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Introduccio

1. NEUROFISIOLOGIA DEL SON

El son és un estat fisiologic immediatament reversible, en el qual hi ha una disminucié de
I’activitat motora 1 una menor resposta i interaccié amb I’entorn (Bear, 2007). Els humans
dormim aproximadament una tercera part de les nostres vides. També dormen la resta dels
mamifers, les aus 1 els reptils encara que la durada i la forma del son varia molt

filogeneticament (Squiere, 2003).

Donat que els animals sén vulnerables quan dormen, el son ha de tenir algun avantatge
evolutiu perqué aquest comportament s hagi conservat. De les funcions que se li atribueixen,
destaquen la restauradora i la de conservacid de 1’energia, recuperant els nivells encefalics de
glicogen que disminueixen durant la vigilia 1 disminuint la temperatura corporal i el consum
d’oxigen. A nivell adaptatiu, als humans 1 als altres animals diiirns, molt dependents de la
informaci6 visual tant per buscar aliments com per evitar depredadors, el son els obligaria a
amagar-se quan son més vulnerables (Purves, 2008). Altres funcions atribuides al son serien
ajudar a la maduracid nerviosa en els nadons i consolidar 1’aprenentatge i la memoria en els

adults (Kandel, 2001).

Independentment de la rad per la qual dormim, en els mamifers és evident que la seva funcio
¢s critica per a la supervivencia. La privacié prolongada del son pot causar problemes
psiquics 1 fisiologics greus. Les rates privades de son perden pes malgrat incrementar la
ingesta d’aliment, deixen de regular progressivament la temperatura corporal i acaben morint
al cap de 2-3 setmanes. En humans la mancanga de son provoca un deteriorament de la
memoria i una reduccid de les capacitats cognitives, arribant a generar canvis d’estat d’anim 1
al-lucinacions si persisteix. En pacients amb la malaltia genetica anomenada insomni familiar

fatal, es produeix la mort a les poques setmanes d’haver-se iniciat I’insomni (Purves, 2008).
2. FASES DEL SON

L’estudi de D’activitat cortical mitjancant 1’electroencefalografia (EEG), va evidenciar la
presencia de diferents fases del son que s’alternen durant la nit en cicles d’aproximadament
90 minuts (Figura 1). Aquestes fases son: 'nREM (de 1’anglés non-rapid eye movement)
també anomenada son sincronitzat 1 la REM (de 1’anglés rapid eye movement) o fase del son

desincronitzada (Fuller, 2006).
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Habitualment el son en els humans s’inicia amb la fase nREM en la qual 1’activitat neuronal
¢s escassa 1 la temperatura cerebral, la freqiiéncia cardiaca i la pressio arterial disminueixen.
En funcié de la freqiiencia 1 amplitud de les ones registrades a I’EEG el son nREM es

subdivideix alhora en quatre fases:

= La fase I, representa la transici6 de la vigilia a I’inici del son i sol durar pocs minuts.
Es caracteritza per la preséncia d’ones theta de baixa freqiiéncia i de major amplitud

que les ones beta que s’observen a la vigilia.

= A mesura que s’aprofundeix en el son es passa a la fase II, en la qual la disminuci6 de
la freqtiencia 1 I’augment d’amplitud de les ones €s major que 1’observada en la fase I 1

s’alterna amb grups d’ones d’alta freqiiéncia anomenats complexes K i fusos del son.

* Finalment les fases III i IV (també conegudes com a son d’ones lentes o SWS de
I’angles slow wave sleep) presenten ones delta de molt baixa freqiiencia 1 gran
amplitud. A la fase IV I’activitat d’aquestes ones incrementa i domina practicament el
registre EEG. El son d’ones lentes es considera 1’estadi més profund del son, donat
que és molt dificil despertar una persona en aquesta fase. Un cop finalitzada aquesta

etapa, les fases del son s’inverteixen abans d’iniciar el son REM.

Fase

Temps (min)

Figura 1. Registres de ’EEG durant la vigilia i les diferents fases del son (adaptat de Purves, 2008).

En el son REM Dactivitat de I’EEG ¢s similar a la de la vigilia amb ones de baix voltatge i
alta freqiiéncia. Es la fase del son en la qual es produeixen els somnis i es caracteritza pel

moviment rapid dels ulls, I’hipotonia muscular i Iaugment de la freqliencia cardiaca i
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respiratoria. La durada de la fase REM és d’aproximadament 10 minuts encara que pot

augmentar al llarg dels quatre periodes que es donen durant la nit.

3. El RITME CIRCADIA DELS CICLES SON/VIGILIA

El son i la vigilia, com moltes altres conductes 1 activitats fisiologiques, tenen una periodicitat
circadiana d’aproximadament 24h. Aquest ritme es genera fins i tot en absencia d’informacio
externa, de manera que és endogen. En humans el rellotge intern o 1’estructura que marca
aquesta cadencia ¢és el nucli supraquiasmatic (NSQ) localitzat a I’hipotalem. En algunes aus 1
reptils la glandula pineal encara conserva aquesta funcié que evolutivament s’ha perdut en els

mamifers (Karolczak, 2005).

En els humans els senyals socials 1 I’activitat motora sincronitzen els processos fisiologics
amb el cicle dia/nit. Tanmateix el principal encarrilador del nostre ritme circadia amb I’entorn
¢s I’alternanga dels cicles llum/foscor ambiental. L’NSQ capta la disminucié de la quantitat
de llum mitjancant les cel-lules ganglionars de la retina que transmeten la informacid a través
del tracte retinohipotalamic (RHT). L’activacidé de I’NSQ provoca [D’alliberament de
noradrenalina (NA) dels ganglis cervicals superiors que projecten a la glandula pineal,

iniciant-se la sintesi de melatonina (Figura 2).

/__(—‘ o s .
Hipotalem Tl \ﬁ 3 Gle?ndula
pineal

RHT

Cel lules
ganglionars
delaretina

Nueli

paraventricular
Nucli

supraquiasmatic

Quiasme Optic
\ espinal

Gangli
cervical
superior

Figura 2. Components del sistema fotoneuroendocri que regulen la

sintesi de melatonina a la glandula pineal (adaptat de Purves, 2008).
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La melatonina, participa en 1’inici del son a través dels seus receptors MT,; i MT,, implicats
en la disminuci6 de 1’activitat neuronal i els canvis de fase del ritme circadia, respectivament.
La sintesi de melatonina augmenta a mesura que disminueix la llum ambiental 1 assoleix el
nivell maxim entre les 2-4h de la matinada. En la fase de llum, s’inhibeix la sintesi de
melatonina. (Karolczak, 2005; Purves, 2008). Encara que I’'NSQ regula I’horari dels cicles
son/vigilia no es considera crucial perque es donin les diferents fases del son, siné que depen

de I’equilibri de diversos circuits neuronals i de la seva coordinacio.
4. CIRCUITS NEURONALS IMPLICATS EN EL SON I LA VIGILIA
4.1. El sistema activador reticular ascendent

A finals de la década dels quaranta, es va demostrar que el sistema activador reticular
ascendent era I’estructura responsable de mantenir el cervell despert a la vigilia (Moruzzi,
1949). Aquesta via ascendent amb origen a la part anterior del pont 1 amb projeccions a la

formacid reticular del mesenceéfal, esta formada principalment per dues branques (Figura 3A).

Hipotalem
Pont
Medul-la

Tronc de I’encefal Tronc de I'encefal

Figura 3. Circuits neuronals implicats en el son i la vigilia. A. Principals components del sistema activador
reticular ascendent actius durant la vigilia. En groc els nuclis de neurones colinérgiques que faciliten la
transmissio talamocortical. En vermell els nuclis de neurones monoaminérgiques (LC, Rafe, vVPAG i TMN) que
activen ’escorga cortical i que reben la contribucié de les neurones de 1’hipotalem lateral posterior (LH) i del
prosencefal basal (BF). B. Projeccions inhibitories del nucli ventrolateral preoptic (VLPO) als principals
components del sistema activador de la vigilia i a les neurones orexinérgiques perifornicals (PeF) de I’hipotalem

lateral posterior. (Adaptat de Saper, 2005).
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D’una banda, esta constituida per neurones colinérgiques (ACh) dels nuclis tegmental
pedunculoponti (PPT) i tegmental laterodorsal (LDT) localitzats al tronc de ’encéfal. Aquest
grup de neurones té projeccions ascendents al talem, activant el nucli reticular talamic 1 les
neurones de relleu que tenen un paper crucial en la transmissié d’informacio al cortex durant

la vigilia.

D’altra banda, el sistema activador reticular ascendent esta format per un conjunt de neurones
monoaminérgiques com soén les noradrenergiques (NA) del locus coeruleus (LC), les
serotoninergiques (SHT) del nucli dorsal i medial del rafe (DR), les dopaminergiques (DA) de
la matéria gris periaqiieductal ventral (VPAG) 1 les histaminérgiques (His) del nucli
tuberomamilar (TMN). Aquestes neurones activen directament 1’escor¢a cerebral donant lloc
a determinants aspectes de la vigilia com 1’aprenentatge 1 la memoria (Cid-Pellitero, 2007), i
de manera indirecta a través de 1’activacio de I’hipotalem lateral posterior (conté neurones
orexineérgiques) i del prosencefal basal (conté neurones colinergiques i gabaérgiques) (Saper,
2005). Les neurones noradrenergiques del LC tenen a més projeccions a les regions sensorials
del tronc de I’enceéfal 1 de la medul-la espinal aixi com a estructures corticals involucrades en
la integracio. Aquest patrd de distribucid suggereix que el LC podria tenir un paper de

regulacio de I’activitat cortical en funci6 dels estimuls sensorials.

Les neurones monoaminergiques del sistema activador reticular ascendent també anomenades
REM off, tenen una activitat elevada durant la vigilia, que disminueix durant la fase del son
nREM 1 acaba sent practicament nul-la al son REM (Taula 1). Les neurones colinérgiques tant
del prosencefal basal com dels nuclis PPT/LDT, anomenades també REM on, estan actives a

la vigilia i a la fase del son REM, en els quals I’activitat cortical és més elevada (Jones, 2005).

Taula 1. Activitat dels diferents grups de neurones implicats en les

fases de vigilia i son REM (adaptat de Cid-Pellitero, 2007).

A4 tulit REM
ORX A+ .
DR (5-HT)/ LC (NA)/ TMN (His) " ]
VPAG (DA) e )
BF (ACh) +H+ N
LDT/ PPT (ACh) ++ et

++++: molt intensa, +++: intensa, ++: moderada, -: silenciada
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Les neurones colinergiques del prosencefal basal tenen d’altra banda projeccions a estructures
del sistema limbic, el que podria explicar el component emocional que tenen els somnis que

es desenvolupen durant la fase REM del son (Bear, 2007).
4.2. L’area ventrolateral preoptica

L’area ventrolateral preoptica (VLPO), situada a la part anterior de I’hipotalem, esta
constituida per neurones gabacrgiques i galaninergiques que estan principalment actives
durant el son. Aquest conjunt de neurones inhibitories té projeccions a tots els grups de
cel-lules de I’hipotalem 1 del tronc de I’encefal que participen en la vigilia (Figura 3B). El
nucli del VLPO format per un grup més dens de neurones inhibeix principalment el TMN,
involucrat en la transicio de la vigilia al son nREM, mentre que les neurones de la part més

difosa projecten al LC i el DR.

Tanmateix, aquesta connexid ¢€s reciproca i el VLPO rep alhora projeccions aferents del LC,

el nucli dorsal del rafe i el TMN que I’inhibeixen a la vigilia (Saper, 2005).
4.3. L’interruptor flip-flop i el paper estabilitzador de les orexines

L’interruptor flip-flop és un circuit que conté elements que s’inhibeixen mutuament, de
manera que quan una de les parts comenga a sobreposar-se a I’altra 1 disminueix la inhibicid
que rep, passa a ser activa. Les connexions inhibitories reciproques entre els dos sistemes
implicats en el son i la vigilia actuen d’aquesta manera (Figura 4). Durant la vigilia, les
neurones monoaminergiques inhibeixen el VLPO alliberant-se de la inhibicié que aquest
exerceix sobre elles 1 sobre les neurones de I’hipotalem lateral posterior i dels nuclis
PPT/LDT, mentre que durant el son passa justament a la inversa i el VLPO inhibeix els
sistemes implicats en la vigilia. Aquest mecanisme permet el pas rapid d’un estat a altre
evitant periodes de transicio, perd alhora és molt inestable. L’estabilitzacido de I’interruptor
flip-flop és necessaria per al manteniment prolongat de la vigilia i1 la inhibicié del son. En

aquest punt tenen un paper important les orexines (Saper, 2001).

Les orexines (ORX) conegudes també com a hipocretines (Hcrt) (Sakurai, 1998; De Lecea,
1998) sén uns neuropeptids sintetitzats per un petit grup de neurones de 1’hipotalem lateral
posterior. Aquestes neurones son principalment actives a la vigilia 1 especialment durant
I’activitat motora. Les neurones orexinergiques emeten projeccions excitatories ascendents al

cortex 1 descendents a tots els nuclis monoaminergics i colinérgics del sistema activador
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reticular ascendent (Cid-Pellitero, 2007). També¢ existeixen projeccions mutues amb el VLPO,
encara que aquest ultim no té receptors per orexina. Per tant el paper de 1’orexina serviria per
refor¢ar el to monoaminergic més que no pas inhibir directament el VLPO. De fet les
neurones monoamingrgiques envien projeccions inhibitories sobre les neurones que alliberen
ORX. Aquest circuit retroactiu, mantindria I’activitat de les neurones monoaminergiques,
perqueé quan petites pertorbacions disminuissin 1’activitat d’aquestes, alhora disminuirien
I’activitat inhibitoria que exerceixen sobre les neurones ORX 1 aquestes augmentarien

I’estimul sobre elles (Ohno, 2008).

A OR¥ B ORX

o

LC
TMN Vigilia Son VLPO /
\ Raphe/ \eVLPO
LC

w Qe

o
VLPO
eVLPO / On
Qe

TMN
Raphe

(7™

Figura 4. Model d’interruptor flip-flop. A. Durant la vigilia les neurones monoaminergiques inhibeixen el
VLPO. Les neurones orexinérgiques (ORX) contribueixen a 1’estabilitzacio de la vigilia. B. Durant el son
I’activitat del VLPO inhibeix les neurones monoaminergiques i les ORX per prevenir que aquestes puguin

interrompre el son. (Adaptat de Saper, 2005).

També s’ha descrit que el 90% dels individus que pateixen narcolépsia, tenen disminuits els
nivells d’orexina al liquid cefaloraquidi ja sigui per una neurodegeneracioé de les neurones
orexinergiques o una disminucidé en la produccido d’aquests neuropeptids (Ohno, 2008).
Alguns dels simptomes que pateixen els pacients de narcolépsia, son 1’excessiva somnoléncia
diiirna, reduccié del temps d’inici del son REM (a vegades directament des de ’estat de
vigilia), 1 en alguns casos cataplexia (perdua del to muscular amb preservacid de la
consciencia). Aquests simptomes s’atribueixen a una incapacitat de regular el son REM
(Zeitzer, 2006). Per tant, les neurones orexinergiques de I’hipotalem lateral posterior, tindrien
una funcié estabilitzadora de “I’interruptor flip-flop” que permetria el manteniment prolongat

de la vigilia i la inhibici6 del son.
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5. SISTEMES IMPLICATS EN LA REGULACIO DEL SON

A mitjans de la década dels vuitanta es va proposar un model de regulacié del son influenciat

per fenomens homeostatics 1 circadians (Borbely, 1985).

La influéncia homeostatica sobre el son seria deguda a una substancia endogena que
s’acumularia progressivament durant la vigilia i accentuaria la necessitat de dormir. Quantes
més hores portem desperts, major propensié al son. Inicialment, es va pensar que aquesta
substancia podria tenir relaci6 amb el sistema immune, donada la somnoléncia que
habitualment es manifesta en malalties infeccioses com la grip o el refredat (Bear, 2007).
Actualment, s’ha suggerit 1’adenosina com a acumulador homeostatic de la necessitat de
dormir. Durant periodes prolongats de vigilia, els sistemes productors d’energia del cervell
disminueixen, s’exhaureixen les reserves de glicogen 1 disminueixen els nivells d’ATP.
L’ATP es degrada a ADP, AMP 1 ocasionalment a adenosina que incrementaria els seus
nivells en determinades zones del cervell, com per exemple el prosencefal basal. L’adenosina
també podria actuar desinhibint les neurones gabacrgiques del VLPO desencadenant I’inici
del son (Saper, 2005). Un cop s’inicia el son, els nivells d’adenosina descendeixen lentament

fins que ens tornem a despertar i comenga el cicle de nou.

Pel que fa a les influéncies circadianes, tal com hem comentat anteriorment, I’NSQ estableix
el ritme circadia del cicle son/vigilia. L’NSQ té poques projeccions sobre el VLPO o les
neurones orexinergiques de 1’hipotalem lateral posterior, de manera que actua indirectament
sobre aquestes estructures. L’NSQ envia connexions aferents a estructures adjacents com la
zona subparaventricular (SPZ) i el nucli dorsomedial de I’hipotalem (DMH). La part ventral
de I’SPZ, situada sobre I’NSQ, esta implicada en el manteniment del ritme son/vigilia 1
I’activitat motora, mentre la part dorsal regula el ritme circadia de la temperatura corporal. La
principal diana de les neurones de I’SPZ és el DMH. El DMH per una banda envia
projeccions glutamatergiques a I’hipotalem lateral posterior (implicat en la vigilia pero també
centre del control de la ingesta) i1 per I’altra gabacrgiques al VLPO, de manera que afavoriria

la vigilia (Saper, 2005).

