fig. 1.15. Esquema de los sistemas responsables de la homeostasis del calcio 

intracelular (Syntichaki y Tavernarakis,  2003).   
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Es decir, que dependiendo de la magnitud y la duración del incremento 

del Ca
2+

 intracelular se ven modificadas diferentes cascadas de 

señalización y procesos biológicos (Foster, 2007). 

 

1.4.2 Papel de la mitocondria. 

Hay un interés especial en conocer la relación entre los iones Ca
2+

 y la 

señalización de muerte celular, en los procesos neurodegenerativos 

(Smaili y cols., 2009). 

La mitocondria es una importante reserva de calcio que está 

estrechamente relacionada y comunicada con el retículo 

endoplasmático (RE). La captación y liberación de calcio desde estos 

orgánulos modula la señal de calcio intracelular. En condiciones 

fisiológicas, el calcio captado por la mitocondria contribuye a la 

activación de la deshidrogenasa mitocondrial de Ca
2+

 y la producción de 

ATP (Smaili y cols., 2009).  

No obstante, el incremento del calcio intracelular lleva a una 

sobrecarga de calcio en la mitocondria a través de la bomba de calcio 

de la membrana mitocondrial (MMCA) y otros canales específicos (Fig. 

1.15). Esta sobrecarga de calcio desencadena una segunda liberación de 

calcio desde los almacenes mitocondriales, a través del intercambiador 

de Na
+
/Ca

2+
 mitocondrial (MNCX) y  de la formación del poro 

mitocondrial temporal (del inglés Permeability Transition Pore, PTP, o 

Mitochondrial Permeability Transition, MPT pore), dando lugar a una 

despolarización mitocondrial transitoria y un disminución en la 

producción de ATP. La mitocondria libera proteínas activadoras de 

caspasas, como el citocromo C que a su vez también provoca la 

liberación de calcio de las reservas mitocondriales (Syntichaki y  

Tavernarakis,  2003; Krantic y cols., 2005; Desagher y Martinou, 2000; 

Boehning y cols., 2003). 
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1.4.3 Sistemas de regulación de los niveles de calcio citosólico 

Para regular estos procesos, las neuronas poseen un mecanismo de 

homeostasis especializado para asegurar un control riguroso de los 

niveles de calcio citosólico (Arundine M 2003) y la familia de los 

intercambiadores de Na
+
/Ca

2+
 (NCX) representan la primera defensa 

celular contra la sobrecarga de Ca
2+

, bombeando iones Na
+
 hacia el 

citoplasma y iones Ca
2+

 fuera de la célula (Fig. 1.16.) (Choi, 2005).  

Así, la familia de proteínas NCX cargan con la responsabilidad de 

mantener concentraciones intracelulares de Ca
2+

 bajas y junto a  la 

bomba de calcio de la membrana plasmática (PMCA) y la ATPasa de 

calcio del retículo sarco!endoplasmático (SERCA) tienen la función de 

restaurar los niveles de calcio intracelular. Bajo condiciones normales, 

estas proteínas transportan iones Na
+
 disminuyendo sus gradientes de 

concentración en las células y transportando grandes cantidades de 

iones Ca
2+

 hacia fuera (Choi, 2005; Syntichaki y Tavernarakis,  2003). 

Bajo condiciones patológicas los mecanismos de regulación se 

encuentran saturados y las concentraciones de calcio incrementan 

debido al influjo de calcio desde las distintas fuentes descritas y en 

circunstancias extremas, también a través del intercambiador de 

sodio/calcio NCX que puede actuar como vía de entrada de calcio (en 

modo inverso) especialmente durante fuertes despolarizaciones y con 

incrementos importantes de sodio intracelular (Syntichaki y  

Tavernarakis,  2003).     

 

1.4.4 Muerte celular 

La naturaleza, el transcurso y las causas moleculares de la muerte 

celular en enfermedades neurodegenerativas y su relación con los 

procesos  básicos todavía es materia de discusión.  

En base a los distintos criterios morfológicos y características 

bioquímicas se proponen tres principales mecanismos: apoptosis, una 

forma específica de muerte celular programada dirigida genéticamente; 
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necrosis, un tipo de muerte pasiva de la célula; y degeneración 

autofágica (Bredesen y cols., 2006; Bredesen, 2008; Gorman, 2008; 

Jellinger, 2006, 2007a; Okouchi y cols., 2007; Jellinger, 2009). 

La apoptosis es un proceso de eliminación natural involucrado en 

numerosos eventos fisiológicos sobre todo durante la etapa del 

desarrollo. Pero la apoptosis también ocurre durante ciertos estados 

patológicos como daño isquémico, enfermedades neurodegenerativas, 

infecciones o toxicidad química, y puede ser desencadenada por la 

activación de receptores de muerte de la membrana plasmática o por 

estrés celular (Smaili y cols., 2009). 

En la figura 1.16 se muestra un esquema de las principales vías 

apoptóticas, entre las que se destacan la intrínseca y la extrínseca. La 

vía extrínseca está desencadenada por la unión de las denominadas 

moléculas de muerte a sus receptores, mientras que la vía intrínseca es 

activada por diversos acontecimientos celulares en los que la 

mitocondria posee un papel central. 

 

 
Fig. 1.16. Las diferentes vías de la apoptosis, entre las que destacan la vía  

extrínseca e intrínseca (Orrenius y cols., 2003). 
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La vía extrínseca es un mecanismo dependiente de receptor en el que la 

activación de los receptores de muerte lleva a la formación del 

complejo de señalización de inducción de muerte por activación de la 

caspasa!8 seguida de una cascada de caspasas que ejecutará la muerte 

celular. La caspasa!8 puede activar a Bid (del inglés, BH3 Interacting 

domain death agonist) y con ello, provocar la activación de la vía 

intrínseca (Fig. 1.16) (Orrenius y cols., 2003). 

La vía intrínseca se activa por la presencia de diferentes estímulos 

apoptóticos que causan la traslocación de Bax a la mitocondria 

(Orrenius y cols., 2003) e involucra la familia de proteínas Bcl!2. Las 

proteínas de esta familia pueden promover la supervivencia celular (Bcl!

2 y Bcl!xL) o la muerte celular (Bax y Bid) (Smaili y cols., 2009). 

La inserción de Bax en la mitocondria causa la liberación de citocromo C 

del espacio intermembrana mitocondrial y la pérdida del potencial de 

Fig. 1.17.   Liberación de citocromo c y actuación de las proteínas de la familia 

de Bcl!2 y Caspasas, en el proceso de apoptosis (vía intrínseca y vía extrínseca) 

(De Vries y cols., 2006). 
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membrana mitocondrial ($%m). El citocromo C activará finalmente la 

caspasa!3 provocando la proteólisis de la célula, mientras que la 

disminución de $%m conlleva una disminución de la producción de ATP 

y está asociada con la permeabilización de la membrana mitocondrial, 

contribuyendo a la liberación de Ca
2+

m que constituye el 68% del 

contenido celular de (Ca
2+

)i (Fig. 1.17) (Orrenius y cols., 2003).  

Necrosis y apoptosis parecen coexistir en diferentes trastornos 

neurodegenerativos, como las EA, EH y EP, la ELA, las ataxias 

espinocerebelosas y las encefalopatías espongiformes transmisibles, 

que también han sido asociados a procesos de necrosis, además de la 

apoptosis inicialmente propuesta (Bossy!Wetzel y cols., 2004; Mattson, 

2000; Taylor y cols., 2002). 

Cuando los niveles de ATP son bajos, las células padecen necrosis en 

lugar de apoptosis, pero muchas características pueden suceder 

simultáneamente. Este fenómeno se describe como necrapoptosis, que 

puede ocurrir especialmente cuando las células empiezan sufriendo 

apoptosis y derivan a una muerte celular necrótica (Smaili y cols., 2009).  

Los mecanismos de necrosis se ponen en marcha cuando la célula se 

expone a variaciones extremas de las condiciones fisiológicas (hipoxia, 

hipotermia), que pueden resultar en daños a la membrana plasmática. 

El proceso empieza con fallos celulares en el mantenimiento de la 

homeostasis, que ocasionan un influjo de agua e iones extracelulares. 

Distintos orgánulos intracelulares incrementan su volumen, 

principalmente la mitocondria, y la propia célula hasta su ruptura (lisis 

celular). Todos los componentes citoplasmáticos (incluyendo enzimas 

lisosomales) se liberan al fluido extracelular. Por eso normalmente el 

proceso de necrosis se asocia a un daño tisular extenso y por tanto una 

respuesta inflamatoria intensa. 

El último mecanismo de muerte celular propuesto es la autofagia. El 

término autofagia (que significa “comerse a sí mismo”) fue usado por 

primera vez por Christina de Duve hace unos 40 años. Pero ha sido en la 

última década cuando ha habido mayor investigación sobre este 

fenómeno. Estudios recientes han demostrado la implicación de la vía 
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de autofagia en numerosos procesos biológicos como la adaptación 

inducida por estrés, el desarrollo celular, la diferenciación y la 

supervivencia. Además, disfunciones en esta vía parecen promover 

enfermedades como el cáncer, enfermedades cardíacas, infecciones, 

enfermedades hepáticas y diversas enfermedades neurodegenerativas. 

La autofagia es una vía evolutivamente conservada que media la 

degradación celular a través de la acción de los lisosomas, ver figura 

1.19. (Lee, 2009; Glick y cols., 2010). 

Se conocen tres tipos de autofagia conocidas como macroautofagia, 

microautofagia y autofagia mediada por chaperonas. En la 

macroautofagia, la carga citoplasmática se entrega al lisosoma a través 

de una vesícula de doble membrana intermediaria llamada 

autofagosoma, éste se funde con el lisosoma formando un 

autolisosoma. Contrariamente, en la microautofagia los componentes 

citoplasmáticos son directamente recogidos por el lisosoma a través de 

la invaginación de la membrana lisosomal. En la autofagia mediada por 

chaperonas, las proteínas diana son transportadas a través de la 

membrana lisosomal, formando complejos con chaperonas (como Hsc!

Fig. 1.19. Modelo esquemático de autofagia, mostrándose los tres tipos 

conocidos. Aunque la autofagia es una vía de degradación lisosomal 

conservada, puede diferir en las maneras de ofrecer la cara citosólica al 

lisosoma.  (Lee JA, 2009). 
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70) que son reconocidas por receptores de membrana lisosomal 

asociados a la proteína de membrana 2A, llegando a su 

desnaturalización y degradación (García!Arencibia y cols., 2010; Glick y 

cols., 2010). 

 

1.5  Memantina como fármaco neuroprotector. 

La memantina es un derivado estructural directo de la amantadina. La 

amantadina fue el primer miembro de la familia de moléculas llamadas 

aminoadamantanos que tuvieron aplicación clínica. En los años 60 se 

comercializó por primera vez para el tratamiento de infecciones 

respiratorias debidas al virus de influenza A, pero de manera casual se 

observaron sus efectos beneficiosos sobre síntomas extrapiramidales 

en pacientes de enfermedad de Parkinson (Kalia y cols., 2008; Blanpied 

y cols., 2005). 

Inicialmente se asumió que sus efectos antiparkinsonianos se basaban 

en su actividad dopaminérgica. Pero más tarde algunos estudios 

mostraron que el mecanismo de acción predominante para ese efecto 

de la amantadina eran sus propiedades antagonistas sobre los 

receptores NMDA, actuando como un bloqueador de la apertura del 

canal (Kalia y cols., 2008). 

La memantina (Fig. 1.20), con fórmula molecular C12H21N,  tiene una 

estructura química de 1!amino!3,5!dimetiladamantano. Fue registrada 

en Alemania para una gran variedad de indicaciones en trastornos del 

sistema nervioso central en 1978 (Molinuevo y cols., 2005).  En 1983, el 

mismo grupo que llevó a cabo su síntesis publicó un trabajo que 

aglutinaba las evidencias experimentales que explicaban las 

observaciones clínicas, postulando directa e indirectamente la actividad 

dopaminomimética y efectos sobre el sistema serotoninérgico y 

noradrenérgico de la memantina. Desde ese instante, se destinaron 

grandes esfuerzos para determinar su mecanismo de acción, pero no 

fue hasta 10 años después cuando se descubrió su mecanismo de 

acción como antagonista no competitivo de los receptores NMDA. 
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Hasta el día de hoy, diversa investigación preclínica ha revelado que el 

mecanismo de acción terapéuticamente más acertado de la memantina 

es la vía del antagonismo de los receptores NMDA (Parsons y cols., 

1999; Molinuevo y cols., 2005).  

 

 

 

 

 

Se han estudiado gran cantidad de antagonistas de los rNMDA, pero no 

todos con el mismo éxito clínico. Un ejemplo claro de ello es el MK!801 

(Fig. 1.21), antagonista muy potente de los rNMDA cuyo desarrollo 

clínico fue abandonado debido a la aparición de efectos adversos sobre 

el SNC (trastornos cognitivos y de tipo psicodisléptico, entre otros). 

 

 

 

 

 

 

Conociendo la actividad principal de este tipo de compuestos, 

colaboramos con el grupo del Dr. Santiago Vázquez de la universidad de 

Barcelona y con el Dr. Antonios Kolocouris y su equipo de la universidad 

de Atenas en Grecia, que  nos proporcionaron compuestos 

estructuralmente similares a memantina y amantadina, y por tanto con 

capacidad potencial de antagonizar los receptores NMDA. 

NH

CH3

MK!801

Fig. 1.21. Estructuras 

de MK!801.

Fig. 1.20. Estructuras de 

Amantadina y 1!amino!3,5!

dimetil!adamantano (memantina). 

NH2

Amantadina

NH2

Memantina
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1.5.1 Mecanismo de acción de la memantina. 

El antagonismo que ejerce la memantina es de tipo no competitivo y de 

baja!moderada afinidad. Como se puede ver en el modelo teórico de la 

figura 1.22, se postula que se une al sitio de unión del interior del canal 

protegiendo a las neuronas de la excitotoxicidad inducida por 

glutamato (Tanovié y Alfaro, 2006; Molinuevo y cols., 2005). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Además de la memantina otros compuestos parecen capaces de 

bloquear al receptor NMDA, pero presentan diferencias importantes 

con la memantina. 

Los antagonistas no competitivos de alta afinidad, como el (+)MK!801 

bloquean continuamente el receptor, evitando también la transmisión 

sináptica normal. Este es el motivo principal por el que tienen muchos e 

importantes efectos adversos. En cambio, la memantina al tener una 

baja!moderada afinidad, realiza un bloqueo on/off del canal con una 

rápida cinética de disociación y una elevada dependencia de voltaje. 

Como se ha comentado, se une al lugar de unión del Mg
2+

 (en el interior 

del canal) y lo abandona rápidamente. El lugar específico de acción de 

la memantina se sitúa cerca del lugar de unión externo donde se 

produce el bloqueo por  Mg
2+

, en la región de filtrado selectivo del 

canal asociado a los receptores NMDA, formado por residuos de 

Fig. 1.22. Modelo teórico de la interacción 

entre las subunidades del rNMDA y 

memantina. 
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asparagina en los denominados “N!site” de la subunidad NR1 y los “N!

site” y “N+1!site” de la subunidad NR2 (Chen y Lipton,  2005; Parsons y 

cols., 2007). 

Una de las posibles explicaciones de la rápida cinética de los 

antagonistas no competitivos de baja o moderada afinidad, parece 

estar basada en la “ley de masas”. Los antagonistas de alta afinidad 

necesitan una presencia muy baja para hacer efecto. Según esta ley, al 

haber menos moléculas, el tiempo requerido para actuar es mayor. 

Ocurre lo contrario con los antagonistas no competitivos de baja 

afinidad, que al tener un mayor número de moléculas presentes, 

ocupan con más facilidad el receptor (Fig. 1.23) (Parsons y cols., 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El esquema de la figura 1.24 muestra su comportamiento dependiente 

de voltaje y las diferencias entre la activación fisiológica o patológica de 

estos receptores. Bajo condiciones de reposo (en la figura 1.24, !70mV) 

los tres compuestos (magnesio, mk!801 y memantina) bloquean el 

Fig. 1.23. Diferencias entre el bloqueo producido por la memantina y por 

el MK!801 sobre receptores NMDA (Parsons y cols., 2007). 
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receptor. El magnesio y la memantina, en condiciones fisiológicas son 

capaces de liberar el receptor bajo fuertes despolarizaciones sinápticas 

(!20mV), debido a su pronunciada dependencia de voltaje y su rápida 

cinética de desbloqueo, mientras que el MK!801 sigue bloqueando el 

canal. La memantina no abandona el canal tan fácilmente como el 

magnesio frente a despolarizaciones moderadas pero prolongadas 

como las que se producen durante la excitotoxicidad (Parsons y cols., 

2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1.24. Bloqueo de la memantina, MK!801 o Mg
2+

sobre los 

rNMDA en diferentes situaciones (Parsons y cols., 2007). 
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1.5.2 Otras características farmacológicas de la memantina. 

La memantina se absorbe completamente por el tracto gastrointestinal, 

con una biodisponibilidad absoluta de aproximadamente el 100% y su 

pico de concentración en plasma llega a las 3!8 horas después de su 

ingesta oral. No se ha observado ninguna influencia de alimentos en su 

absorción. La memantina atraviesa la barrera hematoencefálica y los 

niveles en el fluido cerebroespinal son de un 20 a 50% menores que en 

plasma. La memantina se encuentra unida a las proteínas plasmáticas 

aprox. en un 45% y se elimina del plasma con un tiempo de vida media 

(T1/2) de 60 a 100 horas. El proceso de eliminación se realiza 

principalmente por los riñones, y solo un pequeño porcentaje se 

procesa por el hígado acabando como bilis o heces (Ficha técnica de 

memantina, Ebixa ! Clorhidrato de Memantina ! 2008). 

En general la memantina es bien tolerada, y los ensayos clínicos 

realizados por el laboratorio fabricante  han demostrado que la mayoría 

de los efectos adversos que provoca son de escasa gravedad. Los 

síntomas más frecuentes aparecidos en grupos tratados con memantina 

fueron alucinaciones, mareos, agitaciones, cefaleas y fatiga; otros 

síntomas más infrecuentes fueron ansiedad, vómitos, infección del 

tracto urinario y aumento de la sudoración (Parsons y cols., 1999; Kalia 

y cols., 2008). 

Si bien, en general, se considera un fármaco bien tolerado, es preciso 

continuar en la búsqueda de nuevas moléculas con actividad similar, 

pero con mejoras tanto desde el punto de vista farmacocinético como 

farmacodinámico. 

 

1.6 Compuestos evaluados en esta memoria. 

Todos los compuestos utilizados provienen de tres grupos de 

investigación, quienes nos los han facilitado. El mayor número de 

compuestos, los LD, han sido sintetizados y diseñados por el Dr. 

Santiago Vázquez y su equipo en la Unidad de Química Farmacéutica de 
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la Facultad de Farmacia de la Universidad de Barcelona, como derivados 

de memantina y/o amantadina. Se clasifican en 7 grupos distintos en 

función de su estructura química aminas bisnoradamantánicas, aminas 

noradamantánicas, aminas oxadamantánicas, aminas 

benzohomooxadamantánicas, aminas pentacíclicas, compuestos ETC 

(con estructura de aminas benzohomonoradamantánicas) y 

compuestos RFP (aminas adamantánicas). También se han evaluado los 

compuestos AK (adamantanos y adamantanoles), facilitados por el Dr. 

Kolocouris y su equipo del departamento de Química Farmacéutica de 

la Universidad de Atenas. Finalmente, un último grupo de compuestos 

ha sido suministrado por el grupo de la Dra. Carmen Escolano de la 

Unidad de Química Orgánica de la Facultad de Farmacia de la 

Universidad de Barcelona. 

 

1.6.1  Compuestos del Dr. Vázquez y su equipo 

A continuación se muestran los esquemas de las estructuras básicas de 

cada grupo de compuestos, mostrándose los radicales del núcleo 

principal. 

BISNORADAMANTANOS (16 compuestos) Los compuestos de este 

grupo tienen unas estructuras con un núcleo central 2 átomos de 

carbono menor que los compuestos de referencia y con un puente 1 

átomo más corto reduciendo su volumen. En todos ellos se mantienen 

los dos radicales metilo presentes en memantina. 

 

 

 

 

NR1R2·HCl

H3C CH3

CH2NR1R2·HCl

H3C CH3

Fig. 1.25. Estructuras básicas del grupo 

de las aminas bisnoradamantánicas. 
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NORADAMANTANOS (18 compuestos) Los distintos noradamantanos 

disminuyen el volumen del núcleo central en 1 átomo de carbono, y en 

este caso derivan de amantadina, con un solo sustituyente. 

 

 

 

 

OXADAMANTANOS (19 compuestos) Los compuestos de este grupo 

mantienen la estructura central de los compuestos de referencia 

sustituyendo un átomo de carbono del núcleo central por un átomo de 

oxigeno, aumentando de manera significativa el volumen del núcleo 

central. 

 

 

 

 

BENZOHOMOOXADAMANTANOS (19 compuestos) Los distintos 

derivados benzohomoxadamantanos, igual que el grupo anterior 

también incorporan un átomo de oxigeno en uno de sus ciclos, pero las 

estructuras son mayores, con 14 átomos de carbono en el núcleo 

central, siendo así el grupo con los compuestos más voluminosos. 

 

 

 

 

O

NR1R2·HCl

Et

O

NR1R2·HCl

R3

O

NR1R2·HCl

H

Fig. 1.27.  Estructuras básicas del grupo de las aminas oxadamantánicas. 

O

R3

NR1R2·HCl

O

H

NR1R2·HCl

Fig. 1.28.  Estructuras básicas del grupo de las aminas 

benzohomooxadamantánicas.

NR1R2·HCl CHR1R2

Fig. 1.26.  Estructuras básicas del grupo de 

las aminas noradamantánicas.
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PENTACICLOS (18 compuestos) Estos compuestos presentan 

estructuras ligeramente distintas a los compuestos de referencia con un 

núcleo central de 12 átomos de carbono con dos estructuras que 

sobresalen lateralmente.  

 

 

 

 

Compuestos ETC ! Benzohomonoradamantanos (9 compuestos) Los 

compuestos ETC presentan una estructura de aminas 

benzohomonoradamantánicas, mantienen la estructura de los 

benzohomoxadamantanos pero con todos los átomos del núcleo 

central como átomos de carbono.  

 

 

 

 

Compuestos RFP (10 compuestos) Estos compuestos vuelven a tener 

un núcleo central de 10 átomos de carbono como los compuestos de 

referencia pero en este caso presentan una diferente ubicación en los 

radicales metilo/etilo del núcleo central respecto a memantina.  

 

 

 

 

NR1R2·HCl CH2NR1R2·HCl

Fig. 1.29. Estructuras básicas del grupo de las 

aminas pentacíclicas.

Fig. 1.31.   Estructuras básicas del grupo de 

las aminas adamantánicas.

NR1R2·HCl NR1R2·HCl

Fig. 1.30.  Estructura básica del 

grupo de las aminas 

benzohomonoradamantánicas. 

Me

NR1R2
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1.6.2  Estructuras facilitadas por el Dr. Kolocouris (11 compuestos AK) 

Los compuestos AK tienen una estructura central muy parecida a la de 

amantadina, con gran variedad de sustituyentes. Esto es debido a que 

estos compuestos han sido sintetizados con el objetivo de obtener 

actividad antivírica (como amantadina). 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.6.3 Alcaloides derivados de la rincofilina. 

Los compuestos proporcionados por el grupo de la Dra. Escolano, de la 

Unidad de Química Orgánica de la Facultad de Farmacia (Universidad de 

Barcelona), están relacionados con la rincofilina, un alcaloide aislado de 

Uncaria rhynchophylla. La rincofilina ha demostrado actuar como 

antagonista no competitivo en receptores de NMDA expresados en 

oocitos de Xenopus (Kang y cols., 2002) y posee efectos 

neuroprotectores en el modelo de muerte neuronal inducida por 

glutamato en cultivos de neuronas granulares de cerebelo (Shimada y 

cols., 1999). Por ello, se decidió evaluar la actividad de una pequeña 

serie de compuestos sintetizados con estructura espiroindólica, e indolo 

y benzoquinolizidínica. 

Las estructuras básicas de estos compuestos se han mostrado en la 

figura 1.33 en comparación con la estructura de la rincofilina. 

Fig. 1.32.   Estructuras básicas de los 

compuestos AK. 

NH2·HCl

R1
R2

R

OH

OH

R
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En la presente memoria, cuando se haga referencia a estos compuestos 

se usará o bien la nomenclatura facilitada por el grupo que ha 

suministrado dichos compuestos (en el caso de los compuestos 

facilitados por el Dr. Santiago Vázquez y su equipo, les nombraremos 

LDs, ETCs, EVs y RPFs) o una nomenclatura en función del grupo 

colaborador del que provienen (el caso de los compuestos facilitados 

por el Dr. Kolocouris, AKs y los facilitados por la Dra. Carmen Escolano, 

PFs). 

Como se verá más adelante, uno de los objetivos principales de este 

trabajo es valorar la actividad como antagonistas de los receptores 

NMDA de los compuestos presentados en este apartado, así como 

evaluar su acción neuroprotectora.  

Una de las técnicas más utilizadas en el proceso de investigación de 

nuevos compuestos es el estudio de la estructura de los compuestos en 

cuestión, su adaptación a su lugar de unión y el establecimiento de 

relaciones estructura!actividad. 

En nuestro caso, y debido a la falta de un modelo tridimensional del 

receptor NMDA, se ha optado por un enfoque basado en 

Fig. 1.33.  Estructura de rincofilina y las 

estructuras básicas de los compuestos PF.
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modificaciones de la estructura de memantina y otras relacionadas que 

no permitan determinar qué estructuras pueden definirse como 

farmacóforos para un futuro desarrollo de candidatos. 

 

1.7  Desarrollo de nuevos fármacos. 

La historia del medicamento se remonta a los orígenes de la sociedad 

humana. Desde los primeros tiempos el hombre ha acudido a la 

naturaleza para obtener sustancias que, o bien le ayudaran a paliar el 

dolor, los síntomas de sus enfermedades o bien le facilitaran la 

obtención del alimento (veneno para la caza), o en sus relaciones 

sociales y religiosas (estimulantes y alucinógenos). 

En los últimos años ha habido grandes avances en el desarrollo de 

fármacos, que cada vez son más seguros, específicos y efectivos en el 

tratamiento de enfermedades. 

El descubrimiento de un fármaco comprende todas las fases necesarias 

para que podamos asegurar que el compuesto tiene un perfil deseable 

de actividad. Comprende desde la síntesis, el aislamiento de la fuente 

natural, o la obtención biotecnológica y toda fase preclínica, incluida la 

toxicología, hasta la confirmación de que el compuesto es aceptable 

tanto en eficacia como en seguridad para su ensayo en seres humanos 

(Escalona y cols., 2008). 

Todo este proceso se puede dividir en tres grandes fases que se 

muestran en la figura 1.34. El descubrimiento, que abarca desde un 

Fig. 1.34. Las tres fases principales en la creación de un nuevo fármaco: 

Descubrimiento, desarrollo y comercialización. (Rang HP, 2005). 
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concepto terapéutico hasta la obtención de una molécula, el desarrollo 

de ensayos preclínicos y clínicos con esta molécula hasta su registro y la 

comercialización del producto para aplicaciones terapéuticas (Rang, 

2005). 

Uno de los problemas mayores que se presenta en los procesos de 

desarrollo de nuevos medicamentos es el tiempo y los costes que 

conllevan. Por cada millón de moléculas que se inician en esta larga 

cadena para la obtención de nuevos fármacos, sólo tres recuperan la 

inversión inicial. Por este motivo, el diseño racional de fármacos 

constituye una herramienta casi indispensable en el desarrollo actual de 

nuevos medicamentos (Escalona y cols., 2008). 

Tradicionalmente, el descubrimiento de fármacos ha sido un ejercicio 

de ensayo!error basado en el screening de compuestos en ensayos 

biológicos donde existían serias limitaciones en la diversidad química 

que podía ser explorada, y el resultado dependía enormemente de la 

elección de los compuestos ensayados (Pouplana y cols., 2009).  

La entrada de la computación en el campo del diseño de fármacos ha 

supuesto una revolución en el enfoque y en las posibilidades dando 

paso a la química computacional. Han aparecido nuevas técnicas y 

métodos que permiten relacionar la estructura química con la actividad 

biológica como los métodos de modelación molecular o SAR (Structure 

Activity!Relationships), los Métodos QSAR (Quantitative Structure 

Activity!Relationships) y sus nuevas modalidades (por redes de 

neuronas y tridimensional) (Escalona y cols., 2008). 

En el enfoque tradicional, basado en el ligando, se han utilizado las 

técnicas conocidas como “Variaciones estructurales”, y también es la 

que utilizamos en esta tesis. Este proceso se inicia con la búsqueda y 

elección de un compuesto cabeza de serie.  

En la fase de descubrimiento se pueden tomar diferentes enfoques para 

el desarrollo de nuevos medicamentos, dependiendo de si se conoce la 

estructura del receptor, si se tiene información sobre el sitio de unión, o 

si hay algún ligando de referencia. 
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Una vez encontrada y definida la cabeza de serie es necesaria la 

exploración de la serie a través de la modulación de la estructura base 

con el fin de encontrar un producto mejor (Fig. 1.35). Algunos de los 

objetivos a conseguir en esta fase pueden ser: mejorar la potencia del 

líder, eliminar efectos secundarios no deseados, potenciar acciones 

secundarias deseadas, separar actividades en compuestos multiacción 

(normalmente para potenciar alguna de las acciones farmacológicas 

sobre las demás), combinar actividades en un mismo 

compuesto/entidad, modificar la biodisponibilidad del líder, etc.  

(Escalona y cols., 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1.35 Representación esquemática de las etapas involucradas en el 

descubrimiento y desarrollo de fármacos (Modificado de Pouplana y cols., 

2009). 

Descubrimiento de 

diana Validación de diana
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Una vez obtenidos los compuestos candidatos se iniciaría la fase de 

desarrollo farmacológico con los ensayos preclínicos y clínicos 

necesarios hasta su aprobación para ser registrado (Pouplana y cols., 

2009). 

Basándonos en esta metodología de estudio, algunos de nuestros 

compuestos, aparte de compartir su estructura básica con amantadina 

y memantina, que presentan actividad antagonista sobre los receptores 

NMDA, también compartían cierta similitud estructural con compuestos 

con actividad inhibidora de la mono amino oxidasa (MAO). 

El objetivo planteado fue determinar la posible sinergia en 

neuroprotección con moléculas que presentan condiciones 

estructurales para ejecutar diferentes mecanismos de acción. 