Tant en les especies diilirnes com en les nocturnes, a pesar de tenir un ritme de comportament
oposat, ’'NSQ ¢és actiu durant el fotoperiode mentre que el VLPO és actiu durant el son.
Aquest sistema de regulaci6 circadia multisinaptic, permetria al DMH la integracié de la

informacio de I’NSQ amb altres com la disponibilitat de menjar, la temperatura o el
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comportament social, donant flexibilitat als animals per adaptar els seus cicles fisiologics i1 de

comportament amb 1’entorn i incrementar la seva superviveéncia (Fuller, 2006).

En un entorn complex 1 continuament canviant, aquests fenomens de regulacié del son poden
ser modificats per influéncies externes com la disponibilitat de menjar o la temperatura. Les
fluctuacions dels sistemes fisiologics del cos en funcio de les demandes externes constituirien
la regulacio al-lostérica del son. Recentment, s’ha plantejat que les neurones orexineérgiques
estan regulades pel sistema limbic 1 el sensorial visceral. La connexi6 amb el sistema limbic
seria important per a I’increment de 1’alerta davant estimuls emocionals que ho requerissin,
per exemple situacions de perill que impliquen respostes defensives del tipus lluitar o fugir
(fight or flight). Alhora, alguns factors metabolics 1 hormonals com la glucosa i la leptina,
inhibeixen I’activitat de les neurones orexinergiques. En situacions de restriccidé d’aliments o
d’hipoglucémia, on els nivells d’aquests factors estan disminuits, les neurones orexinergiques
estarien actives, incrementant la vigilia i afavorint la capacitat de trobar aliments a la natura

en el cas dels animals (Saper, 2005).
6. TRASTORNS DEL SON

L’insomni €s un trastorn caracteritzat per la insatisfaccié en la qualitat i/ o quantitat del son,
que persisteix durant un considerable periode de temps, i que inclou la dificultat per iniciar o
mantenir el son, aixi com despertar-se abans de 1’hora desitjada amb incapacitat per tornar a

dormir (World Heath Organization, icd10online).
6.1. Classificacio

L’insomni es pot classificar en funci6 de diferents factors com la severitat (lleu, moderada,
severa), la manera en que es presenta (insomni d’inici o conciliacio del son, insomni de
manteniment, insomni de final del son) o la comorbilitat, és a dir, si I’insomni es presenta
associat a una altra patologia. Aquest insomni s’anomena insomni secundari perque es
considera el simptoma d’un altre trastorn, mentre que 1’insomni primari €s aquell on no hi ha
una altra patologia que el causi. Per ultim, en funcio de la durada, es pot classificar en:
transitori o agut (si és inferior a 4 setmanes), de curt termini (més de 4 setmanes pero inferior
als 3-6 mesos) 1 cronic (més de 3-6 mesos) (Estivill, 2003). Encara que les ultimes tendéncies

consideren 1’insomni cronic a partir de més de 30 dies (National Institute of Health, 2005).

De les diferents classificacions que existeixen per 1I’insomni, les més representatives son:

11
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» DSM-IV (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders) de I’associacid

americana de psiquiatria (APA).

= [CSD-2 (International Classification of Sleep Disorders) de 1’académia americana

de medicina del son (AASM).

= ICD-10 (International Classification of Diseases) de 1’organitzacié mundial de la

salut (WHO).

La ICD determina els codis utilitzats per classificar les diferents malalties, 1 inclou una amplia
varietat dels signes, simptomes 1 altres informacions relacionades amb les malalties. S’ utilitza
a nivell internacional amb finalitats estadistiques relacionades amb la morbilitat i la mortalitat.
Aquest sistema de codis de la WHO permet que la recollida de dades estadistiques, el

processament, la classificacio i la presentacio siguin comparables entre els diferents paisos.

El DSM-IV ¢és un manual que t¢ com a principals objectius establir unes directrius per al
diagnostic clinic 1 la investigacid, alhora de ser una eina educativa (American Psychiatric

Association, 1994).

La ICSD agrupa tots els trastorns del son en 12 categories, basant-se principalment en que
tinguin: una dolenca comuna (insomni, hipersomni), que presumiblement tinguin una
etiologia basica (ex. alteracions del rellotge intern), i a partir de I’0rgan o sistema on s’origina

el problema (ex. trastorns associats a problemes respiratoris).

Les ultimes edicions dels manuals tant DSM-IV com ICSD-2, s’han desenvolupat realitzant
consultes mutues amb els diferents organs que participen en ’edicio de la classificacié ICD
per tal d’incrementar la compatibilitat dels diferents sistemes i1 harmonitzar els criteris per al
diagnostic dels diferents trastorns del son (American Psychiatric Association, 1994)

(American Academy of Sleep Medicine, 2005).

En relacio amb la ICD-10, els criteris que proposa el DSM-IV per al diagnostic de 1’insomni
primari son practicament iguals, exceptuant que la ICD-10 requereix que la freqiiencia
d’aparicid dels simptomes sigui com a minim de tres cops a la setmana, almenys durant un
mes. En comparacié amb la ICSD, el manual DSM-IV classifica com a insomni primari
diferents subtipus d’insomni de 1’altra, com sén: 1’insomni psicofisiologic, la mala percepcio
de I’estat del son, I’insomni idiopatic 1 alguns casos de mala higiene del son (American

Psychiatric Association, 1994) (Taula 2).
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Taula 2. Tipus d’insomni en funcio de les diferents classificacions (adaptat d’Estivill, 2003).

Trastorn d'ajust del son = 307.41-0 Trastom transitori d'inici o 307.41 Insomni no organic F51.0

manteniment del son

Trastorn persistent d'inici

Insomni psicofisiologic = 307.42-0 .
0 manteniment del son

307.42 Insomni no organic F51.0 Insomni primari 307.4

Altres insomnis 780.52 Traston.q dinici o G47.0
manteniment del son

Sindrome de I'apnea del

780.51-0 T del
son central : rastorn del son
Insomni amb apnea del 780.53 Apnea del son G47.3 relacionat amb la 780.5
Sindrome d'hipoventilacié g ¢ | son respiracio

alveolar central

Insomni d'altitud 289  Insomni d'altitud 289 Altr'es efectes de T20,2
l'altitud elevada

Dormidor curt 307.49.0

Insomni fatal familiar 337.9  Insomni fatal familiar 337.9 Altres malaltles. G31  Insomni deguta... 780.X
neurodegeneratives

Insomni idiopatic 780.52.7 Altres insomnis 780.52 Trastorpdlmcn G47.0  Insomni primari 307.4
manteniment del son

Aquests sistemes de classificacido son dinamics i es revisen a mesura que incrementa el
coneixement sobre I’etiopatogénia del son, i els nous tractaments. Actualment I’APA esta
treballant en la cinquena edici6 del sistema de classificaci6 DSM que esta previst es publiqui
el maig de 2013. La nova edicid incorporara més informacié sobre les bases fisiologiques i
genctiques del son i simplificara el sistema de classificacid, amb 1’objectiu de facilitar el
diagnostic dels trastorns del son als metges de medicina general i als psiquiatres per tal de

millorar el tractament de 1’insomni associat a altres malalties (Reynolds, 2010).

Aquesta Tesi Doctoral s’ha basat en el manual DSM-IV donat que és el més utilitzat des del
punt de vista clinic i de diagnostic, alhora que I’etiologia del trastorn és fonamental per

determinar el tractament (Roth, 1999).

Segons el manual DSM-1V, els trastorns del son estan dividits en quatre grans grups segons la

seva possible etiologia (Figura 5):

= Els trastorns primaris del son, son aquells que la seva etiologia no és deguda a
una malaltia mental, meédica ni a cap substancia. Aquest tipus de trastorns solen ser
conseqiiencia d’alteracions endogenes en els mecanismes de son/vigilia, que de
vegades es veuen agreujats pel condicionament negatiu que suposa el fet d’haver

patit insomni.
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= Els trastorns del son relacionats amb un altre trastorn mental soén aquells en
que I’insomni és degut a un trastorn mental diagnosticable i suficientment greu

com per mereixer atencid clinica independent.

= Els trastorns del son relacionats amb una malaltia médica son com el seu nom
indica conseqiiencia directa dels efectes fisiologics d’una malaltia medica sobre el

sistema son/vigilia.

= Les alteracions del son degudes tant al consum d’una substancia en particular
(inclosos els farmacs) com pel fet de deixar de consumir-la, s’anomenen trastorns

del son induits per substancies.

Els trastorns primaris del son, es divideixen a la vegada en parassOmnies (caracteritzades per
fets 1 conductes anormals durant el son o en la fase de transicio son/vigilia) 1 dissomnies
(caracteritzades per trastorns de la quantitat, qualitat i horari del son). Aquestes ultimes
inclouen: I’insomni primari, la hipersomnia primaria, la narcolepsia, els trastorns del son

relacionats amb la respiracio, els trastorns del ritme circadia i la dissomnia no especificada.

DISSOMNIA PARASSOMNIA
Efectes en la qualitat/quantitat/horari Conductes anormals durant el son
Cicle son/vigilia o la fase de transicié

Insomni primari Malsons
Prevalen¢a 30% Prevalenga 10-50% infants

50% adults

Hipersomnia primaria Terrors nocturns
Prevalenga 5-10% Prevalenga 1-6% infants
<1% adults

PRIMARIS

Narcolépsia Somnambulisme
Prevalenca 0.02-0.16% (Jap6) Prevalenca 1-5% infants (30% episodis)
1-7% episodis en adults

Trastorns en la respiracié
Prevalenga 1-10%

Ritme circadia
Prevalenga 7% DSPS
60% jetlag o shift work

TRASTORNS MENTALS MALALTIES MEDIQUES INDUIT PER SUBSTANCIES

SECUNDARIS

Figura 5. Classificacio dels trastorns del son segons el DSM-1V
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La present Tesi Doctoral s’ha centrat en I’insomni primari que té com a caracteristiques
essencials la dificultat per iniciar /o mantenir el son, aixi com la sensacié de son no
restaurador. Aquesta alteracid provoca malestar, fatiga, irritabilitat o manca de concentracid
que afecten a I’activitat laboral 1 social de I’individu. D’altra banda, aquest trastorn sol estar
associat amb un augment del nivell d’alerta fisiologica i psicologica durant la nit, juntament
amb un condicionament negatiu per dormir. La intensa preocupacio i el malestar davant la

impossibilitat de conciliar el son, poden acabar generant un cercle vicids.

6.2. Diagnostic

El diagnostic dels trastorns del son es basa en uns requeriments basics com son: 1’historial
clinic del pacient, ’historial del son i I’exploraci6 fisica. Si el metge ho considera necessari,
opcionalment es poden requerir qiiestionaris i agendes del son, EEG, test de laténcies

multiples del son o consulta a un metge especialista en el tema.

Per diagnosticar insomni s’ha de constatar almenys que I’individu tingui dificultat per iniciar
o mantenir el son i que aquestes alteracions afectin significativament el seu funcionament
durant la vigilia. També €s important avaluar la preséncia de malalties concomitants que
puguin ser la causa de I’insomni, ’existéncia d’altres tractaments farmacologics o habits de

consum de substancies d’abus.

L’historial del son també ajuda en el diagnostic i ha de comprendre parametres com el temps
que triga el pacient en adormir-se (temps de laténcia), el nombre de cops que es desperta
durant la nit, la freqiiéncia dels simptomes 1 la higiene del son (si fa migdiades, 1’hora d’anar

a dormir i de llevar-se en dies laborals i festius...) (Estivill, 2003; Bastien, 2005).
6.3. Epidemiologia

Malgrat la importancia medica del son, aquest trastorn esta infradiagnosticat. Només un 5%
dels afectats consulten al seu metge i la majoria no I’informa mai del seu trastorn. A dia
d’avui en els estudis epidemiologics no hi ha consens de com definir I’insomni 1 com
mesurar-lo. Conseqiientment, les dades obtingudes varien en funcié dels parametres avaluats.
Hi ha nombrosos estudis epidemiologics realitzats a diversos paisos del mon, en els quals s’ha
avaluat la prevalenga de I’insomni conjuntament amb diferents parametres associats a aquest,
com poden ser la freqiiéncia 1 severitat dels simptomes, les repercussions diiirnes o el grau

d’insatisfaccié amb el son. Altres estudis analitzen la relacid entre els diferents factors
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sociodemografics i I’insomni. Una revisi6 d’aquests temes es recull en les publicacions

realitzades per Ohayon (2006a i 2006b).

En estudis epidemiologics en els quals només s’ha tingut en compte la preseéncia dels
simptomes, sense valorar la freqiiéncia, I’index de prevalenga de 1’insomni esta al voltant del
33%, essent la dificultat per mantenir el son el simptoma més present. En els estudis on s’ha
considerat que la freqiiencia dels simptomes fos com a minim de tres nits a la setmana, la

prevalenca disminueix fins al voltant del 16-21%.

Altres estudis en els quals es contempla la severitat dels simptomes o les repercussions en les

activitats diiirnes, la prevalenca de 1’insomni ronda entre un 16-28% i un 10% respectivament.

Una altra qiiestio que es sol plantejar en els estudis epidemiologics €s respecte a la
insatisfaccid amb la qualitat o quantitat del son. Entre un 20-42% de la poblacio general,
considera que no dorm suficient, d’un 2.8-9.5% considera que dorm massa 1 entre un 8-18.5%

es sent insatisfet amb la qualitat del son.

A la major part d’estudis realitzats no hi ha dades sobre la durada del problema, les poques
dades que hi ha indiquen que a la majoria dels casos 1’insomni resulta ser cronic. Només en
un 4% dels casos la duracio del problema és inferior a les quatre setmanes, entre un 5-6% la

durada és de 1-6 mesos o de 6-12 mesos, mentre en un 85% dels casos supera 1’any.

Quan es tenen en compte els factors sociodemografics, pel que fa al geénere, es diagnostiquen
més casos d’insomni en dones que en homes, amb una proporcid 1,4 que incrementa fins a 1,7

amb I’edat 1 que podria ser deguda en part a la menopausa.

Tots els estudis epidemioldgics coincideixen amb un increment de la prevalenga dels
simptomes de 1’insomni amb 1’edat. Alguns estudis recullen que gairebé un 50% dels
individus majors de 65 anys pateixen algun simptoma d’insomni, mentre que en d’altres el
percentatge €s inferior. En algun d’aquests casos en els quals no es descriu insatisfaccié amb

el son, ’insomni podria estar relacionat amb trastorns mentals o malalties fisiques.

Una altra dada important és que més de la meitat dels individus que pateixen insomni, tenen
problemes de salut, essent els més freqiients les malalties de les vies respiratories altes,
reumatisme, dolor cronic o malalties cardiovasculars. Pero el grup més important d’insomnes,
amb una prevalencga del 30-40% ¢és el que esta associat a trastorns mentals com depressid

major, trastorns d’ansietat o trastorns psicotics.
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Un ultim factor a tenir en compte és 1’estil de vida. Les persones sotmeses a un nivell d’estres
elevat, les persones que no tenen feina, els treballadors amb jornades de canvi de torn de
treball o el fet de dormir en una habitacio amb la temperatura no apropiada sén condicionants

que comporten un alt risc de patir insomni.
7. ETIOPATOGENIA DE L’INSOMNI
7.1. Factors implicats en ’etiopatogenia de I’insomni

En ’insomni agut, on la durada del trastorn €s curta, la causa sol estar associada a estimuls
estressants transitoris de tipus social o ambiental, com per exemple la mort d’un familiar,
viatjar a zones amb diferent franja horaria o canvis de torn de treball. En I’insomni cronic, el
75% del casos estan associats a malalties fisiques o psiquiatriques (insomni secundari), sent
les més freqiients el dolor cronic 1 la depressid, 1 només el 25% dels casos es deuen a

I’insomni primari (Teegarden, 2008).

Tradicionalment s’ha plantejat que 1’insomni secundari és conseqiiencia d’un trastorn
primari. Actualment, alguns estudis han demostrat que episodis d’insomni so6n predictius de
nous casos de depressié o de casos recurrents en individus que n’havien patit. També s’ha
observat que algunes vegades sén un indicador estadisticament significatiu d’incidéncies
coronaries 1 per tant, almenys en determinades ocasions, I’insomni pot ser la causa en comptes
de la conseqii¢ncia d’un altre trastorn medic o psiquiatric. D’altra banda, no tots els individus
que pateixen una determinada malaltia acaben desenvolupant insomni, de manera que altres

factors a part del trastorn primari, haurien de contribuir a I’insomni.

Per tant s’ha hipotetitzat que I’etiologia de I’insomni és multifactorial. Els diferents factors
que el causen s’han classificat, en funcio del seu paper en la generacié de 1’insomni, com a

factors de predisposicid, precipitacio i perpetuacid (Stepanski, 2006).

Aquest model multifactorial permet entendre com diferents factors interactuen per generar
I’insomni 1 com aquest pot esdevenir cronic. Segons aquest model tots els individus tenim un
cert grau de predisposicié a I’insomni que es desenvolupa amb 1’exposicié a factors de
precipitacio. A la llarga aquests factors van desapareixent, i sén reemplacats per altres de

perpetuacié que mantenen I’insomni.