De hecho, en los últimos años, la estrategia de combinar diferentes 

mecanismos de acción ha generado un gran interés por los laboratorios 

de investigación y desarrollo de nuevos fármacos. 

Así, se seleccionaron un grupo de los compuestos para la valoración de 

la capacidad inhibidora de la MAO. La selección se llevó a cabo en 

función a la similitud estructural con compuestos de conocida actividad 

i!MAO. 

 

1.8  Actividad Inhibidora de la MAO. 

La monoamino oxidasa (MAO) es la enzima responsable de la regulación 

en el sistema nervioso central de ciertos neurotransmisores como 

dopamina, noradrenalina y serotonina a través de su desaminación 

oxidativa. La MAO es una flavoproteína presente en la membrana 

mitocondrial de neuronas y glía, que puede existir en dos isoformas, 

MAO!A y MAO!B. 

El uso terapéutico de los inhibidores de la MAO en el tratamiento de las 

enfermedades neurodegenerativas tiene su origen en la acción 

antiparkinsoniana de los inhibidores selectivos de la monoamino 

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTAGONISTA GLUTAMATÉRGICA Y NEUROPROTECTORA DE NUEVOS COMPUESTOS POLICÍCLICOS 
Marta López Querol 



URV

Introducción 

53 

 

oxidasa B (MAO!B). La selegilina y la rasagilina (Fig. 1.36) son dos 

compuestos clínicamente probados para la enfermedad de Parkinson, 

inhibidores selectivos de la MAO!B que incrementan la presencia de 

dopamina en la sinapsis. 

  

 

 

 

 

 

Por otro lado, durante el proceso de desaminación oxidativa de la 

dopamina y otras aminas biogénicas, se genera peróxido de hidrogeno y 

en último término radicales libres de oxigeno (ROS), y los inhibidores de 

la MAO parecen desviar el catabolismo de la dopamina por vías 

alternativas que no generan ROS, dándoles ciertas propiedades 

neuroprotectoras, como ha demostrado la rasagilina en una serie de 

experimentos in vitro y en experimentos con pacientes de Alzheimer 

(Youdim y cols., 2005; Chen y Swope, 2007).  

Como se puede observar en la figura 1.36, tanto selegilina como 

rasagilina tienen en su estructura una unidad propargilamino y los 

estudios de estructura actividad han mostrado que esta parte de la 

estructura está relacionada con la actividad inhibidora de la MAO 

(Duque y cols., 2009).  

Por otro lado, Vernalis PLC, bajo licencia de Chiesi Farmaceutici SpA, 

está realizando estudios con otro fármaco que presenta actividad 

inhibidora de la MAO, inhibiendo tanto MAO!A como MAO!B (Mattia y 

Coluzzi, 2007), pero que además ha mostrado actividad antagonista de 

receptores NMDA, el indantadol. Este compuesto tiene unas 

Fig. 1.36.  Estructura de la rasagilina y selegilina.

rasagilina selegilina 
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características estructurales particulares (Fig. 1.37), con un núcleo 

indano y una cadena aminoacetamida.  

 

 

 

 

El N20C (Fig. 1.38) es otro compuesto con propiedades 

neuroprotectoras, derivado de glicina, pero que no se une al sitio de 

unión de glicina. Parece ser un antagonista no competitivo de los 

receptores NMDA y también presenta un grupo aminoacetamido en su 

estructura (Planells!Cases y cols., 2002). 

 

 

 

 

 

 

Teniendo en cuenta toda esta información se decidió caracterizar con 

más profundidad los compuestos sintetizados que tuvieran cierta 

similitud estructural con los compuestos citados anteriormente 

(indantadol, N20C, rasagilina y selegilina). Así, se seleccionaron aquellos 

compuestos de nueva síntesis que tuvieran en su estructura un grupo 

propargilamino o un grupo aminoacetamido, principalmente 

compuestos del grupo de los benzohomoxadamantanos, para evaluar 

su capacidad inhibidora de la MAO. 

 

Fig. 1.38.  Estructura del 

compuesto N20C (Planells!

Cases R y cols., 2002). 

Fig. 1.37.  Estructura del 

compuesto indantadol. 
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1.9  Uso de modelos in vitro en el desarrollo de fármacos en 

neurociencias. 

Debido a la complejidad de los organismos vivos y en concreto del 

sistema nervioso, y nuestra falta de conocimiento de todos los procesos 

bioquímicos implicados en la neurotoxicidad es difícil encontrar un 

sistema in vitro que pueda reemplazar un sistema in vivo que pueda ser 

utilizado en el desarrollo de nuevos fármacos. 

Los sistemas in vitro han sido útiles en un contexto más aislado y han 

sido ampliamente usados para definir mecanismos de toxicidad, 

identificar células diana de la neurotoxicidad y dibujar los cambios 

celulares inducidos por neurotóxicos (Harry y cols., 1998). 

Como se ha comentado en el apartado 1.7, el desarrollo de nuevos 

compuestos se puede dividir en tres grandes fases (descubrimiento, 

desarrollo y comercialización).  

Previamente a los ensayos, el compuesto candidato debe cumplir un 

conjunto de criterios químicos, farmacológicos, farmacocinéticos y 

toxicológicos. 

Algunos de estos criterios como la potencia sobre la diana o la 

biodisponibilidad oral, son requerimientos absolutos, mientras otros 

como la solubilidad en agua o la falta de genotoxicidad in vitro son 

altamente deseables pero no indispensables (Rang HP 2005). 

Como se describe en la tabla 1.3, ciertos criterios necesitan de ensayos 

in vitro e in vivo. Este tipo de ensayos se rigen en gran parte por el 

principio de las 3 erres, postulado por Russel y Burch, dos biólogos 

ingleses, en los años 60 en su libro The Principles of Humane 

Experimental Technique. Las 3 erres (Reemplazo, Reducción y Refinado 

del método) están enfocadas a mejorar y minimizar el uso de animales 

de experimentación, ya sea en ensayos in vitro con el uso de cultivos 

primarios o en ensayos in vivo. 
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Químico Farmacológico Farmacocinético Toxicológico 

Estructura 

patentable.

Potencia sobre la 

diana definida. 

Permeabilidad 

celular in vitro. 

Test de 

genotoxicidad 

in vitro 

negativo. 

Soluble en 

agua. 

Selectividad para 

dianas 

específicas 

respeto a otras 

dianas 

relacionadas. 

Biodisponibilidad 

oral adecuada. 

Test 

toxicológicos 

preliminares 

in vivo. 

Estabilidad 

química. 

Actividad 

farmacodinámica 

in vivo e in vitro. 

Para fármacos 

del SNC: cruzar 

la barrera 

hemato!

encefálica. 

 

Síntesis 

factible a 

gran 

escala. 

Ausencia de 

efectos adversos 

en pruebas de 

seguridad 

farmacológica. 

Vida media en 

plasma 

apropiada. 

 

 

 

En general, los fármacos son diseñados para actuar a través de un 

mecanismo específico sobre un receptor. Por eso se puede desarrollar 

un sistema in vitro específico  para ese objetivo. El uso de técnicas in 

vitro para identificar un compuesto eficaz y con posibilidades de 

desarrollo, refinar la acción del fármaco y detectar posibles problemas 

es extenso (Harry y cols., 1998). 

Aunque se reconozca que los sistemas in vitro solo ofrecen respuestas 

parciales a preguntas más complejas son una técnica ampliamente 

usada y presentan claras ventajas frente a las técnicas in vivo. Algunas 

de estas ventajas son la posibilidad de exponer las células directamente 

a compuestos, manipular las condiciones ambientales para aumentar, 

bloquear o modular la respuesta celular, o evaluar la respuesta celular 

intrínseca a compuestos. Pero también pueden presentar limitaciones 

en función de las propiedades químicas de los compuestos usados 

(solubilidad, volatilidad, pH, posible unión con componentes del medio 

Tabla 1.3  Criterios de selección de compuestos candidatos destinados al 

uso oral (Rang HP 2005, Drug Discovery, Sec 2). 
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de cultivo), la falta de un  metabolismo más completo o de mecanismos 

de regulación (Rees, 1980; Schrier, 1982; Balls y Clothier, 1983; Grisham 

y Smith, 1984; Conning, 1986; Harry y cols., 1998). 

Los sistemas in vitro más usados en neurofarmacología son los cultivos 

de órganos (ganglios o órganos sensoriales como el ojo), cultivos 

organotípicos (principalmente hipocampales, aunque también de 

cerebelo, córtex o locus coeruleus) que presentan la ventaja de 

mantener la organización tridimensional, cultivos primarios (células en 

suspensión o re agregados, cultivos primarios disociados, cultivos 

neuronales primarios, cultivos primarios gliales) o  líneas celulares 

continuas (líneas celulares de gliomas, líneas celulares de 

neuroblastoma, células de feocromocitoma). El sistema in vitro más 

usado en neurociencias se basa en los cultivos primarios disociados ya 

sean de neuronas, células gliales o mixtos (Harry y cols., 1998). 

También son muy usadas las líneas celulares. Las líneas celulares 

continuas normalmente derivan de tejido tumoral (neuroblastomas, 

gliomas o feocromocitomas). En cultivo estas células tienen un tiempo 

de vida de aproximadamente 50 divisiones. Las líneas inmortalizadas se 

generan a partir de estas líneas celulares de tiempo de vida limitado y 

sus características más interesantes son la homogeneidad, la facilidad 

con que se obtienen un gran número de células y su condición de 

inmortalidad (Saneto y cols., 1986; Shahar y cols., 1989).  

La homogeneidad de estas líneas celulares puede hacerlas apropiadas 

para el estudio de la selectividad de neurotóxicos en experimentos de 

toxicología, pero también puede ser una limitación en cuanto pierden 

las interacciones típicas de circuitos neuronales. 

Una de sus limitaciones es el bajo número de líneas disponibles con 

fenotipos bien caracterizados in vivo. El hecho que deriven de tejido 

neoplásico puede sugerir un origen que haga a las células anormales y 

se intente evitar su uso. Pero se ha de tener en cuenta que cualquier 

célula adquiere  características anormales estando en cultivo.  Una de 

las mayores limitaciones de estas células es la dificultad de inhibir la 

división celular para obtener una población estable de células 
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diferenciadas. Esta situación es contraria a las condiciones in vivo, 

donde las células en el último estadio de la diferenciación normalmente 

no se dividen. 

Igualmente, las células de cultivos primarios de animales fetales o de 

temprana edad no presentan las mismas características de las neuronas 

diferenciadas adultas y necesitan una maduración en cultivo. En células 

de neuroblastoma y líneas celulares relacionadas, factores tróficos de 

crecimiento alteran el estado de diferenciación morfológica y la 

expresión génica. Algunos de estos factores son el NGF (del inglés, 

nerve growth factor) y el ácido retinoico (Benda y cols., 1968; Harry y 

cols., 1998). 

No está claro si el proceso de diferenciación in vitro es equiparable al 

ocurrido in vivo. Además, las líneas celulares parecen ser menos 

sensibles a tóxicos que los cultivos primarios (Harry y cols., 1998). Aún 

así, las líneas celulares pueden ser una alternativa a la utilización de 

cultivos primarios, que exigen el sacrificio de animales de 

experimentación. 

 

1.10  Modelos in vitro utilizados en el presente estudio. 

Uno de los mecanismos mejor caracterizados en neurotoxicidad es la 

liberación excesiva del neurotransmisor excitador glutamato. La 

identificación y comprensión del proceso excitotóxico ha sido posible 

gracias al uso de diversos sistemas in vitro, como rodajas hipocampales, 

cultivos primarios de células hipocampales, corticales y granulares de 

cerebelo, oocitos de Xenopus y diversas líneas celulares derivadas de 

neuroblastoma (Harry y cols., 1998). 

Para realizar las distintas evaluaciones de los compuestos nos 

planteamos hacer un pequeño estudio comparativo de los modelos 

usados en este tipo de experimentos relacionados con la 

excitotoxicidad y la neuroprotección. Como hemos visto, la 

excitotoxicidad inducida por glutamato es un fenómeno ampliamente 
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distribuido entre los distintos tipos celulares del cerebro, dada la gran 

ubiquidad del glutamato y sus sinapsis excitadoras.  

Anteriormente se ha mostrado la distribución de los receptores 

glutamatérgicos, concretamente los ionotrópicos tipo NMDA, en el 

sistema nervioso central y es una información que se ha considerado a 

la hora de escoger los diferentes modelos evaluados. Otro factor tenido 

en cuenta ha sido la distinta afectación celular neurodegenerativa 

observada en las diferentes enfermedades de esta índole. 

De los distintos cultivos neuronales, primarios o líneas celulares, usados 

en el campo de la neurociencia, se han seleccionado los que 

presentaban mayor uso en el estudio del fenómeno de excitotoxicidad 

en las distintas enfermedades neurodegenerativas  y que clásicamente 

se han utilizado para el estudio de la neurotransmisión glutamatérgica. 

Por esto se seleccionaron cultivos primarios de células granulares de 

cerebelo de rata de 7!8 días de edad, cultivos primarios de células 

hipocampales de embrión de ratón de 18 días de gestación, cultivos 

primarios de células corticales de embriones de rata de 18 días de 

gestación, la línea celular SH!SY5Y de neuroblastoma humano y la línea 

celular STHdh
Q7

 y STHdh
Q111

 que son células estriatales que presentan 

una mutación en la proteína huntingtina (mhtt), usadas principalmente 

para el estudio de la enfermedad de Huntington. 

Debido a las diferencias temporales en el desarrollo de diferentes áreas 

cerebrales, los cultivos de cada zona específica se realizan con animales 

de diferentes edades  (Harry y cols., 1998). 

 

1.10.1  Cultivos primarios de células granulares de cerebelo de rata. 

El cerebelo (Fig. 1.39) se sitúa en la parte posterior del cerebro y es en 

esencia un componente motor del encéfalo. Tiene una corteza muy 

amplia que está muy plegada con una extensión de tres cuartos de la 

corteza cerebral. 
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Se considera que existen 3 capas en la corteza cerebelosa (Fig. 1.40), 

cada una con composición celular distinta. Desde la superficie, la 

primera capa está constituida por células de Purkinje, la sigue la capa 

molecular (con interneuronas pero sobre todo una zona sináptica) y la 

capa de células granulares.  

 

 

 

 

 

 

 

Como se ha comentado en el apartado 1.3, el cerebelo es una zona con 

abundante presencia de rNMDA, principalmente formados por 

subunidades tipo NR1, que se expresa en la mayor parte del cerebro, 

subunidades NR2A y subunidades NR2C, prácticamente exclusiva de 

esta zona. 

Fig. 1.40.  Esquema del desarrollo de neuronas 

granulares de cerebelo en el que se puede 

observar la formación de las tres capas  (Extraído 

de www.brain.riken.jp) 

Fig. 1.39.  Representación del encéfalo en la que 

se destacan algunas zonas como el cerebelo (en 

rojo). 
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Por otro lado, este tipo de cultivo celular primario es ampliamente 

conocido y usado en el campo de la neurociencia, como estudios 

relacionados con la excitotoxicidad o la apoptosis. Estos cultivos 

preparados según Nicoletti y cols. (1986), contienen un alto porcentaje 

de células granulares (95% aprox.) y constituyen un modelo de estudio 

robusto y gran estabilidad (Verdaguer y cols., 2002). 

 

1.10.2  Cultivos primarios de células hipocampales de ratón. 

El hipocampo forma parte del sistema límbico del cerebro (Fig. 1.41) y 

tiene 3 áreas o sectores llamados CA1, CA2 y CA3. También se conocen 

tres láminas en la corteza del hipocampo. La lámina molecular (situada 

en el centro de la formación hipocámpica), la lámina de células 

piramidales (grandes neuronas que son de las primeras en verse 

afectadas en diversas alteraciones de memoria e intelectuales como la 

EA) y la lámina polimórfica que contiene axones, dendritas e 

interneuronas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ésta es la zona más rica en expresión de rNMDA, principalmente la 

región CA1 del hipocampo, como se ha mencionado anteriormente 

Fig. 1.41.  Esquema de parte del 

sistema límbico donde se indica el 

hipocampo. 
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(Monyer y cols. 1994; Ozawa y cols., 1998). En general el hipocampo es 

rico en subunidades tipo NR1, NR2A y NR2B. 

Estos cultivos se han realizado a partir de un protocolo cedido por la 

Dra. Crespo!Biel de la unidad de Farmacología y Farmacognosia de la 

facultad de farmacia de la UB. 

 

1.10.3  Cultivos primarios de células corticales de rata. 

Cada hemisferio cerebral tiene un manto de sustancia gris,  la corteza 

cerebral, con una estructura característica que consiste en cuerpos 

celulares neuronales y axones dispuestos en láminas, como se observa 

en la figura 1.42. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Las células principales se conocen como células piramidales y las 

piramidales gigantes se conocen como células de Betz y se presentan 

sólo en el área motora primaria del lóbulo frontal. Cerca de dos tercios 

Fig. 1.42.  Esquema de las diferentes láminas en 

que se divide la corteza cerebral y su 

composición celular. 
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de las neuronas corticales son células piramidales. Los axones de las 

neuronas piramidales son excitatorios en su sinapsis y se considera que 

usan glutamato como neurotransmisor. 

Las diferentes láminas (omitiendo diferencias regionales) de la corteza a 

partir del exterior son 1 la lámina molecular (con predominio de ramas 

terminales de dendritas y axones), 2 la lámina granular externa (con 

muchas células piramidales pequeñas e interneuronas), 3 la lámina 

piramidal externa (con neuronas piramidales típicas), 4 la lámina 

granular interna (principalmente con células estrelladas y algunas 

interneuronas o células piramidales), 5 la lámina piramidal interna (con 

células piramidales grandes mezcladas con interneuronas y finalmente 

7 la lámina multiforme (con células fusiformes típicas de esta lámina y 

algunas células piramidales e interneuronas). 

En cuanto a la presencia de rNMDA, el córtex también es una de las 

zonas más ricas, expresando principalmente subunidades de tipo NR1 y 

NR2, concretamente las isoformas A y B (ver apartado 1.3). 

El cultivo de estos tipos celulares se ha realizado siguiendo el protocolo 

descrito por Petegnief y cols., 2001, para obtener un cultivo 

principalmente neuronal con la inhibición del crecimiento de las células 

no neuronales. 

Los cultivos presentados hasta ahora son cultivos primarios en los que 

se realiza la disección y obtención del tejido neuronal deseado, para su 

posterior cultivo.    

Se ha querido trabajar también con líneas celulares tumorales para 

poder comparar y clarificar las ventajas o inconvenientes en 

comparación con los cultivos primarios, como posibles modelos in vitro 

para realizar experimentos de excitotoxicidad o neuroprotección. 
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1.10.4  Línea celular SH!SY5Y. 

La línea celular SH!SY5Y proviene de neuroblastoma humano, un tumor 

de la infancia que deriva de células precursoras o inmaduras del sistema 

nervioso simpático (SNS). En concreto, es un subclon de la línea celular 

SK!N!SH (Edsjö y cols., 2007). 

Como se ha comentado con anterioridad, la mayoría de líneas celulares 

necesitan de ciertos inductores de diferenciación celular que alteren el 

estado morfológico y la expresión génica. 

Para la diferenciación celular de la línea celular SH!SY5Y se han descrito 

algunos inductores como ciertos forbolésteres biológicamente activos 

(12!O!tetradecanoilforbol!13!acetato o TPA (Pahlman y cols., 1981; 

Edsjö y cols., 2007), factores de crecimiento como el NGF (Vuillaume y 

cols., 2001), pero principalmente ácido retinoico (del inglés, RA)  

(Enzinas y cols., 2000; Rastinejad, 2001; Singh y Kaur, 2007; Kullikov y 

cols., 2007; Cheung y cols., 2009). 

Las líneas celulares de neuroblastoma se diferencian a células que son 

bioquímicamente, ultraestructuralmente y electrofisiológicamente  

similares a neuronas (Abemayor y Sidell, 1989; Edsjö y cols., 2007). 

 Además se ha descrito la presencia de receptores NMDA funcionales 

en esta línea celular (Nair y cols., 1996; Sun y Murali, 1998). 

 

1.10.5  Línea celular STHdh
Q7

 y STHdh
Q111

. 

Las líneas celulares STHdh
Q7

 y STHdh
Q111

 son células estriatales, es decir 

del cuerpo estriado. 

El cuerpo estriado es una voluminosa región de sustancia gris cerca de 

la base de cada hemisferio cerebral y consiste en el núcleo caudado y el 

núcleo lentiforme que se divide en el putamen y el globo pálido. 

La terminología de esta zona es variada y también se usa la 

nomenclatura de estriado para indicar el putamen y núcleo caudado. 
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Las células principales del núcleo caudado y el putamen son neuronas 

de tamaño medio con dendritas espinosas. 

Uno de los modelos usados para estudiar la EH son las células 

precursoras de neuronas estriatales inmortalizadas de un modelo de 

ratón Knock!in (KI!STHdh
Q111

) (Trettel y cols., 2000; Lim y cols., 2008). 

Las células estriatales STHdh
Q111

 derivan de embriones Hdh
Q111/Q111

.  

Las células de esta línea inmortalizada normalmente crecen a 33º C, 

pero cuando se mantienen a 39º C pierden la proteína SV40 tsA58 y la 

proliferación cesa (Tretel y cols., 2000). 

En este trabajo se han utilizado células STHdh
Q7

 (con un tramo de 7 

glutaminas) y STHdh
Q111

 (con 111 glutaminas). Como se ha comentado 

anteriormente, la enfermedad de Huntington se manifiesta con 

mutaciones que presenten tramos poly Q superiores a 35 glutaminas. 

Este fenotipo molecular temprano (STHdh
Q111

) parece mostrar 

excitotoxicidad a través del influjo de iones calcio, provocado por una 

disminución de la síntesis de ATP mitocondrial y potenciado por la 

activación de receptores NMDA (Gines y cols., 2003; Fan y Raymond, 

2007; Paoletti y cols., 2008). 

Esta variación en el comportamiento de las células wild!type (STHdh
Q7

) 

y las mutadas (STHdh
Q111

), nos pareció interesante para el estudio del 

antagonismo de los receptores NMDA. 

Con este objetivo nos pusimos en contacto con la Dra. Silvia Ginés del 

IDIBAPS de Barcelona, que nos proporcionó amablemente las dos cepas 

celulares. 

 

1.11  Pruebas toxicológicas in Vivo. 

La valoración del riesgo de toxicidad sistémica aguda después de una 

exposición oral se basa en la aparición de signos de efectos adversos en 

los 14 días posteriores a la administración de una única dosis dada a un 

animal. 
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El clásico test de la dosis letal 50  (del inglés, LD50) (TG401), fue 

retirado de  la guía de la Organización para la cooperación económica y 

el desarrollo (del inglés, OECD) en 2002 y sustituida por tres métodos 

alternativos. Estos son el procedimiento de dosis fija (TG 420),  el 

método clásico de toxicidad aguda (TG423) y el procedimiento “up and 

down” (TG425). De este modo se consigue reducir y refinar la 

metodología para la estimación de la toxicidad sistémica aguda (Test 

Guidelines for acute oral toxicity testing, OCDE 2007; Forsby A y cols., 

2009). 

Debido a la falta de información existente sobre la toxicidad y 

características ADME de los compuestos a valorar, en este trabajo se 

optó por una modificación del método TG425 (2008) de la OECD. 

Los compuestos AK, del Dr. Kolocouris y su equipo de la universidad de 

Atenas, tienen una estructura similar a amantadina y fueron 

sintetizados con el objetivo de obtener compuestos que presentaran 

actividad anti influenza A (igual que amantadina). 

Como se ha ido comentando a lo largo de este trabajo, amantadina 

también presenta actividad antagonista de los receptores NMDA. Con el 

objetivo de descartar posibles efectos a nivel de SNC se evaluaron los 

compuestos AK con mayor actividad antivírica. 

El procedimiento de “up and down” consiste en la administración oral 

de una dosis del compuesto a valorar a un animal (roedor). Si el animal 

muere, al siguiente animal se le administra una dosis menor. Si el 

animal sobrevive, al siguiente animal se le administra una dosis mayor. 

Este test es el más fácil para compuestos que pueden producir la 

muerte en un par de días (Test Guidelines for acute oral toxicity testing, 

OECD 2007). 

Además de realizar el procedimiento TG425 modificado, se decidió 

realizar una batería de observación funcional (del inglés, FOB) a los 

animales que sobrevivieran para poder valorar mejor la afectación a 

nivel de SNC. 

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTAGONISTA GLUTAMATÉRGICA Y NEUROPROTECTORA DE NUEVOS COMPUESTOS POLICÍCLICOS 
Marta López Querol 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 !"#$%&!&'(')*+%$!,)& 

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTAGONISTA GLUTAMATÉRGICA Y NEUROPROTECTORA DE NUEVOS COMPUESTOS POLICÍCLICOS 
Marta López Querol 



 

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTAGONISTA GLUTAMATÉRGICA Y NEUROPROTECTORA DE NUEVOS COMPUESTOS POLICÍCLICOS 
Marta López Querol 



URV 

Hipótesis y objetivos 

69 

 

2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS. 

 

En la actualidad, no se dispone todavía de suficientes herramientas 

farmacológicas que permitan abordar con eficacia el tratamiento de 

enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer, 

enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington o la esclerosis 

lateral amiotrófica entre otras.  

Además, estos trastornos están relacionados con la edad por lo que el 

envejecimiento de la población constituye un motivo de preocupación 

adicional a la falta de opciones terapéuticas para estas enfermedades. 

Ello repercute, sin duda, en un elevado coste sanitario, económico y 

social. 

Habida cuenta que una de las estrategias más utilizadas en química 

farmacéutica es la síntesis de nuevos compuestos con características 

similares a otros fármacos ya comercializados, se plantea la siguiente 

hipótesis de trabajo: 

 

1. Los compuestos que poseen un núcleo lipofílico con 

características estructurales y fisicoquímicas similares a la 

memantina pueden antagonizar la activación del receptor 

NMDA de manera parecida a este fármaco neuroprotector, 

y quizá, mostrar un espectro farmacológico más amplio, 

incluso sobre otros receptores, que permita una mejora en 

la eficacia de futuros compuestos neuroprotectores. 

2. Además, compuestos que contienen un grupo 

propargilamino y/o un grupo aminoacetamido pueden 

mostrar actividad inhibidora de la monoamino oxidasa 

MAO, lo que podría complementar su acción terapéutica. 

3. Los cultivos primarios de células granulares de cerebelo son 

la técnica in vitro más usada para estudios de 

excitotoxicidad y neuroprotección. Cultivos primarios de 
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otras zonas cerebrales afectadas en enfermedades 

neurodegenerativas y con presencia de rNMDA pueden ser 

también buenos modelos para experimentos relacionados 

con la excitotoxicidad y la neuroprotección. 

 

Con la finalidad de verificar esta hipótesis, se han planteado los 

siguientes objetivos: 

1.- Verificar la validez de la determinación intracelular de calcio 

con sondas fluorescentes en un cultivo neuronal como 

herramienta de  !"##$%$& farmacológico de nuevos 

compuestos. 

2.- Valorar la capacidad antagonista de los nuevos compuestos, 

cedidos por el Dr. Santiago Vázquez y su equipo de la 

Universidad de Barcelona, clasificados según su estructura en 

diferentes grupos como bisnoradamantanos, noradamantanos, 

oxadamantanos, benzohomooxadamantanos, pentaciclos, 

benzohomonoradamantanos y otros adamantanos, sobre los 

receptores glutamatérgicos a través de la definición de su 

potencia para evitar la entrada de calcio inducida por 

glutamato o por el agonista selectivo N-metil-D-aspartato en 

un sistema de cultivo neuronal. 

3.- Valorar la capacidad antagonista de un grupo de 

adamantanos y adamantanoles cedidos por el Dr. Antonios 

Kolocouris de la Universidad de Atenas, sobre los receptores 

glutamatérgicos a través de la definición de su potencia para 

evitar la entrada de calcio a través de receptores 

glutamatérgicos en un sistema de cultivo neuronal. 

4.- Valorar la capacidad antagonista de un grupo de 

compuestos cedidos por la Dra. Carmen Escolano de la 

Universidad de Barcelona, con similitudes estructurales a 

rincofilina sobre los receptores glutamatérgicos. 
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5.- Evaluar la capacidad neuroprotectora de algunos de los 

compuestos más potentes en un modelo de excitotoxicidad %$'

(%)"*, en cultivos primarios de neuronas granulares de 

cerebelo. 

6.- Evaluar la capacidad inhibidora sobre la enzima monoamino 

oxidasa (MAO) de una selección de los compuestos evaluados 

con estructura benzohomooxadamantano. 

7.- Valorar el uso de diferentes sistemas in vitro para el estudio 

de la excitotoxicidad, la neuroprotección y el desarrollo de 

nuevos fármacos de acción sobre la neurotransmisión 

glutamatérgica, ya sean cultivos primarios o diferentes tipos de 

líneas celulares. 

8.-Evaluar la presencia de efectos adversos presentados por 

ciertos compuestos a través de la valoración de su toxicidad 

sistémica aguda en roedores. 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Para los experimentos de movilización de calcio y de neuroprotección 

se han utilizado cultivos neuronales de diferente procedencia 

(primarios o líneas celulares) que se han hecho crecer en diferentes 

soportes en función del experimento requerido/realizado (placas de 24 

o 96 pozos) 

PREPARACIÓN DE LAS PLACAS. El día anterior al emplacaje de las 

células se procede a la polilisinización de las placas. Las placas de 24 

pozos llevan un vidrio redondo de 22µm y 10mm de diámetro al fondo 

de cada pozo que se polilisinizará conjuntamente. Se prepara una 

solución de poli-l-lisina a la concentración de 0.1mg/ml (1X). En placas 

de 24 pozos se incuban 0.5ml por pozo de poli-l-lisina 1X, en placas de 

96 pozos 200µl. Tras 45min de incubación, se retira la solución 

mediante aspirado con bomba de vacío y se dejan secar las placas en 

condiciones de esterilidad. Para los estudios de movilización de calcio,  

se disponen sendos portaobjetos circulares estériles en cada pozo 

previamente a la polilisinización. Para los cultivos de neuronas 

hipocampales se realizan dos o tres lavados con agua Milli-Q después 

de la polilisinización.  

 

3.1 Cultivos primarios de células granulares de cerebelo de rata. 

REACTIVOS. 

  Hidrobromuro de Poli-L-lisina (SIGMA; P6282-5MG). 

  NaCl (PROLABO; 27810-295). 