La presencia de factors de predisposiciéo explica perqu¢ només un determinat nombre

d’individus que pateixen un trastorn primari acaben desenvolupant insomni. Cada individu té
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un llindar diferent a 1’hora de desenvolupar-lo. Per exemple, algunes persones poden
experimentar dificultats per conciliar el son si es prenen un café¢ després de dinar, mentre

d’altres en poden prendre més d’un, sense que aparentment aixo els afecti.

Encara que no s’han definit els mecanismes especifics que predisposen a 1’insomni, s’ha
suggerit que podria tractar-se d’un estat fisiologic i cognitiu d’excés d’alerta (Physiological

and cognitive hyperarousal) (Stepanski, 2006).

A nivell cognitiu, la preocupacid que genera I’estimul estressant, provoca la pertorbacié del
son, creant episodis aguts d’insomni, principalment d’inici 1 de reconciliacié del son un cop

ens despertem.

A nivell fisiologic els pacients amb insomni primari presenten marcadors que suggereixen la
hiperactivitat del sistema nervids simpatic, com elevats nivells de catecolamines circulants,
increment del metabolisme basal 1 de la temperatura corporal, variabilitat de la freqiiencia

cardiaca 1 activacio cronica del sistema de resposta a 1’estres.

%}alimentaci()
negativa

ACTH

CORTISOL

Figura 6. Retroalimentacio negativa del cortisol sobre 1’eix HPA.

Les dades suggereixen que en I’insomni hi ha una sobreactivacié de I’eix hipotalem-
pituitaria-adrenal (HPA) (Figura 6), un dels principals components del sistema de resposta a
I’estrés del nostre organisme (Tsigos, 2002). Els pacients amb insomni primari tenen
incrementats els nivells de cortisol en plasma durant la tarda i nit, i el periode de quiescéncia
de la secrecio circadiana de cortisol esta reduit comparat amb el grup control. La disminucid
de la retroalimentacio negativa sobre les neurones CRH (de I’angles corticotropin releasing

hormone) que inhibeixen la secrecid de cortisol, perpetua els nivells elevats de cortisol en
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plasma (Rodenbeck, 2001). Aquest fet també s’observa en 1’envelliment i en pacients amb
depressid, ambdos fenomens fortament associats amb I’insomni, de manera que s’ha
hipotetitzat que puguin tenir un origen comu (Young, 1994). Aquesta disminucio de la
retroalimentacié negativa podria ser deguda a fenomens d’habituacié a I’estrés i/0 a la
desensibilitzacid dels receptors (Jafari, 2007; Patel, 2008). L’insomni primari cronic tamb¢
esta associat amb I’increment dels nivells en plasma de cortisol i d’ACTH (de 1’anglés
adrenocorticotropin releasing hormone) (Roth, 2007a; Roth, 2007b). En aquests pacients
també s’ha observat una disminucid dels nivells nocturns de melatonina, possiblement
atribuibles a la disminucié de la retroalimentacié negativa del sistema HPA 1 a I’increment

cronic dels nivells de CRH.

Els tractaments farmacologics actuals que tenen com a diana terapeutica el receptor GABA,,

afecten indirectament 1’eix HPA (vegeu apartats 9.1.219.1.3).

Un altre possible factor que predisposaria a I’insomni seria la disminucié dels mecanismes
homeostatics i circadians del son que en dificultarien I’inici i el manteniment, i al
interactuar amb factors de precipitacidé generarien insomni cronic. Aquest fet podria donar-se
en la gent gran 1 conjuntament amb I’increment de malalties fisiques 1 mentals explicaria

I’augment de 1’insomni en aquest grup poblacional.

D’altra banda, els factors de precipitacié son aquells trastorns o condicions que tipicament
s’ha suggerit com a causes de I’insomni secundari. Els més comuns son trastorns meédics o
psiquiatrics, com el dolor cronic, problemes respiratoris, malalties neurodegeneratives,
insuficiencia renal 1 hipertiroidisme. Els efectes de diverses medicacions, com els
antidepressius estimulants, els esteroides, els betabloquejants, els broncodilatadors i els

descongestionants també hi contribueixen.

Altres factors que precipiten 1’insomni son els estimuls estressants aguts (examens,
conflictes laborals, problemes familiars...), canvis puntuals de I’entorn (soroll excessiu o
massa llum al dormitori, dormir en un altre llit...) o canvis en I’horari habitual del son (jez-

lag, canvi de torn de treball).

Finalment, els factors que perpetuen 1’insomni sén canvis cognitius o de comportament
per tal d’aconseguir dormir més 1 descansar, que es donen un cop 1’individu ha experimentat

deficiéncies en el son durant un periode de temps.
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Alguns canvis en el comportament s6n per exemple mantenir un horari de son/vigilia irregular,
passar excessiva estona al llit per intentar dormir més, fer migdiades o activitats estimulants al
capvespre. Encara que a curt termini aquests canvis milloren els simptomes de ’insomni, a la
llarga promouen la seva continuitat, produint una incapacitat per conciliar el son a 1’hora

adequada.

D’altra banda a nivell cognitiu, I’insomni crea un increment de la preocupacié durant el dia
tant per la possibilitat de no dormir bé al vespre, com per les conseqiiencies dilirnes que aixo
comporta. Aquests canvis produeixen un increment de la tensié en el moment que I’individu

va a dormir 1 durant la nit si I’individu es desperta.

En conjunt aquests factors contribueixen al manteniment de I’insomni cronic i explicarien
com un trastorn primari pot inicialment desencadenar 1I’insomni perd no necessariament

continuar-lo.
7.2. Influéncia genética en el son i el seu ritme circadia

Diversos estudis suggereixen la influéncia genética en alguns parametres relacionats amb la
somnoléncia o el ritme circadia, com pot ser 1’hora d’anar a dormir 1 la durada del son.
Aquests estudis han analitzat aquests fenotips 1 han identificat polimorfismes autosomics
(SNP, de D’anglés single-nucleotide polymorphism) que difereixen respecte el grup
d’individus amb fenotip normal. D’aquests polimorfismes alguns es localitzen en regions

proximes a gens relacionats amb el son.

S’ha identificat un SNP a la regio codificadora rs324981 del gen del receptor 1 del
neuropeptid S (NPSR1). En ratoli el neuropeptid S (NPS) es localitza en una petita area
adjacent al locus coeruleus, i és un potent promotor de la vigilia (Xu, 2004). Aquesta mutacid

no-sindnima provoca un canvi d’aminoacid (Asn'"’—1Ile'”’?

) al lloc d’unié del neuropeptid al
receptor que provoca un retard en I’hora d’anar a dormir de 15 minuts en els individus

heterozigots i de 30 en els homozigots respecte els control (Gottlieb, 2007).

Un altre SNP com el localitzat a ’intrd del gen que codifica la fosfodiesterasa 4D (PDE4D),
malgrat no estar localitzat en cap regid codificadora, té una forta associacié amb la
somnolencia. La fosfodiesterasa 4 és especifica de cAMP 1 presenta multiples variants
derivades de la transcripcio alternativa, sent la PDE4D una de les que s’expressa més

ampliament a cervell huma. Tot i que mutacions en la PDE4D s’han associat amb un augment
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del risc d’infart cerebral, possiblement degut al seu paper en la modulacié de la inflamacio,
també s’han observat variacions en els nivells cerebrals intracel-lulars de cAMP o

extracel-lulars d’adenosina que poden influir en la somnoleéncia (Gottlieb, 2007).

També s’han identificat polimorfismes al gen que codifica 1’adenosina deaminasa, associats
amb un increment del son d’ones lentes (SWS) (Retey, 2005). En pacients amb
hipersomnoleéncia idiopatica, s’ha observat un polimorfisme en el gen que codifica el receptor
2 d’orexina (Thompson, 2004). Es sap que la narcolépsia canina estda causada per un
polimorfisme en el gen que codifica aquest receptor, perd de moment es desconeix el paper
que tenen aquests polimorfismes en la narcolépsia humana. Polimorfismes en els gens
humans de period 2 (PER2) i caseina quinasa 1d, elements del rellotge circadia molecular,

s’han associat amb el sindrome de la fase del son avangada (ASPS) (Toh, 2001; Xu, 2005).
8. L’ACID GAMMA AMINOBUTIRIC (GABA)

Encara que ja es coneixia anteriorment com a producte del metabolisme de plantes i1 bactéries,
no és fins al 1950 que el GABA s’identifica com a constituent del sistema nervids central

(SNC) dels mamifers.

El GABA és el principal neurotransmissor inhibitori al cervell. S’estima que participa entre
un 20 i un 50% de les sinapsis de ’SNC, depenent de la regid, i té un paper crucial en la
regulacio de la seva excitabilitat. Tant ’excés com la manca d’inhibicid, poden tenir un paper

clau en algunes patologies com I’epileépsia, I’ansietat o I’insomni (Whiting, 2003).

Com en el cas de les monoamines (MA), el GABA té una distribuci6 discreta a I’'SNC dels
mamifers. Principalment es localitza al cervell, la medul-la espinal i la retina en quantitats de
milimol/gram, mentre les MA solen trobar-se en concentracions inferiors de ’ordre de
nanomol/gram. Als teixits periférics la preséncia del GABA ¢és baixa o practicament nul-la

(Cooper, 2003).
8.1. Metabolisme

El metabolisme del GABA esta relacionat amb la glucolisi i el cicle de Krebs (Figura 7). Per
una banda, tant la glucosa com 1’acid piravic sén precursors de la sintesi del GABA, i per
I’altra la transaminaci6 de I’acid o-oxoglutarat (intermediari del cicle de Krebs) déna lloc a
I’acid glutamic (Glu), també precursor del neurotransmissor. EI Glu també es pot sintetitzar a

partir de la glutamina que es sintetitza a les cel-lules de la glia.
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La descarboxilacio del Glu per formar GABA, esta catalitzada per ’acid glutamic
descarboxilasa (GAD). Mentre que la GABA-o-oxoglutarat transaminasa (GABA-T) catalitza
la transaminaci6 del GABA amb I’o-oxoglutarat, donant lloc al succinat semialdehid i
regenerant el Glu. Finalment, el succinat semialdehid és oxidat per la succinat semialdehid
deshidrogenasa (SSADH) a succinat, que torna a entrar al cicle de Krebs. Encara que aquesta
¢s la principal via metabolica del GABA, altres vies alternatives poden, per exemple,
convertir el succinat semialdehid en y-hidroxibutirat (GHB). Alguns estudis han demostrat
que el GHB administrat a concentracions fisiologiques, es podria convertir en GABA, encara

que es desconeix les implicacions que aixo podria tenir (Cooper, 2003).
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Figura 7. Relacio entre el metabolisme del GABA, la glucolisi i el cicle de Krebs (adaptat de Cooper, 2003).

Els enzims del metabolisme del GABA, GAD i GABA-T, es distribueixen de manera diferent.
La GAD es localitza principalment a ’SNC 1 la retina de mamifers, el que implica que el
GABA només es sintetitzi aqui, mentre GABA-T té una distribucié més amplia que explicaria
la rapida metabolitzacié que es dona quan s’administra GABA exogen. A nivell cel-lular

GAD esta associada a la fraccid sinaptosomal, mentre que GABA-T a la mitocondria.

Un cop sintetitzat el GABA, s’emmagatzema a les vesicules dels terminals presinaptics
mitjangant el transportador vesicular del GABA (GAT). GAT no és un transportador especific
de GABA sind que es creu que també transporta a D’interior de les vesicules altres

neurotransmissors aminoacids inhibitoris.
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L’arribada d’un potencial electric despolaritza el terminal presinaptic gabaeérgic, provocant
I’alliberament de GABA a 1’espai sinaptic i la seva posterior uni¢ als receptors pre i
postsinaptics. L’efecte del neurotransmissor s’acaba amb la seva recaptacid de 1’espai sinaptic
a través de diversos transportadors de membrana, com GAT, tant per neurones gabaeérgiques
com per cellules de la glia. La captacio del GABA per cel-lules de la glia, implicaria la seva
utilitzacidé com a intermediari metabolic 1 evitaria la seva reutilitzacio en altres alliberaments,

provocant per tant la seva sintesi de novo.
8.2. Receptors del GABA: Estructura i tipus

El GABA exerceix la seva accid a través de tres tipus de receptors, dos ianotropics (GABAx 1
GABA() que formen un canal ionic que permet el flux d’anions CI, i un metabotropic
(GABAg) acoblat a proteina G que regula canals de Ca" i K™ a través de segons missatgers

(Cooper, 2003).

Aquests receptors s’expressen tant en membranes presinaptiques com postsinaptiques, i en
vertebrats es troben a la majoria de neurones de I’SNC, als astrocits 1 a les neurones del

sistema nervios autonom.
8.2.1. Receptor GABA,4

El receptor GABA4 pertany a la superfamilia de canals idnics depenents de lligand, sent el

més representatiu el receptor nicotinic.

Estructuralment esta format per 5 subunitats proteiques (d’aproximadament 43-67 KDa), que

s’agrupen al voltant d’un porus central constituint el canal ionic (Figura 8).

GABA
Barbitdrics Benzodiazepines
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Figura 8. Estructura del receptor GABA, i lloc d’interacci6 de diferents lligands (adaptat de Mihic, 1997).
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Cada subunitat té un extrem N-terminal extracel-lular seguit de quatre segments
transmembrana (TM1-TM4) i un extrem C-terminal extracel-lular. A I’extrem N-terminal hi
ha el lloc d’uni6 dels lligands 1 entre els segments TM3-TM4 hi ha un bucle intracel-lular, que
conté una diana de fosforilacid per part de proteines quinasa, necessaria en 1’agrupament dels
receptors postsinaptics. Mentre el segment TM2 constituiria la paret del canal (Johnston,

2005).

Actualment estan descrites 7 tipus de subunitats amb les seves corresponents isoformes: o,
Bi3, V13, O, €, 01 p1.s. La combinacid de les diferents subunitats dependra en part del seu lloc

d’expressio, 1 determinara tant la farmacologia com el grau de resposta del receptor al lligand.

8.2.2. Receptor GABA¢

Aquests receptors es localitzen principalment a la retina 1 al sistema Optic, encara que hi ha
evidencies de receptors funcionals a la medul-la espinal, el colicul superior, la glandula
pituitaria i el tracte gastrointestinal. Les implicacions fisiologiques de ’activacio del receptor
GABA( encara no es coneixen del tot, perod podria estar implicat en el processament visual, la
regulaci6 dels cicles son/vigilia, la percepcid del dolor, els processos cognitius 1 la secrecid

gastrointestinal (Chebib, 2004).

Estructuralment son similars als receptors GABA i formen canals i0nics depenents de 1ligand.

Es diferencien per ser homopentamers i per estar constituits només per les diferents isoformes

de la subunitat p. La unid del lligand a I’extrem N-terminal de la subunitat provoca I’obertura

del canal de CI" (Enz, 1998; Johnston, 2003) (Figura 9).
L1

Picrotoxina
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Figura 9. Estructura del receptor GABA( (adaptat d’Enz, 1998).
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8.2.3. Receptor GABAp

Els receptors GABAg son menys abundants que els GABA4, 1 es distribueixen per ’'SNC i les
neurones perifériques del sistema nervids autonom. Estan implicats en diversos trastorns

neurologics 1 psiquiatrics com per exemple 1’epilepsia.

El receptor GABAg, al igual que els receptors metabotropics de glutamat, pertanyen a la
familia de receptors acoblats a proteina G (GPCR) de classe 3. Es caracteritzen per la
formacio de dimers, que en el cas del receptor GABAg cal que siguin subunitats diferents
perque sigui prou estable i1 funcional. Fins al moment s’han descobert dues subunitats
GABAg(1) 1 GABAg( de les quals només s’han descrit isoformes per GABAg(;), sent les més
abundants en humans la GABAg(j,) 1 la GABAg(n). Aquestes dues isoformes es diferencien en
I’extrem N-terminal, donat que el seu gen té un punt d’inici de transcripci6 alternatiu a I’intro
situat sobre I’ex0 6, en el qual comenca la transcripcid de la subunitat GABAg(ip) (Emson,

2007).

Tot 1 que un sol heterodimer ¢és suficient per activar la proteina G, recentment s’ha observat
que el receptor GABAg pot formar parelles de dimers (heterooligomers) a través de la
interaccid de les subunitats GABAg(). Aquesta oligomeritzaci6 disminueix 1’eficiéncia
d’activacio de la proteina G, i permetria modular ’activitat del receptor. D’aquesta manera el

receptor podria tenir propietats especifiques en diferents neurones (Pin, 2009).
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Figura 10. Estructura del receptor GABAg i el seu complex de senyalitzacié (adaptat d’Emson, 2007).
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Estructuralment les subunitats GABAg1) 1 GABAg(y) (Figura 10) tenen un llarg domini N-
terminal extracel-lular, set dominis transmembrana (7TM) i un extrem C-terminal
intracel-lular. La subunitat GABAg)t€ a I’extrem C-terminal un domini de retencio a reticle
endoplasmatic (RSRR). La interacci6 amb I’extrem C-terminal de la subunitat GABAg)
(coiled-coil domain) emmascara aquest domini RSRR 1 permet el transit del receptor
funcional cap a la superficie de membrana (Pin, 2009). A I’extrem N-terminal la subunitat
GABAg)té els dominis sushi que li permeten unir-se a proteines de la matriu extracel-lular 1
el domini VFTM (Venus flytrap motif) on s’uneix el lligand. El domini VFTM esta format per
dos lobuls glomerulars separats entre si. La uni6 del lligand provoca el tancament dels dos
lobuls i un canvi conformacional que resulta en 1’activacié de la proteina Gi/ G, a través de la

subunitat GABAB(z).

Les subunitats By de la proteina G activarien per una banda receptors GABAg presinaptics
inhibidors de canals de Ca”" depenents de voltatge (de tipus N o P/Q) i per I’altra receptors
GABAg postsinaptics, associats a canals de K tipus Kir3 i GIRK. L’activaci6 dels receptors
presinaptics atenua [’alliberament del propi GABA (autoreceptors), com d’altres
neurotransmissors (heteroreceptors), mentre que els postsinaptics generen potencials

postsinaptics inhibitoris lents (/ate IPSC) (Bettler, 2004).

A més de la modulacié de canals 10nics, el receptor GABAg inhibeix i activa 1’adenilat ciclasa

(AC) a través de les subunitats o (Gio/ G,0) i By (GBy) de la proteina G respectivament.

Al teixit neuronal s’expressen 9 isoformes d’AC la majoria de les quals s’inhibeixen per G;o/
Goo.. L’estimulacié d’AC per subunitats GBy dependria de la preséncia proxima d’una altra
subunitat o (Gs), de manera que 1’efecte de 1’activacio del receptor GABAg sobre els nivells
de cAMP dependra de la isoforma d’AC que s’expressi i de la preséncia de la subunitat Gso

d’un altre GPCR conjuntament amb el receptor GABAg (Bettler, 2004).

L’activitat dels receptors GABAg sobre ’AC es creu que tindria una funci6 neuronal

moduladora a llarg termini, que podria estar implicada en la plasticitat sinaptica.

La desensibilitzacio del receptor s’iniciaria amb la fosforilacidé a través de quinases
intracel-lulars i la interaccié amb proteines citoplasmatiques, B-arrestines, que interfereixen en

I’acoblament del receptor a la proteina G i promourien 1’endocitosi.
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8.3. Moduladors dels receptors GABA

8.3.1. Moduladors de GABAy4

Els principals agonistes del receptor GABA4 son el muscimol i I’isoguvacina que s’uneixen, a
I’igual que el lligand endogen, a la subunitat B del receptor provocant I’obertura del canal de
CI'. Aquest efecte és antagonitzat de manera competitiva per 1’accio de la bicuculina i de

manera no competitiva per la picrotoxina i el TBPS (Cooper, 2003) (Taula 3).

Altres farmacs rellevants des del punt de vista clinic, com son les benzodiazepines (BDZ), els
farmacs Z, els barbiturics, i els esteroides neuroactius s’uneix al receptor GABA 5, modulant-lo

al-lostéricament.

Taula 3. Lligands dels diferents receptors del GABA

GABA, GABA, GABA(

AGONISTES Muscimol Baclofen (+)-CAMP
Isoguvacina

Barbiturics*
MODULADORS BDZ
AL-LOSTERICS POSITIUS Farmacs Z
Neuroesteroides*

Muscimol

AGONISTES PARCIALS THIP (Gaboxadol) Isoguvacina

ACAC
Bicuculina THIP (Gaboxadol)
(COMPETITIU) TPMPA
Faclofen
ANTAGONISTES Picrotoxina CGP-54626 (COMPETITIU)
TBPS Picrotoxina
(NO COMPETITIU) (NO COMPETITIU)

* A altes concentracions es comporten com agonistes

Les BDZ tenen una estructura quimica general composta per un anell benzénic unit a un
heterocicle anomenat diazepina (vegeu I’estructura quimica a la Figura 12 de la pagina 34), 1
s’uneixen entre les subunitats o1y del receptor GABAA. Els receptors que contenen les
subunitats o/, 0, 03 1 05 en combinaciéo amb la subunitat y, i qualsevol B son sensibles a la
modulacié per BDZ. En canvi, la mutacié puntual que resulta en el canvi d’un aminoacid
histidina per un d’arginina, fa que les subunitats o4 1 0 siguin insensibles a BDZ (Charney,

2006; Mohler, 2006).

Els farmacs Z son molecules de families quimiques diferents a les BDZ que s’uneixen al
mateix centre actiu, entre les subunitats o 1y del receptor GABA 4, pero tenen més selectivitat

pels receptors que contenen la subunitat o; (Mitler, 2000).
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En canvi els barbiturics tenen un nivell de selectivitat baix, de manera que exerceixen la seva
accié sobre el receptor GABA, unint-se a les diferents isoformes de les subunitats o i B

(Charney, 2006).

Els neuroesteroides s’uneixen al porus central del receptor GABA, (Purves, 2008). Es
desconeixen exactament les subunitats a les quals s’uneixen, perd s’ha observat que en

absencia de la subunitat y, son capacos d’activar el receptor (Charney, 2006).

Els agonistes del lloc d’uni6 de les BDZ, potencien 1’acci6 del GABA sobre el receptor
GABA, a través de I’increment de la freqiiencia d’obertura del canal de CI'. Els barbiturics en
canvi, n’augmenten el temps d’obertura, mentre els esteroides neuroactius incrementen

ambdues coses (Lancel, 1999).

A diferencia de les BDZ i els farmacs Z que en abséncia de GABA no tenen efecte sobre el
receptor, tant els barbitirics com els esteroides neuroactius, son capacos d’activar directament
el receptor a altes concentracions. La depressié generalitzada de I’SNC, com a conseqiiéncia
de D’efecte hiperpolaritzant directe d’aquests compostos, seria responsable del seu efecte

anestesic (Sieghart, 1995; Mohler, 2002).

Agonistes 1 moduladors al-lostérics del receptor GABA s, mimetitzen i potencien 1’accié del
GABA respectivament, el que explicaria que tots ells tinguin propietats hipnotiques en comtl,

encara que no presenten els mateixos efectes sobre el son.

Les diferéncies entre aquests compostos es podrien explicar per una banda pel fet que activen
diferents subtipus de receptors. Mentre els agonistes activen tots els receptors GABA,
funcionals, la resposta dels moduladors depen de la composicid precisa d’aquests. D’altra
banda, els processos relacionats amb el son, estan regulats per I’alliberament de GABA en
arees especifiques del cervell. Els moduladors actuen potenciant I’accié del GABA endogen
alliberat, mantenint 1’especificitat fisiologica, mentre els agonistes estimulen de manera no

selectiva a través de tot I’SNC.
8.3.2. Moduladors de GABAc

El GABA té aproximadament 10 vegades més afinitat pel receptor GABA¢ que pel GABAA.
El receptor GABA( a I’activar-se crea corrents de ClI' més petits perd de més durada ja que es

desensibilitza més lentament.
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L’acid cis-4-aminocrotonic (ACAC), és un agonista parcial del receptor GABA( perd també
activa lleugerament els receptors GABA que contenen la subunitat o. En canvi, I’acid (+)-
cis-2-aminometilciclopropa carboxilic ((+)-CAMP) és un agonista selectiu del receptor
GABAC( sense activitat sobre GABA . El TPMPA ¢és un antagonista competitiu cent vegades
més potent sobre el receptor GABA¢ que el GABA,, mentre la picrotoxina, antagonista no
competitiu, bloqueja ambdos receptors amb una potencia similar. El receptor GABA¢ també
es diferencia del GABA, per no estar modulat per barbitarics o BDZ, ni ser antagonitzat per

la bicuculina (Cooper, 2003) (Taula 3).

Els receptors GABA(¢ son menys abundants i tenen una menor distribuciéo a ’'SNC que els
GABA,, de manera que podrien ser dianes més selectives. Les principals indicacions dels
compostos que actuen sobre el receptor GABA( podrien ser el tractament de disfuncions de la

retina o trastorns cognitius i del son.

El farmac més prometedor és el THIP (gaboxadol) que actua com a agonista parcial del
receptor GABA, 1 antagonista del GABA¢ 1 s’esta avaluant pel tractament de 1’insomni.
Mentre que el compost CGP36742, antagonista dels receptors GABAg i GABA(, millora les
propietats cognitives i podria tenir aplicacions tant per 1’ Alzheimer com per I’esquizofreénia,

en les quals hi ha trastorns de la memoria (Johnston, 2003).

8.3.3. Moduladors de GABAg

Des del punt de vista farmacologic, el receptor GABAp es distingeix del receptor GABA per
la seva afinitat selectiva per 1’agonista baclofen 1 la manca d’afinitat per muscimol i
bicuculina, agonista i antagonista competitiu del receptor GABA, respectivament. Tampoc

presenta modulacio per BDZ i barbituarics (Cooper, 2003) (Taula 3).

Clinicament, 1’Gnic farmac al mercat que actua sobre el receptor GABAg, és el baclofen
(Lioresal®) que es prescriu com a relaxant muscular per disminuir els espasmes i la rigidesa
muscular en diversos trastorns neurologics. Altres observacions cliniques suggereixen que els
agonistes del receptor, podrien ser utils en el tractament del dolor, trastorns intestinals i
pulmonars i fins 1 tot alleujar els simptomes d’abstinéncia d’algunes drogues. La informacid
sobre I'is d’antagonistes ¢s més limitada, perd sembla que podrien afavorir processos
cognitius, 1 també ser responsables dels atacs epileptics (Bowery, 2000). El baclofen presenta

efectes laterals com sedacid, tolerancia o alteracions motores. S’ha plantejat que els
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moduladors al-lostérics positius podrien evitar aquests efectes, ja que a diferéncia dels

agonistes, només activarien els receptors GABAg on hi hagués GABA endogen.
8.4. Farmaco-fisiologia del receptor GABA,

La purificaci6 1 clonacié de les 7 subunitats del receptor GABA ha permes identificar
diferents isoformes (016, B1-3, V13, O, €, 01 p1.5) que permetrien multiples combinacions, i per
tant una gran diversitat de respostes fisiologiques i farmacologiques. Malgrat aquesta
diversitat, la majoria de receptors GABA, a cervell contenen les subunitats o, B i Yen una

proporcio estequiometrica 2:2:1 (Atack, 2005a).

De les diferents subunitats o, 1’0 s’expressa en moltes regions del cervell, sent cortex,

cerebel 1 hipocamp les arees amb major densitat de receptors que contenen aquesta subunitat

(McKernan, 1996; Sullivan, 2004) (Taula 4).

Taula 4. Distribuci6 dels principals subtipus de receptor GABA, a cervell de rata.

SUBTIPUS % RECEPTORS GABA, LOCALITZACIO

La majoria d'arees del cervell, amb major

0B 431602 densitat a cortex, cerebel i hipocamp.
Motoneurones de la medul-la espinal i
0afzv2 18 ()/15202) cel-lules piramidals de I'hipocamp.
Neurones colinérgiques i monoaminérgiques
oBnYas 17 (1)/ 10-15 (2) del cortex.
LB 8 (1) Nuclis del sistema limbic.
0sB3Yas3 4(1)/<5(Q2) Cel-lules piramidals de I'hipocamp.
B> 2(1)/<5(2) Cél-lules granulars del cerebel.
WA 2(1) Cél-lules granulars del cerebel.
oyPo 3(1)/<5Q2) Talem i gir dentat.

(1) McKernan, 1996 (2) Méhler, 2002.

La combinacio més freqiient és la formada per oyf,y, (43-60% dels receptors GABA,)
(McKernan, 1996; Mohler, 2002). A diferéncia del cortex i ’hipocamp en els quals s’hi
expressen varies subunitats o (principalment o3 1 o5 respectivament) (Araujo, 1996; Sur,
1998), cerebel esta constituit principalment per dues subunitats, 1’0y 1 1’0 (Atack, 1999,

Pirker, 2000). L’expressio de la subunitat o €és minoritaria, i restringida practicament a les
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cellules granulars del cerebel, on representa aproximadament el 30% dels receptors GABA

presents en aquest teixit (Mohler, 2002).

Les subunitats o, i o3 sén menys abundants (10-20%) i es troben majoritariament en
combinacié amb B3 i 7,. La subunitat o, s’expressa majoritariament en aquelles arees on la
preséncia de la subunitat o; €s baixa o practicament nul-la, com la capa de cel-lules granulars
del bulb olfactori, el nucli reticular del talem i les motoneurones de la medul-la espinal
(Mohler, 2002). D’aquestes regions, a la medul-la espinal I’expressid de la subunitat o, és
altament especifica (Bohlhalter, 1996) i representa aproximadament el 90% del receptors
anomenats BDZ tipus II (constituits per les subunitats o, 03, 0ts/B/y) (Watanabe, 1985). Donat
que la subunitat o5 t€ una expressié molt baixa a cervell (< 5%) 1 en particular a medul-la
espinal (Frischy, 1995), 1 la subunitat o3 es troba predominantment a cortex, podem
considerar que la medul-la espinal és el teixit amb un major enriquiment d’ o, encara que no

podem descartar la preséncia d’altres subunitats en menor proporcio.

A cortex tot 1 haver una major proporcidé de la subunitat oy, també s’hi expressen altres
subunitats o (0, 0, 03, 0lg, O5) (Pirker, 2000; Sullivan, 2004), encara que en menor quantitat.
Les subunitats o4 1 05 constitueixen individualment menys del 5% dels receptors GABA, a
SNC (McKernan 1996; Mohler, 2002) (Taula 4) i es localitzen principalment a I’hipocamp
(05) 1 al talem 1 gir dentat (o). La subunitat o es distribueix majoritariament al bulb olfactori,
el nucli reticular del talem 1 les motoneurones de la medul-la espinal, mentre 1’0
principalment a les neurones colinergiques i monoaminergiques del cortex (McKernan 1996).
Estudis en els quals s’ha immunoprecipitat membranes de cortex amb anticossos contra les
subunitats o 1 03 del receptor GABA,, mostren que el 71 + 5% dels receptors a cortex
contenen la subunitat oy mentre que un 26 + 5% 1’03 (Araujo, 1996). En altres (Ruano, 1992)
la proporcid de la subunitat o €s del 50 = 11%. Per tant, tot i que a cortex es localitzen varies

subunitats @, les que s’expressen majoritariament son o 1 03 (Araujo, 1996).

Pel que fa a les altres subunitats que conformen el receptor GABA 4, la subunitat B constitueix
el lloc d’unié6 del GABA. Les seves isoformes tenen una alta homologia entre elles i1 es

distribueixen ampliament a cervell, encara que 3, és la més abundant (Cooper, 2003).

D’altra banda les BDZ, que s’uneixen entre les subunitats o 1 7y, incrementen encara més la

resposta del GABA amb ’acoblament d’una subunitat y addicional. La isoforma 7, té¢ dues
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variants Y, 1 Ys, fruit de la transcripcid alternativa del seu gen, que en alguns casos
coexisteixen en un mateix receptor. Addicionalment, el grau de resposta del GABA modulada
per les BDZ sera diferent en funcid de la isoforma y present. La y,, la més abundant, ¢s la que

té major afinitat per les BDZ classiques com el diazepam (Cooper, 2003).

Les subunitats 8, €, 0 tenen un patré d’expressid més limitat i es creu que en alguns casos

substituirien la subunitat .

La subunitat & s’expressa principalment al cerebel, i esta freqiientment associada amb les
subunitats 04 1 O, constituint majoritariament receptors extrasinaptics. Aquests receptors que
es troben fora de les sinapsis, tenen una alta afinitat pel GABA 1 una lenta desensibilitzacio.

Funcionalment estan implicats en la regulaci6 del grau d’excitabilitat de la neurona (Mohler,

2002; Whiting, 2003).

Taula 5. Potencials activitats farmacologiques de les diferents subunitats o del receptor GABA 4.

SUBUNITAT FARMACOLOGIA

o Sedacid/ Hipnosi/ Anticonvulsid
o Relaxacio muscular/ Ansietat
O3 Ansietat

Os Memoria/ Aprenentatge

La farmacologia del receptor GABA, esta determinada per la subunitat oo que el constitueix
(Taula 5). Els estudis farmacologics conjuntament amb els de genética molecular, han permes
determinar la subunitat o associada amb els diferents efectes farmacologics del receptor. De
manera general s’accepta que la subunitat o esta implicada en els efectes sedants, hipnotics 1
anticonvulsius (McKernan, 2000; Mohler, 2002), mentre 1’0, en la relaxacié muscular. Pel
que fa a D’efecte ansiolitic hi ha diferents punts de vista respecte la implicacid d’ o, 1 3.
D’una banda, en ratolins amb mutaciéo a la subunitat o, del receptor (o;H101R), perden
I’efecte ansiolitic induit pel diazepam, mentre en els mutants d’ o (03H126R) es manté (Low,
2000). En canvi els estudis farmacologics realitzats en rosegadors amb el TP003 (compost de
Merck), agonista selectiu dels receptors GABAA que contenen la subunitat o, s’observa un
potent efecte ansiolitic en els diferents test de conducta d’ansietat (Dias, 2005). En la mateixa

linia, I’0i31A, agonista invers selectiu de la mateixa subunitat és ansiogeénic (Atack, 2005b).
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Malgrat que els estudis farmacologics suggereixen la implicacid de la subunitat o; en ansietat,
no podem descartar la participacio d’o. La subunitat o5 t€¢ una distribucid bastant especifica a
I’hipocamp. Donat I’important paper que té aquesta estructura en I’aprenentatge i la memoria,
aquesta subunitat podria estar implicada en aquests processos cognitius. Pel que fa a 1’0y els
resultats de diversos estudis suggereixen un paper proconvulsiu donat que I’increment de
I’expressio genica d’aquesta subunitat podria estar implicat en la induccié d’atacs epileptics

(Smith, 2001; Mohler, 2002).
9. TRACTAMENT FARMACOLOGIC DE L’INSOMNI

El tractament farmacologic de I'insomni es basa en compostos que actuen potenciant els
efectes inhibitoris del GABA, donat que com ja s’ha dit el GABA esta implicat en el son, o
bloquejant els receptors dels neurotransmissors que promouen la vigilia. La finalitat del
tractament és resoldre els problemes de conciliaci6 o manteniment del son, respectant-ne

I’arquitectura 1 millorant la qualitat de vida del pacient.