  KCl (PANREAC; Cod. 141494). 

  KH2PO4 (PANREAC; Cod. 121509). 

  D-Glucosa (PANREAC; Cod. 141341). 

  NaHCO3 (PROBUS; 2030). 

  Rojo fenol (SIGMA; P3532). 
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  MgSO4*7H2O (SIGMA; M1880). 

  CaCl2*2H2O (PANREAC; Cod. 141215). 

  Medio BME; Basal Medium Eagle sin glutamina (Cat. No. 41010-

026) de GIBCO®. 

  FBS; Fetal Bovine Serum Certified (Cat. No. 16000-044) de 

GIBCO® (Invitrogen). Inactivado por calor, 30min a 56
 o

C 

  BSA; Albumina de Serum Bovino, indicado para cultivo celular 

(SIGMA; A9418). 

   !"#$"%&' ()' #*%+!)&$' ,-."%-/' 012344' 5677' 8%"(&()$9:;' $<="(-'

(SIGMA; T9201). 

  SBTI; Inhibidor de Tripsina de soja, tipo I-S (SIGMA; T9003). 

  >?6$&' @' ()' #*%+!)&$' ,-."%-/' A"#-' @B/' ="-C"="D&(-/' 0E4F' ()'

#!-A)G%&/'0H444'I8%"(&()$9:;'#!-A)G%&'JK@LM6N'>34H3O2'

  Sal de sulfato de Gentamicina, para cultivo celular (SIGMA; 

G1264). 

  L-Glutamina, para cultivo celular (SIGMA; G6392). 

  P"(!-+=-!8!-'()'+"A-$G%QRQ>Q&!&,"%-C8!&%-$"(-'JK@LM6N'STTU3O2'

 

SOLUCIONES. 

Poli L lisina 10X (5mg/50ml): dentro del mismo frasco de 5mg de poli-L-

lisina se añaden 50ml de agua Milli-Q estéril. Esta solución 10X se 

almacena en tubos de 15ml a -20
o
C. A partir de ésta, se prepara 

extemporáneamente la cantidad necesaria para cada cultivo. 

Krebs buffer 10X: se  conserva en tubos de 50ml a 4
o
C (composición: 

NaCl 3.53g, KCl 180mg, KH2PO4 83mg, Glucosa 1.285g, NaHCO3 1.07g, 

Rojo fenol 5mg y H2O Milli-Q q.s.p. 50ml). 

MgSO4 stock al 3.82%: 382g de MgSO4 en 10ml de agua Milli-Q. 

Conservar en tubos de 15ml a 4
o
C. 

CaCl2 stock al 0.18%: 18mg de CaCl2 en 10ml de agua Milli-Q. Conservar 

en tubos de 15ml a 4
o
C. 
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Soluciones que se preparan justo antes de la realización de los cultivos 

(para aprox. 10 crías de rata). 

Solución A: 150mg BSA, 5ml Krebs stock 10X, 0.4ml MgSO4 stock. 

Añadir H2O esterilizada hasta 50ml. 

Solución B: 3.12mg Tripsina. Añadir solución A hasta 12.5ml. 

Solución C: 3.9mg SBTI, 1.2mg DNAsa, 0.075ml MgSO4 stock. 

Añadir solución A hasta 7.5ml. 

Solución D: 10.5ml de solución A más 2ml de  solución C. 

Solución E: 6.25ml de solución A, 0.05ml MgSO4 stock y  0.05ml 

CaCl2 stock. 

Solución GGK (para 120ml de medio completo): 6mg de 

gentamicina, 34.8mg de glutamina y 198mg de KCl en 5ml de 

BME. Se filtra con filtro estéril de 0.22µm.  

 

Todas las soluciones se filtran a través de un filtro (0.22 m) y se pasan 

a tubos de 15ml. 

Se prepara el medio completo que consiste en la solución GGK a la que 

$)'&V&()'8%'W4F'()='.-=8:)%'C"%&='()':)("-'+-:#=)A-'()$)&(-' 'X' $)'

ajusta el volumen final con BME. 

 

ANIMALES. Estos cultivos se realizan a partir 

de crías de rata Sprague-Dawley®(Fig. 3.1) de 7 

días de vida. El número de animales a sacrificar 

dependerá de la cantidad de placas que se 

quieran obtener.  

Los animales fueron acomodados en jaulas de Makrolon en el 

estabulario de la facultad de Medicina y ciencias de la salud de Reus,  

 !"#$%#&$Cepa de rata 

Sprague-Dawley®, 

albina. 
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bajo condiciones estándar de temperatura (22±2
 o

C), humedad relativa 

J34YW4' FO' X' 8%' +"+=-' ()' =8DQ-$+8!"(&(' ()' WH' Z-!&$' ("&!"&$' J=8D' E[44Q

20:00). En todo momento los animales recibieron agua del grifo y 

pienso ad libitum (dieta estándar Panlab, A04 para roedores, 

Barcelona).  

En todo momento se siguieron las normas aprobadas por la Generalitat 

de Catalunya para la manipulación de animales de experimentación. 

Todos los procedimientos fueron aprobados por el Comité Ético de 

animales de experimentación de la Universitat Rovira i Virgili.  

 

DISECCIÓN. Para realizar la disección se prepara el material necesario y 

las soluciones estériles. Antes de empezar se limpia la zona de trabajo 

()%A!-' ()' =&' +&:#&%&' ()' C=8\-' +-%' )A&%-=' &=' 14F' X' $)' +8,!)' +-%' 8%'

papel mojado también con etanol, colocando enzima dos placas de 

35mm de diámetro con solución A y una placa de 100mm. 

Se seccionan las cabezas de los animales y con la ayuda de pinzas y 

tijeras pequeñas se extraen los cerebelos y se depositan dentro de las 

placas de 35mm con solución A. Seguidamente se quitan las meninges y 

una vez limpios se disponen los cerebelos en la placa de 100mm. Se 

seccionan en dos direcciones ortogonales con una cuchilla estéril y se 

pasan a un tubo de centrifugación que contiene el resto de solución A. 

Se centrifugan durante 2min a 1000rpm.  

Se decanta el sobrenadante (SN) y se resuspende el pellet con la 

solución B. La suspensión se transfiere a un frasco de 50ml y se incuba 

15’ al baño a 37
 o

C en agitación suave. 

Se recogen los fragmentos del frasco del baño con una pipeta Pasteur 

corta (para no disgregar demasiado), y se traspasan al tubo que 

contiene la solución D, para su posterior centrifugación durante 3’ a 

1000rpm. 

Tras la misma, se decanta el SN y se resuspende el pellet con 2-3ml de 

la solución C. La disgregación de las células se produce por pipeteo (25-
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30 veces) con ayuda de una pipeta Pasteur larga. Se añade el resto de la 

solución C y se pipetea unas 15 veces más. Se deja sedimentar la 

suspensión durante 10’.  

Transcurridos 10’ se recoge el SN y se transfiere al tubo que contiene la 

solución E. La suspensión restante se vuelve a pipetear unas 10 veces 

más y se deja sedimentar 10’. 

Posteriormente, se recoge el SN libre de partículas macroscópicas y se 

centrifuga durante 7’ a 1000rpm. Seguidamente se descarta el SN y se 

resuspende el pellet con 5 o 10ml de medio completo.  

Una alícuota de 50µl de la suspensión final se destina al recuento de 

células mediante cámara de Neubauer. 

Según el rendimiento obtenido se realizarán los cálculos necesarios 

para emplacar las placas que se deseen a una densidad de 1,2 !

"#
$cel/ml. 

Los volúmenes a emplacar en cada pozo dependen del tipo de placa de 

cultivo. Para placas de 96 pozos el volumen ideal es de 200µl y para las 

de 24 pozos es de 500µl. Tras el emplacado, las células se mantienen en 

el incubador a 37
 o

C. 

Entre las 16 y 18 horas posteriores al emplacado se añade hidrocloruro 

de citosín arabinósido (10µM)(Fig. 3.2), conocido 

también como Ara-C o citarabina. Este compuesto 

es transformado por las células a la forma 

trifosfato araCTP, que es un inhibidor de la 

polimerasa del DNA celular (Saura, J; 2007). De 

esta forma, se inhibe la proliferación de los 

&$A!-+"A-$' #!)$)%A)$' )%' )=' +8=A".-' J3Q1F'()=' A-A&='

de células).  Las neuronas se consideran maduras 

a partir del séptimo día in vitro (DIV) y son viables 

hasta los 12-13 DIV. 

 

 !"#$ %#'$ Estrutura 

química del citosín 

arabinósido o Ara-C. 
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3.2 Cultivos primarios de células hipocampales de embriones de 18 

días (E18) de ratón. 

REACTIVOS. 

  Hidrobromuro de Poli-L-lisina (SIGMA; P6282-5MG). 

  D-Glucosa (PANREAC; Cod. 141341). 

  Tampón fosfato PBS. Para preparar un litro se necesita 8g de 

NaCl (PROLABO; Cod. 27810-295), 2g de Na2HPO4 (PANREAC; 

Cod 131679), 0.2g de KCl (PANREAC; Cod. 141494), 0.15g de 

KH2PO4*3H2O (PANREAC; Cod. 121509) y H2O destilada.  

  >?6$&' @' ()' #*%+!)&$' ,-."%-/' A"#-' @B/' ="-C"="D&(-/' 0E4F' ()'

#!-A)G%&/'0H444'I8%"(&()$9:;'#!-A)G%&'JK@LM6N'>34H3O2'

   !"#$"%&' ()' #*%+!)&$' ,-."%-/' 012344' 5677' 8%"(&()$9:;' $<="(-'

(SIGMA; T9201). 

  Suero bovino fetal (FBS), Fetal Bovine Serum (Cat. No. 16000-

044) de GIBCO® (Invitrogen). 

  Medio DMEM; Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium – high 

glucose, con 4500mg/L glucosa y bicarbonato sódico, sin L-

glutamina y piruvato sódico, líquido, filtrado y estéril (SIGMA; 

D5671). 

  Medio Neurobasal™ (1X) líquido (Cat. No. 21103-

049)(Invitrogen). 

  Complemento B27 libre de suero (50X), líquido (Cat. No. 17504-

044)(Invitrogen): es un suplemento para el crecimiento y 

viabilidad a largo plazo de neuronas hipocampales. Se usa 

combinado con medio basal tipo Neurobasal™ Medium. 

  Complemento B27 menos AntiOxidantes (AO) (50X), líquido 

(Cat. No. 10889-038)(Invitrogen): es el complemento B27 sin 

antioxidantes que podrían interferir en estudios de estrés 

oxidativo. 

  Penicilina-Estreptomicina, líquida (Cat. No. 15140-

122)(Invitrogen): Contiene 10,000 unidades de penicilina (base) 

y 10,000 µg de estreptomicina (base)/ml. 

  L-Glutamina, para cultivo celular (SIGMA; G6392). 
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SOLUCIONES. 

PBS 0,6% GLUCOSA: 1,2g de D-glucosa en 200ml de PBS (preparado 

previamente), ajustar el pH a 7,4 y filtrar para esterilización. 

TRIPSINA 2mg/ml: 14mg de tripsina en 7ml de PBS, se filtra para 

esterilización. 

 

ANIMALES. Estos cultivos se realizan con fetos 

de ratones hembras gestantes de 18 días, de la 

cepa CD1 (Fig. 3.3). El número de individuos a 

utilizar dependerá de la cantidad de placas que 

se quieran obtener. 

Los animales se acomodaron bajo las mismas 

condiciones que el caso anterior y se siguieron 

las mismas normas para la manipulación de animales de 

experimentación. 

 

DISECCIÓN. Antes de empezar se limpia la zona de trabajo con etanol al 

14F2' 7=' :&A)!"&=' A")%)' ]8)' )$A&!' &8A-+=&.&(-' #!)."&:)%A)' X' =&$'

soluciones necesarias y las muestras obtenidas se mantendrán siempre 

en hielo. 

Tras anestesia, se sacrifica el ratón hembra gestante por dislocación 

cervical. A continuación se realiza una incisión abdominal por donde se 

podrán extraer los embriones del útero, que se colocan en una placa de 

^)A!"'+-%'^5K'&='42TF'()';=8+-$&'&'U_S2'^-$A)!"-!:)%A)/'$)')`A!&)%'=-$'

embriones (12-15) de su bolsa amniótica y se decapitan. Se sujeta la 

cabeza con la ayuda de unas pinzas y se abre incidiendo una tijera por el 

agujero medular. Se extrae el cerebro entero que posteriormente se 

separa en sus dos hemisferios para facilitar el acceso a la zona límbica 

(Fig. 3.4). Es muy importante limpiar bien las meninges para evitar una 

elevada presencia de glía en el cultivo. Una vez extraidos, con una lupa 

Fig. 3.3. Cepa CD1 

de ratón, albina. 
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binocular Cambridge Instruments de 10.5-45 aumentos, se identifica y 

se extrae la zona hipocampal. Las muestras extraídas se depositan en 

8%&'#=&+&'()'^)A!"'#)]8)V&'+-%'^5K'&='42TF'()';=8+-$&2'

 

 

 

 

 

 

Una vez obtenidos todos los hipocampos, se aspira el PBS de la placa 

pequeña con una micropipeta y se añaden 2ml de medio de cultivo 

completo, que contiene (para 100ml): 

 

 

Penicilina/Estreptomicina 1ml 

Complemento B27 2ml 

Medio Neurobasal
TM

 q.s.p. 100ml 

 

Seguidamente se recoge el contenido de la placa y se transfiere a un 

frasco de 50ml estéril que contiene la solución de tripsina. Se incuba a 

a1_S')%'&;"A&+"<%'$8&.)'(8!&%A)'8%-$'W3b2' !&%$+8!!"(-')$A)'A"):#-/''$)'

traspasa el contenido del frasco a un tubo de 15ml y se añade medio de 

cultivo para hacer uno o dos lavados, centrifugando durante 3’ a 

1000rpm. Si es necesario, en el último lavado se puede añadir 1-1.5mg 

de DNAsa. A continuación de los lavados, se añaden unos 5ml de medio 

de cultivo y se disgrega mecánicamente con la ayuda de una pipeta 

Pasteur de vidrio estéril. Una vez disgregado completamente el tejido 

se realiza el recuento de las células a partir de una dilución 1:10, en una 

cámara de Neubauer. Una vez se conoce el rendimiento, se realiza la 

 !"#$ %#(#$ Proceso de disección en los cultivos 

primarios hipocampales. 
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dilución necesaria para obtener una densidad en placa de 

300000cel/ml. 

Los volúmenes que se usarán son los mismos que los presentados para 

el cultivo de células granulares de cerebelo, 0.2ml por pozo de placa de 

96 y 0.5ml por pozo de placa de 24. Ya sembradas las células, se 

mantienen a 37
 o

C en un incubador. Cuatro días después de la siembra 

se realizará un cambio de medio de cultivo que se repetirá cada cuatro 

DIV, aspirando lentamente el medio presente en el pozo con la ayuda 

de una bomba de vacío y añadiendo el mismo volumen de medio de 

cultivo nuevo. En este medio de cultivo nuevo se sustituirá el 

complemento B27 por otra formulación del complemento B27 sin 

antioxidantes (AO), para no interferir con el curso de los cultivos. 

 

3.3 Cultivos primarios de células corticales de embriones de 18 

días (E18) de rata. 

REACTIVOS. 

  Hidrobromuro de Poli-L-lisina (SIGMA; P6282-5MG). 

   !"#$"%&' 4243FJWcO' +-%' 423a:M' 7> 6' U?&/' =G]8"(-' JS&A2' ?-2'

25300-104) de Invitrogen. 

  Suero bovino fetal (FBS), Fetal Bovine Serum (Cat. No. 16000-

044) de GIBCO® (Invitrogen). 

  Medio MEM, Minimum Essential Medium Eagle, con sales Earle, 

L-glutamina y bicarbonato sódico, líquido, filtrado y estéril 

(SIGMA; M4655). 

  >?6$&' @' ()' #*%+!)&$' ,-."%-/' A"#-' @B/' ="-C"="D&(-/' 0E4F' ()'

#!-A)G%&/'0H444'8%"(&()$9:;'#!-A)G%&'JK@LM6N'>34H3O2'

  Sal de sulfato de Gentamicina, para cultivo celular (SIGMA; 

G1264). 

  P"(!-+=-!8!-'()'+"A-$G%QRQ>Q&!&,"%-C8!&%-$"(-'JK@LM6N'STTU3O2'

  Complemento B27 libre de suero (50X), líquido (Cat. No. 17504-

044) de Invitrogen.  
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SOLUCIONES. 

Medio MEM/Suero[':)("-'M7MdW4Fe5K2'

Gentamicina 0.1mg/ml en medio MEM. 

DNAsa 100U/ml en medio MEM. 

 

ANIMALES. En este tipo de cultivo se han usado embriones de rata de 

18 días. La cepa de rata utilizada es la Sprague-Dawley. 

Se han acomodado los animales del mismo modo que para los dos 

cultivos presentados anteriormente, bajo las mismas condiciones y 

siguiendo las mismas normas para la manipulación de animales de 

experimentación. 

DISECCIÓN. Igual que en los cultivos primarios anteriores, antes de 

):#)D&!'$)' =":#"&!*' =&'D-%&'()' A!&,&\-'+-%')A&%-='&='14F2' &:,"f%')='

material tiene que estar en condiciones de esterilidad y mantener 

constantemente las muestras en hielo.  

Tras anestesia, se sacrifica a la rata gestante por dislocación cervical y 

se procede a la extracción de los embriones de sus sacos amnióticos y 

se decapitan. Con la ayuda de pinzas y tijeras se extraen los cerebros 

limpiándolos bien para eliminar en la medida de lo posible las 

meninges. Una vez limpios se separa el córtex y se disponen en una 

placa con medio MEM frio. Cuando se han extraído todos los córtex, se 

traspasa el contenido de la placa a un tubo de 15ml para centrifugar 

durante 2min a 800rpm. Seguidamente se decanta el SN y se añaden 

unos 6ml de tripsina-EDTA para cada 12-15 córtex, se incuba a 37
 o

C y 

en agitación durante unos 15min. Transcurrido el tiempo, se añaden 

Egh='()'>?6$&' JW44i9:=O'X'U:='()':)("-'M7M9K8)!-2'K);8"(&:)%A)'

se trituran los córtex con la ayuda de una pipeta de plástico de 10ml y 

una vez disociados se centrifugan durante 5min a 800rpm para eliminar 

la tripsina. Después de descartar el SN, se añaden 2ml de medio MEM 

A):#=&(-dH4h='()'>?6$&dW:='M7M9$8)!-' X' $)'("$;!);&' )=' #)==)A' +-%'

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTAGONISTA GLUTAMATÉRGICA Y NEUROPROTECTORA DE NUEVOS COMPUESTOS POLICÍCLICOS 
Marta López Querol 



URV 

Materiales y métodos 

85 

 

una pipeta Pasteur estéril. Una vez disgregado, se añaden 3ml de medio 

MEM y 3ml de medio MEM/suero, obteniéndose un volumen final 

aproximado de 11ml. En este momento se deja sedimentar unos 5min y 

transcurrido el tiempo se traspasa el SN a un nuevo tubo y se añaden 4-

5ml de medio MEM. Si es necesario se vuelve a disgregar y 

posteriormente se centrifuga durante 4min a 800rpm. Finalmente se 

resuspende el pellet con 10ml de medio MEM/suero y posteriormente 

se transfiere a un frasco con 50ml del mismo medio. De esta suspensión 

final se toman 2 alícuotas para realizar el recuento con cámara de 

Neubauer. La densidad final se ajusta a 700000 cel/ml. 

4DIV[' 6=' +8&!A-' ("&' "%' B"A!-' $)' &V&()%' ThM' ()' +"A-$"%'

arabinósido (Ara-C) en el medio de cultivo de los pozos. 

7DIV['$)'!)A"!&%'a44h='()'+&(&'#-D-'X'$)'&V&()%'H44h='()':)("-'

M7M95H1'+-%'ahM'()'6!&QS2'7$A)':)("-'%8).-'$)'#!)#&!&'+-%'

8%'HF'()'5H12''

Al décimo DIV[' $)' !)A"!&%' H44h=' #-!' #-D-' X' $)' &V&()%' -A!-$'

H44h='#-!'#-D-'()':)("-'%8).-/')`&+A&:)%A)'";8&=']8)')='8$&(-'

en el cambio anterior. 

 

3.4 Mantenimiento y subcultivo de la línea celular SH-SY5Y de 

neuroblastoma humano. 

Como se ha comentado en la Introducción, la línea celular SH-SY5Y 

proviene de neuroblastoma humano, obtenida originalmente a partir 

de una biopsia de médula ósea. 

 

REACTIVOS. 

  Medio MEM, Minimum Essential Medium Eagle, con sales Earle, 

L-glutamina y bicarbonato sódico, líquido, filtrado y estéril 

(SIGMA; M4655). 
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  Medio F12 Nutrient Mixture (Ham), líquido (Cat. No. 21765-029) 

de GIBCO® (Invitrogen). 

  Penicilina-Estreptomicina, líquida (Cat. No. 15140-

122)(Invitrogen): Contiene 10,000 unidades de penicilina (base) 

y 10,000 µg de estreptomicina (base)/ml. 

   !"#$"%&' 4243FJWcO' +-%' 423a:M' 7> 6' U?&/' =G]8"(-' JS&A2' ?-2'

25300-104) de Invitrogen. 

  Suero bovino fetal (FBS), Fetal Bovine Serum (Cat. No. 16000-

044) de GIBCO® (Invitrogen). 

  Aminoácidos no esenciales, MEM non Essential Amino Acids 

(100X), líquido (Cat. No. 11140-035) de GIBCO® (Invitrogen). 

  NaCl (PROLABO; 27810-295). 

  KCl (PANREAC; Cod. 141494). 

  KH2PO4 (PANREAC; Cod. 121509). 

  D-Glucosa (PANREAC; Cod. 141341). 

  Na2HPO4 (PANREAC; Cod 131679). 

  Rojo fenol (SIGMA; P3532). 

  Acido Retinoico (FLUKA; 95152). 

  >":)A"=' $8=C<`"(-' J>MKjO/' #8!)D&' 0gg23F' JK@LM6N' UWTUUO' -' 0'

gg24F'JK@LM6N'UWT34O2'

 

SOLUCIONES. 

Solución de Hank BSS (Hank’s Balanced Salt Solution): para preparar 

200ml se necesitaran 80mg de KCl, 12mg de KH2PO4, 70mg de NaHCO3, 

1600mg de NaCl, 9.6mg de Na2HPO4, 100mg de D-glucosa y 2mg de rojo 

fenol.  

El Medio completo (200ml) de crecimiento se compone de medio F12 

(88ml), medio MEM (88ml), Penicilina/Estreptomicina (2ml), MEM non 

essential amino acids (2ml) y FBS (20ml). 
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PUESTA EN MARCHA Y MANTENIMIENTO.  

DESCONGELACIÓN. Las células se conservan congeladas en nitrógeno 

líquido, en criotubos. Se descongela el contenido de un criotubo y se 

traspasa a un tubo de 15ml que contiene 10ml de medio completo. Se 

centrifuga durante 5min. a 1000rpm. Se decanta el SN y se resuspende 

el pellet en 10ml de medio completo. Se transfiere a un frasco de 50ml 

para dejar crecer en el incubador a 37
 o

C. 

^6K6k72' S8&%(-' =&$' +f=8=&$' ()=' C!&$+-' $)' )%+8)%A!&%' &' 8%' E3Qg4F' ()'

confluencia se realiza un nuevo pasaje. Para ello se aspira el medio del 

frasco y se añaden 9ml de solución de Hank BSS y 1ml de Tripsina-EDTA. 

K)' "%+8,&'(8!&%A)'3QW4':"%8A-$' &' a1_S'#&!&' ]8)' =&' A!"#$"%&' C&+"="A)' =&'

separación de las células de la superficie del frasco. Transcurrido el 

tiempo necesario se traspasa el contenido del frasco a un tubo de 15ml 

para centrifugarlo durante 3 minutos a 1000rpm. Seguidamente se 

decanta el sobrenadante y el pellet se resuspende en un volumen 

pequeño conocido de medio completo. La mitad de este volumen se 

traspasa a un frasco nuevo con 10ml de medio completo, para 

mantener el cultivo. La otra mitad se lleva al volumen necesario para 

llenar la placa de 24 pozos preparada con anterioridad. 

DIFERENCIACIÓN CELULAR. Las células se siembran a la densidad 

deseada y se añade, por cada 5ml de medio de cultivo completo, 2.5µl 

de ácido retinoico 20mM en DMSO, para obtener una concentración en 

pozo de 10µM de ác. retinoico. Las células se pueden utilizar a partir del 

quinto día de diferenciación. 

CONGELACIÓN. Para conservar las células, una vez tripsinizadas, lavadas 

y resuspendidas en medio completo se mezclan con FBS y DMSO 

(1400µl de medio completo con células, 400µl de FBS y 200µl de DMSO) 

en un criotubo. Se dejan 3h a -20
o
C, 48h a -80

o
C y finalmente se 

conservan en nitrógeno líquido. 
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3.5 Mantenimiento y subcultivo de la línea celular STHdh
Q7

 (wild-

type) y STHdh
Q111

 (mutada). 

La línea celular STHdh de origen tumoral puede contener una mutación 

que afecta a la proteína huntingtina. Como se ha comentado en el 

apartado de introducción se ha trabajado con células que no presentan 

esta alteración o salvajes/nativas (STHdh
Q7

) y células STHdh
Q111

 que 

presentan una mutación que codifica para una proteína huntingtina con 

una cola poli-Q de 111 glutaminas. En los dos casos estas células han 

sido cedidas amablemente por la Dra. Silvia Ginés del departamento de 

biología celular de la facultad de Medicina de la UB. 

 

REACTIVOS. 

  Hidrobromuro de Poli-L-lisina (SIGMA; P6282-5MG). 

  Medio DMEM; Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium – high 

glucose, con 4500mg/L glucosa y bicarbonato sódico, sin L-

glutamina y piruvato sódico, líquido, filtrado y estéril (SIGMA; 

D5671). 

  Suero bovino fetal (FBS), Fetal Bovine Serum (Cat. No. 16000-

044) de GIBCO®(Invitrogen). 

  Penicilina-Estreptomicina, líquida (Cat. No. 15140-

122)(Invitrogen): Contiene 10,000 unidades de penicilina (base) 

y 10,000 µg de estreptomicina (base)/ml. 

  L-Glutamina, para cultivo celular (SIGMA; G6392). 

  Piruvato sódico, para cultivos celulares (SIGMA; P5280). 

  Geneticina, sal de disulfato de G418, para cultivo celular 

(SIGMA; A1720). 

   !"#$"%&' 4243FJWcO' +-%' 423a:M' 7> 6' U?&/' =G]8"(-' JS&A2' ?-2'

25300-104) de Invitrogen. 
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SOLUCIONES. 

El medio de crecimiento'$)'+-:#-%)'()':)("-'>M7M/'U4F'()'e5K/'WF'

de penicilina/estreptomicina, 2mM de L-Glutamina y 1mM de piruvato 

sódico. 

El medio para emplacado ' $)'+-:#-%)'()':)("-'>M7M/'W4F'()'e5K/'

WF' ()' #)%)+"="%&9)$A!)#A-:"+"%&/' H:M' ()' lQ;=8A&:"%&/' W:M' ()'

piruvato sódico y 400µg/ml de geneticina. 

 

PUESTA EN MARCHA Y MANTENIMIENTO.  

DESCONGELACIÓN. Las células se conservan congeladas en nitrógeno 

líquido, en criotubos. Se descongela el contenido de un criotubo y se 

traspasa rápidamente a un frasco de 50ml que contiene 20ml de medio 

de crecimiento. Como particularidad, se dejan crecer en el incubador a 

33
o
C 

^6K6k72' S8&%(-' =&$' +f=8=&$' ()=' C!&$+-' $)' )%+8)%A!&%' &' 8%' E3Qg4F' ()'

confluencia se realiza un nuevo pasaje. Para ello se aspira el medio del 

frasco con la ayuda de una pipeta Pasteur corta y una bomba de vacío. 

A continuación se añaden 8ml de medio DMEM y 2ml de Tripsina-EDTA. 

Se deja durante 5-10 minutos a 33
o
C dentro del incubador para que la 

tripsina facilite la separación de las células de la superficie del frasco. 

Transcurrido el tiempo necesario se traspasa el contenido del frasco a 

un tubo de 15ml para centrifugarlo durante 5 minutos a 1000rpm. 

Seguidamente se decanta el SN y el se resuspende el pellet en 2-3ml de 

medio de crecimiento. La mitad de este volumen se traspasa a un frasco 

nuevo con 10-15ml de medio de crecimiento, para mantener el cultivo. 

La otra mitad se lleva al volumen necesario con medio para emplacado, 

para llenar la placa de 24 pozos preparada con anterioridad. 

CONGELACIÓN. Para conservar las células, una vez tripsinizadas, lavadas 

X' !)$8$#)%("(&$/' $)':)D+=&%'+-%'U4F'()'e5K'X'H4F'()'>MKj'JWU44m='

de medio completo con células, 400µl de FBS y 200µl de DMSO) en un 
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criotubo. Se dejan 3h a -20
o
C, 48h a -80

o
C y finalmente se conservan en 

nitrógeno líquido. 

 

3.6 Determinación del incremento de [Ca]
2+

 intracelular inducido 

por glutamato o )-metil-D-aspartato (NMDA). 

REACTIVOS. 

  Fura-2 AM; solución stock en DMSO anhidro (F-1221, Molecular 

Probes, Invitrogen). 

  BSA; Albumina de Serum Bovino, indicado para cultivo celular 

(SIGMA; A9418). 

  D-Glucosa (PANREAC; Cod. 141341). 

  NaHCO3 (PROBUS; 2030). 

  NaCl (PROLABO; 27810-295). 

  KCl (PANREAC; Cod. 141494). 

  HEPES (del inglés, (4-(2-hydroxyethyl)-1-

piperazineethanesulfonic acid ) (SIGMA; H3375). 

  Glicina (SIGMA; G8898). 

  Sal monosódica de glutamato (SIGMA; G1626). 

  N-metil-D-aspartato (NMDA) (SIGMA; M3262). 

 

PROTOCOLO. 

El método más usado para medir la [Ca]
2+

 intracelular se basa en la 

utilización de indicadores de fluorescencia de Ca
2+

 y por ello la 

introducción de Fura-2 ha supuesto uno de los mayores avances en el 

campo de la investigación sobre la movilización de Ca
2+

 (Gulaboski y 

cols., 2008).  

El Fura-2 (Fig. 3.5) es un indicador de Ca
2+

 fluorescente y radiométrico, 

que forma un complejo estable con los iones calcio. Se comercializa en 

su forma éster (Fura-2 AM) y como sal potásica. La forma éster es 

permeable a la membrana citoplasmática y puede ser fácilmente 
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introducido/cargado dentro de las células. Una vez en el interior celular, 

el Fura-2 AM será desesterificado por esterasas intracelulares de forma 

que se evita su eflujo. De esta forma, el Fura-2 puede formar un 

complejo con los iones Ca
2+

 presentes en el citoplasma (Gulaboski y 

cols., 2008).  

 

La Fluorescencia es un proceso atómico en el que la emisión de 

radiación electromagnética resulta de la absorción de radiación que 

proviene de una fuente extramolecular. El estado de excitación de la 

molécula generalmente tiene una vida media de unos 10
-8

 segundos. La 

radiación fluorescente tiene una longitud de onda más larga que la 

radiación absorbida. Cada especie molecular fluorescente tiene una o 

más longitudes de onda óptimas para la excitación que coincide con la 

absorción máxima. En este caso, la intensidad de fluorescencia es 

proporcional a la concentración de calcio libre. 

 !"#$%#*# Estructura de Fura-2 AM (a) y estructura de la sal 

de potasio de Fura-2 (b) (Gulaboski y cols., 2008). 
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El Fura-2 es un fluorocromo de doble excitación (Fig. 3.6), es necesario 

alternar la longitud del haz de excitación y leer un haz de emisión. Con 

estos valores se calcula el cociente de fluorescencias R= F

proporcional a la concentración intracelular de calcio ([Ca

incorporación de Fura-2 en los cultivos celulares perm

monitorización de la [Ca
2+

]i en tiempo real.

 

A uno de los pozos de una placa de 24 que contiene un portaobjetos de 

cristal de 10mm de diámetro previamente polilisinizado para  facilitar la 

adherencia de las células, se incorporan 0.7µl 

de 6µM) de Fura-2 AM durante 45

37
o
C. 

Transcurrido el tiempo suficiente de incubación, se monta el 

portaobjetos en un soporte específico

lectura de fluorescencia en una cubeta de fluorescencia estándar. 

 

 

  !"#$%#+#

plástico para realizar 

las lecturas en  

espectrofluorímetro.

 !"#$%#,#$ Espectro de excitación del Fura

2. 

2 es un fluorocromo de doble excitación (Fig. 3.6), es necesario 

itud del haz de excitación y leer un haz de emisión. Con 

estos valores se calcula el cociente de fluorescencias R= F340/F380  que es 

proporcional a la concentración intracelular de calcio ([Ca
2+

]i). La 

2 en los cultivos celulares permite la 

en tiempo real. 

A uno de los pozos de una placa de 24 que contiene un portaobjetos de 

cristal de 10mm de diámetro previamente polilisinizado para  facilitar la 

adherencia de las células, se incorporan 0.7µl (concentración en el pozo 

2 AM durante 45-60 minutos dentro del incubador a 

Transcurrido el tiempo suficiente de incubación, se monta el 

en un soporte específico (ver figura 3.7) que permite la 

una cubeta de fluorescencia estándar.  

%#+# Soporte de 

plástico para realizar 

las lecturas en  

espectrofluorímetro. 

Espectro de excitación del Fura-
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SOLUCIONES. 

Tampón de Locke Hepes 10X: para preparar 100ml, se pesan 9g de NaCl, 

417.5mg de KCl, 302.5mg de NaHCO3 y 2.385g de HEPES. Disolver en 

H2O milli-Q y ajustar el pH = 7,35. Una vez ajustado el pH, filtrar con 

filtro Nylon de 0,2µm y conservar  a 4
o
C. 

Tampón de Locke Hepes 1X: para preparar 200ml, se pesan 220mg de D-

Glucosa y 200mg de BSA. Se añaden 20ml de Locke Hepes 10X y 20ml 

de la solución de calcio. Disolver primero la BSA y la glucosa en H2O 

milli-Q, añadir la solución Locke Hepes 10X y la solución de calcio, y 

llevar  el volumen hasta 190ml. Ajustar el pH = 7,4 y conservar a 4
o
C. 

Solución de Calcio 13mM en agua Milli-Q. 

Solución de glicina 1mM en Locke HEPES 1X. 

Solución de glutamato 10mM en Locke HEPES 1X. 

Solución de NMDA 10mM en Locke HEPES 1X. 

De cada compuesto se preparan 5 diluciones de 40mM, 10mM, 1mM, 

100µM y 10µM en Locke HEPES 1X, excepto la solución más 

concentrada que se disuelve en etanol. Se puede observar la estructura 

de todos los compuestos en el anexo I. 

Las muestras se sumergen en tampón Locke HEPES 1X (1,3ml). Las 

lecturas se realizan en un espectrofluorimetro (PerkinElmer LS50B), 

como el mostrado en la figura 3.8, que contiene un accesorio “Fast 

Filter” que permite la lectura rápida de la fluorescencia a 510nm con 

excitación alternada entre 340nm y 380nm. 

 

 

 

 !"#%#-$ Espectrofluorímetro Perkin Elmer LS50B! 
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Una vez estabilizada la señal, se realizan adiciones sucesivas de glicina y 

glutamato a los 60 y 120 segundos de iniciar la lectura, 

aproximadamente. A partir de 360-400 segundos se procede con las 

adiciones de diluciones de los diferentes compuestos con la finalidad de 

realizar una curva concentración-respuesta acumulativa (desde 10nM 

hasta 1000µM). Los valores del cociente F340/F380 (R) se determinan 

mediante el software FLWinLab 2.0 (PerkinElmer) y se ajustan a un 

modelo de regresión no lineal (curva sigmoidea de pendiente variable) 

con el programa GraphPad Prism 4.0, Inc., para obtener las IC50 y el 

porcentaje máximo de inhibición de cada compuesto (Fig. 3.9A). 

Se realizan triplicados para cada compuesto, a partir de los cuales se 

realizan las medias para obtener los valores de IC50 y de porcentaje 

máximo de inhibición (Fig. 3.9B). 

 

 

 

 

 

 

 

3.7 Valoración de la neuroprotección de los distintos compuestos 

por cuantificación de viabilidad mediante el ensayo de MTT.  

Estos experimentos también se han realizado con células granulares de 

cerebelo. En este caso se han sembrado en placas de 96 pozos. 

 

 !"#%#.$ Gráficas obtenidas en los experimentos de inhibición del incremento de 

la concentración de calcio intracelular. 
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REACTIVOS. 

  Bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-dipreniltetrazolio, MTT 

(SIGMA; M2128). 

  SDS (SIGMA; L3771). 

  Dimetil sulfóxido, DMSO (SIGMA; D4540). 

  Acido acético glacial (UN-2789). 

  Glicina (SIGMA; G8898). 

  Sal monosódica de glutamato (SIGMA; G1626). 

  N-metil-D-aspartato (NMDA) (SIGMA; M3262). 

  (+)MK-801 (SIGMA; M107). 

  Hidrocloruro de 1,3-dimetil-5-amino-adamantano, memantina 

(Cas.N. 41100-52-1). 

 

SOLUCIONES. 

Solución de Calcio 13mM en agua Milli-Q. 

Solución Locke Hepes 10X: para preparar 100ml, se pesan 9g de NaCl, 

417.5mg de KCl, 302.5mg de NaHCO3 y 2.385g de HEPES. Disolver en 

H2O Milli-Q y ajustar el pH = 7,35. Una vez ajustado el pH, filtrar con 

filtro Nylon de 0,2µm y conservar  a 4
o
C. 

Solución Locke Hepes 1X sin glucosa ni BSA: Para preparar 200ml se 

necesitan 20ml de Locke Hepes 10X, 20ml de Calcio Stock y completar 

con agua Milli-Q.  

Solución stock de MTT: 2,5mg de MTT/ml de PBS. 

Solución de Decoloración: 2,5g SDS/25ml de DMSO. Se añade a esta 

solución 0,143ml de ácido acético glacial.  

Solución GG (glicina+glutamato): se prepara una solución stock con las 

concentraciones necesarias de glicina (200µM) y de glutamato (4mM) 

para obtener una concentración final en pozo de 10µM de glicina y 

200µM de glutamato. 
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Solución  MK-801: Se prepara esta solución a una concentración de 

200µM Locke HEPES 1X sin glucosa. La concentración deseada en pozo 

es de 10µM. 

Solución stock de memantina: se prepara una solución concentrada de 

200µM en Locke HEPES 1X sin glucosa. 

Solución de glicina 1mM en Locke HEPES 1X sin glucosa. 

Solución de glutamato 10mM en Locke HEPES 1X sin glucosa. 

Solución de NMDA 10mM en Locke HEPES 1X sin glucosa. 

Para los distintos compuestos a valorar se prepararan dos soluciones a 

1mM y 200µM en Locke HEPES 1X sin glucosa, de las que también se 

realizaran diluciones 1:20 para obtener las concentraciones en pozo de 

10µM y 50µM. 

 

PROTOCOLO. 

Inducción de la excitotoxicidad y neuroprotección. 

Se retira el medio de cultivo de los pozos y se conserva en una placa de 

100mm en el incubador. A medida que se retira el medio se añade el 

tampón Locke HEPES 1X sin glucosa para evitar el secado de las células. 

A continuación se incorporan los neuroprotectores que actuarán como 

controles positivos y los compuestos a valorar. Finalmente, se añade la 

solución GG que contiene el agonista y el co-agonista necesarios para la 

apertura masiva de los canales y la consecuente neurotoxicidad.  

Se incuba durante una hora en el incubador y transcurrido este periodo 

se aspira el tampón y se vuelve a añadir el medio de cultivo original. 

Tras 24 horas en el incubador, se realiza la evaluación de la capacidad 

neuroprotectora de los compuestos en base a la determinación de la 

viabilidad. 
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Determinación de la viabilidad. 

A las 24 horas de la exposición a los fármacos, se realiza el ensayo de 

determinación de viabilidad con el método de MTT. El MTT es un 

colorante que se incorpora a las células y es reducido a formazán en la 

mitocondria. Este proceso solo tiene lugar en células viables. El 

formazán forma unos cristales de color azul oscuro que se podrán 

cuantificar por absorbancia. 

Se añaden 4µl de la solución concentrada de MTT  y se dejar reposar 

una hora en el incubador. Posteriormente, se aspira el medio y se 

añaden 200µl de la solución decoloradora por pozo, se mezcla bien con 

ayuda de la pipeta para que se disuelvan los cristales de formazán y tras 

10-15’ se lee la absorbancia en el espectrofotómetro (Bioteck) a 595nm. 

Posteriormente estos valores se transforman en porcentajes de 

viabilidad. Para el tratamiento estadístico de los valores obtenidos se ha 

utilizado el programa GraphPad Prism 4.0. y SPSS 15.0 para Windows. 

Para comparar los valores vs. el control (Glutamato solo) se ha aplicado 

una prueba T para muestras apareadas en caso de muestras 

paramétricas o un test de Wilcoxon para muestras no paramétricas. 

 

3.8 Determinación de la capacidad inhibidora de la MAO de 

compuestos de nueva síntesis.  

REACTIVOS 

  K2HPO4 (PANREAC; S0021). 

  Sacarosa (MERCK; S0027). 

  BSA (SIGMA; A9418). 

  Reactivo Bradford (SIGMA; B6916). 

  MAO-Glo
TM

 Assay (Cat. N. V1401; PROMEGA). 

  Hidrocloruro de deprenyl (Selegilina) (SIGMA; M003). 
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3.8.1 Preparación cruda mitocondrial de cerebro de ratón. 

SOLUCIONES. 

Solución de K2HPO4 1M : se pesan 8.7g (PM=174.18 g/mol) y se 

ajusta el volumen final de 50ml. 

Solución de Sacarosa 250mM para preparar unos 100ml, se 

pesan 8.56g; y ajustar pH a 7.4 con la solución de K2HPO4 1M. 

OBTENCIÓN DE LA MUESTRA. 

Para obtener la muestra se decapita un ratón adulto (3-4 meses), se 

extrae el cerebro y posteriormente se disecciona el córtex sobre 

superficie fría. A continuación se homogeniza el córtex con 10 partes 

(p/v) de la solución de sacarosa 250mM preparada anteriormente. Una 

vez obtenido el homogenado, se centrifuga a 1500g durante 20’ a 4
o
C. 

Se descarta el pellet, se recoge el SN y se vuelve a centrifugar a 18000g 

durante 20’. Después de esta centrifugación se descarta el SN y se 

resuspende el pellet en la mitad de volumen inicial. Se repite la 

centrifugación con las mismas condiciones anteriores (18000g, 20’). En 

este caso, se elimina el SN y se resuspende el pellet en 5ml de la 

solución de sacarosa 250mM. 

 

3.8.2 Determinación de la proteína presente en la muestra. 

Para la valoración de la concentración proteica se ha utilizado el 

método de Bradford según protocolo para microplacas del fabricante 

(SIGMA) Las lecturas se han realizado en un espectrofotómetro de placa 

BioTek a 595nm. 
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3.8.3 Determinación de la actividad inhibidora sobre la MAO. 

Se han seleccionado algunos compuestos con un grupo propargilamino 

en su estructura por similitud con las estructuras de selegilina y 

rasagilina, dos conocidos inhibidores de la MAO. Además, un 

compuesto posee un grupo aminoacetamido en su estructura, lo que 

guarda similitud con indantadol, que también es i-MAO. En concreto se 

trata de los compuestos LD 126, LD 127, LD 128, LD 131 y LD 132. 

Para realizar los distintos experimentos se ha utilizado el kit MAO-Glo
TM

 

Assay de Promega. Este kit ofrece un método luminiscente para 

determinar la actividad monoamino oxidasa de muestras nativas o 

recombinantes y medir el efecto de los compuestos a valorar sobre la 

actividad MAO.  

Se incuba el extracto crudo mitocondrial con un sustrato de la MAO 

luminogénico (un derivado de luciferina). La enzima MAO presente en 

la preparación biológica convierte este derivado de luciferina en 

metilesterluciferina. Después de la reacción de la MAO (1h), se añade 

simultáneamente a todas las muestras el reactivo de detección de 

luciferina reconstituido para parar la reacción de la MAO, convirtiendo 

el derivado metilester a luciferina y produciendo fotones. La cantidad 

de radiación luminiscente producida es directamente proporcional a la 

actividad MAO. La señal luminiscente tiene una vida media superior a 5 

 !"#$%&'% Determinación del efecto de la cantidad de proteína sobre la 

señal luminiscente  
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horas. La presencia de compuestos con actividad inhibidora sobre la 

MAO deberá producir una disminución en la radiación luminiscente. 

Para determinar tanto la cantidad de proteína mínima necesaria para 

realizar el experimento, como la cantidad idónea de inhibidor de la 

MAO, selegilina que se utilizó como control positivo, se llevaron a cabo 

pruebas preliminares a los experimento de evaluación de la actividad i-

MAO de los compuestos en estudio. Inicialmente se realizó un estudio 

concentración-respuesta de la actividad MAO con distintas 

concentraciones de proteína, lo que permitió determinar la cantidad de 

proteína necesaria para los futuros ensayos (Fig. 3.10). 

Se escogió la concentración máxima probada para tener una buena 

respuesta contando con la posible inhibición de los compuestos. El 

siguiente experimento se realizó con la concentración de proteína ya 

conocida y con diferentes concentraciones de selegilina (control 

positivo del experimento), con el fin de validar el método. 

 

 

 

 

 

 

 

Se pudo observar que la inhibición de la actividad MAO seguía una 

doble sigmoidea (Fig. 3.11), la primera parte correspondiente a la 

inhibición de MAO-B, a bajas concentraciones de selegilina y la parte 

final correspondiente a la inhibición completa de la MAO (tanto MAO-B 

como MAO-A), a concentraciones mayores, en las que la selegilina 

pierde su selectividad. En la evaluación de los compuestos era de 

interés la inhibición de la actividad MAO en general, por este motivo se 

 !"%# $%&& Determinación de la selectividad de la 

selegilina.  
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escogió una concentración de selegilina que asegurara nuestro objetivo, 

es decir, determinación tanto de actividad sobre MAO-B como sobre 

MAO-A. 

Finalmente, se llevó a cabo la valoración de la capacidad inhibidora de 

la MAO de los compuestos escogidos. Se utilizó las concentraciones de 

()*+!,!-)*+!./0/! &/1/!&23.45672!/!58/94/0:!,!126! &2#&5#70/&"2#56!

./0/!59!&2#7029!.26"7"82:!(*+!,!()*+;!

La determinación de la actividad inhibidora sobre la MAO para cada 

compuesto se ha realizado con 25µl de crudo mitocondrial a los que se 

añaden 12.5µl de sustrato de la MAO luminogénico y 12.5µl del 

compuesto.  Todos los puntos se realizan por duplicado y se deja 

incubar a temperatura ambiente. 

Después de 1h se añaden 50µl de reactivo de detección de luciferina y 

se deja 20’ a temperatura ambiente para generar y estabilizar la señal 

luminiscente. A continuación se procede a la lectura de los RLU con un 

luminómetro. 

 

3.9 Valoración in Vivo de la toxicidad de una selección de 

compuestos con actividad antivírica.  

Se ha evaluado una pequeña selección de los compuestos cedidos por 

el Dr. Antonios Kolocouris. De todos los cedidos inicialmente, se 

escogieron tres para realizar su valoración toxicológica in vivo. Estos 

compuestos fueron AK2, AK3 y AK10, que se valoraron juntamente con 

amantadina como compuesto de referencia. 

En esta parte de la experimentación se ha realizado una administración 

única intraperitonealmente  del compuesto a evaluar y posteriormente 

cuando ha sido posible, se ha realizado una valoración funcional a 

través de una Batería de Observación Funcional (FOB).  
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REACTIVOS. 

  Hidrocloruro de amantadina (SIGMA; A1260). 

  Compuestos AK2, AK3 y AK10. 

La farmacocinética de estos compuestos es desconocida, pero se 

conoce que memantina y amantadina penetran fácilmente al SNC, por 

ello, era de esperar que estos compuestos, que derivan 

estructuralmente de amantadina, serían también capaces de atravesar 

la barrera hemato-encefálica. 

Las dosis evaluadas han sido de 30, 100 y 300 mg/kg por vía i.p. Cada 

dosis se ha evaluado con un mínimo de tres animales (Tabla 3.1). Los 

supervivientes se han valorado a tres tiempos distintos (a los 30 

minutos de la administración, a la hora y a las 2h). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para llevar a cabo las valoraciones se escogieron animales ratón de la 

cepa CD1, tanto hembras como machos, todos adultos jóvenes, de unos 

2 meses de edad. Los experimentos se realizaron con los animales en 

ayunas y por la mañana. 

Con ellos se realizó una Batería de Observación Funcional (FOB, del 

inglés, Functional Observatory Battery) que consta de 4 partes distintas; 

DOSIS (mg/kg) Amantadina AK-2 AK-3 AK-10 

 macho macho hembra macho 

30 hembra hembra macho hembra 

 macho hembra macho macho 

 macho macho macho macho 

100 macho hembra hembra hembra 

 hembra macho macho macho 

 macho macho macho hembra 

300 macho macho macho macho 

 hembra hembra hembra macho 

()*+)#$%&. Diseño experimental in vivo. 
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Jaula (1 minuto de observación en la jaula dónde está estabulado el 

animal), En Mano (30 segundos en la mano del observador), Campo 

Abierto (10 minutos de observación en un campo abierto) y Respuesta a 

las manipulaciones. 

El protocolo de la FOB aplicado es una adaptación del diseñado 

originalmente por Moser (2000) con el fin de detectar efectos 

neurotóxicos o comportamentales debidos a la exposición química 

aguda en ratas jóvenes (Moser, 2000). Esta evaluación permite obtener 

un índice del estado general, muy útil para evaluar si los animales 

presentan signos de toxicidad debidos a un tratamiento o exposición a 

algún compuesto. Consiste en 31 puntos para evaluar la actividad y 

excitabilidad del sistema nervioso central, efectos neuromusculares y 

autónomos, así como la reactividad sensorial y motora (Sills y cols., 

2000; Fuentes y cols., 2007). Las variables que forman parte de la FOB y 

el modelo para la toma de datos se describen en los anexos II y III. 
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4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN.

 

En la realización de este trabajo se han utilizado distintos sustratos 

biológicos con el objetivo de valorarlos como posibles modelos para la 

evaluación de fármacos neuroprotectores.  

La mayoría de los experimentos se han llevado a cabo en cultivos de 

células granulares de cerebelo de rata puesto que es un modelo 

ampliamente usado para el estudio de la neurodegeneración, como ya 

se ha comentado en la introducción de esta tesis. 

El receptor NMDA contiene gran número de lugares de unión para 

distintas moléculas. Por lo que se refiere a los antagonistas de estos 

receptores podemos diferenciar entre los  antagonistas no competitivos 

(fenciclidina, ketamina, MK-801, memantina, dextrometrofano o 

amantadina, entre otros) (Fig. 4.1) que se unen próximos al lugar de 

unión del Mg
2+

, situado en el interior del canal;  y los antagonistas 

competitivos (selfotel y midafotel, entre otros) (Fig. 4.2) que se unen 

reversiblemente en el lugar de unión del NMDA y compiten con el 

glutamato para unirse a ese lugar (Lyden y Gunnar-Wahlgren, 2000). 

 !"#$ %#& Antagonistas no competitivos del receptor glutamatérgico 

NMDA. Dizocilpina, fenciclidina, ketamina, amantadina, 

dextrometrofano, memantina. 
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Gran parte de la investigación sobre este receptor se ha centrado en los 

últimos años en bloquear la excitotoxicidad o controlar la excesiva 

actividad de estos receptores (Gilling y cols., 2009;  Klimaviciusa y cols., 

2008; Hao y cols., 2008), que se han implicado en enfermedades 

neurodegenerativas (Greenamyre, 1986; Henneberry y cols., 1989; 

Cotman y Monaghan, 1989) algunas de ellas con una prevalencia 

creciente en los últimos años (Perkins y cols., 1997; Coduras y cols., 

2009; de Pedro-Cuesta y cols., 2009). Pero los fármacos con mayor 

potencia para inhibir el proceso excitotóxico también han presentado 

efectos adversos inaceptables en fases más avanzadas de su desarrollo, 

fundamentalmente debido a la inhibición de la actividad glutamatérgica 

fisiológica (Manahan-Vaughan y cols., 2008). 

Los bloqueantes que actúan en el lugar de unión del Mg
2+

 en el interior 

del canal actúan regulando el flujo o la entrada de iones calcio. Cuando 

el antagonista se une con demasiada afinidad al receptor durante 

periodos de baja activación del mismo aparecen efectos clínicamente 

inaceptables. Una de las principales razones de este problema puede 

ser el excesivo tiempo de demora para abandonar el interior del canal 

(su lenta “salida”) debido a su elevada afinidad por el lugar de unión. De 

este modo, fármacos como MK-801 se fijan en el canal bloqueando en 

exceso la neurotransmisión glutamatérgica (Lipton, 2004). 

Por otro lado, antagonistas no competitivos pero con un tiempo de 

demora en el interior del canal menor (con una “salida” más rápida) 

presentan mejor tolerancia clínica. Este es el caso de la memantina, con 

 !"#$ %#'$ Antagonistas competitivos del receptor 

glutamatérgico NMDA. Selfotel, midafotel. 
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una afinidad baja-moderada. Estos compuestos son relativamente 

inefectivos en el bloqueo con unos niveles bajos de actividad de 

receptores, asociada a una función neurofisiológica normal. Pero son 

excepcionalmente efectivos a concentraciones elevadas. Memantina es 

capaz de bloquear la muerte celular por excitotoxicidad pero lo más 

importante es que ejerce este efecto con una buena tolerabilidad 

clínica (Lipton, 2004). 

Así, ¿qué es lo que hace diferentes dos antagonistas que actúan sobre 

el mismo lugar de unión? Como se ha comentado en el apartado de 

introducción, la afinidad, la cinética de bloqueo/desbloqueo y la 

dependencia de voltaje son factores cruciales para determinar la 

tolerabilidad del fármaco. El magnesio, bloqueante endógeno, presenta 

una fuerte dependencia de voltaje y una afinidad muy baja, asociada 

con una rápida cinética de bloqueo. Contrariamente, el MK-801 

muestra una elevada afinidad asociada a una cinética de bloqueo muy 

lenta y una dependencia de voltaje débil. La memantina tiene una 

potencia moderada asociada a una dependencia de voltaje y una 

cinética de bloqueo entre el magnesio y el MK-801. (Danysz y Parsons, 

2003).   

En función de estas características, los antagonistas no competitivos de 

los receptores NMDA se dividen en dos grupos, los que presentan 

elevada afinidad como MK-801, fenciclidina o ketamina y los de baja-

moderada afinidad, como memantina. 

Según los modelos actuales de estructura del receptor NMDA, el lugar 

de interacción de los derivados de memantina evaluados en este 

trabajo debería ser en el poro del canal, el mismo lugar de unión del 

Mg
2+

  y memantina (Fig. 4.3) (Parsons y cols., 2007; Chen y Lipton, 

2005). 
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En este lugar de unión del centro del canal, toman partido el segmento 

M2 y la parte de M3 que da al canal, encargados también del filtro del 

canal. El segmento M2 empieza con una  -hélice en su parte C-terminal 

y forma un bucle que se interna en la cavidad del canal. La estrechez en 

esta construcción forma parte del filtro selectivo posicionado cerca de 

la punta del giro. El segmento transmembrana M3 también forma parte 

del filtro, delimitando la estrechez del poro (Kashiwagi y cols., 2001; 

Yuan y cols., 2005; Sobolevsky y cols., 2007; Jones y cols., 2002). En la 

figura 4.3 se presenta la cavidad del canal con MK-801 en su interior y 

resaltados en distintos colores se muestran diferentes aminoácidos con 

una función crítica en estas interacciones. 

El motivo DRPEER en el M3 de NR1 es el encargado de la permeabilidad 

del ión calcio. El motivo SYTANLAAF, también en M3, se  encuentra 

conservado en gran parte de los receptores glutamatérgicos y estudios 

 !"#$ %#(  Representación de la situación de distintos residuos que afectan al 

bloqueo del receptor NMDA, en la región vestibular y del poro.  Indica los 

residuos que interaccionan con MK-801 y memantina, indica residuos que 

pueden interactuar con MK-801,  indica residuo accesible e indica residuo 

con la accesibilidad no determinada (Kashiwagi y cols., 2001). 
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de sustitución de cisteínas en esta región muestran una accesibilidad 

que depende del estado de activación del receptor. La alteración de la 

accesibilidad a residuos, a menudo indica un cambio conformacional. 

Esto sugiere que este motivo se mueve en respuesta a la activación del 

receptor. Por eso se ha propuesto que M3 puede funcionar como 

elemento transductor, acoplando la unión del ligando con la apertura 

del canal y posibilitando este proceso de apertura. (Ferrer-Montiel y 

cols., 1998; Karlin y Akabas, 1998;  Wollmuth y Sobolevsky, 2004; 

Magazanik y cols., 2003; Morris y cols., 2005). 

Los tres aminoácidos críticos de esta región están situados en los 

lugares N616 de la subunidad NR1 y los N616 y N615 de la subunidad 

NR2B. Son tres asparraginas (Fig. 4.4), aminoácido neutro y polar que 

tiene como grupo reactivo un grupo amida (R1CONR2R3) (Chen y 

Lipton, 2005; Sakurada y cols., 1992; Kashiwagi y cols., 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los átomos de oxígeno de las asparraginas del filtro quedan en el lado 

interior del canal, favoreciendo así la unión de su oxígeno con el 

hidrógeno del grupo amino de los fármacos bloqueantes (Ferrer-

Montiel y cols., 1998; Wollmuth y Sobolevsky, 2004; Magazanik y cols., 

2003; Morris y cols., 2005; Zheng y cols., 1999). 

 !"#$ %#% Representación de la molécula de 

asparagina. En azul, el átomo de nitrógeno y 

en rojo, los átomos de oxígeno. 

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTAGONISTA GLUTAMATÉRGICA Y NEUROPROTECTORA DE NUEVOS COMPUESTOS POLICÍCLICOS 
Marta López Querol 



112 URV 

Resultados y discusión 

 
Los compuestos de referencia usados en este trabajo son memantina y 

amantadina. Estos compuestos derivan del hidrocarburo policíclico 

adamantano (Fig. 4.5) cuya síntesis fue descrita por Von Schleyer en 

1957 (Schleyer, 1957). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Como ya se ha expuesto en la introducción de esta Tesis, el 1-

aminoadamantano o amantadina es un antivírico aprobado por la FDA 

desde 1976 para el tratamiento de la gripe causada por el virus 

influenza-A y posteriormente se le conocieron propiedades anti 

parkinsonianas. Memantina es un dimetil derivado de amantadina sin 

actividad antivírica que presenta actividad como antagonista no 

competitivo del receptor NMDA. (Davies y cols., 1964; Tilley y Kramer, 

1981; Danysz y cols., 1997; Witt y cols., 2004; Rammes y cols., 2008). 

Según nuestros resultados, amantadina presenta también actividad 

antagonista sobre receptores NMDA destacable, aunque con una 

potencia 46 veces menor que memantina con NMDA como agonista y 

unas 6 veces menor con glutamato como agonista. En la representación 

de su estructura tridimensional (Fig. 4.6) se muestra los núcleos con el 

átomo de nitrógeno en la misma posición. 

 !"#$ %#) Estructura del hidrocarburo policíclico 

adamantano y sus dos aminas derivadas amantadina 

y memantina. 

Adamantano

NH2

Memantina

NH2

Amantadina
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A la vista de estos datos, pareció razonable que aminas 

bisnoradamantánicas, noradamantánicas, oxadamantánicas 

benzohomonoradamantánicas y estructuras relacionadas  y derivadas 

de memantina y amantadina pudieran actuar como análogos de estos 

dos compuestos de referencia presentando actividad antagonista sobre 

los rNMDA. 

Según lo expuesto en la introducción la modulación de la actividad de 

estos receptores pueda ser determinante en el avance del tratamiento 

de cualquier trastorno del SNC en el que se haya implicado la 

excitotoxicidad. 