Amb aquestes premisses, I’hipnotic ideal hauria de complir els segiients requisits (Estivill,

2003):

* Inducci6 rapida del son 1 una durada oOptima del seu efecte (7-8h) per tal de

mantenir-lo 1 evitar despertar-se durant la nit.
= Mecanisme d’accio especific, que generi un son fisiologic.

= Sense produccié d’efectes adversos com efecte ressaca (somnoléncia dilirna),

deteriorament cognitiu, insomni de rebot, sindrome d’abstineéncia o dependeéncia.
= Sense disminucio d’eficacia amb I’administracio prolongada (tolerancia).
* Increment de la qualitat de vida del pacient.
9.1. Hipnotics que actuen sobre el receptor GABA 5

El tractament farmacologic de I’insomni basat en el receptor GABA 4 ha evolucionat aportant
una millora en ’eficacia 1 la seguretat dels hipnotics. Principalment es poden distingir tres

generacions: els barbiturics, les benzodiazepines i els farmacs Z.
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9.1.1. Els barbiturics

Els primers farmacs que es van utilitzar a principis del segle XX, van ser els barbitirics
(Figura 11). Sén hipnotics eficagos ja que augmenten la propensio al son 1 el seu manteniment,
perd no indueixen un son fisiologic 1 generen rapidament tolerancia i dependencia. Sén poc
segurs, ja que poden ser letals per sobredosi, especialment si es barregen amb alcohol.

Actualment estan contraindicats com a hipnotics (Lancel, 1999; Charney, 2006).

O

R

o’) < Kc:)

R!: R’
Figura 11. Estructura quimica general dels barbiturics

9.1.2. Les benzodiazepines

Posteriorment a la década dels seixanta, van apareixer les benzodiazepines (BDZ) (Figura
12), que com s’ha comentat anteriorment s’uneixen entre les subunitats o i y del receptor
GABA, modulant-lo al-lostéricament. Alguns exemples de BDZ sén el diazepam (Valium®),
lorazepam (Orfidal®), clorazepat (Tranxilium®), triazolam (Halcion®™) o flurazepam

(Dormodor™).

La principal caracteristica de les BDZ és que no son selectives de la subunitat o del receptor
GABA,A de manera que a part de propietats hipnotiques son ansiolitiques, miorelaxants 1

anticonvulsionants.

Figura 12. Estructura quimica general de les BDZ. A. Anell benzenic, B. Anell

diazepina i C. Substituent 5-aril que contenen les principals BDZ.
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Encara que son eficaces augmentant el temps total de son (TST, de I’angles Total Sleep Time)
i reduint-ne la laténcia (temps que triga la persona a adormir-se), n’alteren la seva arquitectura
disminuint el son REM 1 augmentant la fase II del son nREM en detriment de les fases 1111 IV

(SWS) (Gottesmann, 2002, Charney, 2006).

En general tenen molts efectes no desitjats com 1’efecte ressaca, que és la sedacié diiirna
degut a que la majoria tenen una vida mitjana llarga (de 6 a més de 24h). Aixo disminueix el
nivell d’alerta del pacient 1 dificulta la capacitat de realitzar les seves activitats diaries 1
laborals. També provoquen deteriorament cognitiu o insomni de rebot i en tractaments

prolongats poden produir tolerancia i dependéncia.

D’altra banda, com s’ha mencionat anteriorment en I’insomni primari hi ha una
sobreactivacio de 1’eix HPA. L’efecte del tractament amb BDZ sobre ’alliberament basal de
corticoesteroides €s complex. Encara que s’ha estudiat extensament, les dades de la literatura
son contradictories. Aparentment, les BDZ classiques disminueixen 1’activacio de I’eix HPA,
perd paradoxalment en determinades condicions i a dosis elevades augmenten els nivells

basals de corticosterona.

El control de les neurones CRH del nucli paraventricular hipotalamic (PVN), depen del
balang de les projeccions excitatories i inhibitories que rep. El GABA ¢és un regulador negatiu
de I’excitabilitat d’aquestes neurones, que podria modular 1’eix HPA per diverses vies. D’una
banda, les neurones CRH reben projeccions gabaérgiques del BST (de I’angles Bed nucleus of
the Stria Terminalis) que podrien retroalimentar-les negativament. També hi ha un grup de
neurones gabaergiques al voltant del PVN, principalment constituides per receptors GABA4
que contenen la subunitat o, que inhibirien la secrecid6 de CRH a partir de les projeccions

cortico-limbiques que reben.

Aquests resultats porten a alguns autors (Mikkelsen, 2005 i 2008) a suggerir que les BDZ
modulen I’eix HPA a través de mecanismes parcialment oposats. L’efecte net depen de la

composicid de les subunitats o que componen el receptor GABA 4 al qual s’uneixen.

9.1.3. Els farmacs Z

Des de la decada dels vuitanta fins a ’actualitat, els farmacs que s’han desenvolupat per al
tractament de I’insomni han estat principalment els anomenats farmacs-Z. Son agonistes del
lloc d’unid de les BDZ, perd estructuralment no ho son (Figura 13). Sdn més selectius de la

subunitat oy, de manera que tenen un perfil farmacologic més definit, amb propietats
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hipnotiques perd sense efectes miorelaxants, ansiolitics o anticonvulsius (Estivill, 2003).
Alguns exemples d’aquests farmacs son el zopiclone (Limovan®), I’eszopiclone (Lunesta®), el

zaleplon (Sonata®™) o el zolpidem (Stilnox®/ Ambien®).

/N>—§//N o
N — N
O c e 0T
A\ 0.0 7 ~Cl 0.0
N~ Y
(@]
Q

P SRRV ¢

zaleplon zolpidem zopiclone eszopiclone indiplon

Figura 13. Estructura quimica dels principals farmacs Z.

Aquests farmacs respecten 1’arquitectura del son, i generalment en disminueixen 1’inici i
n’augmenten la durada (TST). També incrementen el son nREM, disminuint la fase I de
transicid 1 augmentant-ne la fase II (Lancel, 1999). Disminueixen el nombre de cops que
I’individu es desperta durant el son 1 augmenten les fases III 1 IV. Alguns disminueixen el son

REM, encara que en menor grau que les BDZ, i altres no 1’afecten (Estivill, 2003).

anmateix, encara tenen efectes no desitjats com 1’insomni de rebot, 1’amnésia anterograda, la
T teix, t fect desitjat I de rebot, I’ t da, 1

dependeéncia o la tolerancia.

En relacié amb les alteracions neuroendocrines dels pacients amb insomni primari, s’ha
observat que a diferéncia d’algunes BDZ com el diazepam o el flunitrazepam que
disminueixen la secrecid nocturna de melatonina, alguns farmacs Z com el zopiclone 1 el

zolpidem els preserven (Rodenbeck, 2001).

El zolpidem és una imidazopiridina d’absorcio rapida i vida mitjana curta (entre 1,5- 4,5h)
(Estivill, 2003; Ebert, 2006) indicada pel tractament de 1’insomni transitori. Es selectiva del
subtipus de receptors GABAA que contenen la subunitat o, pels quals té una gran afinitat,
mentre que té una afinitat intermedia o nul-la pels subtipus formats per les subunitats o5/03 1

Ols respectivament.

El zolpidem disminueix significativament la laténcia del son i el nombre de despertaments.

També augmenta el TST i a diferéncia de les BDZ, els estudis clinics suggereixen que no
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genera tolerancia. Per contra, en alguns estudis s’ha observat insomni de rebot al finalitzar el

tractament, dependéncia i efectes cognitius (Datamonitor, 2008).

L’any 2006, als EEUU es va aprovar el zolpidem MR (modified-release) indicat per pacients
amb problemes de manteniment del son. Aquesta nova formulacid, permet que una part del
farmac s’alliberi immediatament 1 la resta de manera prolongada per tal de mantenir els

nivells en plasma al llarg de la nit.

El zaleplon també t¢ més afinitat pel subtipus de receptors o, que pels que contenen les
subunitats 0,/03, encara que és menys potent que el zolpidem. Aquesta pirazolopirimidina,

també potencia els corrents de Cl” a través de receptors que contenen la subunitat os.

El perfil farmacocin¢tic del zaleplon es caracteritza per una absorcié rapida i un fort

metabolisme de primer pas a fetge, que resulta en una vida mitjana d’aproximadament 1h.

En I’ambit clinic disminueix la laténcia del son, encara que els efectes sobre el manteniment
son menys consistents, possiblement atribuibles a una vida mitjana curta, de manera que
només esta indicat per pacients amb dificultat per conciliar el son. Tanmateix, es pot prendre
fins a 4h abans de llevar-se, la qual cosa podria ser util en persones que necessitessin
despertar-se després d’un breu interval de son. Encara que les dades sén controvertides,
alguns estudis suggereixen que zaleplon té potencial d’abus 1 pot generar dependencia (Ebert,

2006).

En canvi, el zopiclone és una ciclopirrolina amb poca selectivitat pel subtipus de receptors
GABAA que contenen la subunitat o;. També esta indicat per I’insomni primari transitori,
augmentant-ne el TST 1 disminuint significativament la laténcia del son i el nombre de
despertaments. No s’ha apreciat insomni de rebot en els estudis clinics, pero si efecte ressaca,
possiblement degut a una vida mitjana llarga (3-6h). També presenta potencial d’abus i

dependencia.

L’eszopiclone ¢és I’isomer S del zopiclone que és farmacologicament actiu. Esta indicat per a
la induccid 1 manteniment del son tant en 1’insomni transitori com cronic. Les caracteristiques
cliniques sén similars a les del zopiclone, perd no presenta efecte ressaca, un resultat
paradoxal tenint en compte que té una vida mitjana de 6h. Tampoc presenta tolerancia en
estudis de més de 6 mesos. Els estudis de fase IV han demostrat que 1’administracié conjunta

d’aquest farmac amb ansiolitics o antidepressius millora no només el son sind altres
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simptomes relacionats amb 1’ansietat i la depressio en el cas d’insomni secundari (Sullivan,

2009).

Un altre farmac Z prometedor és I’indiplon. Estructuralment similar al zaleplon, perd amb
més afinitat pels receptors GABAA que contenen la subunitat o;i una vida mitjana

lleugerament superior, d’1.5h.

S’havien desenvolupat dues formulacions, la IR (immediate-release) 1 la MR (modified-
release) que iniciaven rapidament el son i en el cas de la segona també el mantenia (Palomer,
2007). Els estudis clinics en fase III amb la formulacio IR van demostrar que en pacients amb
insomni cronic, 1’indiplon reduia significativament la laténcia del son, pero els resultats pel
que feia al TST eren estadisticament poc consistents (Datamonitor, 2008). No mostrava
evidencies d’efecte ressaca, tolerancia o sindrome de retirada. Tanmateix, per 1’aprovacio del
farmac, I’FDA (Food and Drug Administration) 1i requereix estudis clinics més objectius en
gent gran, estudis dels efectes adversos comparativament amb els farmacs del mercat 1 un
estudi preclinic que avalui I’administracié d’indiplon durant el primer trimestre d’embaras
(Sullivan, 2009). En el cas de la formulacio MR es va interrompre el seu desenvolupament al
2009, possiblement atribuible a problemes de seguretat o el fet que només pogués estar

indicat per conciliar el son.
9.1.4. Altres farmacs amb efecte sobre el receptor GABA 4

A banda dels farmacs Z, també s’han investigat altres compostos que actuen sobre el receptor
GABA,. El gaboxadol (Lundbeck/Merck, Figura 14) és un agonista selectiu dels receptors
GABA, extrasinaptics que solen estar constituits per les subunitats ou/06 1 0. S’uneix al
mateix lloc que el lligand endogen 1 provoca el flux d’anions CI” independentment de la seva
preséncia. Els receptors extrasinaptics tenen una distribucido limitada a I’SNC pero es
concentren principalment a cortex, sistema limbic i1 talem. Algunes d’aquestes zones com el
talem estan relacionades amb el son. S’ha plantejat que el gaboxadol augmenta 1’activitat de
les neurones del VLPO, disminuint la inhibicidé que reben dels sistemes implicats en la vigilia

(Ebert, 2006; Sullivan, 2009).

En els estudis clinics el gaboxadol augmenta el son nREM, principalment la fase de I’'SWS
que va disminuint amb ’edat, millora la qualitat del son i en disminueix el nombre de

despertaments. Tanmateix, al 2007, un cop finalitzats els estudis de fase III, es va interrompre
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el seu desenvolupament, possiblement perque els resultats obtinguts no justificaven el seu

desenvolupament (Sullivan, 2009).

També s’han iniciat estudis clinics enfocats a ’insomni amb la tiagabina (Figura 14),
inhibidor de la recaptacié del GABA. Encara que esta indicada pel tractament de 1’epilepsia,
s’ha vist que incrementa significativament I’SWS (Palomer, 2007).

L’adipiplon (NG-2-73) és un agonista parcial del receptor GABA que s’ha suggerit modula
preferentment els receptors que contenen la subunitat 0. Aquesta subunitat s’ha hipotetitzat
que esta associada amb la induccid del son. El desenvolupament d’aquest compost es va
suspendre al 2008, tot just dos mesos després d’haver iniciat els estudis clinics de fase II/ III

per I’aparicid d’efectes secundaris no desitjats a les dosis administrades (Sullivan, 2009).

Finalment, un altre agonista parcial que modula al-lostéricament el receptor GABA, 1 que
esta en fase II és ’EVT-201. Els resultats dels estudis clinics demostren que millora
significativament el TST, disminueix la laténcia del son conjuntament amb el nombre de

despertaments i subjectivament no genera efecte ressaca.

OH
| \;N COOH
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gaboxadol tiagabina

Figura 14. Estructura quimica del gaboxadol i la tiagabina

9.2. Hipnotics que actuen sobre altres receptors

Tradicionalment el tractament farmacologic de 1’insomni, s’ha centrant en els agonistes del
receptor GABA,, que provoquen la depressio generalitzada de I’'SNC. A mesura que s’ha
incrementat el coneixement de les xarxes neuronals involucrades en el son 1 la vigilia, s’han

comengat a desenvolupar hipnotics que actuen selectivament sobre altres receptors.
9.2.1. Moduladors dels receptors de melatonina

La melatonina ¢és una hormona sintetitzada a la glandula pineal que promou el son a través

dels seus receptors acoblats a proteina Gj, MT; i MT,, molt abundants al nucli
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supraquiasmatic. La disminucié de [Dactivitat neuronal en aquesta area, promoguda
principalment per MT) afavoreix ’inici del son. El talem, a pesar de tenir menor densitat de
receptors MT; 1 MT,, també esta involucrat en els efectes soporifers de la melatonina.
Aquesta area del cervell té influéncies sobre I’NSQ 1 esta implicada en la formacié de fusos
del son, tipics del son nREM. L’hormona pineal també afavoreix el son de manera indirecta a

través de I’activacié de mecanismes gabaergics (Hardeland, 2009a; Srinivasan, 2009).

El principal inconvenient de 1’s de la melatonina, en el tractament de 1’insomni primari, €s la
curta vida mitjana en sang (20-30 minuts), que dificulta el manteniment del son. Per
solucionar aquest problema s’han plantejat dues estratégies diferents. D’una banda, el
desenvolupament d’una formulacié que permeti 1’alliberacio sostinguda de I’hormona natural
(Circadin®), i D’altra agonistes melatoninérgics amb una vida mitjana més llarga com el

ramelteon, el tasimelteon o I’agomelatina (Figura 15).

Iz

melatonina

tasimelteon

Figura 15. Estructura quimica de la melatonina i dels agonistes dels seus receptors MT,; i MT,.

Un altre aspecte a destacar €s la preseéncia de receptors de melatonina fora de I’'SCN, com al
cor o als vasos sanguinis. Encara que la seva densitat ¢s menor, no s’ha de descartar que els
agonistes melatonineérgics a part d’efectes hipnotics puguin afectar el sistema immune, el

tracte gastrointestinal, la pressi6 sanguinia, o els sistemes hormonal i reproductor.

Al 2007, I’Agencia Europea del Medicament (EMA) va autoritzar 1’us de melatonina
d’alliberacio prolongada (Circadin®) pel tractament de I’insomni en pacients a partir de 55
anys d’edat. El Circadin® pot ser 1til, en pacients que presenten una disminucié de la secrecid
nocturna de melatonina relacionada amb [’edat. Les principals caracteristiques d’aquest

farmac son la disminucid de la laténcia del son i la millora en la qualitat, sense efecte ressaca
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o dependéncia. Els efectes sobre el manteniment del son i el TST sén poc convincents

(Hardeland, 2009a).

El ramelteon (Rozerem®) és un agonista amb elevada afinitat pels receptors MT; i MT,
localitzats a ’NSQ. T¢ una vida mitjana en sang entre 1 1 2h, i un fort metabolisme de primer
pas a fetge que genera 4 metabolits principals. El metabolit II, t¢ 10 vegades menys afinitat
pels receptors MT; i MT». En canvi es metabolitza menys, de manera que té una vida mitjana
més llarga (2-5h), 1 assoleix concentracions de 20 a 100 vegades superiors a les del compost

inicial, contribuint substancialment a la seva activitat farmacologica.

Els estudis clinics tant amb voluntaris sans com amb pacients amb insomni primari cronic,
han demostrat que el ramelteon disminueix la laténcia del son i augmenta el TST, encara que
no s’ha apreciat millores en el manteniment ni en la qualitat. Tampoc s’ha observat efecte
ressaca, insomni de rebot, dependéncia o potencial d’abis. Es per aixd que ’FDA només ha

aprovat I’is de ramelteon per pacients amb dificultat per conciliar el son (Datamonitor, 2008).

Un altre agonista selectiu dels receptors MT; 1 MT, és el tasimelteon (VEC-162). T¢ una
vida mitjana més llarga que la del lligand endogen, ja que €s superior a les 2-3h. Actualment
encara esta en estudis clinics de fase III on ha demostrat una millora estadisticament
significativa en I’inici del son, el manteniment i el TST. Aquest compost podria estar indicat
pel tractament dels trastorns del ritme circadia, com I’insomni transitori produit pel jet-lag

(Sullivan, 2009; Hardeland, 2009b).

Finalment, I’agomelatina (Valdoxan®) és un agonista dels receptors MT; i MT, _que a més
antagonitza els receptors SHT,c. La desmetilacié del compost inicial, dona lloc a la formacio
de N-acetilserotonina, que presenta afinitat per aquest receptor serotoninergic. La inhibicid
del receptor SHT,c, €s responsable dels efectes antidepressius d’aquest farmac, indicat pel
tractament dels episodis de depressidé major en adults (MDE). Els efectes de 1’agomelatina,
son similars als dels farmacs que habitualment s’utilitzen pel tractament de ’'MDE, sense
efectes adversos sobre el pes, o les funcions sexuals 1 gastrointestinals. Encara que no estigui
indicat com a hipnotic, també millora el son en aquests pacients (Hardeland, 2008; Sullivan,

2009).

En resum, I’efecte que tenen aquests farmacs sobre els canvis de fase del rellotge intern,
podrien ser Utils pel tractament dels trastorns del son del ritme circadia (CRSD, de 1’anglés

circadian rhythm sleep disorders) en els quals hi ha un desajustament entre el cicle son/vigilia
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intern 1 I’hora adequada de dormir. Pel que fa a I’insomni primari, a excepcid del tasimelteon,
la resta de farmacs melatoninergics tenen una baixa eficacia en el manteniment del son, de

manera que ara per ara els agonistes moduladors del GABA segueixen sent més indicats.
9.2.2. Moduladors dels receptors d’orexina

Els antagonistes orexinergics representen un nou abordatge pel tractament de 1’insomni. Com
ja s’havia mencionat anteriorment, les orexines es sintetitzen exclusivament a I’hipotalem
lateral-posterior. Aquesta area ¢€s I’origen d’un ampli sistema de projeccions que innerva
multiples estructures de I’SNC, algunes de les quals relacionades amb els cicles son/vigilia.
Aquests neuropeptids, a part de la regulacié de I’homeostasi energetica i de la secrecid d’acids
gastrics, tenen un paper important en el manteniment de la vigilia (Cai, 2006; Ganjavi, 2007).
La narcolepsia és un trastorn del son, que en humans recentment s’ha associat amb
mecanismes autoimmunes, que provocarien una mort de les neurones orexinergiques durant el
periode postnatal (Nishino, 2007). Aquest procés conseqiientment, genera un deficit d’orexina
que ocasiona alguns dels simptomes d’aquest pacients, com 1’excessiva somnoléncia dilirna
(degut a la incapacitat per mantenir la vigilia), la reduccid del temps d’inici del son REM (a
vegades directament des de I’estat de vigilia), 1 en alguns casos cataplexia (perdua del to

muscular amb preservacio6 de la consciencia).

Les orexines desencadenen la seva accid a través de la uni6 al seus receptors OX;R (acoblat a
proteines Gq) 1 OXoR (acoblat a proteines Gq 1 Gip). Els receptors OX; R es localitzen
principalment a I’LC, mentre els OX;R a TMN. Actualment, hi ha dades contradictories sobre
la implicaci6 del receptor OX R en el son. Per una banda, alguns articles mencionen que
ratolins knockout del receptor OX R tenen poques anormalitats en el son (Willie, 2003).
Altres en canvi, mostren que tant I’administracié d’anticossos com d’antagonistes selectius
contra OX R reverteixen 1’efecte disruptor del son induit per orexina, implicant 1’accio
d’aquest receptor en la regulacié de la vigilia (Cai, 2006). També s’ha descrit que agonistes
del receptor OX; R tenen activitat antinociceptiva 1 els antagonistes reversos induirien la
ingesta. Pel que fa al receptor OX,R, la perdua de funcionalitat del receptor descrita en
models canins de narcolépsia, suggereix una major implicacid d’aquest receptor en la

regulaci6 del son.

En conjunt, aquests fets indiquen que els antagonistes del receptor d’orexina podrien ser utils

per al tractament dels trastorns del son. Algunes companyies farmaceutiques ja han identificat
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petites molécules no peptidiques (amb major poder de penetraci6 a SNC) antagonistes del
receptor. D’aquests compostos, només tres estan actualment en fase clinica: el MK-4305

(Merck), el SB-649868 (GlaxoSmithKline) i I’almorexant (ACT-078573 d’ Actelion).

L’almorexant (Figura 16) és un potent antagonista dels dos receptors orexinergics.
Actualment s’han desenvolupat estudis clinics de fase III amb pacients amb insomni primari
cronic, per comparar els efectes amb zolpidem 1 avaluar el tractament a llarg termini. Encara
no s’han publicat els resultats d’aquests estudis, perd les dades preliminars dels estudis de
fase II suggereixen que aquesta tetrahidroisoquinolina promouria el son. En adults amb
insomni primari, I’administracié d’almorexant en la fase activa (quan els nivells d’orexina sén
elevats), incrementa significativament I’eficiencia del son, disminuint-ne la laténcia i
incrementant-ne el TST 1 la fase del son REM. Aquest compost té una bona tolerancia, amb
pocs efectes adversos (deguts a la poca afinitat per altres receptors) i sense indicis de generar
cataplexia. Aquest €s un punt clau per al futur aprovament dels antagonistes orexinergics, ja
que la cataplexia és un simptoma que es dona en un context on I’activitat de I’orexina esta
reduida. També caldra veure si generen efectes no desitjats, degut a la implicacié dels
receptors d’orexina en altres processos fisiologics, 1 determinar si a la nit, quan 1’activitat de

les neurones orexinergiques és més baixa, també tenen efectes sobre el son (Neubauer, 2010).
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Figura 16. Estructura quimica de I’almorexant.

9.2.3. Moduladors dels receptors d’histamina

La histamina ¢€s el principal neurotransmissor promotor de la vigilia a I’'SNC. La seva sintesi
esta restringida en poblacions de neurones localitzades al nucli tuberomamilar (TMN) de
I’hipotalem. Aquestes neurones projecten a diverses arees del cervell, i participen en varies
funcions com la regulaci6 del cicle son/vigilia, la secrecié hormonal, el control cardiovascular,

la termoregulacio, la ingesta o la memoria.
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Els receptors histaminergics (H;, Ha, Hs 1 Hs) pertanyen a la superfamilia dels GPCRs.
D’aquests, I’'H4 no sembla que es localitzi a cervell. Els antagonistes d’H, s’utilitzen
principalment pel tractament d’ulceres gastrointestinals (inhibint la secrecidé d’acid gastric),
encara que aquest receptor també es localitza a cervell 1 s’ha suggerit que la seva inhibicio
incrementa el son d’ones lentes. L’Hs és I’inic receptor presinaptic, i regula 1’alliberament
d’histamina 1 noradrenalina. El seu bloqueig incrementa els nivells d’aquests
neurotransmissors afavorint la vigilia 1 disminuint la fase del son REM 1 el d’ones lentes.
Aquests efectes han contribuit a augmentar ’interés sobre el receptor, ja que tant els
antagonistes com agonistes inversos podrien ser utils pel tractament de la narcolepsia,
caracteritzada per 1’excessiva somnoléncia dilirna (Gemkow, 2009). Finalment, el receptor H;
¢s diana dels farmacs antihistaminics (antagonistes H;) utilitzats pel tractament de reaccions
al-lergiques, pero la seva inhibicio central provoca també disminuci6 de I’alerta i somnoleéncia

(Stahl, 2008).

Diversos antihistaminics conjuntament amb alguns antidepressius triciclics amb propietats
antihistaminiques (amitriptilina 1 doxepina) s’han utilitzat ampliament pel tractament de
I’insomni. Aquests farmacs a les dosis actuals son poc selectius 1 actuen simultaniament sobre
receptors muscarinics, colinérgics o adrenergics generant efectes no desitjats. Recentment,
s’ha descobert que els antagonistes selectius del receptor H, a determinades dosis, promouen

el son sense generar sedaci6 dilirna, tolerancia o augment de pes.

La doxepina (Silenor”™) (Figura 17) és una antidepressiu triciclic que s’ha utilitzat durant més
de 35 anys per al tractament de la depressid. Aquest farmac té menor afinitat (dos ordres de
magnitud) pel transportador de serotonina que pel receptor H;, de manera que a dosis molt
baixes (1-6 mg) el bloqueja selectivament. Actualment s’han finalitzat quatre estudis de fase
III, alguns amb pacients amb insomni cronic on millora la qualitat del son, el TST 1 el

manteniment (disminuint el WASO de ’angles wake after sleep onset).
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Figura 17. Estructura quimica de la doxepina.
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Un altre antagonista selectiu d’H;, que alhora inhibeix el receptor SHT»a, ¢és 1’LY-2624803
(Lilly). Aquest compost encara es troba en fase II, perd ha demostrat que disminueix la

laténcia del son 1 en millora el manteniment sense efecte ressaca (Sullivan, 2009).

A dosis baixes, els antagonistes selectius del receptor H; poden ser una nova alternativa per al
tractament de 1’insomni, sobretot per la gent gran que de vegades requereixen llevar-se a la nit.
A diferéncia dels hipnotics gabaergics que bloquegen globalment els sistemes de vigilia, els
antagonistes histaminergics només suprimeixen aquesta via, de manera que si el pacient ho

necessités seria més facil de despertar.
9.2.4. Moduladors dels receptors de serotonina

La serotonina (5-HT o S5-hidroxitriptamina) és un altre neurotransmissor implicat en la
regulacié del son. Les neurones serotoninergiques del nucli dorsal 1 medial del rafe formen
part del sistema activador reticular ascendent que innerva 1’escor¢a 1 regions subcorticals del
prosencefal. Aquestes neurones son actives durant la vigilia i van disminuint la seva activitat

a la fase del son nREM, fins a ser completament inactives durant el son REM.

Els efectes que exerceix la 5-HT a SNC estan mediats per multiples subtipus de receptors,
classificats en 7 subfamilies (5-HT;- 5-HT7). A excepcio dels receptors 5-HT3_ que son canals
ionics depenents de lligand, la resta pertanyen a la superfamilia dels GPCRs. La subfamilia
5-HT, amb 3 subtipus de receptors (5-HT,4, 5S-HT,p, 5-HT,() esta especialment implicada en
el son. S’ha suggerit que els receptors 5-HT, modulen el son d’ones lentes (SWS). La
ritanserina, antagonista del receptor 5-HT,, promou el son 1 augmenta I’'SWS (Sharpley, 1994;

Teegarden, 2008).

L’eplivanserina (SR-46349 B) (Figura 18) és principalment un antagonista del receptor
5-HT;,s, encara que amb certa afinitat pel 5-HT,c (1.3 nM 1 120 nM respectivament).
Inicialment, aquest farmac es va desenvolupar pel tractament de trastorns psiquiatrics, donada
la implicacié de la serotonina en I’etiologia de nombroses malalties com la depressio,
’ansietat, les fobies o I’esquizofrenia. Actualment, s’han completat 3 estudis de fase III per al
tractament de I’insomni en els quals I’eplivanserina millora la qualitat i el manteniment del
son, disminuint significativament el WASO 1 el nombre de cops que es desperta el pacient

durant el son.
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Figura 18. Estructura quimica dels antagonistes i agonistes inversos dels receptors SHT,4 1 SHT .

La volinanserina (MDL-100907) (Figura 18) és un potent antagonista del receptor 5-HT>a,
que com el farmac anterior també presenta afinitat pel 5-HTc (0.4 nM 1 30 nM
respectivament). Originariament es va desenvolupar per al tractament de 1’esquizofrénia, pero
al 1999 es van suspendre els estudis clinics per aquesta aplicacid i en 1’actualitat esta en

estudis de fase III per al tractament de I’insomni.

Encara que estructuralment és similar a la volinanserina, la pruvanserina (LY-2422347)
(Figura 18) és un altre antagonista més selectiu de 5-HT,5 que de 5-HT,¢ (0.4 nM i 1334 nM

respectivament) en estudis de fase II per determinar-ne 1’eficacia en el manteniment del son.

La mirtazapina és un farmac per al tractament de la depressid, que inhibeix els receptors o
adrenergics presinaptics aixi com els 5-HT24 1 5-HT>¢ (10 nM ambdés). El seu potent efecte
sobre els receptors serotoninergics, ha despertat interés per la seva possible aplicacidé en
I’insomni. Actualment, el seu isomer S, I’esmirtazapina (Org-50081, Merck), esta en estudis
clinics de fase IIl per al tractament de I’insomni i dels simptomes vasomotors de la
menopausa. Donat que la prevalenca de I’insomni és superior en dones que en homes
(incrementa en dones a la menopausa, associat en part als fogots), aquest farmac podria estar

adregat a aquest sector de la poblacié (Datamonitor, 2008).

La paliperidona i ’'I'TI-722 sén antagonistes del receptor 5-HT, que alhora actuen sobre els

receptors dopaminergics. Aquest doble efecte podria ser util en pacients esquizofrénics amb
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insomni. De moment, la paliperidona en estudis clinics amb aquest grup de pacients ha
demostrat una disminuci6 de la laténcia del son, un augment del TST, el son REM 1 la fase II
del son nREM. D’altra banda, els estudis amb ITI-722 amb pacients amb insomni de

manteniment, demostren tamb¢ un augment del TST, ’'SWS 1 una disminuci6 del WASO.

Altres farmacs en fase clinica, que s’estan avaluant pel tractament de I’insomni, sén els
agonistes inversos del receptor 5-HT,a, com ’ADP125 o la pimavanserina (ACP-103)
(Figura 18). Els agonistes inversos s’uneixen al mateix lloc que 1’agonista pero reverteixen
I’activitat constitutiva del receptor. Ambdds compostos augmenten I’SWS 1 disminueixen el
WASO i el nombre de cops que es desperta el pacient durant el son. En el cas de I’ADP-125
els ultims estudis de fase II amb pacients amb insomni primari, no han demostrat una millora

significativa d’aquests parametres respecte el grup de pacients control (Rosenberg, 2008).

Exceptuant la paliperidona (que també té afinitat sobre els receptors 5-HT5), en general els
antagonistes 1 agonistes inversos del receptor 5-HT,a no tenen efectes sobre la latencia del
son, encara que milloren significativament els parametres relacionats amb el manteniment
(WASO, SWS). L’SWS té un paper crucial en la funcidé restauradora del son. Aquests
compostos podrien estar indicats en pacients amb insomni de manteniment o insomni
secundari associat a depressio o esquizofrénia, donada la implicacié de la serotonina en aquest

tipus de trastorns psiquiatrics.

D’altra banda, encara que els receptors SHT7 s’expressen en diversos teixits humans, al talem
1 I’hipotalem ¢€s on hi ha una major densitat. També son abundants a 1’hipocamp i en menor
quantitat en regions limbiques i corticals (Hedlund, 2004). En rosegadors també s’han
localitzat a I’'NSQ i encara que els resultats no son concloents, s’ha suggerit que podria estar
implicat en els canvis de fase de I’activitat neuronal mediats per serotonina (Gannon, 2001).
Els estudis farmacologics 1 la distribucio dels seus receptors suggereixen la implicacio del
receptor SHT7 en el son, el ritme circadia, la termoregulacid, la memoria, 1’aprenentatge 1 la
regulacid de I’estat animic. Encara que els estudis amb antagonistes dels receptor SHT7 estan
en fase preclinica, I’administracié en rata d’SB269970-A abans de 1’inici del son, redueix el

son REM (Hagan, 2000).
9.2.5. Altres receptors

Finalment, I’oleamida, els moduladors d’adenosina, el CRF (de 1’angleés Corticotropin-

releasing Factor), el neuropeptid Y, el neuropeptid S o les proteines rellotge i PER soén altres
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lligands que tenen un mecanisme d’accid diferent sobre el son. Actualment s’estan realitzant
estudis preclinics per avaluar-ne la seva implicaci6 en el son i la possible aplicacié en el

tractament de 1’insomni.