Aún así, la memantina no es capaz de revertir el proceso 

neurodegenerativo si bien proporciona una mejora cognitiva en los 

pacientes y ralentiza la evolución de la enfermedad neurodegenerativa, 

dos factores importantes en este tipo de trastornos. No obstante, su 

eficacia clínica es limitada, por lo que urge hallar nuevas moléculas que 

amplíen su margen de utilización en todas las fases de evolución de las 

enfermedades neurodegenerativas, pero con unas características 

farmacocinéticas y de tolerabilidad que aseguren un desarrollo clínico 

ventajoso. En este sentido, en los últimos años se han descrito 

numerosas estructuras policíclicas con actividad como antagonistas 

sobre los rNMDA como neramexano, NGP-1, CR3394 o nitromemantina 

 !"#$%#*  Representación de la molécula de amantadina (izq.) y de 

memantina (dcha.) en 3D. Se representa en azul el átomo de 

nitrógeno y en verde los átomos de carbono de los radicales metilo 

de memantina. 
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(Lois y cols., 2006; Gilling y cols., 2007; Nakamura y Lipton, 2009; Hao y 

cols., 2008). 

 

4.1 Experimentos realizados en cultivos de células 

cerebelo de rata. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Como se ha comentado en el apartado de materiales y métodos, los 

cultivos de células granulares de cerebelo (Fig. 4.1), se han realizado a 

partir de crías de rata de siete días de edad, y sembradas sobre 

portaobjetos circulares en placas de 24 pozos para l

monitorización de calcio y en placas de 96 pozos para los estudios de 

neuroprotección.  

 !"#$%#+ Imágenes de células granulares de cerebelo de 

rata en placa de 24 pozos.  

(Lois y cols., 2006; Gilling y cols., 2007; Nakamura y Lipton, 2009; Hao y 

Experimentos realizados en cultivos de células granulares de 

Como se ha comentado en el apartado de materiales y métodos, los 

cultivos de células granulares de cerebelo (Fig. 4.1), se han realizado a 

partir de crías de rata de siete días de edad, y sembradas sobre 

portaobjetos circulares en placas de 24 pozos para los estudios de 

monitorización de calcio y en placas de 96 pozos para los estudios de 

Imágenes de células granulares de cerebelo de 
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4.1.1 Caracterización farmacológica. 

Antes de realizar la valoración de los compuestos de nueva síntesis, se 

ha establecido la validez de los cultivos de células granulares usados en 

los experimentos posteriores. Para identificar las concentraciones de 

agonistas necesarias para producir el incremento de calcio intracelular 

deseado, se realizaron curvas concentración-respuesta (CCR) 

acumulativas de glutamato y de NMDA (Figuras 4.8 y 4.9). A partir de 

estos estudios se obtuvieron las concentraciones eficaces 50 (EC50) para 

los dos agonistas de los receptores NMDA (Tabla 4.1). La EC50 

corresponde a la concentración necesaria para que dicho compuesto 

efectúe el 50% de su efecto máximo. Este valor se obtiene a partir de la 

regresión no lineal de los datos experimentales, tal y como se especifica 

en el apartado 3.3 de la sección de material y métodos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Así, cuanto menor sea la EC50 más potente será el compuesto. Esto 

también se traduce en la representación, cuanto más a la izquierda se 

sitúa la curva sigmoidea, más potente es el compuesto. 

 !"#$%#,$ Representación gráfica de la curva concentración-

respuesta de glutamato (n=4). 
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Se ha determinado la capacidad de los compuestos de referencia, 

memantina y amantadina, para actuar como antagonistas sobre los 

receptores NMDA, a través de la inhibición de la [Ca
2+

]i inducida por 

glutamato y NMDA. En este caso se han obtenido sus valores de 

concentración inhibitoria 50 (IC50). La IC50 es la concentración de 

antagonista necesaria para inhibir la respuesta del agonista en un 50%. 

La memantina tiene una IC50 menor (Tabla 4.2), lo que nos indica que es 

más potente como antagonista frente a glutamato que la amantadina. 

 

AGONISTA 
Media 

EC50 (µM) 
SD n 

GLUTAMATO 3,73 1,75 4 

NMDA 23,84 4,07 3 

-./0.$%#&$ Valores de las EC50 

de los agonistas utilizados.    

 !"#$%#1$ Representación gráfica de la curva concentración-

respuesta de NMDA (n=3). 
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En la figura 4.10 se puede observar que los antagonistas evaluados no 

consiguen un 100% de inhibición. En este caso el agonista usado es el 

glutamato, responsable de la movilización de calcio a través también de 

otros receptores glutamatérgicos (como los receptores kainato y 

metabotrópicos tipo I). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En el caso de la figura 4.11, dónde se ha usado NMDA como agonista, 

como es de esperar se obtiene un 100% de inhibición del incremento de 

la concentración de calcio intracelular. 

COMPUESTO 
Media 

IC50 (µM) 
SD n 

Memantina 55,37 12,11 3 

Amantadina 337,13 98,74 3 

-./0.$%#'$ Valores de las IC50 de los 

antagonistas de referencia usando glutamato 

como agonista (100µM) en presencia de glicina 

(10µM). 

 !"#$%#&2$ Representación gráfica del efecto de memantina 

y amantadina sobre el incremento de la [Ca
2+

] intracelular, 

inducido por 100µM de glutamato en presencia de glicina 

(10µM). Memantina (n=3), Amantadina (n=3). 
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Se observa en la figura 4.11 que frente a NMDA, los dos antagonistas 

han presentado una menor IC50 que respecto a glutamato. Ello puede 

explicarse por la menor potencia que posee NMDA respecto a 

glutamato en nuestro modelo experimental. 

 

 

 

En la tabla 4.3 se presentan los valores de IC50 de los dos antagonistas, 

frente a NMDA (100µM) en presencia de glicina (10µM). 

 

 

 

 

 

 

A continuación se presentan los resultados que se han obtenido con 

todos los compuestos evaluados en esta memoria. Igual que en la 

introducción, se presentan agrupados en función del grupo de 

investigación que los ha proporcionado. En concreto, estos son los 
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COMPUESTO 
Media 

IC50 (µM) 
SD n 

Memantina 1,57 0,16 3 

Amantadina 74,64 40,86 3 

 !"#$%#&&$ Representación gráfica del efecto de memantina 

y amantadina sobre el incremento de la [Ca
2+

] intracelular, 

inducido por 100µM de NMDA en presencia de glicina 

(10µM). Memantina (n=3), Amantadina (n=3). 

-./0.$%#($ Valores de las IC50 de los 

antagonistas de referencia, con NMDA como 

agonista.    
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compuestos cedidos por el grupo del Dr. Santiago Vázquez 

(bisnoradamantanos, noradamantanos, oxadamantanos, 

benzohomooxadamantanos, pentaciclos, Benzohomonoradamantanos 

ETC y adamantanos RFP), los compuestos cedidos por el Dr. Kolocouris 

(AK) y por la Dra. Escolano (PF).  

 

4.1.2 Valoración de compuestos derivados de memantina y 

amantadina como inhibidores del incremento de la concentración de 

calcio intracelular ([Ca
2+

] i) (inducido por glutamato y NMDA), y como 

neuroprotectores. 

Para valorar los distintos grupos de compuestos derivados de 

memantina y amantadina, y otros, se han realizado curvas de inhibición 

para cada uno de ellos (por triplicado y en distintos cultivos), y se han 

obtenido las IC50, mostradas en las tablas correspondientes. Los ajustes 

no lineales de los valores de inhibición se representan agrupados en 

cada uno de los distintos grupos estructurales, y gráficamente sólo para 

los compuestos más destacables. 

Además, se presentan en cada gráfica los ajustes correspondientes a los 

dos compuestos de referencia, memantina y amantadina, siempre 

representados  en negro y rojo, respectivamente. 

 

4.1.2.1 Bisnoradamantanos.  

4.1.2.1.1  Valoración de la capacidad antagonista sobre los receptores 

NMDA. 

Se puede observar en las gráficas (Fig. 4.12 y 4.13) y en la tabla 

siguientes, que hay ciertos compuestos bisnoradamantanos con valores 

IC50 entre los valores de memantina y amantadina.  
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En la primera gráfica (Fig. 4.12) se pueden observar los resultados 

obtenidos con los compuestos LD1, LD9, LD10 y LD11, siendo LD1 el 

más cercano a memantina, es decir, el compuesto de mayor potencia. 

Y en la segunda gráfica (Fig. 4.13), se muestran los resultados de los 

compuestos LD33, LD34, LD83 y LD84, mostrándose LD34 como el 

compuesto más potente. De todo el grupo de bisnoradamantanos 

(Tabla 4.4), los compuestos más potentes han sido LD1 y LD34. 
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 !"#$%#&'$$Representación del porcentaje de inhibición de la [Ca
2+

]i 

inducida por glutamato de los compuestos del grupo 

Bisnoradamantanos (Parte 1).  

 !"#$%#&($Representación del porcentaje de inhibición de la [Ca
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BISNORADAMANTANOS 
Media IC50 

(µM) 
SD N 

LD 1 94,45 50,79 3 

LD 9 220,4 201,5 3 

LD 10 142,98 106,66 3 

LD 11 346,56 281,20 4 

LD 12  !"## - 3 

LD 13  !"## - 3 

LD 14  !"## - 3 

LD 15  !"## - 3 

LD 27  !"## - 3 

LD 30  !"## - 3 

LD 31  !"## - 3 

LD 32  !"## - 3 

LD 33  !"## - 3 

LD 34 104,09 53,15 3 

LD 83 239,40 82,61 3 

LD 84 200,53 26,07 3 

 

 

 

Utilizando NMDA como agonista y tal y como sucede en general con 

otros compuestos, los compuestos del grupo de Bisnoradamantanos 

han mejorado su actividad antagonista. No obstante, cabe destacar el 

importante incremento de potencia de memantina en comparación con 

el resto de compuestos.  

En la primera gráfica de este grupo (Fig. 4.14), se presentan los efectos 

de inhibición de la [Ca
2+

]i inducida por NMDA de los compuestos LD1, 

LD9, LD10 y LD15, que han presentado todos ellos valores similares a 

los de amantadina. 

-./0.$%#%$ Valores de las IC50 de los compuestos del 

grupo bisnoradamantanos, con glutamato como agonista.   
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Los compuestos LD30, LD34 y LD84 (Fig. 4.15), muestran valores de 

inhibición entre amantadina y memantina. LD34 es el compuesto que 

ha presentado mejores resultados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

En la tabla 4.5, se presentan los valores de IC50 de los distintos 

compuestos, que en general mejoran sus valores comparándolos con 

los obtenidos con glutamato como agonista. A diferencia de los 

resultados obtenidos con glutamato, en este caso el compuesto LD34 es 
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Bisnoradamantanos (Parte 1).    

 !"#$%#&)$Representación del porcentaje de inhibición de la [Ca
2+

]i 

inducida por NMDA de los compuestos del grupo 

Bisnoradamantanos (Parte 2).    

-7 -6 -5 -4 -3

0

20

40

60

80

100
Memantina

Amantadina

LD1

LD9

LD10

LD15

log [fármaco] (M)

P
o

rc
e

n
ta

je
 E

m
a

x

-7 -6 -5 -4 -3

0

20

40

60

80

100 Memantina

Amantadina

LD30

LD34

LD84

log [fármaco] (M)

P
o

rc
e

n
ta

je
 E

m
a

x

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTAGONISTA GLUTAMATÉRGICA Y NEUROPROTECTORA DE NUEVOS COMPUESTOS POLICÍCLICOS 
Marta López Querol 



URV 

Resultados y discusión 

123 

 
el que se ha mostrado más potente, con un valor de IC50 que se 

aproxima al de memantina. 

 

BISNORADAMANTANOS 
Media IC50 

(µM) 
SD N 

LD 1 37,0 16,7 3 

LD 9 23,0 3,9 3 

LD 10 70,1 16,1 3 

LD 11 153,1 36,5 4 

LD 12 367,9 81,2 3 

LD 13 $"## - 3 

LD 14 127,9 77,2 4 

LD 15 34,7 4,4 3 

LD 27 320,9 163,2 3 

LD 30 47,1 29,5 4 

LD 31 159,8 41,6 3 

LD 32 272,0 160,0 3 

LD 33 256,1 206,6 3 

LD 34 7,1 0,6 3 

LD 83 288,2 232,2 4 

LD 84 79,6 26,3 3 

 

 

 

4.1.2.1.2  Neuroprotección frente a la excitotoxicidad.  

Los experimentos se han llevado a cabo con cultivos primarios de 

células granulares de cerebelo de rata de 7-8 días de edad.  

Las condiciones de excitotoxicidad a las que han sido expuestas las 

células corresponden a la exposición a una concentración de 10µM de 

glicina y de 200µM de glutamato. En todas las placas se ha evaluado la 

capacidad neuroprotectora de dos concentraciones diferentes (10µM y 

50µM) de los compuestos valorados y se ha comparado frente al efecto 

neuroprotector de MK-801 y memantina (10µM). 

-./0.$ %#)$ Valores de las IC50 de los compuestos del grupo 

bisnoradamantanos, con NMDA como agonista.  
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Las determinaciones de viabilidad, como se ha comentado en el 

apartado de materiales y métodos, se han llevado a cabo utilizando el 

método de MTT.  

Los resultados se muestran en porcentajes de viabilidad, teniendo 

como valor de referencia (100%) el valor obtenido en los pozos en 

ausencia de fármacos. En todas las gráficas se muestran las medias de 

los valores obtenidos (n=3, ±SEM) con la exposición a glicina y 

glutamato, y los valores en presencia de MK-801 y memantina, como 

controles positivos y los resultados obtenidos con los compuestos 

evaluados de cada grupo a las dos concentraciones probadas.  

Las diferencias estadísticamente significativas se expresan en relación a 

los resultados presentados por las condiciones de excitotoxicidad, es 

decir en presencia de glicina y glutamato. 

Para realizar los experimentos con el grupo de los bisnoradamantanos 

se escogieron los tres compuestos con IC50 menores, los compuestos 

LD1, LD10 y LD34. De todos ellos, LD34 es el que ha presentado mejores 

resultados. A una concentración de 50µM ha presentado efectos 

neuroprotectores similares a la memantina, pero a una concentración 

cinco veces mayor. 

En la figura 4.16 se muestran los resultados de viabilidad obtenidos con 

LD34 y los compuestos de referencia memantina y MK-801. 

Únicamente éste último ha presentado diferencias significativas frente 

a las células expuestas sólo a las condiciones de excitotoxicidad. 

Los resultados obtenidos en la valoración de los compuestos con 

estructura bisnoradamantano como inhibidores del incremento de la 

concentración de calcio intracelular inducido por NMDA y glutamato, 

indican que la mayoría de compuestos de este grupo ha presentado 

cierta actividad antagonista, eso sí, todos ellos con potencias inferiores 

a la de memantina. Las estructuras de este grupo de compuestos 

disminuyen en 2 átomos de carbono su núcleo policíclico central 

respecto a memantina, manteniendo sus dos radicales metilo.  
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Los compuestos de este grupo que han presentado las potencias más 

elevadas son LD34, LD9, LD15, LD1, LD30 y LD10 (Fig. 4.17). De todos 

ellos el compuesto más potente ha sido el derivado de guanidina, LD34, 

con una potencia unas 4 veces menor que memantina y unas 10 veces 

mayor que amantadina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 !"#$ $ %#&*$ Representación del porcentaje de 

viabilidad del compuesto LD34 del grupo con 

estructura bisnoradamantano. Significación 

estadística con Glu p<0.05 representada por *. 
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 !"#$ %#&+  Estructura de las aminas bisnoradamantánicas que han presentado 

mejores resultados. 
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Si nos fijamos en las estructuras de los compuestos de la figura 4.18 se 

puede concluir que la alquilación de aminas equivalentes no favorece 

su actividad antagonista sobre los receptores NMDA. Asimismo, las 

bisnoradamantil-aminas presentan mayor actividad en general que sus 

equivalentes bisnoradamantil-metilaminas. Tenemos como ejemplos las 

parejas de compuestos amina/metilamina como LD9 (23.0µM)/LD14 

(127.9µM) o LD11 (153.1µM)/LD27 (320.9µM) o LD15 (37.4µM)/LD32 

(272.0µM) (Fig. 4.18). 

Esta tendencia se invierte cuando se trata de aminas con un radical 

fenilo y en este caso las metilaminas (LD30 y LD31) son más potentes 

que sus respectivas aminas (LD10 y LD12). 

Otro efecto del radical fenilo en las aminas es que en el caso de las 

aminas directas presentan menor potencia que los compuestos 

equivalentes con un metilo como sustituyente. Pero cuando se habla de 

metilaminas, los compuestos con un radical fenilo son más potentes 

que los que presentan un metilo en su lugar. En el caso de  LD32/LD30, 

la metil-amina con un fenilo como sustituyente (LD30) presenta una 

potencia unas 5 veces mayor. 

También se pone de manifiesto cómo afecta la sustitución de la amina a 

la capacidad antagonista sobre el receptor NMDA. Comparando en este 

caso los compuestos LD9/LD15/LD11 (Fig. 4.18), y sus valores de IC50 

(23.0, 34.7 y 153.1µM respectivamente). En esta serie se puede ver 

como la sustitución de la amina disminuye la potencia  antagonística 

sobre los receptores NMDA. El efecto también se observa en la serie de 

compuestos LD14/LD32/LD27 (valores de IC50=127.9, 272.0 y 320.9µM 

respectivamente). 
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En general, la disminución de tamaño que supone la pérdida de dos 

carbonos en el núcleo central, no supone un incremento en la potencia 

de estos compuestos respecto a memantina. 

Los tres compuestos escogidos para la valoración de la viabilidad fueron 

los compuestos que presentaron valores de IC50 menores usando 

glutamato como agonista, dado que también se usa para generar las 

condiciones excitotóxicas utilizadas en los experimentos de viabilidad. 

Estos compuestos han sido LD1, LD34 y LD10. De estos tres compuestos 

sólo LD34 a una concentración de 50µM presenta una neuroprotección 

cercana a la presentada por memantina. 

NMe2·HCl

H3C CH3

LD 11

NH2·HCl

H3C CH3

LD 9

NHMe·HCl

H3C CH3

LD 15

CH2NMe2·HCl

H3C CH3

LD 27

CH2NH2·HCl

H3C CH3

LD 14

CH2NHMe·HCl

H3C CH3

LD 32

 !"#$ %#&,  Comparación de estructuras de tipo 

bisnoradamantil aminas (columna izq.) respecto a sus 

equivalentes bisnoradamantil metilaminas (derecha). 
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Este resultado se corresponde con los valores de IC50 obtenidos como 

antagonistas de rNMDA. El hecho de que LD1 sea más potente en los 

experimentos con glutamato como agonista pero no presente tanta 

neuroprotección en condiciones de excitotoxicidad podría corroborar 

que este tipo de fenómeno está principalmente mediado por rNMDA, 

como ya es conocido. El que ha presentado mayor neuroprotección 

también había presentado el valor de IC
50

 más bajo con NMDA como 

agonista. 

 

4.1.2.2  Noradamantanos. 

4.1.2.2.1  Valoración de la capacidad antagonista sobre los receptores 

NMDA. 

En este grupo, la mayoría de los compuestos han presentado una 

actividad antagonista sobre los receptores NMDA poco destacable. En 

las gráficas siguientes (Fig. 4.19 y 4.20) se muestra el comportamiento 

de los mejores compuestos del grupo, LD94, LD43, LD44, LD45 y LD51. 

LD51, el compuesto más potente, muestra valores similares a 

amantadina.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 !"#$%#&1$Representación del porcentaje de inhibición de la [Ca
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inducida por glutamato de los compuestos del grupo 

noradamantanos (Parte 1).  
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En la tabla 4.6 se muestra el valor de las IC50 de todos los 

noradamantanos. 

NORADAMANTANOS 
MEAN IC50 

(µM) 
SD N 

LD 24  !"## - 3 

LD 25  !"## - 3 

LD 29  !"## - 3 

LD 35  !"## - 4 

LD 36  !"## - 3 

LD 37  !"## - 3 

LD 38  !"## - 3 

LD 39  !"## - 3 

LD 40  !"## - 3 

LD 41  !"## - 5 

LD 42  !"## - 4 

LD 43  !"## - 4 

LD 44 388,9 227,2 3 

LD 45  !"## - 4 

LD 46  !"## - 3 

LD 50  !"## - 5 

LD 51 205,1 49,3 4 

LD 94 362,3 31,4 4 

 -./0.$%#*$ Valores de las IC50 de los compuestos más 

destacables del grupo noradamantanos, con glutamato 

como agonista.   

 !"#$%#'2$Representación del porcentaje de inhibición de la [Ca
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inducida por glutamato de los compuestos del grupo 

noradamantanos (Parte 2).  
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Como en el grupo anterior, los mismos compuestos usando NMDA 

como agonista, mejoran sus valores de IC50. En la figura 4.21 se 

muestran los efectos de inhibición de los  compuestos LD36, LD37 y 

LD94, todos con un comportamiento similar a amantadina. 

En la segunda gráfica de este grupo (Fig. 4.22) se representan los 

efectos de inhibición de los compuestos LD43, LD44, LD45, LD50  y 

LD51. En este caso, el compuesto LD45 es el que ha presentado mejores 

valores de inhibición. 
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En la tabla 4.7 se relacionan los valores de IC50 para este grupo, del que 

cabe destacar el compuesto LD45 como el más potente del grupo. 

 

NORADAMANTANOS 
Media IC50 

(µM) 
SD N 

LD 24 177,5 9,4 3 

LD 25 121,9 55,4 3 

LD 29 219,0 14,4 3 

LD 35 220,0 170,0 3 

LD 36 31,1 9,2 3 

LD 37 45,2 6,8 3 

LD 38 124,8 41,4 3 

LD 39 168,4 39,2 3 

LD 40 404,4 41,0 3 

%&!'(! $"##! )! *!

LD 42 105,4 37,2 3 

LD 43 90,6 46,6 3 

LD 44 24,9 13,3 3 

LD 45 16,7 7,3 4 

LD 46 498,3 220,3 4 

LD 50 71,2 11,1 3 

LD 51 73,6 21,2 3 

LD 94 111,4 40,2 4 

 

 

 

4.1.2.2.2 Neuroprotección frente a la excitotoxicidad. 

Del grupo de los noradamantanos, se han podido valorar los 

compuestos LD36, LD37 y LD39. Los dos primeros se encuentran entre 

los mejores compuestos del grupo y de ellos, el compuesto LD36 es el 

único que ha presentado una capacidad neuroprotectora similar a la 

-./0.$ %#+$ Valores de las IC50 de los compuestos del 

grupo noradamantanos, con NMDA como agonista.   
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presentada por memantina, incluso ligeramente mejor, si bien ésta se 

obtuvo a la máxima concentración probada (50µM). 

En la figura 4.23 se pueden observar los porcentajes de viabilidad que 

han presentado el compuesto LD36, memantina y MK-801. MK-801 y el 

compuesto LD36 a la concentración de 50µM han presentado 

diferencias significativas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La mayoría de los compuestos del grupo noradamantano han mostrado 

actividad antagonista moderada con NMDA como agonista. Y los 

mejores, con valores de IC50 cercanos a amantadina e incluso 

claramente mejores, como LD45, LD44, LD36 y LD37 (Fig. 4.24). 

 

 

 

 

 

 !"#$ $ %#'($ Representación del porcentaje de 

viabilidad del compuesto LD36 del grupo con 

estructura noradamantano. Significación estadística 

con Glu p<0.05 representada por *. 
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 !"#$%#'%$$Estructuras de los mejores compuestos del grupo de los noradamantanos. 
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Estructuralmente los compuestos de este grupo difieren de los 

adamantanos en que han sufrido una contracción del núcleo central de 

1 átomo de C, presentando un átomo más que los bisnoradamantanos. 

Si se comparan los noradamantanos con sus aminas 

bisnoradamantánicas equivalentes evaluadas, la gran mayoría de los 

compuestos con estructura noradamantano han presentado menor 

potencia como antagonistas de los receptores NMDA. Parece ser más 

favorable para la interacción del compuesto con el canal del receptor 

una reducción mayor del núcleo policíclico central. 

En este grupo de compuestos, también parece que las noradamantil-

aminas obtienen mejores resultados que las equivalentes noradamantil-

metilaminas, y se obtienen valores de IC50 menores en la mayoría de las 

aminas LD25, LD51, LD24, y LD36 (121.9, 73.6, 177.5 y 31.1µM 

respectivamente) frente  a los valores de las metilaminas 

 !"#$ %#') Estructuras de tipo noradamantil amina (columna izq.) 

respecto a sus equivalentes noradamantil metilamina (derecha). 
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correspondientes LD29, LD50, LD40 y LD39 (219.0, 71.2, 404.4 y 

168.4µM respectivamente)(Fig. 4.25). 

En el caso de LD51 y LD50 presentan valores muy similares entre ellos, 

pero la metilamina de esta pareja presenta una potencia ligeramente 

mayor que LD51. Estos dos compuestos tampoco siguen la tendencia 

general cuando consideramos la alquilación de la amina. En el grupo de 

compuestos anterior, la mayor alquilación parecía disminuir la potencia 

de los compuestos de la serie. En este grupo tenemos dos series de 

compuestos de aminas primarias/secundarias/terciarias que 

corresponden a LD25/LD51/LD24 o LD29/LD50/LD40 que parecen 

seguir la misma tendencia, pero en los dos grupos, la amina y 

metilamina secundaria (LD51 y LD50) pasan a tener la mayor potencia 

de sus series.   

El hecho de tener un radical fenilo en la amina no parece afectar igual a 

las aminas secundarias que a las terciarias. LD36 y LD39, amina y 

metilamina terciarias con un radical fenilo muestran valores de IC50 

menores que los compuestos equivalentes con un metilo de 

sustituyente en la amina, mientras que LD35 y LD38, amina y 

metilamina secundarias con un radical fenilo presentan potencias 

menores que sus compuestos equivalentes. 

Otro dato destacable es que el segundo compuesto más potente es un 

derivado de guanidina igual que el mejor compuesto del grupo anterior 

con estructura de bisnoradamantano. 

La valoración de la viabilidad no se pudo realizar con todos los mejores 

compuestos del grupo por limitaciones en la cantidad de compuesto 

disponible, pero sí con algunos compuestos interesantes como LD36, 

LD37 y LD39 (Fig. 4.26). LD36 con una potencia unas 20 veces menor 

que memantina como antagonista sobre rNMDA, ha mostrado un 

porcentaje de supervivencia a la concentración mayor probada 

ligeramente superior al de memantina. Una explicación posible sería un 

efecto neuroprotector no mediado por el propio receptor NMDA, si 

bien establecer más concretamente esta posibilidad requeriría más 

estudios. 
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NMeBn·HCl

LD 36    

 

 

4.1.2.3  Oxadamantanos. 

4.1.2.3.1  Valoración de la capacidad antagonista sobre los receptores 

NMDA. 

En el grupo de los oxadamantanos hay algunos compuestos destacables 

con valores cercanos e incluso inferiores a los de memantina. En la 

grafica (Fig. 4.27) se representan los resultados obtenidos con los 

compuestos LD52 y LD53, más similares a amantadina y LD55 más 

cercano a memantina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

También se muestran los efectos (Fig. 4.28) de los compuestos LD56, 

LD58 y LD68  y LD133. LD58 presenta valores muy parecidos a 

amantadina, LD56 y LD133, muy similares entre ellos, presentan valores 

entre memantina y amantadina. Finalmente hay que destacar el 
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 !"#$%#'*  Estructura de compuestos del grupo utilizados en la valoración de la 

capacidad neuroprotectora. 
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compuesto LD68 que tiene una IC50 menor incluso que la memantina, 

siendo el mejor de su grupo, como se expresa en la tabla 4.8. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

OXADAMANTANOS 
Media IC50 

(µM) 
SD N 

LD 3  !"## - 4 

LD 4  !"## - 3 

LD 5  !"## - 3 

LD 6  !"## - 3 

LD 16  !"## - 4 

LD 17  !"## - 4 

LD 18  !"## - 3 

LD 52 223,3 104,1 4 

LD 53  !"## - 3 

LD 54  !"## - 3 

LD 55 105,6 20,7 4 

LD 56 107,8 28,9 3 

LD 57  !"## - 3 

LD 58 350,3 217,2 4 

LD 59  !"## - 3 

LD 60  !"## - 3 

LD 61  !"## - 3 

LD 68 14,5 1,4 3 

LD 133 117,2 27,7 3 

-./0.$%#,$ Valores de las IC50 de los compuestos 

más destacables del grupo oxadamantano, con glutamato 

como agonista.   

 !"#$%#',$$Representación del porcentaje de inhibición de la [Ca
2+

]i 

inducida por glutamato de los compuestos del grupo 

Oxadamantanos (Parte 2). 
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Por lo que se refiere a los experimentos con NMDA como agonista, del 

grupo de los oxadamantanos destacan en la gráfica (Fig. 4.29) los 

compuestos LD52, LD57 y LD133. Aun así, solo se obtienen valores de IC 

similares a amantadina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

En la segunda gráfica de este grupo (Fig. 4.30)  se presentan los efectos 

de los compuestos LD55, LD56 y LD68, todos ellos con comportamiento 

similar a amantadina. El LD68 es el único que se aproxima a memantina. 
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inducida por NMDA de los compuestos del grupo oxadamantanos 

(Parte 1).    
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En la tabla 4.9 se puede observar que de los compuestos destacados el 

que ha presentado mayor potencia ha sido el compuesto LD68. 

 

 

4.1.2.3.2 Neuroprotección frente a la excitotoxicidad. 

En el grupo de los oxadamantanos, no ha sido posible realizar 

experimentos con LD55, LD56 y LD133, que ofrecieron algunos de los 

mejores valores de IC50 del grupo frente a NMDA, debido a la escasa 

cantidad de producto sintetizado. Se escogieron los compuestos LD52 y 

LD68, este último el más potente del grupo. Con el compuesto LD52 no 

se han obtenido resultados muy relevantes a ninguna de las 

concentraciones evaluadas. El compuesto LD68 ha presentado 

OXADAMANTANOS 
Media IC50 

(µM) 
SD N 

LD 3 $"## - 5 

LD 4 468,7 210,0 4 

LD 5 253,0 42,6 3 

LD 6 $"## - 5 

LD 16 357,0 46,4 4 

LD 17 $"## - 3 

LD 18 458,6 90,3 3 

LD 52 83,0 9,8 3 

LD 53 $"## - 3 

LD 54 198,1 58,7 3 

LD 55 55,1 23,8 4 

LD 56 31,8 18,9 4 

LD 57 94,0 22,0 3 

LD 58 226,5 64,9 3 

LD 59 $"## - 3 

LD 60 $"## - 4 

LD 61 $"## - 3 

LD 68 14,1 6,3 5 

LD 133 45,9 21,2 3 

-./0.$ %#1$ Valores de las IC50 de los compuestos 

oxadamantanos, con NMDA como agonista.  
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porcentajes de inhibición más próximos al de memantina pero sin 

alcanzarlo.  En la figura 4.19 se muestran estos porcentajes de 

inhibición y se puede ver que solo ha presentado diferencias 

significativas el MK-801. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El grupo de los oxadamantanos se caracteriza estructuralmente por 

tener un carbono del ciclo sustituido por un átomo de oxigeno. Esto 

aumenta el volumen del cuerpo central de la molécula.  