En conclusio, I’heterogeneitat en 1’origen 1 els diferents tipus d’insomni fa necessari el
desenvolupament de nous hipnotics. Els farmacs amb nous mecanismes d’accid, obren un nou
ventall de possibilitats per fer front als diferents simptomes d’aquest trastorn. El tractament

farmacologic a escollir dependra en cada cas de la seva etiologia (Sullivan, 2009).
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Historicament el tractament farmacologic de I’insomni ha tingut com a principal diana el
receptor GABA,. L’evolucié dels hipnotics que actuen sobre aquest receptor, ha aportat una
millora en la seva eficacia i seguretat. Tot i1 aixi, encara tenen efectes no desitjats com

I’insomni de rebot, la dependéncia, I’amnésia anterograda o la tolerancia.

Al centre d’R+D de Ferrer Internacional ens hem plantejat trobar un compost que millori els
inconvenients dels hipnotics actuals. Seguint una estratégia de cribratge (Figura 19),
seleccionarem un compost amb: 1) major selectivitat in vitro per la diana terapéutica, la
subunitat o del receptor GABA 4, 2) activitat hipnotica in vivo que no alteri I’arquitectura del

son 1 3) una absorcid oral rapida i vida mitjana adequada.
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Figura 19. Estratégia de cribratge per a seleccionar el compost més adequat per a la fase preclinica. En groc els
assaigs que formen part d’aquesta Tesi Doctoral i en verd els que han desenvolupat altres departaments del

centre d’R+D de Ferrer Internacional.

En aquest context, 1’objectiu de la present Tesi Doctoral sera, dins la fase de recerca de nous
farmacs, seleccionar un candidat adequat que arribat a la fase preclinica, suposi una millora

respecte als compostos de referéncia que actualment es troben al mercat.
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Objectius

Per assolir aquest objectiu haurem de:

= Posar al punt els assaigs d’unié amb radiolligand in vitro, que ens permetin identificar
compostos amb gran afinitat per la subunitat o i1 baixa afinitat per I’ del receptor

GABAA,.

= Determinar els nivells d’ocupacid del receptor GABA4 per part dels compostos en
estudi, en diferents arees del cervell (on predominen determinades subunitats o del

receptor) 1 relacionar-ho amb 1’efecte observat en els assaigs de comportament in vivo.

» Avaluar la citotoxicitat dels compostos per determinar-ne el marge terapeutic in vitro.
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1. ANIMALS I CONDICIONS D’ESTABULACIO

Pels assaigs d’unié amb radiolligand in vitro, es van utilitzar rates mascle de la soca albina
Sprague-Dawley OFA (Harlan Interfauna Ibérica S.A.; Barcelona) amb un pes corporal
d’arribada entre els 200 g 1225 g.

Pels assaigs d’ocupaci6 del receptor, la posada al punt del metode es va realitzar inicialment
amb aquesta especie, perd posteriorment es va canviar i es van utilitzar ratolins mascle albins
de la soca Swiss CD-1 (Charles River S.A., Barcelona) amb un pes corporal d’arribada entre

12gil14 g.

En arribar a ’estabulari del centre d’R+D de Ferrer Internacional, els animals van ser
distribuits en gabies transparents de 48 x 27 x 21 cm per parelles en el cas de les rates o en
grups de 8 els ratolins. Cada gabia contenia un llit d’encenalls de fusta 1 disposava d’un
cilindre de plastic vermell com a enriquiment ambiental dels animals durant el periode
d’estabulacid. Les gabies estaven cobertes per una reixeta d’acer inoxidable sobre la qual s’hi

dipositava el pinso i el biber6 amb aigua.

Els animals es mantenien en condicions controlades de llum (alternant cicles de 12 hores de
claror de les 8h a les 20h, amb 12 hores de foscor), temperatura (22 £ 2°C) i humitat
ambiental (45-55%). Els animals disposaven d’aigua i pinso estandard (A04C, Panlab) ad

libitum. Passada la quarantena (5 dies) els animals podien utilitzar-se per fer els experiments.

Tots els procediments en els quals va ser necessari 1’is d’animals van ser aprovats pel Comite
Etic i d’Experimentacié Animal del centre i pel Departament de Medi Ambient i Habitatge de

la Generalitat de Catalunya.
2. SACRIFICI I EXTRACCIO DE MOSTRES

La majoria d’anestesics 1 relaxants musculars actuen sobre el receptor GABA (Westphalen,
2006; Topf, 2003). Per tal que aquests no interferissin en els nostres experiments, els animals
eren sacrificats sense anestesia previa, per decapitacid en el cas de la rata o dislocacid cervical

el ratoli.

Rapidament es procedia a I’extraccidé de cerebel, medul-la espinal i cortex (aquest ultim
només pels assaigs ex-vivo) 1 immediatament es congelaven en N, liquid. Posteriorment, els

teixits eren guardats a -80°C fins al moment de la seva utilitzacio.
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3. HOMOGENEITZACIO DELS TEIXITS
3.1. Assaigs d’uni6 amb radiolligand in vitro

Pels assaigs d’uni6 amb radiolligand in vitro, els teixits eren homogeneitzats segons els

protocols de J. Lameh (Lameh, 2000) i H. Noguchi (Noguchi, 2002) lleugerament modificats.

Un cop pesats, els cerebels es submergien en tampd fred (4°C) Tris-HCl 50 mM, pH 7.4 en
una proporcio6 1:40 (pes:volum). S’homogeneitzaven amb el disruptor tipus politrd (725 basic
IKA, Labortechnik) durant 1 minut a 8000 rpm 1 es centrifugaven a 20000 x g durant 10
minuts a 4°C (Centrifugadora Sorval RC 28S amb rotor adaptat a tubs de 50 mL, DuPont
Instruments). Seguidament es descartava el sobrenedant i el precipitat es resuspenia de nou en
el volum inicial, amb el mateix tampo6 fred, i tornava a centrifugar-se a 20000 x g durant 10
minuts a 4°C. Aquest procés, es repetia un cop més abans de resuspendre el precipitat en 1 mL
de tampd 1 congelar-lo a -80°C O/N. La congelacio a -80°C juntament amb els successius
rentats tenen la finalitat d’eliminar qualsevol substancia soluble que pugui interferir
posteriorment en els assaigs d’unié amb radiolligand com poden ser els neurotransmissors

endogens (Chiu, 1979).

El protocol de medul-la variava lleugerament. Un cop pesada es submergia en sacarosa (.32
M en una proporcidé 1:40 (pes:volum) i s’homogeneitzava amb el politrd en les mateixes
condicions que cerebel. La primera centrifugacio es realitzava a 1000 x g i es recollia el
sobrenedant. Posteriorment, el sobrenedant es centrifugava a 20000 x g 1 es resuspenia dos

cops més en les mateixes condicions descrites per cerebel.

L’endema es descongelaven les mostres, tant de cerebel com de medul‘la, i es repetia un
parell de cops més la resuspensio i centrifugacio. Finalment, el precipitat es resuspenia en
tampd Tris-HCl 50 mM pH 7.4, en una proporcid 1:10 o 1:5 (pes inicial de teixit:volum) en el
cas de cerebel o medul-la respectivament. Les mostres es guardaven a -80°C fins al moment

de la seva utilitzacid.
3.2. Assaigs d’uni6 amb radiolligand ex-vivo

En els assaigs ex-vivo (apartat 6, pagina 68), la dilucié del teixit amb el tampd
d’homogeneitzacio, afavoreix la dissociacid del compost administrat que s’hagi unit al
receptor. Per evitar-ho vam simplificar el protocol d’homogeneitzacid i1 tots els passos es

realitzaven en fred, a una temperatura de 4°C aproximadament.
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El cortex 1 el cerebel un cop pesats es submergien en tampd Tris-HCI 50 mM pH 7.4 fred
(4°C), en una proporcid 1:20 (pes:volum). S’homogeneitzaven amb el disruptor tipus politrd
(T25 basic IKA, Labortechnik) durant 1 minut a 8000 rpm i es guardaven a -80°C fins al

moment de la seva utilitzacio.

En canvi la medul‘la, un cop pesada es submergia en sacarosa 0.32 M en una proporcio 1:20
(pes:volum) i s’homogeneitzava amb el politr6 en les mateixes condicions que cortex i
cerebel. Seguidament, es realitzava una primera centrifugacio a 1000 x g i es recollia el
sobrenedant. Posteriorment, el sobrenedant es centrifugava a 20000 x g i es resuspenia en
tampd Tris-HCl 50 mM pH 7.4, en una proporcid 1:10 (pes inicial de teixit:volum). Les

mostres es guardaven a -80°C fins al moment de la seva utilitzacid.

4. QUANTIFICACIO DE PROTEINA PEL METODE COOMASSIE O METODE
ACID

4.1. Fonament del métode

La valoraci6 de proteina es va realitzar utilitzant el reactiu comercial Bio-Rad Protein Assay

Dye Reagent Concentrate que es basa en el me¢tode de Bradford (1976).

El reactiu conté¢ metanol, acid fosforic i el colorant Coomassie Brilliant Blue G-250 que
s’uneix a les proteines de la mostra en medi acid, formant un complex acolorit que es pot

quantificar mesurant-ne I’absorbancia a 590 nm.
4.2. Reactius

»  Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad)
» Albumina serica bovina (BSA) (Bio-Rad) 1 ug/mL
4.3. Protocol

La valoracio es fa en plaques de 96 pous. El reactiu Bio-Rad es dilueix préviament (1/5) en
aigua MilliQ. Les mostres dels homogenats de teixit es dilueixen també en aigua MilliQ, en
proporcid (1/10) pels assaigs in vitro. Pels assaigs ex-vivo el cortex es dilueix (1/20), el

cerebel (1/15) 1 la medul-la (1/5).
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Es carreguen per duplicat 10 UL de la mostra o de la patré de BSA a la placa, i a continuacio
190 uL del reactiu Bio-Rad prediluit. S’ incuba durant 5 minuts a temperatura ambient, en un

agitador a 500 rpm. Passat aquest temps es mesura 1’absorbancia en un lector de plaques

(Multiskan Ascent, Thermo) a 590 nm.
4.4. Quantificacio

La quantificaci6 de la proteina en les mostres, es fa extrapolant en la recta patrd la
concentracio de proteina de les mostres en funcid de la seva absorbancia, i tenint en compte la
dilucio que s’ha fet previament. L’expressio dels resultats obtinguts es donen en pg/mL de

teixit.
5. ASSAIGS D’UNIO AMB RADIOLLIGAND IN VITRO

Els assaigs d’uni6é amb radiolligand in vitro, son ampliament utilitzats en farmacologia per a
I’estudi de receptors. Aquests assaigs permeten analitzar la interaccid del receptor amb el seu
lligand o farmacs, caracteritzar canvis en la regulacié del nombre de receptors, identificar-ne
la distribucid subcel-lular i les funcions fisiologiques. Els experiments basics amb aquesta
técnica son: assaigs de cinctica d’associacid (apartat 5.5) 1 dissociacio, assaigs de carrega de
proteina (apartat 5.6), assaigs de saturacio (apartat 5.7) 1 assaigs d’inhibicid o competicid

(apartat 5.8).
5.1. Fonament del métode

Els assaigs es basen en la incubaci6 del receptor d’interés, amb un lligand marcat
radioactivament 1 la posterior determinacid de la radioactivitat unida al receptor (Bylund,

1993).

A la majoria de casos es pot analitzar la uni¢ del radiolligand al receptor seguint un model
senzill, anomenat llei d’acci6 de masses, molt similar a I’equacié de Michaelis-Menten per a

la cinetica de les reaccions enzimatiques (Crawley, 1997):

Kon
L+R <—— RL
on, Kot
L: lligand o radiolligand
R: receptor
RL: complex lligand-receptor
Kon: constant de 1’index d’associacié (M min™)
kos: constant de 1’index de dissociacid (min'l)
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En els assaigs d’unié amb radiolligand la quantitat total de compost marcat radioactivament
que s’uneix s’anomena unié total (T). No tot el radiolligand que s’uneix ho fa al receptor
d’interés que anomenarem uni6 especifica (SB, de 1’angles specific binding), sind que una
part pot també¢ unir-se, per exemple, als filtres de fibra de vidre que s’utilitzen per aturar la
reaccio i separar el radiolligand lliure de I’unit. Aquesta uni6 inespecifica (NSB, de ’anglés
non specific binding) es pot determinar mesurant la quantitat de radiolligand que s’uneix en
preséncia d’un compost quimicament similar o igual, no radioactiu 1 en excés, de manera que
bloquegi completament el receptor que ens interessa i el radiolligand només pugui unir-s’hi
de forma inespecifica. La diferéncia entre la uni6 total i la inespecifica ens permet calcular la

unié especifica (SB = T-NSB).

La unio6 total i la inespecifica, a diferéncia de 1’SB, no es saturen a concentracions creixents
de radiolligand. Es considera que un assaig €s bo quan I’NSB ¢s inferior al 30% 1 excel-lent si

no supera el 10% (Bylund, 1990).

5.2. Sistemes de filtracié i estacio robotitzada per incrementar el rendiment de

P’assaig

Un cop finalitzada la incubacio, la filtracié €és un sistema rapid per separar el radiolligand unit
del lliure, 1 evitar la dissociacié del complex radiolligand-receptor que és el que volem

mesurar.
5.2.1. Col‘lector de mostres Brandel (model M-48-R)

El col-lector de mostres Brandel (Figura 20) és un aparell de filtracidé dissenyat per treballar

amb tubs, que permet incubar volums grans i processar com a maxim 48 tubs a la vegada.

Figura 20. Col-lector de mostres Brandel (model M-48-R)
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Consta basicament d’un capg¢al amb 48 puntes metal-liques que mitjangant un sistema de buit,
aspiren els reactius dels tubs i fan que travessin la membrana de fibra de vidre, compresa entre

dues peces de metacrilat, per retenir el complex RL.
5.2.2. Sistema d’assaig en placa Multiscreenyrs (Millipore)

El sistema Multiscreenyrs es basa en una placa de 96 pous amb una membrana de fibra de
vidre (@porus= 11tm) individual al fons de cada pou, més un suport de plastic (underdrain) que

recobreix tota la placa per sota (Multiscreenyrs, Millipore) (Figura 21A).

En aplicar el buit per sota la placa, amb el col-lector per a plaques (Figura 21B) els reactius es
filtren 1 es recullen en un kitasato quedant-se retinguts al filtre de la placa aquelles particules

amb una mida superior al diametre del porus.

96-well plate —

underdrain

Figura 21 A. Esquema de la placa Multiscreengrs. B. Esquema sistema d’assaig Multiscreengrs. 1. Col-lector i

placa 2. Barometre 3. Valvula reguladora de pressio 4. Clau de pas 5. Kifasato 6. Bomba de buit.

Les principals avantatges d’aquest sistema respecte I’anterior, son que permet la incubacio,
filtraci6 1 comptatge de 1’assaig a la mateixa placa. També es disminueix el volum de reactius
1 per tant el cost de ’assaig, n’augmenta el rendiment (cribratge de més nombre de compostos

en menys temps) i es pot integrar en una estacio robotitzada per automatitzar 1’assaig.
5.2.3. Estacio robotitzada Multiprobe 11 HT Ex (Perkin Elmer)

El Multiprobe II HT Ex (Figura 22) €s una estacio robotitzada equipada amb un sistema de
transferéncia de liquids (Liguid Handling) format per 8 puntes fixes 1 independents
(Versatips Plus Adapters) que i permeten aspirar diferents volums de posicions diferents.
Aquestes puntes disposen d’uns adaptadors que els permeten acoblar-se a puntes d’un sol s
(DT, de P’angles disposable tips) dins un mateix protocol 1 evitar la contaminacié de les

puntes fixes.
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Ambdues tipus de puntes tenen dos modes d’aspiracid: waste i blowout que es diferencien per
I’aspiracio d’un volum de liquid o d’aire préviament a l’aspiracid del volum de liquid

seleccionat. L’ultim mode és I’indicat per aspirar volums menors a 25 pL.

L’estacié compta també amb un agitador orbital (Micromix 5, DPC) 1 incubadors per a
plaques i reactius amb regulacié de temperatura a través de banys termostatitzats (Polystat

cc3, Huber).

Figura 22. Estacioé robotitzada Multiprobe Il HT Ex (Perkin Elmer). 1. Sistema Multiscreen 2. Reservoris

per reactius termostatitzat 3. Incubadors per a plaques termostatitzats 4. Agitador orbital

La taula de treball de 1’equip té uns eixos de coordenades amb unes guies per fixar els suports
on es col-locaran les plaques i els reservoris de reactius, i que alhora permeten al programa

informatic de 1’equip saber-ne la localitzacio.

El programa informatic (WinPrep) permet la configuracié del protocol i1 1’edicidé de les
dimensions del material fungible que necessitem utilitzar a la taula de treball. També té
incorporats els arxius (Performance file) amb els parametres que controlen els processos

d’aspiracid6 1 dispensacid (velocitats, volum en excés, bombolla de transport).