En este grupo más de la mitad de los compuestos han presentado 

actividad apreciable como antagonista de los receptores NMDA. En 

general, la potencia de estos compuestos frente a glutamato se 

correlacionan bien con los resultados obtenidos utilizando NMDA como 

agonista. En el caso del uso de NMDA como agonista, los mejores 

compuestos son los representados en la figura 4.32, LD68, LD56, LD133, 

LD55 y LD52.  

También se puede afirmar que contrariamente a lo que ha ocurrido en 

los grupos anteriores, aquí la alquilación parece favorecer la actividad 

antagonista de los compuestos. Un ejemplo de ello son las aminas 

 !"#$ %#(&$ Representación del porcentaje de 

viabilidad del compuesto LD52 del grupo con 

estructura oxadamantano. Significación estadística 

con Glu p<0.05 representada por *. 
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LD52, LD56 y LD55 (primaria, secundaria y terciaria, respectivamente). 

Las aminas secundarias o terciarias del grupo con un etilo en el C-3 del 

núcleo, son más potentes que las aminas primarias correspondientes. 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

Si se observan los valores de IC50 y las estructuras de los compuestos 

del  grupo de la figura 4.33 resaltan dos hechos. Por un lado los 

compuestos que no tienen sustituido el C-3 del núcleo han presentado 

muy poca o ninguna actividad como antagonistas. Esto comprende el 

compuesto LD4 y sus derivados LD3, LD5, LD18, LD6, LD16 y LD17. Por 

otro lado, los compuestos LD59, LD60 y LD61 que presentan un metilo 

en el C-3 del núcleo tampoco han mostrado actividad apreciable. 

Si nos fijamos ahora en los compuestos más activos (Fig. 4.32), todos 

ellos presentan un etilo en C-3 del núcleo 2-oxa-adamantanico. Parece 

ser que la alquilación de esta posición del núcleo es importante para la 

actividad antagonista en los compuestos de este grupo que como 

característica diferencial contiene un átomo de oxígeno en el núcleo de 

su estructura.  
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 !"#$ %#('$ Estructura de los mejores compuestos del grupo de los 

oxadamantanos. 
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Otra serie interesante es la de la amina primaria con distintos 

sustituyentes en la posición C-3 del núcleo LD52, LD57 y LD58 (Fig. 

4.34). Este último compuesto con un radical fenilo es el que presenta 

menor potencia. Los otros dos compuestos presentan potencias 

mayores y similares entres sí. 

Si comparamos los resultados de este grupo con los bisnoradamantanos 

y noradamantanos, el aumento de volumen del núcleo no mejora  su 

capacidad antagonista sobre el receptor, a excepción de los 

compuestos LD52, LD55 y LD56, todos ellos con un radical etilo en el C-3 

 !"#$%#(( Estructuras de diferentes aminas del grupo de los compuestos con estructura 

oxadamantano. 
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del núcleo, que presentan valores inferiores de IC50 que sus 

equivalentes noradamantanos y similares a sus equivalentes 

bisnoradamantanos. 

 

 

 

 

 

 

 

De LD68, LD55 y LD56, LD68 es el que tiene el grupo amino más 

voluminoso de los tres y el que tiene mejor valor de IC50. El compuesto 

LD68 tiene un valor de IC50 muy similar con los dos agonistas usados. 

Cuando se utiliza NMDA el valor obtenido es unas 8 o 10 veces mayor 

que memantina, mientras que cuando se utiliza glutamato como 

agonista, el valor obtenido por LD68 es unas cinco veces menor que el 

de memantina. LD133 supone una variación de LD68 más rígida 

estructuralmente que no aporta mejoras respecto al mejor compuesto 

del grupo. 

Se ha realizado la valoración de la viabilidad de los compuestos LD52 y 

LD68. LD52 presenta una IC50 ligeramente menor que amantadina y 

unas 4 veces mayor que amantadina con glutamato como agonista. Con 

el mismo agonista, LD68 ha obtenido un valor de IC50 unas 23 veces 

menor que amantadina y unas 4 veces menor también que memantina. 

Estos resultados no se han reflejado en los experimentos de viabilidad 

ya que LD68 ha presentado porcentajes de viabilidad inferiores a 

memantina, a las dos concentraciones evaluadas. Cabe destacar que ha 

presentado mayor neuroprotección a la menor concentración probada 

(10µM).  

 !"#$%#(%  Estructura de una serie de aminas  primarias con distintos 

sustituyentes en el ciclo central del grupo de los compuestos 

oxadamantanos. 
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4.1.2.4  Benzohomooxadamantanos. 

4.1.2.4.1  Valoración de la capacidad antagonista sobre los receptores 

NMDA. 

El grupo de benzohomooxadamantanos es el que ha proporcionado 

mayor número de compuestos a destacar, con valores de IC50 menores 

que la amantadina, entre la amantadina y la memantina, o incluso 

menores que la memantina. 

En la figura 4.35 se representan los efectos de los compuestos LD7, 

LD20, LD23 y LD67 sobre la [Ca
2+

]i inducida por glutamato. LD7 presenta 

 !"#$%#()$Representación del porcentaje de inhibición de la [Ca
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inducida por glutamato de los compuestos del grupo 

Benzohomooxadamantanos (Parte 1).  

 !"#$%#(*$Representación del porcentaje de inhibición de la [Ca
2+

]i 

inducida por glutamato de los compuestos del grupo 

Benzohomooxadamantanos (Parte 2).  
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valores cercanos a amantadina, LD67 presenta valores inferiores a 

amantadina y muy cercanos a memantina, pero LD20 y LD23 han 

mostrado valores inferiores a memantina. 

En la figura 4.36 se presentan los efectos de los compuestos LD78, 

LD79, LD80 y LD127, todos ellos con valores inferiores a amantadina. 

LD78 y LD127 presentan valores entre amantadina y memantina, y los 

compuestos LD79 y LD80 han mostrado valores inferiores a memantina 

en ambos casos. 

Entre estos benzohomooxadamantanos, el LD20, LD23, LD79 y LD80 

pertenecen al grupo de compuestos con IC50 menores que la 

memantina. Y de entre ellos el compuesto con mayor potencia es el 

LD79 con un valor de IC50 de 9,29µM, como se muestra en la tabla 4.10 

BENZOHOMO-

OXADAMANTANOS 

Media IC50 

(µM) 
SD N 

LD 7 407,7 190,4 3 

LD 8  !"##   3 

LD 19  !"##   4 

LD 20 39,5 2,6 3 

LD 21  !"##   3 

LD 22  !"##   3 

LD 23 28,2 7,8 3 

LD 67 96,2 23,0 3 

LD 78 167,6 72,0 4 

LD 79 9,3   4 

LD 80 22,0 5,4 3 

LD 97  !"##   3 

LD 98  !"##   3 

LD 117  !"##   3 

LD 126  !"##   3 

LD 127 114,9 29,3 3 

LD 128  !"##   3 

LD 131  !"##   4 

LD 132  !"##   3 

 

 

-./0.$%#&2$ Valores de las IC50 de los compuestos 

del grupo benzohomooxadamantanos, con glutamato 

como agonista.   
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El grupo de los benzohomooxadamantanos también es, en los 

experimentos con NMDA como agonista, el que ha presentado una 

mayor cantidad de compuestos interesantes. En la Fig. 4.37 se 

representan los compuestos LD7, LD20, LD23 y LD67, todos ellos entre 

amantadina y memantina. 

En la Fig. 4.38 se han representado el efecto de inhibición de los 

compuestos LD78, LD79, LD80 y LD127, que igual que en la gráfica 

anterior presentan un comportamiento entre memantina y 

amantadina. 
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benzohomooxadamantanos (Parte 2).    
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En la tabla 4.11 se presentan los valores de las  IC50 de todos los 

compuestos del grupo de los benzohomooxadamantanos, en la que se 

muestran valores de los compuestos destacados en las gráficas 

anteriores. El compuesto LD20 es el que ha presentado mayor potencia, 

con un valor muy cercano al de memantina. 

 

BENZOHOMOOXA-

ADAMANTANOS 

Media IC50 

(µM) 
SD N 

LD 7 35,0 13,6 4 

%&!+!  !"##! )! '!

%&!(,!  !"##! )! *!

LD 20 3,8 0,4 3 

%&!-(!  !"##! )! *!

%&!--!  !"##! )! *!

LD 23 6,0 2,3 3 

LD 67 14,2 1,9 3 

LD 78 97,6 44,5 3 

LD 79 4,0 0,7 3 

LD 80 7,7 1,7 3 

LD 97 226,1 20,4 3 

%&!,+!  !"##! )! *!

%&!((.!  !"##! )! *!

LD 126 371,3 298,3 3 

LD 127 33,8 3,3 4 

%&!(-+!  !"##! )! *!

%&!(*(!  !"##! )! *!

%&!(*-!  !"##! )! *!

 

 

 

 

 

-./0.$%#&&$$Valores de las IC50 del grupo de compuestos 

benzohomooxadamantanos con NMDA como agonista. 
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4.1.2.4.2 Neuroprotección frente a la excitotoxicidad. 

Con los benzohomonoradamantanos, se han podido probar cinco de los 

mejores compuestos, con las IC50 menores, LD20, LD23, LD67, LD79 y 

LD80. Además se han evaluado también los compuestos LD128 y LD131, 

que al poseer unas características estructurales particulares, se juzgó 

interesante evaluar su actividad.  

Si bien la actividad antagonista frente al rNMDA de estos dos 

compuestos es despreciable, curiosamente presentan cierta actividad 

neuroprotectora. LD128 ha presentado diferencias estadísticamente 

significativas a la concentración mayor probada, con unos porcentajes 

de inhibición ligeramente superiores a los de memantina. MK-801 

también ha presentado diferencias significativas. En la figura 4.39 se 

muestran los porcentajes de inhibición obtenidos por LD128 y los 

compuestos memantina y MK-801.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 !"#$ $ %#(1$ Representación del porcentaje de 

viabilidad del compuesto LD128 del grupo con 

estructura benzohomonoradamantano. 

Significación estadística con Glu p<0.05 

representada por *. 
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Sin embargo, LD20 y LD80, que presentaron valores bajos de IC50 frente 

a rNMDA (LD20 es el compuesto más potente), no destacan por su 

actividad neuroprotectora. Han mostrado resultados parecidos, 

presentando en todos los casos valores de viabilidad por debajo de los 

valores presentados por memantina. 

Finalmente, los compuestos LD23, LD67 y LD79 son los que han 

presentado porcentajes de viabilidad más elevados. Como se puede ver 

en las figuras 4.40, 4.26 y 4.27; a la concentración de 50µM los tres 

compuestos han mostrado valores de viabilidad muy similares al 

obtenido con memantina, y LD23 y LD67 han presentado diferencias 

significativas 
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 !"#$ $ %#%2$ Representación del porcentaje de 

viabilidad del compuesto LD79 del grupo con 

estructura benzohomonoradamantano. 

Significación estadística con Glu p<0.05 

representada por *. 
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A la concentración menor, en los tres casos se han obtenido resultados 

inferiores a los de memantina, pero LD23 ha presentado diferencias 

significativas de nuevo. 
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 !"#$ $ %#%&$ Representación del porcentaje de 

viabilidad del compuesto LD67 del grupo con 

estructura benzohomonoradamantano. 

Significación estadística con Glu p<0.05 

representada por *. 

 !"#$ $ %#%'$ Representación del porcentaje de 

viabilidad del compuesto LD23 del grupo con 

estructura benzohomonoradamantano. 

Significación estadística con Glu p<0.05 

representada por *. 
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El grupo de los benzohomooxadamantanos es el grupo con los 

compuestos más voluminosos. Tienen un átomo de oxigeno 

sustituyendo a un átomo de carbono en el núcleo central que además 

tienen 4 átomos de carbono más que los compuestos de referencia. 

Este es uno de los grupos que ha proporcionado mejores compuestos y 

gran parte del grupo ha presentado capacidad de antagonizar rNMDA 

de manera significativa. 

Los compuestos que han presentado mayores potencias son LD20, 

LD79, LD23, LD80 y LD67, entre los que destaca LD20, con valores de 

IC50 de unas 2 veces los de memantina. 

 

 

      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Estructuralmente en estos compuestos parece que la alquilación de la 

amina hace aumentar la potencia en comparación con las aminas 

menos alquiladas. Un ejemplo es el caso de LD7/LD23/LD20 o 

LD78/LD79/LD80 (Fig. 4.43). Igual que el grupo de los oxadamantanos y 

 !"#$ %#%($ Estructura de diversos compuestos del grupo de los 

benzohomonoradamantanos, entre ellos los más potentes. 
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contrariamente a los policíclicos hidrocarbonados en los que la 

alquilación disminuía la potencia de los compuestos. Es destacable 

también que los dos mejores compuestos son dos aminas dimetiladas 

(LD20 y LD79). 

La mayoría de compuestos que presentan un radical fenilo en la amina 

han mostrado poca o ninguna actividad, presentando en todos los casos 

potencias menores que los respectivos compuestos sin este 

sustituyente. 

En este grupo la presencia de un sustituyente en el C contiguo al 

oxígeno del núcleo no parece favorecer la potencia del compuesto, 

como se puede ver en la serie LD7/LD78/LD97 (H-/Me-/Et-). No 

obstante, la presencia de metilos/etilos en la amina sí parece 

incrementar la potencia de estos compuestos. 

En este caso, la valoración de la viabilidad se ha realizado con los 

mejores compuestos del grupo. Se ha evaluado la capacidad 

neuroprotectora de LD20, LD23, LD67, LD79 y LD80; además de los 

compuestos LD128 y LD131 con estructura benzohomoxadamantanos 

con una IC50 mayor que amantadina. LD128 y 131 han presentado cierta 

actividad neuroprotectora aun sin presentar valores de IC50 destacables. 

LD128 a la mayor concentración probada ha presentado diferencias 

estadísticamente significativas. Esto podría indicar un efecto 

neuroprotector por vías alternativas al antagonismo de los rNMDA. De 

los compuestos que han presentado valores de IC50 destacados, los 

compuestos LD79 y LD23, son los que han presentado mayor 

neuroprotección. A la concentración de 50 µM obtienen porcentajes de 

viabilidad similares a los de memantina a una concentración 5 veces 

menor. 

  

4.1.2.5  Pentaciclos. 

4.1.2.5.1  Valoración de la capacidad antagonista sobre los receptores 

NMDA. 
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Gran parte de los compuestos de este grupo han presentado valores de 

inhibición próximos a amantadina o entre amantadina y memantina, e 

incluso ciertos compuestos presentan mayor potencia que memantina. 

En la figura 4.44 se presentan los porcentajes de inhibición de los 

compuestos LD70, LD71, LD73, LD74 y LD75, entre los que destaca 

LD71, LD73 y LD75 como compuestos más potentes que el compuesto 

de referencia memantina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 !"#$%#%%$Representación del porcentaje de inhibición de la [Ca
2+

]i 

inducida por glutamato de los compuestos del grupo Pentaciclos 

(Parte 1).    

 !"#$%#%)$Representación del porcentaje de inhibición de la [Ca
2+

]i 

inducida por glutamato de los compuestos del grupo Pentaciclos 

(Parte 2).    
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Los efectos de inhibición presentados por los compuestos LD89, LD 90, 

LD122 y LD125, se muestran en la figura 4.45. Entre ellos destaca el 

compuesto LD122 con valores inferiores a memantina. 

En la tabla 4.12 se muestran los valores las IC50 de los compuestos del 

grupo. Los más  destacables, con IC50 menores, son LD71, LD73, LD75 y 

LD122, siendo el compuesto LD75 el más potente de este grupo. 

 

PENTACICLOS 
Media IC50 

(µM) 
SD N 

LD 47 402,1 70,1 3 

LD 49 433,4 199,8 4 

LD 70 183,5 125,7 5 

LD 71 44,5 14,9 3 

LD 73 31,7 11,3 3 

LD 74 121,8 15,6 3 

LD 75 16,7 2,9 3 

LD 86  !"## - 4 

LD 87  !"## - 3 

LD 88  !"## - 4 

LD 89 155,2 57,2 4 

LD 90 208,7 79,8 3 

LD 93  !"## - 3 

LD 118  !"## - 4 

LD 119  !"## - 3 

LD 121 417,7 99,2 3 

LD 122 44,2 13,9 3 

LD 125 133,2 57,0 3 

 

 

 

En este grupo se destacan varios compuestos en las gráficas, con los 

que se han obtenido valores entre memantina y amantadina. En la Fig. 

4.46 se muestran los efectos de inhibición de los compuestos LD47, 

LD49, LD70, LD71 y LD73. Mientras en la Fig. 4.47 se presentan los 

-./0.$%#&'$ Valores de las IC50 de los compuestos 

del grupo  pentaciclos, con glutamato como agonista.   
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efectos de los compuestos LD 75, LD86, LD89, LD121, LD122 y LD125, 

todos ellos con comportamiento similar a amantadina, si bien destacan 

LD49 y LD73 en la gráfica del grupo I, y LD75 en la gráfica del grupo II 

con valores de  IC50 más cercanos a memantina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 !"#$%#%*$Representación del porcentaje de inhibición de la [Ca
2+

]i 

inducida por NMDA de los compuestos del grupo de los 

pentaciclos (Parte 1).    

 !"#$%#%+$Representación del porcentaje de inhibición de la [Ca
2+

]i 

inducida por NMDA de los compuestos del grupo de los 

pentaciclos (Parte 2).    
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En la tabla 4.13 se muestran los valores de las IC50 de todos los 

compuestos del grupo. El compuesto LD75 es el que ha presentado un 

valor menor. 

 

PENTACICLOS 
Media IC50 

(µM) 
SD N 

LD 47 39,2 19,2 4 

LD 49 10,3 2,4 3 

LD 70 38,7 22,6 4 

LD 71 26,5 13,0 3 

LD 73 14,2 3,3 3 

%&!.'! $"##! )! *!

LD 75 9,8 4,2 4 

LD 86 51,7 39,4 4 

LD 87 77,9 14,9 3 

LD 88 114,8 45,0 3 

LD 89 27,1 4,3 3 

LD 90 106,1 12,3 3 

LD 93 173,8 90,6 4 

LD 118 96,1 50,6 3 

%&!((,! $"##! )! *!

LD 121 67,2 20,6 4 

LD 122 29,2 13,0 3 

LD 125 68,5 14,8 4 

 

 

 

4.1.2.5.2 Neuroprotección frente a la excitotoxicidad. 

En el grupo de los compuestos con estructura pentaciclo, se han podido 

evaluar algunos de los mejores compuestos LD75, LD49, LD73 y LD122. 

-./0.$ %#&($ Valores de las IC50 del grupo de los 

compuestos con estructura pentaciclo, con NMDA como 

agonista. 
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Los cuatro compuestos a la menor concentración probada han 

mostrado porcentajes de viabilidad inferiores al de memantina y 

ninguno de ellos ha presentado diferencias significativas a esta 

concentración, como se muestra en las figuras 4.48 y 4.49. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A la concentración de 50µM los cuatro compuestos  han presentado 

unos efectos neuroprotectores muy similares al de memantina, eso sí, a 

una concentración 5 veces superior. Solo el compuesto LD73 ha 
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 !"#$$%#%,$Representación del porcentaje de viabilidad de los compuestos LD49 y 

LD75 del grupo con estructura pentaciclo. Significación estadística con Glu 

p<0.05 representada por *. 
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y LD73 del grupo con estructura pentaciclo. Significación estadística con Glu 

p<0.05 representada por *. 
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presentado diferencias estadísticamente significativas a esta 

concentración. 

La gran mayoría de los compuestos del grupo han presentado actividad 

antagonista de los receptores NMDA destacable. Los mejores valores de 

IC50 con NMDA como agonista los han presentado los compuestos LD75, 

LD49, LD73, LD71, LD89 y LD122 (Fig. 4.50). Gran parte de ellos también 

ha obtenido los mejores valores de IC50 pero usando glutamato como 

agonista. 

 

              

  

 

 

Estructuralmente, el mejor compuesto del grupo (LD75) con una IC50 

unas 6 veces mayor que memantina, presenta similitudes con 

compuestos muy destacados de los grupos bisnoradamantanos (LD34) y 

noradamantanos (LD44) con una estructura derivada de guanidina. 

Por otro lado, el efecto que ejerce la alquilación de la amina sobre estos 

compuestos se puede observar en la serie de compuestos LD47 (amina 

primaria), LD87 (amina secundaria), LD90 (amina terciaria), LD88 (amina 

terciaria) (Fig. 4.51). A medida que aumenta la alquilación, la potencia 

de los compuestos parece disminuir. De manera similar sucede con la 

 !"#$%#)2  Estructura de los mejores compuestos del grupo con estructura tipo 

pentaciclo. 
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serie LD49, LD74, LD70, LD71; las aminas más sustituidas presentan 

potencias menores. 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

En el grupo de los compuestos pentaciclos, las metilaminas parecen 

presentar mayor potencia que las correspondientes aminas, como se 

confirma comparando los valores que han presentado las siguientes 

parejas de aminas/metilaminas LD47/LD49, LD90/LD70, LD88/LD71 y 

LD89/LD75 (Fig. 19). 

Finalmente se ha podido evaluar la viabilidad de algunos de los mejores 

compuestos del grupo (LD73, LD75, LD122 y LD49). Los cuatro 

compuestos a la concentración mayor probada han presentado 

porcentajes de viabilidad similares a memantina a una concentración 5 

veces menor (10µM). Destaca LD73 que ha presentado diferencias 

estadísticamente significativas. 

 

4.1.2.6  Benzohomonoradamantanos. Compuestos ETC. 

4.1.2.6.1  Valoración de la capacidad antagonista sobre los receptores 

NMDA. 
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 !"#$%#)&  Estructura de algunas aminas de interés del grupo de los compuestos pentaciclos. 
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En la figura 4.52 se muestran las curvas de inhibición observadas para 

los compuestos ETC0, ETC2 y ETC6, juntamente con el compuesto EV1, 

relacionado estructuralmente. El ETC0 ha sido el compuesto más 

potente y los otros se han comportado de manera similar a memantina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

En la tabla 4.14 se presentan los valores de IC50 de los distintos 

compuestos y en concreto, el compuesto ETC0 muestra valores 

menores incluso a memantina. 

 

COMPUESTOS ETC 
Media IC50 

(µM) 
SD N 

ETC 0 22,0 6,8 3 

ETC 1 $"## - 3 

ETC 2 87,5 48,7 3 

ETC 3 $"## - 3 

ETC 4 $"## - 3 

ETC 5 $"## - 3 

ETC 6 103,2 53,0 3 

ETC 7 455,8 373,4 3 

ETC 8 $"## - 3 

EV 1 168,9 93,0 3 

 

 !"#$%#)'$Representación del porcentaje de inhibición de la [Ca
2+

]i 

inducida por glutamato de los compuestos ETC.    

-./0.$%#&%$Valores de las IC50 de los compuestos ETC  y 

EV1, con glutamato como agonista.   
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En la Fig. 4.53 se muestran las representaciones de los resultados 

obtenidos con los compuestos más destacados del grupo, ETC0, ETC2, 

ETC5, ETC6 y EV1. Todos ellos han presentado valores entre memantina 

y amantadina. 

 

 

 

 

 

 

 

En la tabla 4.15 se muestran los valores de las IC50 de los distintos 

compuestos del grupo, de entre los que destaca el compuesto más 

potente, el ETC2, con un valor de IC50 usando NMDA como agonista de 

11,8µM. 

COMPUESTOS ETC 
Media IC50 

(µM) 
SD N 

ETC 0 13,6 6,8 4 

ETC 1 489,0 506,0 3 

ETC 2 11,8 5,4 3 

/01!*! $"##! )! *!

/01!'! $"##! )! *!

ETC 5 27,5 22,9 3 

ETC 6 28,0 15,1 3 

ETC 7 19,4 5,7 3 

ETC 8 101,4 35,5 3 

EV 1 29,5 1,4 4 

 

 

 !"#$%#)($Representación del porcentaje de inhibición de la [Ca
2+

]i 

inducida por NMDA de los compuestos ETC y EV1.    

-./0.$%#&)$Valores de las IC50 del grupo de compuestos 

ETC y EV1 con NMDA como agonista. 
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Se observa en la gráfica (Fig. 4.53) que el compuesto EV1 presenta una 

inhibición que no alcanza al 100%. 

 

4.1.2.6.2 Neuroprotección frente a la excitotoxicidad. 

En el grupo de los compuestos benzohomonoradamantanos se ha 

podido evaluar uno de los mejores compuestos del grupo, ETC0. En los 

experimentos realizados se han obtenido resultados muy parecidos con 

las dos concentraciones probadas, y ambas similares a los presentados 

por memantina (Fig. 4.54), pero sin presentar diferencias 

estadísticamente significativas. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Estos compuestos comparten estructura con los 

benzohomooxadamantanos sin el átomo de oxígeno en el núcleo 

central, benzohomonoradamantanos (Fig. 4.55). 

 

 !"#$ $ %#)%$ Representación del porcentaje de 

viabilidad del compuesto ETC0. Significación 

estadística con Glu p<0.05 representada por *. 
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Estas estructuras son muy voluminosas, con 5 átomos más en su núcleo 

policíclico que los compuestos de referencia, pero los compuestos del 

grupo que han presentado mejores resultados han sido los que tienen 

en su estructura unas cadenas laterales más pequeñas, ETC0 y ETC2. 

Parece haber la misma tendencia frente a la alquilación que en los 

bisnoradamantanos, noradamantanos y pentaciclos, es decir que a más 

alquilación menor potencia presentan los compuestos. Pero en el caso 

de la amina terciaria (ETC2, Fig. 4.54) presenta un valor de IC50 menor 

incluso que la amina primaria. Parece ser que en este caso la presencia 

de dos radicales poco voluminosos en la amina favorece su interacción 

con el canal, ya que otras aminas terciarias pero con sustituyentes más 

voluminosos (ETC3, ETC4 y ETC8) prácticamente no presentan actividad.  

Se ha evaluado la capacidad neuroprotectora del mejor compuesto en 

los experimentos realizados con glutamato como movilizador de calcio. 

Este compuesto es ETC0 y ha presentado unos porcentajes de viabilidad 

muy próximos a los presentados por memantina. 

 

 

 

 

 

 !"#$ %#))  Estructuras de los compuestos más relevantes del grupo 

benzohomonoradamantano. Tres aminas de la misma serie donde ETC0 es la 

amina primaria, ETC7 es la amina secundaria y ETC2 es la amina terciaria. 
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4.1.2.7  Adamantanos. Compuestos RFP. 

4.1.2.7.1  Valoración de la capacidad antagonista sobre los receptores 

NMDA. 

Los compuestos de este grupo se han comportado mayoritariamente 

como compuestos más potentes que amantadina y en gran parte sus 

valores de inhibición se han situado entre amantadina y memantina. 

En la grafica siguiente (Fig. 4.56) se muestran los efectos de inhibición 

de la [Ca
2+

] i inducida por glutamato que han presentado los 

compuestos RFP con mayor actividad antagonista. Los compuestos 

RFP3, RFP6 y RFP11 son los más destacables, con valores similares a 

memantina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En la tabla 4.16 se muestran los valores de IC50. Obsérvese que el 

compuesto con menor IC50 es el compuesto RFP11, con una IC50 de 

18.8µM. 
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COMPUESTOS RFP 
Media IC50 

(µM) 
SD N 

RFP 2 223,3 361,1 3 

RFP 3 32,6 21,9 3 

RFP 4 210,0 147,3 3 

RFP 5 $"## - 3 

RFP 6 25,3 20,2 3 

RFP 7 $"## - 3 

RFP 8 75,7 41,4 3 

RFP 11 22,5 10,9 4 

RFP 12 107,2 31,6 3 

RFP 13 151,7 60,4 3 

 

 

En la Fig. 4.57 se representan los compuestos RFP2 y RFP6, y se puede 

observar que presentan una capacidad de inhibir el incremento de la 

concentración de calcio superior a la de amantadina. No obstante, 

ninguno de los compuestos es capaz de inhibir el 100% de la 

movilización de calcio ocasionada por el agonista NMDA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

-./0.$%#&*$ $Valores de las IC50 de los compuestos RFP, 

con glutamato como agonista. 

 !"#$%#)+$Representación del porcentaje de inhibición de la [Ca
2+

]i 

inducida por NMDA de los compuestos RFP.  

-7 -6 -5 -4 -3

0

20

40

60

80

100
Memantina

Amantadina

RFP2

RFP6

log [fármaco] (M)

P
o

rc
e

n
ta

je
 E

m
a

x

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTAGONISTA GLUTAMATÉRGICA Y NEUROPROTECTORA DE NUEVOS COMPUESTOS POLICÍCLICOS 
Marta López Querol 



URV 

Resultados y discusión 

165 

 

COMPUESTOS RFP 
Media IC50 

(µM) 
SD N 

RFP 2 35,0 17,4 3 

RFP 3 90,2 7,0 3 

RFP 4 98,6 100,0 3 

RFP 5 119,3 77,2 3 

RFP 6 11,4 9,3 3 

234!.! $"##! )! *!

234!+! $"##! )! *!

RFP 11 105,2 99,5 3 

RFP 12 63,6 65,9 3 

RFP 13 68,8 44,4 3 

 

 

 

4.1.2.7.2 Neuroprotección frente a la excitotoxicidad. 

El último grupo de compuestos derivados de memantina y/o 

amantadina valorados es el de los compuestos RFP. De este grupo se 

han probado algunos de los compuestos con IC50 menores, como RFP6, 

RFP2, RFP12, RFP13, RFP3, RFP11 y RFP5. 

Los resultados más destacables se han obtenido con los compuestos 

RFP6 y RFP11, representados en la figura 4.46. RFP6 ha mostrado 

porcentajes de viabilidad muy similares a las dos concentraciones 

probadas e inferiores al de memantina, mientras que RFP11 presenta 

una viabilidad a la concentración menor bastante inferior a la 

memantina. A la concentración mayor, RFP11 presenta un porcentaje 

de viabilidad muy similar al de memantina, pero sin presentar 

diferencias estadísticamente significativas (Fig. 4.58).  

-./0.$%#&+$Valores de las IC50 del grupo de compuestos 

RFP con NMDA como agonista. 
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Estos compuestos presentan una estructura con un núcleo menos 

voluminoso que los compuestos del grupo anterior ya que al ser 

adamantanos contienen 10 átomos de carbono en su estructura central 

(4.59). 

De todos los compuestos del grupo ha sido RFP6, una amina terciaria 

cíclica, el compuesto que ha presentado mayor potencia en los 

experimentos con NMDA como agonista, seguido de RFP2, la amina 

primaria equivalente. En cambio el compuesto RFP11, que había 

rendido un valor de IC50 excelente, no presentó mejores valores de  IC50 

frente a NMDA. 
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 !"#$$%#),$Representación del porcentaje de viabilidad de los compuestos RFP6 y 

RFP11. Significación estadística con Glu p<0.05 representada por *. 

 !"#$ %#)1  Estructuras de los 

compuestos del grupo RFP. 
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Además, si nos fijamos en los compuestos de la serie 

RFP11/RFP13/RFP12 que corresponden a una amina 

primaria/secundaria/terciaria respectivamente, se puede observar 

como la alquilación parece aumentar la potencia de los compuestos. 

Para la valoración de la capacidad neuroprotectora se seleccionaron los 

compuestos RFP2, RFP3, RFP5, RFP6, RFP11, RFP12 y RFP13, que ante 

uno u otro agonista habían presentado los mejores valores de IC50. 

Los que han obtenido mejor capacidad neuroprotectora son RFP11 y 

RFP6, los compuestos que han presentado valores de IC50 menores con 

glutamato y NMDA como agonista (RFP11 y RFP6, respectivamente). 

La amina primaria tiene dos radicales etilos en el ciclo central y parece 

que estas características favorecen la neuroprotección pero a 

concentraciones elevadas (50µM). En el caso de RFP6, una amina 

terciaria cíclica con dos radicales metilos en el ciclo, parece mejorar la 

neuroprotección independientemente de la concentración acercándose 

a los porcentajes de viabilidad alcanzados por memantina.  

 

4.1.2.8 Adamantanos. Compuestos AK. 

4.1.2.8.1  Valoración de la capacidad antagonista sobre los receptores 

NMDA. 

Con los compuestos cedidos por el Dr. Kolocouris se han realizado 

valoraciones de la capacidad de inhibición de la concentración 

intracelular de calcio usando también glutamato o NMDA como 

agonistas. 

Estos compuestos son una selección de compuestos con actividad 

antivírica destacables (evaluados por el Dr. De Clerq y su equipo). En 

este caso se ha evaluado su efecto como antagonista de los receptores 

NMDA con la finalidad de descartar que tuvieran actividad a nivel de 

sistema nervioso central, hecho que aumentaría sus efectos no 

deseados y su toxicidad. 
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La mayoría de los 11 compuestos evaluados en este grupo ha 

presentado una capacidad antagonista baja, con unos efectos similares 

a los de amantadina. En la primera gráfica, el compuesto con menor 

actividad antagonista es el compuesto AK4, seguido de AK3 y AK1 con 

valores muy similares. La representación gráfica de los efectos de todos 

los compuestos del grupo se muestran en las figuras 4.60 y 4.61. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tan sólo el compuesto AK7 ha presentado actividad antagonista a 

niveles preocupantes para un posible futuro desarrollo. En la tabla 4.18 
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se presentan los diferentes valores de las  IC50 de los compuestos AK, 

destacando los tres compuestos con IC50 mayores. 

Estos tres compuestos presentan un perfil de selectividad mayor que el 

resto del grupo, en no interactuar con la neurotransmisión 

glutamatérgica. 

 

Compuestos AK Media IC50 (µM) SD N 

AK1 305,8 166,3 3 

AK2 257,8 25,6 3 

AK3 314,0 104,0 3 

AK4 350,6 85,4 3 

AK5 299,9 55,8 3 

AK6 239,3 57,7 3 

AK7 96,2 13,9 3 

AK8 $"##! - 3 

AK9 $"##! - 3 

AK10 $"##! - 3 

AK11 460,0 - 3 

Memantina 55,4 12,1 3 

Amantadina 337,1 98,7 3 

 

 

 

Como se ha comentado con anterioridad, igualmente se ha valorado la 

capacidad inhibitoria del incremento de la concentración de calcio 

intracelular de estos compuestos usando NMDA como agonista. 

En la figura 4.62 se muestran los efectos de los compuestos AK1, AK2, 

AK3, AK4, AK5 y AK6. Mientras que en la figura 4.63 se representan los 

efectos inhibitorios de los compuestos AK7, AK8, AK9, AK10 y AK11, 

todos ellos junto a los compuestos de referencia memantina y 

amantadina. 

-./0.$%#&,$Valores de las IC50 de los compuestos AK y los 

compuestos de referencia, con glutamato como agonista.   
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El compuesto con menor capacidad inhibidora de la primera gráfica del 

grupo es AK4, que presenta valores de IC50 mayores que amantadina. 

Los compuestos AK1, AK2 y AK3 ya han presentado valores inferiores a 

amantadina. 

Del segundo grupo de compuestos representados vuelven a destacar 

los compuestos AK10, AK8 y AK9 como los menos potentes del grupo y 

tan solo AK7 presenta valores de IC50 notablemente menores que 

amantadina. 

 !"#$%#*'$Representación del porcentaje de inhibición de la [Ca
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 !"#$%#*($Representación del porcentaje de inhibición de la [Ca
2+

]i 

inducida por NMDA de los compuestos AK (parte 2).    
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En la tabla 4.19 se detallan todos los valores de las IC50 de los 

compuestos AK. 

 

Compuestos AK Media IC50 (µM) SD N 

AK1 64,4 34,0 4 

AK2 61,2 19,3 3 

AK3 50,6 10,9 3 

AK4 123,1 77,0 3 

AK5 29,6 17,6 3 

AK6 19,0 7,4 3 

AK7 13,8 5,1 3 

AK8 $"## - 3 

AK9 $"## - 3 

AK10 $"## - 3 

AK11 219,4 99,5 3 

Memantina 1,6 0,2 3 

Amantadina 74,6 40,9 3 

 

 

 

Los compuestos con estructura adamantano como amantadina 

presentan cierta actividad antagonista aunque destaca más por su 

actividad antivírica. 

El cambio de posición del radical amino presente en amantadina, no 

parece favorecer a la potencia de los compuestos, como se observa 

comparando amantadina con AK11. Pero si se añade un sustituyente en 

el mismo carbono (AK1 y AK2), los valores de las IC50 disminuyen por 

debajo del valor de amantadina. 

Por otro lado, la presencia de un radical pirrolidina (AK3) en el núcleo 

adamantano parece dar mayor potencia como antagonista sobre los 

rNMDA que la presencia de un radical amino (amantadina) (Fig. 4.64).  

 

-./0.$%#&1$Valores de las IC50 de los compuestos AK y los 

compuestos de referencia, con NMDA como agonista.   
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El aumento de este radical (AK6) no favorece a la actividad antagonista, 

pero la adición de un radical metilo en el carbono contiguo sí aumenta 

la potencia dando lugar al compuesto más potente de este grupo, AK7 

con una IC50 unas ocho veces menor que amantadina y unas diez veces 

mayor que memantina (en el caso de los experimentos con NMDA 

como agonista). 

Se observa cómo se repite el efecto que ejerce el metilo añadido a 

memantina (respecto amantadina) en los compuestos AK3 y AK7, pero 

con menor intensidad. En el caso de amantadina y memantina, la 

adición de dos metilos aumenta la potencia del compuesto unas 6 veces 

con glutamato como agonista y unas 47 veces con NMDA. En cambio, la 

adición de un solo metilo aumenta la potencia del compuesto de 

manera más regular con los dos agonistas usados, unas 3 veces con 

glutamato y 4 con NMDA. Una diferencia interesante es que 

amantadina y memantina son aminas primarias, mientras los otros dos 

compuestos son aminas secundarias con bastantes impedimentos 

estéricos.  

Un hecho interesante y destacable es que la presencia de un radical 

alcohol no favorece en absoluto la capacidad antagonista de estos 

compuestos como se puede comprobar con AK8, AK9 y AK10, que son 

los que han presentado los valores de IC50 mayores con los dos 

agonistas usados. 

NH2
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NH2
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H·HCl N

H·HCl

CH3

AK7

 !"#$ %#*%$ Estructuras de los 

compuestos del grupo RFP. 
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Estos compuestos han sido desarrollados como antivíricos y por tanto la 

falta de actividad sobre el sistema glutamatérgico les permite poseer un 

mejor perfil farmacológico ya que carecerán de los efectos adversos 

típicos de este tipo de compuestos (amnesia, trastornos cognitivos, 

alucinaciones). 

 

4.1.2.9 Compuestos PF. 

4.1.2.9.1  Valoración de la capacidad antagonista sobre los receptores 

NMDA. 

La Dra. Escolano nos facilitó un grupo de compuestos estructuralmente 

relacionados con rincofilina. Como se ha comentado en la introducción 

de este trabajo, este compuesto es un alcaloide aislado de  !"#$%#&

$'(!"')*'(++# que ha presentado actividad como antagonista de los 

receptores NMDA. Por ello se ha evaluado esta actividad potencial de 

los compuestos PF con experimentos que permitan evaluar la actividad 

antagonista sobre receptores glutamatérgicos. 

En la figura 4.65 se presentan todos los valores de inhibición de  los 

compuestos PF y se puede observar que en ningún caso han presentado 

capacidad inhibidora. Todos los compuestos han presentado valores de 

IC50 superiores a 500µM. 
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Se repitieron los experimentos usando NMDA como agonista y los 

resultados obtenidos han sido muy similares a los anteriores, no 

mostrando actividad destacable ninguno de los compuestos del grupo. 

Estos resultados se pueden ver gráficamente en la figura 4.66 en la que 

se muestran las representaciones de todos los compuestos del grupo 

con un comportamiento muy alejado de los compuestos de referencia. 

Los valores de las IC50 de los compuestos, también en este caso, han 

mostrado unos valores muy elevados. 

 

  

 

Los compuestos cedidos por la Dra. Escolano, como se ha comentado 

en la introducción de este trabajo, son derivados o están relacionados 

con la rincofilina (rhynchophylline)(Fig. 4.67), que ha mostrado su 

antagonismo sobre receptores NMDA en oocitos de Xenopus y su 

capacidad neuroprotectora en CGC (Kang y cols., 2002; Shimada y cols., 

1999). 
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 !"#$%#**$Representación del porcentaje de inhibición de la [Ca
2+

]i 

inducida por NMDA de los compuestos PF.    

 !"#$%#*+Estructura de rincofilina. 
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Ninguno de los compuestos evaluados ha presentado actividad 

antagonista de los receptores NMDA destacables. En la figura 4.68 se 

pueden observar las estructuras de algunos de estos compuestos. 

 

  

 

 

 

 

 

 

4.1.2.10 Discusión general de la evaluación de los compuestos. 

Cuando se ha usado glutamato como agonista para las evaluaciones de 

la capacidad antagonista, algunos de los compuestos han presentado 

resultados prometedores, mejorando incluso los presentados por los 

dos compuestos de referencia amantadina y memantina. En la gráfica 
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 !"#$%#*,  Estructuras bases de los compuestos derivados de rincofilina. 
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 !"#$ %#*1  Representaciones gráficas de los porcentajes de inhibición de la  

[Ca
2+

]i inducida por glutamato del mejor compuesto de cada grupo 

(bisnoradamantano LD34, noradamantano LD51, oxadamantano LD68, 

benzohomonoradamantano LD79, pentaciclo LD75, ETC0, RFP11 y AK7. 
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de la figura 4.69 se muestran el mejor compuesto de cada grupo 

usando glutamato como agonista.

Los compuestos que han superado los valores presentados por 

amantadina y por memantina son LD68, LD75, LD79, ETC0 y RFP11.

En la figura siguiente se muestra las estructuras de los tres mejores 

compuestos con glutamato como agonista, con el grupo amino en la 

misma posición.  

 

 

 

 

 

 

En los estudios posteriores con NMDA como agonista no se han 

corroborado los buenos resultados obtenidos con glutamato. 

Observando los resultados obtenidos en todas las evaluaciones 

realizadas con NMDA como agonista, se puede concluir que ningún 

 !"#$%#+2  Estructuras de los tres mejores compuestos de todos los evaluados como 

antagonistas de los receptores NMDA, usando 

parte superior de la figura se muestran las estructuras 2D y en la parte inferior de 

la figura la correspondiente estructura en un modelo 3D.

de la figura 4.69 se muestran el mejor compuesto de cada grupo 

usando glutamato como agonista. 

Los compuestos que han superado los valores presentados por 

y por memantina son LD68, LD75, LD79, ETC0 y RFP11. 

ra siguiente se muestra las estructuras de los tres mejores 

compuestos con glutamato como agonista, con el grupo amino en la 

En los estudios posteriores con NMDA como agonista no se han 

corroborado los buenos resultados obtenidos con glutamato. 

Observando los resultados obtenidos en todas las evaluaciones 

realizadas con NMDA como agonista, se puede concluir que ningún 

Estructuras de los tres mejores compuestos de todos los evaluados como 

antagonistas de los receptores NMDA, usando glutamato como agonista. En la 

parte superior de la figura se muestran las estructuras 2D y en la parte inferior de 

nte estructura en un modelo 3D.  
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compuesto ha presentado mejor capacidad antagonista sobre los 

receptores NMDA que el compuesto de referencia memantina. 

Comparando las estructuras de los mejores compuestos, se observa que 

los mejores compuestos con NMDA pertenecen al grupo 

benzohomooxadamantanos con una estructura alargada y voluminosa, 

y a los grupos bisnoradamantanos y pentaciclos con estructuras en 

general más reducidas. Pero los mejores compuestos de estos dos 

últimos grupos, LD34 y LD75 contienen cadenas laterales bastante 

voluminosas y nucleófilas (Fig. 4.71).

 

 

 

 

 

 

 

En general, se ha podido observar que los compuestos varían su 

potencia en función del agonista usado para la movilización de calcio. 

Aunque la mayoría de compuestos ha disminuido el valor de su IC

 !"#$ %#+&  Estructuras de los tres mejores compuestos de todos los evaluados 

como antagonistas de los receptores NMDA, usando NMDA como agonista. En la 

parte superior de la figura se muestran las estructuras 2D y en la parte inferior 

de la figura la correspondiente estructura en un modelo 3D.
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ha presentado mejor capacidad antagonista sobre los 

receptores NMDA que el compuesto de referencia memantina.  

Comparando las estructuras de los mejores compuestos, se observa que 

los mejores compuestos con NMDA pertenecen al grupo 

on una estructura alargada y voluminosa, 

y a los grupos bisnoradamantanos y pentaciclos con estructuras en 

Pero los mejores compuestos de estos dos 

últimos grupos, LD34 y LD75 contienen cadenas laterales bastante 

filas (Fig. 4.71). 

En general, se ha podido observar que los compuestos varían su 

potencia en función del agonista usado para la movilización de calcio. 

Aunque la mayoría de compuestos ha disminuido el valor de su IC50 al 

Estructuras de los tres mejores compuestos de todos los evaluados 

como antagonistas de los receptores NMDA, usando NMDA como agonista. En la 

parte superior de la figura se muestran las estructuras 2D y en la parte inferior 

structura en un modelo 3D.  
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cambiar de agonista (de glutamato a NMDA), ninguno de los 

compuestos prometedores lo ha hecho de manera tan espectacular 

como lo hace la memantina, que presenta un valor de IC50 unas 35 

veces mayor con glutamato que con NMDA. En cambio la amantadina 

sólo lo hace unas 4.5 veces. 

También es de esperar que los compuestos aumenten su porcentaje de 

inhibición de la concentración de calcio intracelular cuando se pasa de 

usar glutamato a usar NMDA como agonista, puesto que el glutamato 

activa mayor cantidad y tipos de receptores que pueden hacer 

aumentar la [Ca
2+

]i. Por este motivo, cuando se induce el aumento de 

calcio intracelular con NMDA, el porcentaje de inhibición cuando el 

compuesto es activo debería que ser máximo.  

En el grupo de los bisnoradamantanos se observa que en general hay 

un aumento de potencia de unas dos veces, destacando algunos 

compuestos que aumentan de manera más significativa su potencia 

como LD9 y LD34 (9.6 y 14.7 veces, respectivamente), y LD15, que 

incluso pasa de ser inactivo con glutamato como agonista a presentar 

una potencia 2 veces mayor que amantadina con NMDA como agonista. 

La mayoría de compuestos del grupo noradamantanos pasan de no 

presentar actividad destacable con glutamato a ser activos con NMDA 

como agonistas. Y en este grupo hay que destacar el compuesto LD45, 

el mejor compuesto con NMDA, que aumenta unas 30 veces su 

potencia. 

En el grupo de los oxadamantanos este efecto es menos pronunciado, y 

se observa que los compuestos que presentan actividad destacable con 

NMDA también la presentan con glutamato como agonista. Es el caso 

del mejor compuesto del grupo, LD68, que presenta valores muy 

similares para los dos agonistas usados. 

De manera similar se comportan los compuestos del grupo de las 

benzohomooxadamantil aminas como LD79 que tan sólo duplica su 

potencia aún y presentando valores muy destacables en los dos casos. 
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LD20 es el que presenta un cambio mayor, aumentando unas 10 veces 

su potencia. 

En el grupo de las aminas pentacíclicas los compuestos en general 

aumentan su potencia al usar NMDA como agonista en lugar de 

glutamato, dos, cinco o diez veces dependiendo del compuesto. Pero el 

compuesto LD49 presenta un aumento de potencia incluso mayor que 

el de memantina, llegando a unas 40 veces. Por otro lado, el compuesto 

LD74 parece presentar el efecto contrario ya que con NMDA como 

agonista muestra una potencia como mínimo 5 veces menor  que con 

glutamato como agonista. 

Los compuestos ETC, con estructura benzohomonoradamantano, 

presentan también un comportamiento similar destacando los 

compuestos ETC5 y ETC7 que aumentan su potencia con NMDA como 

agonista unas 18 y 23 veces respectivamente. 

Los compuestos RFP siguen el mismo comportamiento general, 

aumentando moderadamente la potencia con NMDA como agonista. 

Pero contrariamente, los compuestos RFP3, RFP8 y RFP11 disminuyen 

su potencia en tres, siete y cinco veces respectivamente cuando se usa 

NMDA para movilizar el calcio.  

Resultados previos de nuestro laboratorio con antagonistas potentes y 

selectivos (como MK-801 o memantina) confirman que la mayoría del 

calcio que ingresa en las células mediado por glutamato lo hace a través 

del rNMDA, por lo que en principio no estaría justificado el gran cambio 

de potencia que presenta memantina. No obstante es posible que la 

actividad del glutamato sobre otros receptores afecte de algún modo al 

bloqueo que ejerce la memantina sobre los rNMDA de manera que su 

potencia sea bastante menor cuando se activan todos los tipos de 

receptores glutamatérgicos que cuando sólo se activan los rNMDA. Ello 

podría indicar que el bloqueo por memantina es fácilmente desplazable 

frente a estímulos despolarizantes como los que se producirían tras la 

entrada de iones Na
+
 a través de receptores AMPA o kainato. 
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Como se ha comentado en la introducción, algunos autores (Parsons y 

cols., 2007) proponen que una de las características que favorece más  

el buen efecto y tolerabilidad de la memantina es su rápida cinética de 

disociación, más que su afinidad o otros parámetros.  

Aunque se trata de una afirmación hipotética y su comprobación se 

halla fuera de los objetivos de la presente tesis, quizá sería de interés 

utilizar el cociente de IC50 obtenidas con glutamato o con NMDA (IC50 

glu/IC50 NMDA) Como parámetro indicador de qué fármacos pueden ser 

candidatos a un futuro desarrollo, puesto que de algún modo, 

mimetizarían las acciones de la memantina sobre el rNMDA. 

Ciertos compuestos evaluados han mostrado un aumento de potencia 

muy significativo con NMDA como agonista comparado con los valores 

de IC50 con glutamato como agonista. Estos compuestos aumentan su 

potencia entre 23 y 42 veces, un aumento muy importante y no 

compartido por la mayoría de los compuestos. En la figura 4.72 se 

muestran las estructuras de estos cuatro compuestos memantina, 

LD45, LD49 y ETC0.  
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 !"#$%#+'  Representación de las estructuras de 

los compuestos  
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La figura 4.73 muestra las estructuras 3D de estos compuestos en dos 

tipos de representaciones. Las dos imágenes de la derecha de cada 

compuesto nos muestran la posible ocupación espacial en su 

conformación más estable.  

 

 

 

 

De este modo, un compuesto como LD49, que es mucho más potente 

con NMDA como agonista que con glutamato (unas 42 veces mayor, 

incluso más que memantina que aumenta unas 35 veces su potencia) 

podría ser un buen candidato para su posterior desarrollo.

No deja de ser remarcable, que resultados obtenidos en nuestro 

laboratorio han presentado una relación IC

801 de 3.5, con un comportamiento muy distinto al de memantina.

Contrariamente, algunos compuestos como LD74, RFP3, RFP8 y 

han presentado valores de IC50 

que con NMDA. Como se ha planteado al inicio de este apartado, es de 

esperar que los compuestos derivados de memantina y 

evaluados actúen como antagonistas de los receptore

en el lugar de unión para el Mg

que ciertos derivados presenten variaciones en el mecanismo de acción 

         ETC 0           

 !"#$ %#+(  Representación de un modelo en 3D de las estructuras de los 

compuestos que presentan un mayor aumento de la potencia como 

antagonistas de rNMDA con NMDA como agonista.
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La figura 4.73 muestra las estructuras 3D de estos compuestos en dos 

tipos de representaciones. Las dos imágenes de la derecha de cada 

compuesto nos muestran la posible ocupación espacial en su 

De este modo, un compuesto como LD49, que es mucho más potente 

con NMDA como agonista que con glutamato (unas 42 veces mayor, 

incluso más que memantina que aumenta unas 35 veces su potencia) 

podría ser un buen candidato para su posterior desarrollo. 

o deja de ser remarcable, que resultados obtenidos en nuestro 

laboratorio han presentado una relación IC50 glu/IC50 NMDA para el MK-

801 de 3.5, con un comportamiento muy distinto al de memantina. 

Contrariamente, algunos compuestos como LD74, RFP3, RFP8 y RFP11 

 menores con glutamato como agonista 

que con NMDA. Como se ha planteado al inicio de este apartado, es de 

esperar que los compuestos derivados de memantina y amantadina 

evaluados actúen como antagonistas de los receptores NMDA y se unan 

en el lugar de unión para el Mg
2+

 en el interior del canal, pero puede 

que ciertos derivados presenten variaciones en el mecanismo de acción 

            LD 49         LD 45 

Representación de un modelo en 3D de las estructuras de los 

compuestos que presentan un mayor aumento de la potencia como 

antagonistas de rNMDA con NMDA como agonista. 
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e incluso en su selectividad sobre los receptores glutamatérgicos, 

cabiendo la posibilidad que antagonicen otro subtipo de receptor. 

 

4.1.2.11  Estudios de la capacidad inhibidora de la MAO. 

Como se ha comentado con anterioridad en el apartado de materiales y 

métodos, a los compuestos que presentaban determinadas similitudes 

estructurales con inhibidores de la MAO, como selegilina, rasagilina e 

indantadol, se les ha realizado la evaluación de la capacidad de 

inhibición de la actividad de esta enzima en una preparación cruda 

mitocondrial de cerebro de ratón. 

Todos los compuestos seleccionados (LD126, LD127, LD128, LD131 Y 

%&(*-5! 678! 9:;<! =>7?@7;<9! 7! @87! A<8A=8BC7A:D8! ;=! (#EF! G@8B<! A<8!

9=?=H:?:87! A<I<! A<8BC<?! J<9:B:><! 7! @879! A<8A=8BC7A:<8=9! ;=! (EF! K!

(#EFL!

Se puede  observar en la figura 4.74 que en ninguno de los casos se ha 

obtenido una capacidad inhibidora cercana a la mostrada por selegilina, 

por lo que cabe descartar la actividad de estos compuestos como 

inhibidores frente a MAO-A o MAO-B. 

 

 

 

 

 

Fig. 4.74 Representación del porcentaje de inhibición de la 

actividad MAO de los compuestos seleccionados (LD 126, LD 127, 

LD 128, LD 131 y LD 132) y el compuesto de referencia, Selegilina. 
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Como se ha comentado con anterioridad, los compuestos escogidos 

para la evaluación de la actividad MAO tienen ciertas características 

estructurales comunes entre ellos y con ciertos compuestos con 

capacidad neuroprotectora. Estas características estructurales son un 

grupo propargilamina y/o un grupo aminoacetamida, como se muestra 

en los compuestos de referencia selegilina y rasagilina, e indantadol y 

N20C, respectivamente. En la figura 4.75 podemos ver las estructuras 

de estos cuatro compuestos. 

 

 

   

 

Además, tanto rasagilina como indantadol contienen en su estructura 

un grupo indano. En la figura 4.76 se muestran las estructuras de los 

compuestos evaluados en esta parte experimental. 

Los resultados obtenidos en la evaluación nos muestran que tener 

alguno o los dos grupos estructurales que contienen los compuestos de 

referencia, no es suficiente para que el compuesto tenga actividad 

inhibidora de la MAO. En ninguno de los casos evaluados se ha 

observado actividad inhibidora de la MAO. Así, parece que es necesario 

algún otro requerimiento estructural para que el compuesto sea activo. 

 

 !"#$%#&'  Representación de las estructuras de compuestos 

con actividad inhibidora sobre la MAO.  
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4.2 Experimentos realizados en cultivos de células hipocampales 

de ratón. 

Con la finalidad de determinar la idoneidad de este tipo de cultivos 

primarios para el screening farmacológico de antagonistas de rNMDA, 

se han llevado a cabo estudios de caracterización farmacológica con 

glutamato y NMDA en el modelo experimental de movilización de calcio 

con Fura-2. 

Los cultivos de células hipocampales se han sembrado en placas de 24 

pozos, y se consideran adecuadas para los experimentos después de 

unos 10-12 días  !" # $%&' En la figura 4.77 se muestra una imagen 

representativa de las neuronas en cultivo. 
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 !"#$%#&(  Representación de las Estructuras de los compuestos evaluados como 

inhibidores de la MAO.  
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Para su caracterización farmacológica, se han realizado curvas dosis-

respuesta acumulativas de los dos agonistas de referencia glutamato 

(Fig. 4.78) y NMDA (Fig. 4.79), siempre en presencia de glicina (10µM). 

 

 

 

 

 !"#$ %#&&$ Imágenes de células hipocampales de 

embriones de ratón de 18 días de gestación en 

placa de 24 pozos.    

   

 !"#$%#&)#$Gráfica en la que se representa el incremento de la [Ca
2+

]i inducido 

por concentraciones acumulativas de glutamato en presencia de glicina. 
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Para evaluar la presencia de receptores que incrementaran la [Ca
2+

]i a 

través de receptores no NMDA, se evaluó el efecto de glutamato 

(100µM) tras la adición de una concentración de 100µM de NMDA. 

Como puede observarse en la figura 4.80, se obtiene un importante 

 !"#$%#&*  Gráfica en la que se representa el incremento de la [Ca
2+

]i inducido por 

concentraciones acumulativas de NMDA en presencia de glicina. 
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 !"#$%#)+ Gráfica en la que se representa el incremento de la [Ca
2+

]i inducido 

inicialmente por NMDA y posteriormente por glutamato, en presencia de 

glicina.    
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incremento en la [Ca

2+
]i, lo que indica la presencia de una importante 

población de receptores glutamatérgicos no-NMDA. 

Para determinar la participación de cada tipo de receptor 

glutamatérgico en el incremento de la [Ca
2+

]i inducido por glutamato en 

presencia de glicina, se evaluó el efecto de dos antagonistas 

glutamatérgicos. Después de la inducción del incremento del calcio 

intracelular por glutamato (100µM)  y glicina (10µM), se adicionó MK-

801, antagonista de los rNMDA, y/o MCPG, antagonista de los 

receptores metabotrópicos de glutamato. 

En la figura 4.81 se puede observar el efecto sobre la [Ca
2+

]i de dos 

adiciones de MK-801 (100µM y 150µM, mientras en la figura 4.82 se 

puede observar el efecto de la adición de 100µM de MK-801 seguida de 

otra adición de MCPG (500µM). 

 

 

 

 

 

 !"#$%#), Gráfica en la que se representa el incremento de la [Ca
2+

]i inducido 

glutamato y el efecto de la adición de MK-801, en presencia de glicina.    
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Puesto que el MCPG no inhibió totalmente la entrada de calcio inducida 

por glutamato tras la adición de MK-801, se considera que la 

contribución de receptores ionotrópicos no-NMDA en este sustrato 

biológico seria entre el 15-20% de la señal total. 

Globalmente, si bien este tipo de cultivos podrían ser útiles para la 

terminación de actividad sobre diferentes subtipos glutamatérgicos, la 

mayor complejidad en su preparación y mantenimiento dificultan su 

utilización en este tipo de experimentos. 

 

4.3  Experimentos realizados en cultivos de células corticales de rata. 

Los cultivos de células corticales también se han sembrado en placas de 

24 pozos. En la figura 4.83 se muestra una imagen representativa de 

estas células en cultivos.  

 

 !"#$%#)-$  Gráfica en la que se representa el incremento de la [Ca
2+

]i inducido 

glutamato y el efecto de la adición de MK-801 y MCPG, en presencia de glicina.    
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Con la finalidad también de caracterizar farmacológicamente este tipo 

de cultivo primario se han llevado a cabo diferentes experimentos. 

Se ha realizado una curva acumulativa dosis-respuesta de glutamato 

con la adición de concentraciones crecientes de este agonista, como se 

muestra en la figura 4.84. 

 

 !"#$ %#)%$Gráfica en la que se representa el incremento de la [Ca
2+

]i inducido 

concentraciones crecientes de glutamato, en presencia de glicina.  
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 !"#$%#). Imágenes de células corticales de embriones de 

rata de 18 días de gestación,  en placa de 24 pozos.    
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Para determinar la contribución de los diferentes subtipos de 

receptores glutamatérgicos se ha evaluado el efecto del agonista 

glutamato después de una adición de NMDA, en presencia de glicina. En 

la figura 4.85 se puede observar la inducción del incremento de la 

[Ca
2+

]i inicialmente por NMDA y a continuación por glutamato. 

También se ha evaluado el efecto de diferentes antagonistas 

glutamatérgicos como memantina y MK-801 (antagonistas de rNMDA), 

MCPG (antagonista de receptores metabotrópicos) y CNQX (antagonista 

de rAMPA/Kainato). En la figura 4.86 se pueden observar los efectos de 

la adición de estos antagonistas después de la inducción del incremento 

de la [Ca
2+

]i por glutamato. 

 

 

Curiosamente, parte del incremento en la [Ca
2+

]i inducida por 

glutamato no es sensible al bloqueo con antagonistas glutamatérgicos 

específicos. Es posible que la despolarización neuronal permita la 

apertura de canales de calcio dependientes de voltaje, si bien este 

último aspecto no se ha investigado con más profundidad. Al igual a lo 

constatado con los cultivos de neuronas hipocampales, los cultivos de 

 !"#$ %#)'$Gráfica en la que se representa el incremento de la [Ca
2+

]i inducido 

inicialmente por NMDA y posteriormente por glutamato, en presencia de 

glicina.    

gly 

10µM 

glu 

100µM 

NMDA 

100µM 
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neuronas corticales no parecen ser tan idóneos como los de neuronas 

granulares de cerebelo para el ()%**! !+ de antagonistas 

glutamatérgicos. 

 

 

 

4.4 Experimentos realizados con la línea celular SH-SY5Y de 

neuroblastoma humano. 

 

 

 

 

 

 

 !"#$%#)($Gráfica en la que se representa el incremento de la [Ca
2+

]i inducido por 

glutamato y el efecto de la adición de diferentes agonistas glutamatérgicos, en 

presencia de glicina.    
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10µM 

glu 

100µM 

mem 

100µM 
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100µM 

MCPG 

100µM 

CNQX 

100µM 

 !"#$%#)&  Células de la línea SH-SY5Y de neuroblastoma humano en el segundo 

DIV, sin diferenciar (izq.) y después del estímulo de diferenciación (dcha.) (ácido 

retinoico 10µM).    
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Como se puede ver en las figuras 4.87, identificar la diferenciación a 

nivel morfológico no ha sido demasiado evidente. Además, los 

experimentos para caracterizar farmacológicamente esta línea celular 

no han resultado exitosos. 

En la figura 4.88 se puede observar la falta de efecto tras la adición de 

glutamato 100µM en presencia de glicina (10µM). 

 

 

Estas células han presentados más dificultades de las esperadas y los 

resultados han sido menos exitosos. No se ha conseguido una respuesta 

estable y satisfactoria ante la exposición a NMDA o glutamato en 

presencia de glicina. 

Si bien el ácido retinoico es la sustancia más utilizada en la bibliografía 

para la diferenciación de las células de esta línea, es posible que puedan 

obtenerse mejores resultados con NGF u otros agentes. Así mismo, la 

dilucidación de este aspecto se escapa de los objetivos planteados.  

 

 !"#$%#)) Gráfica en la que se representa el incremento de la [Ca
2+

]i inducido por 

glutamato, en presencia de glicina.  
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4.5 Experimentos realizados con la línea celular STHdh de células 

estriatales. 

Este tipo celular (Fig. 4.89) poseen una característica particular en su 

manipulación y mantenimiento que puede influir en factores como la 

fluidez de las membranas, puesto que deben mantenerse a una 

temperatura de cultivo de 33ºC. 

 

Las células de esta línea han presentado problemas en la captación de 

fura-2 dificultando la realización de los diferentes experimentos para su 

caracterización farmacológica. 

Aún así, en condiciones específicas (4h de incubación a 33ºC), pero no 

de una manera sistemática, se ha producido una buena carga del 

fluorocromo y se ha realizado algún experimento. 

En la figura 4.90 se puede observar la falta de efecto después de la 

adición de agonistas como NMDA y glutamato. Solo se observa 

incremento de la [Ca
2+

]i después de adicionar ionomicina (40µM), un 

ionóforo de calcio que facilita la entrada de Ca
2+

 al crear un entorno 

lipídico que permite el paso del ion por la membrana citoplasmática. 

Con estas células se han presentado problemas ya en la carga de fura-2. 

Posiblemente, el hecho que estos cultivos se mantengan a una 

 !"#$%#)*  Células  de la línea STHdh en los primeros DIV en frasco de cultivo.  
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temperatura de 33C puede tener alguna influencia en la fluidez de la 

membrana, dificultando la entrada del fluorocromo al interior celular.  

 

 

 

En general las líneas celulares han presentado peor fiabilidad por su 

falta de estabilidad y repetitividad en estos experimentos que los 

cultivos primarios. 

Éstos han presentado mejores resultados con una mayor robustez y 

estabilidad de respuesta en los experimentos de movilización de calcio 

intracelular. Los tres tipos de cultivos responden a los agonistas de 

referencia usados con una respuesta estable. No obstante, los que han 

mostrado mejores características y una elevada repetitividad en la 

respuesta, son los cultivos primarios de células granulares de cerebelo 

de rata. Por ello, se propone su uso como sustrato biológico de 

referencia para la determinación de la actividad antagonista sobre los 

rNMDA. 

gly 

10µM 

glu 

100µM 

NMDA 

100µM 

Ionomicina 

40µM 

 !"#$%#*+  Gráfica en la que se representa el incremento de la [Ca
2+

]i inducido 

primero por NMDA y después por glutamato, en presencia de glicina. Seguido 

de la adición de ionomicina. 
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4.6 Estudios de la toxicidad aguda de ciertos compuestos AK /0$

1!23. 

Como se ha comentado en el apartado de materiales y métodos, para 

este estudio de toxicidad aguda in vivo se han escogido tres 

compuestos del grupo de compuestos del Dr. Kolocouris: AK2, AK3 y 

AK10, aparte del compuesto de referencia amantadina. 

Esta prueba se ha realizado con animales machos y hembras después 

de una administración aguda intraperitoneal de tres dosis distintas 

(30mg/kg, 100mg/kg y 300mg/kg) de cada compuesto (Amantadina, 

AK2, AK3 y AK10). Cada dosis se ha evaluado con un mínimo de tres 

animales y a tres tiempos distintos cada animal (a los 30 minutos de la 

administración, a la hora y a las 2h). 

Cuando en la dosis anterior se ha observado un 100% de mortalidad, no 

se ha realizado la prueba. 

Supervivencia en las pruebas de toxicidad aguda de los compuestos AK 

seleccionados, a las distintas dosis. 

DOSIS (mg/kg) Amantadina AK-2 AK-3 AK-10 

 Macho Macho Hembra Macho 

30 Hembra Hembra Macho Hembra 

 Hembra Hembra Macho Macho 

 Macho   Macho 

 Macho Macho Macho Macho 

100 Macho Hembra Macho Hembra 

 Hembra Macho Hembra Macho 

   Macho Macho 

    Macho 

 Macho  Macho Hembra 

300 Macho  Macho Macho 

 Hembra  Hembra Macho 

 

 

45675$%#-+$Tabla de supervivencia de los animales a las distintas 

dosis. En verde se muestran los animales que han sobrevivido a la 

dosis aguda y en rojo los animales que han muerto después de la 

administración aguda de la dosis correspondiente del fármaco.  
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Se puede ver en la tabla 4.20 como el compuesto AK10 es el que ha 

presentado mejor toxicidad, mejorando los resultados de amantadina. 

AK2 y AK3 en cambio, han mostrado una toxicidad mayor, en los dos 

casos, que amantadina. AK2 presenta una mortalidad del 100% a la 

dosis de 100 mg/kg, mientras que AK3 a la misma dosis presenta una 

mortalidad del 50%. 

Posteriormente y si el animal sobrevivió, se llevó a cabo la batería de 

observación funcional (FOB) para cada uno de ellos, como acercamiento 

inicial al estudio neurotoxicológico 

En general, el efecto máximo del compuesto administrado se observa a 

los 30 minutos de la administración por vía intra-peritoneal. Esto indica 

una rápida absorción y distribución del compuesto. En los casos en los 

que se produjo la muerte del animal, también lo hicieron a los pocos 

minutos de la administración de los fármacos. 

Como se comentó en el apartado anterior, este estudio permite evaluar 

la actividad y excitabilidad del sistema nervioso central, efectos 

neuromusculares y autónomos, y la reactividad sensorial y motora (Sills 

y cols., 2000; Fuentes y cols., 2007). En este caso nos centraremos en 

los estados de actividad y excitabilidad del sistema nervioso central, y 

para ello seleccionamos los ítems correspondientes. El resto de 

parámetros evaluados (como la posición inicial, salivación, lagrimeo, 

piloerección, acicalamiento u otros), no mostraron variaciones 

relevantes. 

Según algunos autores, el grado de alerta o vigilancia y los 

levantamientos se asocian con la actividad del sistema nervioso central, 

mientras otros ítems como los movimientos tónicos y clónicos, la 

respuesta inicial y la reacción en mano se relacionan con la excitabilidad 

del sistema nervioso central (Sills y cols., 2000; Golub y cols., 2004). 

En las gráficas siguientes se pueden ver representados los ítems 

comentados anteriormente (estado de alerta, levantamientos, 

movimientos tónicos y clónicos, reacción en mano y respuesta inicial), 

para cada dosis evaluada. 
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En el caso de amantadina 30 mg/kg, se observa una disminución de los 

distintos ítems valorados, y en concreto de los factores relacionados 

con la actividad del SNC, como son los levantamientos y el estado de 

alerta (Fig. 4.91). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En la dosis inmediatamente superior de amantadina (100mg/kg), se ven 

afectados más factores pero sin una tendencia clara a una mayor o 

menor actividad y excitabilidad del SNC. Por otro lado, se han 

presentado temblores moderados o estremecimientos (Fig. 4.92). 

 !"#$%#*,$Gráfica con la representación de los ítems relacionados 

con la actividad y excitabilidad del sistema nervioso central con 

una dosis de 30 mg/kg de amantadina. 
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En el caso del compuesto AK2 solo se pudo evaluar la dosis más baja, 

obteniéndose una disminución de los factores indicadores de actividad, 

mientras que los relacionados con la excitabilidad  no presentan una 

tendencia clara (Fig. 4.93). 

En algunos casos los animales han presentado alteraciones en el andar 

como hacerlo de puntillas o arrastrando las patas posteriores, y algunos 

temblores y arqueamientos corporales leves. 

 

 !"#$%#*-$Gráfica con la representación de los ítems relacionados 

con la actividad y excitabilidad del sistema nervioso central con 

una dosis de 100 mg/kg de amantadina. 
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El compuesto AK3 a la dosis más baja presenta un aumento de los ítems 

relacionados con la actividad, y una disminución en tres de los cuatro 

relacionados con la excitabilidad (Fig.4.94). En este caso también se han 

 !"#$%#*.  Gráfica con la representación de los ítems relacionados 

con la actividad y excitabilidad del sistema nervioso central con 

una dosis de 30 mg/kg del compuesto AK2. 

 !"#$%#*%  Gráfica con la representación de los ítems relacionados 

con la actividad y excitabilidad del sistema nervioso central con 

una dosis de 30 mg/kg del compuesto AK3. 
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observado ciertas alteraciones menos pronunciadas, como arrastrar las 

patas posteriores al andar y en algunos casos temblores suaves. 

En la dosis de 100 mg/kg el compuesto AK3 presenta una alteración 

general de los distintos ítems valorados (Fig. 4.95). Además de los ítems 

mostrados en la gráfica, se han visto alteraciones más importantes 

como temblores y convulsiones moderadas, vaivén excesivo al andar, 

dificultades en la movilidad e incoordinación motora. 

 

 

 

 

El último compuesto presentado es el AK10. A la dosis menor presenta 

una disminución en el estado de alerta y los levantamientos, 

relacionados con la actividad del SNC. La respuesta inicial, la reacción 

en mano y los movimientos clónicos, relacionados con la excitabilidad 

del SNC, muestran un ligero aumento (Fig. 4.96). También han 

presentado ligeras alteraciones en la movilidad como arrastrar las patas 

posteriores o andar de puntillas y algunos temblores suaves. 
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 !"#$%#*'  Gráfica con la representación de los ítems relacionados 

con la actividad y excitabilidad del sistema nervioso central con 

una dosis de 100 mg/kg del compuesto AK3. 
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 !"#$%#*(  Gráfica con la representación de los ítems relacionados 

con la actividad y excitabilidad del sistema nervioso central con 

una dosis de 30 mg/kg del compuesto AK10. 

 !"#$%#*&  Gráfica con la representación de los ítems relacionados 

con la actividad y excitabilidad del sistema nervioso central con 

una dosis de 100 mg/kg del compuesto AK10. 
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A la concentración siguiente, los efectos sobre los factores relacionados 

con la actividad del SNC se mantienen, y se suavizan los relacionados 

con la excitabilidad (Fig. 4.97). Con esta dosis también se han 

presentado ligeras alteraciones sobretodo en el andar como hacerlo en 

posición encorvada, de puntillas o arrastrando las patas traseras y 

temblores con alguna sacudida. 

En el caso de la dosis mayor de este compuesto, continúan disminuidos 

los ítems relacionados con la actividad (levantamiento y estado de 

alerta), mientras los relacionados con la excitabilidad se ven alterados 

irregularmente (Fig. 4.98). También se han visto alterados otros 

factores como el andar (arqueado o de puntillas), ciertas dificultades en 

la movilidad y equilibrio en los levantamientos, movimientos repetitivos 

de cabeza y sacudidas. 

 

   

 

 

A modo de resumen, los compuestos AK2 y AK3 han presentado una 

toxicidad mayor que el compuesto de referencia y los tres presentan 
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 !"#$%#*)  Gráfica con la representación de los ítems relacionados 

con la actividad y excitabilidad del sistema nervioso central con 

una dosis de 300 mg/kg del compuesto AK10. 

UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI 
EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTAGONISTA GLUTAMATÉRGICA Y NEUROPROTECTORA DE NUEVOS COMPUESTOS POLICÍCLICOS 
Marta López Querol 



URV 

Resultados y discusión 

203 

 
ligeras alteraciones a la menor dosis probada, mientras que a la dosis 

de 100 mg/kg ya presentan alteraciones más generalizadas a nivel de 

tono muscular y equilibrio, aparte de los comentados previamente a 

nivel de actividad y excitabilidad de sistema nervioso central. 

El compuesto AK10 es el que ha presentado menor toxicidad, con unos 

niveles menores de toxicidad aguda. Aún así, a las dosis mayores 

también se muestran alteraciones a nivel de tono muscular.  

Estos tres compuestos se escogieron principalmente por su actividad 

antivírica (determinada previamente en el laboratorio del Dr. De Clercq, 

en Bélgica) y por su escasa capacidad como antagonistas sobre los 

receptores glutamatérgicos por lo que se juzgó adecuado realizar un 

estudio más detallado de su perfil toxicológico. 

En cuanto a las dosis usadas, Kornhuber y colaboradores, usaban 50-

100 mg/kg de amantadina en ratas para obtener cambios conductuales 

(Kornhuber y cols., 1995). Cabe hacer notar que en humanos, la dosis 

habitual de amantadina es de unos 100-400mg/kg. 

La toxicidad parece aumentar desde AK10<Amantadina<AK2 y AK3. Si 

observamos los valores de IC50 presentados por los mismos 

compuestos, se observa que siguen el mismo orden que la toxicidad 

cuando se usa glutamato y NMDA como agonistas en los experimentos 

de la valoración de la actividad antagonista de los rNMDA. 

Como se observa en la tabla, los compuestos AK2 y AK3 son los más 

potentes usando NMDA/glutamato como agonistas, más potentes 

incluso que amantadina y son también los que presentan mayor 

toxicidad. 

Tanto AK2 como AK3 presentan mayor toxicidad que amantadina, pero 

AK2 ha presentado una mortalidad del 100% a la dosis de 100mg/kg, 

mientras que AK3 ha presentado una mortalidad del 50%. Este 

comportamiento parece que se refleja en los valores de IC50  con 

glutamato como agonista. 
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 AK10 (µM) Amantadina AK2 AK3 

IC50 (Glu.) >500 337,1 257,8 314,0 

IC50 (NMDA) >500 74,6 61,2 50,6 

 

 

 

El compuesto que presenta mayor actividad antagonista de los rNMDA 

con NMDA como agonista, AK3, es el único que parece mostrar un 

aumento de la actividad del SNC a dosis más bajas (30mg/kg). Por otro 

lado, los tres compuestos más activos como antagonistas rNMDA, 

presentan una alteración general de los distintos ítems valorados, 

además de alteraciones en el tono muscular, la movilidad o el 

equilibrio. 

Cabe destacar que la toxicidad presentada por el compuesto de 

referencia, amantadina, ha sido mayor de la esperada, ya que los 

valores de DL50 referenciados en la bibliografía son de 700mg/kg en 

ratones y 1275mg/kg en ratas, por vía oral (Vernjer y cols., 1969; The 

Merck Índex, Ed. 14). Una de las posibles razones por las que se 

produce una mayor toxicidad puede estar relacionada con la vía de 

administración puesto que en los experimentos in vivo de esta tesis la 

administración se ha realizado por vía intraperitoneal. Se tomó la 

decisión de utilizar esta vía de administración dado el desconocimiento 

de la farmacocinética y la farmacodinamia de los demás compuestos 

evaluados. No obstante, la cepa utilizada puede también haber influido 

en este fenómeno.  

 

45675$%#-,$Valores de las concentraciones inhibitorias 50 con glutamato 

o NMDA como agonistas de los compuestos usados en el estudio de 

toxicidad  !", #&'  
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1. El glutamato y el agonista específico NMDA son capaces de incrementar los 

niveles de calcio intracelular en cultivos de células granulares de cerebelo 

de rata de forma dependiente de la concentración. Se han definido sus 

valores de EC50 a través de un análisis no lineal de los datos. 

2. Se ha definido la potencia de una serie de 127 compuestos de nueva síntesis 

como antagonistas glutamatérgicos, después de haber definido la potencia 

de memantina y amantadina como antagonistas de referencia del 

incremento de la [Ca
2+

]i inducido por glutamato o por el agonista específico 

NMDA. 

3. Se ha determinado el efecto neuroprotector de un grupo seleccionado de 

los compuestos de estudio en un modelo de neurodegeneración  !"# $%&' 

4. Ni la reducción de dos átomos de carbono del núcleo central ni la 

alquilación de la amina que presentan los compuestos de estructura 

bisnoradamantilamina favorecen la potencia de estos compuestos, respecto 

a los compuestos de referencia. Tampoco favorece su potencia la reducción 

de 1 átomo de carbono del núcleo central en los compuestos con estructura 

noradamantilamina.  

5. La presencia de un radical etilo en el C-3 de los compuestos con estructura 

oxadamantilamina parece ser necesaria para su actividad, pero la 

sustitución de un átomo de carbono del núcleo central por un átomo de 

oxígeno no es suficiente para mejorar sustancialmente la potencia en estos 

compuestos. No obstante, la presencia de un átomo de oxígeno en la 

estructura benzohomooxadamantano parece ser una característica que 

favorece el antagonismo sobre el rNMDA, ya que en general sus potencias 

son mayores que los compuestos con estructura benzohomo-

nordamantano. 

6. Se demuestra que estructuras no estrictamente relacionadas con los 

aminoadamantanos (benzohomooxadamantanos, benzohomonor-
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adamantanos y pentaciclos) son capaces de actuar como antagonistas del 

rNMDA. 

7. La presencia de dos sustituyentes en el carbono contiguo al carbono que 

soporta la amina en los adamantanos no favorece a la potencia de éstos en 

comparación a memantina. 

8. La alquilación de las aminas parece favorecer a los compuestos que 

presentan un átomo de oxígeno en el núcleo central como los 

oxadamantanos y los benzohomoxadamantanos, mientras que parece 

desfavorecer al resto de compuestos. 

9. Las aminas parecen presentar mayor potencia que las metilaminas 

equivalentes en los compuestos con estructuras bisnoradamantano y 

noradamantano, mientras que en las aminas pentacíclicas ocurre lo 

contrario. 

10. Por lo que se refiere a la serie de compuestos con estructura adamantano 

sintetizados por el Dr. Kolocouris (compuestos AK), se descarta que posean 

una apreciable actividad sobre la neurotransmisión glutamatérgica. 

Además, la sustitución de la amina por un hidroxilo (-OH) asegura la falta de 

actividad de estos compuestos a este nivel. 

11. Los compuestos con estructura relacionada con rincofilina cedidos por la 

Dra. Escolano de la Universidad de Barcelona no han presentado actividad 

antagonista sobre los receptores NMDA. 

12. Se propone el modelo de estudio cultivo primario de células granulares de 

cerebelo como sustrato biológico idóneo para el screening de fármacos 

antagonistas sobre rNMDA. En cambio, las líneas celulares estudiadas no 

han demostrado, según los resultados obtenidos en la presente tesis, ser un 

modelo biológico aceptable para el estudio de fármacos antagonistas sobre 

el rNMDA. 

13. La presencia de grupos aminoacetamido y/o propargilamino no parece ser 

suficiente para otorgar actividad inhibidora sobre la monoamino oxidasa a 

estos compuestos. 
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14. La toxicidad presentada  !"# #& por los compuestos AK se corresponde con 

sus valores de IC50 con NMDA como agonista. Los compuestos con IC50 

menores han presentado mayor toxicidad. 
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ANEXOS 

 

I. Estructura de todos los compuestos usados en este trabajo. 

A. Aminas bisnoradamantánicas. 
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B. Aminas noradamantánicas. 
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C. Aminas oxadamantánicas. 
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D. Aminas benzohomooxadamantanos. 
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E. Aminas pentacíclicas. 
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F. Aminas benzohomonoradamantánicas. 
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G. Aminas adamantánicas. Compuestos RFP. 
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H. Aminas adamantánicas. Compuestos AK. 
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J. Compuestos derivados de rincofilina. 
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II. Descripción de los ítems de la Batería de Observación Funcional (FOB, del 

inglés) y sus valoraciones. 

 

A. Observación del ratón en la jaula (1 minuto).  

Durante la observación, mantenerse a uno o dos pasos de la jaula. 

 

CONDICIÓN PUNTUACIÓN DESCRIPCIÓN 

Posición 

Inicial 

1 Normal, sentado o de pie 

2 Acurrucado, tumbado 

3 Ligero balanceo 

4 Balanceo exagerado 

5 Tumbado en exceso 

6 Tumbado de lado, patas hacia arriba 

Excitación, 

estado de 

vigilancia 

1 Muy baja (coma, estupor) 

2 Baja (inactivo con movimiento leve) 

3 
Ligeramente baja (exploración con 

momentos de inactividad) 

4 
Normal (alerta, movimientos de 

exploración) 

5 
Ligeramente alta(tenso, excitado, 

temblores espontaneos) 

6 
Muy alta (hiper-alerta, muy excitado, 

movimientos súbitos) 

 

 

 

B. Observación del ratón en la mano (30 segundos). 

Destapar la jaula, coger el animal por la cola y ponerlo en la palma de la mano. 

Observar. En el caso de presentar piloerección, se tiene que pasar la mano por 

encima para aplanar el pelo, sólo si se mantiene la pilo-erección se puntúa como 

tal. 
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CONDICIÓN PUNTUACIÓN DESCRIPCIÓN 

Respuesta inicial 1 Muy fácil, letárgico, no 

reacciona 

2 Fácil, normal 

3 Moderadamente difícil 

4 Bastante difícil 

5 Difícil 

Reacción en mano 1 Baja, fácil de manipular 

2 Moderadamente baja 

3 Moderadamente alta 

4 Alta (trepa, intenta morder) 

Salivación 1 Ausente 

2 Ligera 

3 Intensa 

Lagrimeo 1 Ausente  

2 Ligera 

3 Intensa 

Pilo-erección 0 Ausente 

+ Presente 

Sub/sobre-

limpieza 

(grooming) 

0 Ausente 

+ Presente 

Parpadeo 1 Ojos abiertos 

2 Párpados ligeramente caídos 

3 Párpados medio cerrados 

4 Ojos cerrados 

 

 

 

 

C. Observación en campo abierto (2 minutos). 

La observación durará 10 minutos y durante los dos primeros se anotarán los 

levantamientos, acicalamientos y otros comportamientos indicativos de toxicidad. 
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CONDICIÓN PUNTUACIÓN DESCRIPCIÓN 

Marcha 1 Caminar normal 

2 Ataxia, Balanceo excesivo 

3 Arrastrar las patas traseras 

4 Pisadas muy marcadas 

5 Incapaz de soportar su propio peso 

6 De puntillas 

7 Posición corporal encorvada 

8 Arrastrar el cuerpo por la 

superficie 

Anormalidades 

en la marcha 

1 Normal 

2 Ligeramente anormal 

3 Moderadamente anormal 

4 Severamente anormal 

Movilidad 1 Normal 

2 Ligeramente alterada 

3 Bastante alterada 

4 Totalmente alterada  

Excitación, 

estado de 

vigilancia 

1 Muy poca; coma, estupor 

2 Poca; algún movimiento de cabeza 

o cuerpo 

3 Un poco baja; alguna exploración 

con momentos inmóviles 

4 Normal; alerta, movimientos de 

exploración 

5 Un poco alta; tenso, excitado 

6 Muy elevada; hiperalerta, 

movimientos súbitos 

Movimientos  

Clónicos 

involuntarios 

1 Normal 

2 Temblores suaves, escalofríos 

3 Movimientos repetitivos de boca y 

mandíbula 

4 Temblores moderados 

5 Temblores severos 

6 Sacudirse 

7 Sacudirse clónicamente, 
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espasmódicamente 

8 Convulsiones espasmódicas 

Movimientos  

Tónicos 

involuntarios 

1 Normal 

2 Contracción de los extensores; 

extremidades posteriores rígidas y 

estiradas 

3 "Opistótonos"; arqueo de la 

espalda con la cabeza hacia atrás 

4 "Emprostótonos"; arqueo del 

cuerpo hacia abajo  

5 Saltos explosivos 

6 Convulsiones severas 

clónicas/tónicas que resultan en 

muerte 

Posición cola 1 Arrastrada por la superficie 

2 Rígida, sobre la superficie 

3 Rígida, en el aire 

Vocalizaciones 0 Ausencia 

+ Presencia, vocalizaciones 

espontaneas 

Defecaciones 0 Ausencia 

+ Presencia, contarlas 

Orinas 0 Ausencia 

 + Presencia, contarlas 
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D. Observación de la respuesta a las manipulaciones. 

Para esta última parte se necesitará un objeto alargado, un click auditivo y una red 

para escalar. 

 

CONDICIÓN PUNTUACIÓN DESCRIPCIÓN 

  1 No reacciona 

Respuesta  2 Acercamiento lento, se gira 

Acercamiento 3 Se queda "congelado" 

  4 Respuesta más activa que 2 o 3 

  5 Respuesta exagerada; saltos, 

ataques, mordidas 

  1 No reacciona 

Respuesta  2 Acercamiento lento, se gira 

Contacto 3 Se queda "congelado" 

  4 Respuesta más activa que 2 o 3 

  5 Respuesta exagerada; saltos, 

ataques, mordidas 

  1 No reacciona 

Respuesta 2 Acercamiento lento, se gira 

Estímulo 3 Se queda "congelado" 

Auditivo 4 Respuesta más activa que 2 o 3 

  5 Respuesta exagerada; saltos, 

ataques, mordidas 

Capacidad 1 Cae o se mantiene en la base 

Escalada  2 Se gira hacia la base, no sube 

Invertida 3 Sube hasta arriba 

 1 Normal; se gira rápidamente 

Media  2 Se gira, pero más lentamente 

Vuelta 3 Muy lentamente 
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III. Modelo para la toma de datos en los experimentos  !"#$%&'"

       OBS.  

Batería de observación funcional ( del inglés, FOB)  DIA  

       SEXO  

       ANI.  

       FAR.  

EN JAULA (1 minuto)      DOSI  

         

 30' 1h 2h  OBSERVACIÓN A CAMPO ABIERTO (2 minutos) 

Postura inicial 1-6         

Excitación 1-6      30' 1h 2h 

“Groomings”     Caminar    

Comidas/Bebidas     Caminar Anormal    

Levantamientos     Movilidad    

“Climbing”     Excitación    

Estereotipias     Movimientos Tónicos    

     Movimientos Clónicos    

     Levantamientos    

EN MANO (30 segundos)   “Groomings”    

     Vocalizaciones    

 30' 1h 2h  Micciones    

Respuesta inicial     Defecaciones    

Reacción en mano     Posición  de cola    

Salivación     Estereotipias    

Lacrimación         

Piloerección         

“Fur/over grooming”     MANIPULACIÓN    

Ojos cerrados         

      30' 1h 2h 

COMENTARIOS/OBSERVACIONES  Respuesta acercamiento    

     Respuesta contacto    

     Respuesta auditiva    

     Escalada    

     Velocidad de giro    

     Peso    
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IV. Artículos derivados de esta Tesis. 

Artículo 1 
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Las enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por la pérdida de 

poblaciones específicas de neuronas. Este proceso es multifactorial, y 

en él interviene la excitotoxicidad, que se debe a una disfunción en la 

neurotransmisión glutamatérgica que produce una acumulación de 

glutamato en el espacio sináptico. Eso conlleva una activación 

prolongada de los receptores glutamatérgicos que permite una entrada 

masiva de calcio al interior de la neurona, que finalmente causará la 

muerte celular. Este influjo de calcio esta mediado principalmente por 

receptores  ionotrópicos de glutamato tipo NMDA que se caracterizan 

por una elevada permeabilidad a iones calcio y una cinética de 

activación lenta. Por eso, los antagonistas sobre receptores NMDA son 

una estrategia interesante para hacer frente a este tipo de trastornos 

de incidencia social y económica creciente en los últimos años.  

En este trabajo se han caracterizado la actividad antagonista sobre 

receptores NMDA de diversos compuestos de nueva síntesis, así como 

su capacidad neuroprotectora en cultivos de neuronas granulares de 

cerebelo de rata.  

Debido a la similitud estructural de algunos de los compuestos 

evaluados con rasagilina, selegilina u otros inhibidores de la enzima 

monoaminooxidasa, se ha evaluado también este tipo de actividad 

farmacológica en una selección de los mismos. 

Finalmente, se han llevado a cabo estudios de toxicidad aguda en 

algunos compuestos adamantánicos con la finalidad de establecer su 

perfil de seguridad para un posterior uso como antivíricos. 

Todo ello ha permitido definir de manera más precisa el perfil de 

actividad de 127 compuestos investigacionales y establecer la 

posibilidad para un futuro desarrollo que permita la comercialización de 

nuevos fármacos neuroprotectores que puedan ser de ayuda en el 

tratamiento de las enfermedades neurodegenerativas, que requieren 

urgentemente de nuevas herramientas para su abordaje terapéutico. 
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