Per a DI'optimitzacido de les condicions de dispensacidé sén importants principalment dos
variables: la velocitat d’aspiracid/dispensacidé (performance file) 1 la posicid

d’aspiracié/dispensacio (Figura 23).
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— == T | |'-J_; 2 T i | ez 1 Alcada de seguretat
e‘ l i ‘ A i | S 2 Alcada d’inici de deteccié
' :‘ { ‘ a9 b !.,;:‘ @ ‘f 3 Algada maxima del pou (100% well)
4 — 5 | 1 N T N |l 4 Algada minima del pou (0% well)

Figura 23. Posicions de dispensacio del Multiprobe. 1. Algcada que permet a les puntes desplacar-se
horitzontalment amb seguretat, sense perill de topar-se amb la placa. 2. Alcada a la qual les puntes inicien la

deteccio de liquid. 3. Cap del pou o 100% de ’alcada. 4. Fons del pou o0 0% de ’al¢ada.

Els parametres utilitzats per avaluar si les condicions de dispensacid eren acceptables van ser:
el coeficient de variaci6o (CV= (desviacido estandard/mitjana)-100) i el percentatge

d’inexactitud (% Inacc = ((Volum tesric- Volum real)/ Volum teoric) 100) indicadors de la precisid i la

inexactitud respectivament.

5.3. Reactius

= Polietilenimina (PEI) (Sigma) 0.5% (p/v)
=  Tampd Tris-HCI, pH 7.4 50 mM

=  Flumazenil (Tocris) 20 uM

» ’H-Ro15-1788 (Perkin Elmer) 1 Ci/mL

= Compostos quimioteca del centre d’R+D de Ferrer 10 mM

Liquid de cintil-laci6 (Biogreen 3, Scharlau)
5.4. Protocol general dels assaigs d’uni6 amb radiolligand in vitro

5.4.1. Assaigs en tub

En els assaigs en tub, s’incubava el filtre de fibra de vidre amb una solucié de PEI al 0.5%
durant 2h a temperatura ambient (RT). El PEI canvia les carregues de la fibra de vidre del

filtre de negatives a positives, disminuint la unié inespecifica del radiolligand.

Seguidament es carrega als tubs el tampd Tris-HC1 50 mM pH 7.4, i un volum d’homogenat
corresponent a 125 pg de proteina en el cas de cerebel o a 150 pug per medul-la, en un volum

total d’assaig de 500 uL.
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Paral-lelament en altres tubs es determinava I’NSB, afegint a la barreja anterior, flumazenil no

marcat a concentracid saturant.

La reacci6 s’iniciava amb I’adicié del radiolligand *H-Rol15-1788 (flumazenil tritiat,
antagonista inespecific del receptor GABA,). La concentraci6 final a ’assaig era d’1 nM,

exceptuant els assaigs de saturacio.

Els tubs s’incubaven durant 60 minuts, en un bany d’aigua a 4°C amb agitacid horitzontal. La
reaccid s’atura rapidament per filtracié a través dels filtres de fibra de vidre mitjancant el
col-lector per a mostres Brandel. Un cop filtrades les mostres, els filtres es rentaven tres cops
amb tampo fred Tris-HC1 50 mM pH 7.4, per assegurar-nos que Unicament quedava retinguda

la radioactivitat unida als receptors.

Els filtres es deixaven assecar de 2 a 3h a RT abans d’incubar-los O/N amb el liquid de
cintil-lacié (Biogreen 3, Scharlau). Finalment, es mesurava la radioactivitat retinguda als

filtres amb un comptador de cintil-lacié liquida (77icarb 1900 TR, Packard).

Les condicions finals dels assaigs en format tub, per determinar 1’afinitat dels compostos per
les subunitats o i o del receptor GABA 4 estan recollides a les Taules 15 i 17 de les pagines

92193.
5.4.2. Assaigs amb el sistema de placa Multiscreenyrs

Als assaigs amb el sistema Multiscreenyrs, la placa s’incubava O/N a 4°C amb 200 uL de PEI
al 0.5% per pou. L’endema s’eliminava la solucié de PEI aplicant el buit a la placa i realitzant
tres rentats de 200 uL. amb tampd Tris-HC1 50 mM pH 7.4, per eliminar qualsevol resta del

polimer.

El recobriment de plastic de la part inferior de la placa Multiscreenyrs, dificultava assolir la
temperatura d’incubacio6 a 4°C. Es va decidir realitzar la incubacid de I’assaig en una placa de
96 pous de polipropile amb fons en U (Greiner) que s’adaptava millor als incubadors
d’alumini refrigerats per a plaques. Aquests incubadors estaven col-locats sobre un agitador

(Micromix 5, DPC) de manera que permetien I’agitacié conjuntament amb la refrigeracio.

Amb una pipeta multicanal electronica (Finnepipette, Thermolabsystem) es dispensava a la
placa Greiner el tampd Tris-HCI 50 mM pH 7.4, i un volum d’homogenat corresponent a

65 ug de proteina en el cas de cerebel o a 100 pug per medul-la, en un volum total d’assaig de
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230 uL. En els pous on es va determinar I’'NSB, es va afegir també 23 uL de flumazenil no

marcat a concentracio 20 uM.

A Pigual que a I’assaig en tub, la reaccié s’iniciava afegint el radiolligand *H-Ro15-1788 a

una concentraci6 final d’1 nM, exceptuant els assaigs de saturacio.

Passats 60 minuts, es transferien 200 uL de la reaccid a la placa Multiscreenys 1 s’aturava la
reaccid per filtracid, aplicant el buit a la placa. Seguidament es realitzava tres rentats de
200 pL amb tampd fred Tris-HCI 50 mM pH 7.4, per tal d’eliminar les restes de radiolligand
no unides al receptor. S’eixugava la part inferior de la placa i s’enretirava el suport de plastic

de sota.

Finalment, es deixava assecar la placa de 2 a 3 hores a RT, abans de col-locar-la al casset de
lectura (/450-106 Perkin Elmer) 1 afegir amb la multicanal 30 uL de liquid de cintil-lacio
(Biogreen 3, Scharlau).

Les plaques es deixaven en agitacid horitzontal O/N per tal que el filtre quedés totalment
impregnat amb el liquid de cintil-lacié. L’endema es realitzava el comptatge de la placa al

comptador per a plaques Microbeta Trilux (Perkin Elmer).

Les condicions finals dels assaigs en format placa, per determinar I’afinitat dels compostos
per les subunitats o 1 0 del receptor GABA,, estan recollides a les Taules 15 1 17 de les

pagines 921 93.
5.5. Assaig de cinética d’associacio
5.5.1. Fonament del métode

En els assaigs de cinética d’associacio, s’incuba durant diferents temps una concentracio fixa
de receptors i radiolligand per determinar quan s’assoleix 1’estat d’equilibri. Aquest temps

depen basicament de dos factors: la concentracid del radiolligand i la temperatura.

L’estat d’equilibri s’assoleix quan la quantitat que es forma del complex RL és igual a la que
es dissocia. La constant de dissociacid a I’equilibri (K4) €s la concentracié de lligand que
ocupa la meitat dels receptors a 1’equilibri. Si la Kq és baixa, vol dir que el lligand té una gran
afinitat pel receptor. Per contra una K4 elevada indica una baixa afinitat entre lligand 1

receptor.
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5.5.2. Protocol

El procediment general és el mateix descrit a I’apartat anterior 5.4, perd es van realitzar
diferents temps d’incubacié entre 0 1 120 minuts. Cada temps s’analitzava per triplicat amb el

seu corresponent NSB.
5.6. Assaig de carrega de proteina

La quantitat de proteina que es va seleccionar i utilitzar en els assaigs de saturacio i
competicidé havia de complir dues condicions: d’una banda, havia d’estar en el rang lineal
amb el nombre de comptes per minut (cpm) 1 per I’altra la quantitat de radiolligand que s’hi

unia havia de ser inferior al 10% (Kenakin, 1993).
5.6.1. Protocol

Per determinar la quantitat optima de proteina pels assaigs amb radiolligand, vam seguir el
protocol anteriorment descrit a I’apartat 5.4., testant quantitats creixents de proteina. Pels
assaigs en tub es van provar un rang de 30 a 400 pug de proteina, mentre per placa de 25 a
200 pg en els 230 pL de reaccid. Cada concentracié s’assajava per triplicat amb el seu

corresponent NSB.
5.7. Assaig de saturacio
5.7.1. Fonament del métode

En aquest tipus d’assaig, s’incuben concentracions creixents de radiolligand amb una
concentracio fixa de protetna durant un temps que haurem fixat amb la cinética d’associacio,

en el qual ja s’haura assolit I’estat d’equilibri.

Els assaigs de saturacié ens permeten determinar 1’afinitat del radiolligand pel receptor (K4 o
constant de dissociacid) i el nombre maxim de llocs d’uni6 (Bpax). També ens permeten fixar
la concentraci6 de radiolligand a utilitzar en els posteriors assaigs de competicio. Generalment,

s’utilitzen concentracions iguals o inferiors a la Kg.

Els resultats dels assaigs de saturacio es representen posant la quantitat de radiolligand unit (B)
a I’eix de les ordenades 1 el lliure (F) a les abscisses. Aquesta representaciod €s hiperbolica de
manera que dificulta la determinacié de la K4 1 la Byax s1 no és mitjancant un programa

informatic. La representacio de Rosenthal o Scatchard fa una transformacié lineal de les dades
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de manera que representa la relacio B/F enfront la B. D’aquesta manera la Kq4 es pot calcular
com la inversa del pendent de la recta i la By« €s el valor de la intercepcid de la recta amb

I’eix de les x.
5.7.2. Protocol

El procediment general era el mateix que a ’apartat 5.4, perd es provaven concentracions
creixents de radiolligand: 0.1, 0.5, 1, 2, 5, 10, 20 1 40 nM pels assaigs de cerebel i1, 2, 5, 10,
20, 40, 60 1 80 nM pels de medul-la. Cada concentracié s’assajava per triplicat amb el seu

corresponent NSB.
5.8. Assaig d’inhibicié o competici6
5.8.1. Fonament del métode

Per estudiar I’afinitat dels compostos per la subunitat o (present majoritariament a cerebel) 1

o (present majoritariament a medul-la) del receptor GABA A, vam basar-nos en els metodes

descrits per S. Arbilla (1986) 1 Y. Wu (1995).

En els assaigs d’inhibicid el temps d’incubacid ha de ser suficient per assolir I’estat
d’equilibri. La concentracié de receptors i1 radiolligand sén constants, mentre que la del

compost inhibidor (no marcat radioactivament) és variable.

El metode es basa en la competicio pel lloc d’uni6 al receptor que s’estableix entre el compost
1 el radiolligand. A mesura que la concentracid del compost inhibidor incrementa, la quantitat

de receptor lliure 1 del complex radiolligand-receptor disminuiran.

Aquests assaigs ens permeten determinar la concentracid inhibitoria 50 (ICsp), que és la

concentracio del compost inhibidor que desplaca el 50% de la uni6 especifica (SB).
5.8.2. Protocol

El protocol és el descrit a I’apartat 5.4, afegint concentracions creixents del nostre compost
d’interes, abans d’iniciar la reaccié amb I’addici6 del radiolligand. Paral-lelament en altres

tubs, o pous si 1’assaig es fa en placa, es determinava I’NSB.

Es realitzaven 2 tipus de cribratge: primari 1 secundari. Al primari es testaven per triplicat

dues concentracions de cada compost (100 nM i 10 uM) i1 es calculava el percentatge
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d’inhibicié per tenir una idea de la poténcia del compost. Al secundari s’assajaven set
concentracions per duplicat, seleccionades en funcié de la poténcia del compost, entre un rang

de I pM a1 uM i es calculava la ICsy.
5.9. Quantificacio

Pels assaigs de competicid primaris, es va calcular el percentatge d’uni6 especifica (SB) per
ambdues concentracions del compost estudiat. El percentatge d’inhibicid (quantitat de
radiolligand que no s’uneix en presencia de compost) s’obtenia restant a 100 (percentatge

maxim d’unid del radiolligand) el % SB obtingut.
% SB= (X-NSB/ T-NSB) x 100
% Inhibicié= 100 - % SB

on,
X: quantitat de radiolligand unit per a cada concentracié de compost (cpm).
T: total, quantitat maxima de radiolligand que s’uneix en abseéncia de compost (cpm).
NSB: inespecific, quantitat de radiolligand que s’uneix de manera inespecifica

independentment del receptor.

Pels assaigs de competici6 secundaris, on es testaven varies concentracions de cada compost,
es calculava el % SB 1 es representava enfront de la concentracidé de compost. Aquests valors
s’ajustaven mitjancant un programa informatic (SigmaPlot, SPSS Inc.) a una equacid per

assaigs de competicio, calculant-ne la I1Csy.

La ICsp depen de la concentracid de radiolligand que s’utilitza a 1’assaig, de manera que en la
majoria dels casos els valors d’inhibicid6 d’un compost s’expressen amb la K; (constant
d’inhibicié o afinitat de 1’inhibidor pel receptor). L’equacié de Cheng-Prussoff relaciona la
ICsp amb la K, donant un valor que ens permet comparar els resultats amb altres assaigs ja

que ajusta el valor a la concentracid de radiolligand utilitzada i a la Kg.

Ki=1Cso/ [1+(F/ Ky)]

on,
ICso: concentracié del compost inhibidor que desplaga el 50% de I’SB.
F: concentracio de radiolligand.

K4: constant d’afinitat o de dissociacio.
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6. ASSAIGS D’UNIO AMB RADIOLLIGAND EX-VIVO
6.1. Fonament del métode

El fonament dels assaigs d’uni6 amb radiolligand ex-vivo és similar al dels assaigs in vitro. La
principal diferéncia és que el compost que es vol estudiar, s’administra a 1’animal un temps
abans del seu sacrifici. Posteriorment, s’extreuen els teixits que contenen el receptor d’interes
on s’haura unit el compost, s’homogeneitzen i s’incuben amb el radiolligand. La quantitat de
lligand marcat radioactivament que s’uneix al receptor és inversament proporcional a la

quantitat de compost que esta ocupant el receptor.

Aquests assaigs ens permeten analitzar si el compost arriba al teixit diana en 1’animal, el

nombre de receptors que ocupa i la seva correlacié amb la resposta biologica.

L’efecte d’un farmac depen d’una banda de la seva eficacia intrinseca, és a dir, de la capacitat
per induir un canvi de conformacid en el receptor necessari per produir una resposta

fisiologica, 1 per I’altra, del nombre de receptors als que s’uneix (Ruffolo, 1982).

L’ocupacio dels receptors a SNC dependra de la farmacocinetica i de factors tals com la unié
a proteines plasmatiques, el pas de la barrera hematoencefalica 1 de la biodisponibilitat al lloc

d’unio en el cervell.
6.2. Reactius

» Bretazenil (Sigma)
= Methocel® K100M 0.5%

= Compostos quimioteca del centre d’R+D de Ferrer 10 mM

= Polietilenimina (PEI) (Sigma) 0.5% (p/v)
*  Tampo6 Tris-HCI, pH 7.4 50 mM
= *H-Ro15-1788 (Perkin Elmer) 1 Ci/ mL

» Liquid de cintil-lacio (Biogreen 3, Scharlau)
6.3. Grups experimentals

Inicialment es van posar al punt els assaigs amb rates mascle albines de la soca Sprague-

Dawley OFA, donat que era ’espécie emprada en els assaigs in vifro 1 el model animal millor
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descrit a la bibliografia. Amb aquesta espécie es van posar al punt per a cortex els assaigs de
cingtica d’associacio, la carrega de proteina, la variacié d’ocupacid en funci6 del temps 1 el
percentatge d’ocupacié de flumazenil a la dosi de 3 mg/kg, 30 minuts després de la seva

administracid oral.

Paral-lelament a la posada al punt dels assaigs ex-vivo en rata, el departament de
Farmacocineética i Metabolisme del centre d’R+D de Ferrer Internacional va determinar que la
metabolitzacid dels farmacs sota estudi, era més similar a I’home en ratoli que no pas en rata
(Taula 36, pagina 152). Per tant varem tornar a adaptar els assaigs ex-vivo, aquest cop en

ratoli.

El mateix dia de I’administracid, els animals es pesavem i se’ls assignava un grup
experimental. Per tal de determinar els nivells d’ocupacio dels compostos a cortex, cerebel i

medul-la, vam dissenyar tres grups experimentals (Figura 24):

Grup control (rata n=10, ratoli n=40): animals administrats 30 minuts abans del seu sacrifici
amb el vehicle amb el qual es prepara la dissolucié dels compostos (Methocel® K100M al
0.5%). El volum administrat via oral (p.o.) era de 10 mL/kg en el cas del ratoli 1 d’1 mL/kg en

el cas de la rata.

Grup inespecific (rata n=10, ratoli n=40): animals administrats 30 minuts abans del seu
sacrifici amb bretazenil (agonista parcial del receptor GABA,) a la dosi de 5 mg/kg en el cas
de la rata o de 30 mg/kg el ratoli. A aquestes dosis el bretazenil ocupa practicament tots els
receptors GABA, del teixit, de manera que el radiolligand només pot unir-se de manera
inespecifica. El volum de compost per pes corporal que s’administrava intraperitonealment

(i.p.), era el mateix que el del vehicle al grup control.

Grup tractament (n=5-6/ dosi de compost): els animals eren distribuits en grups de cinc o sis

per gabia.
CONTROL (Methocel® 0.5% p.o.) E— 0% ocupacio/ 100% unid radiolligand
INESPECIFIC (bretazenil i.p.) — ~ 100% ocupacid/ unié inespecifica radiolligand
TRACTAMENT (1-6 dosis p.o.) — X % ocupacio / 100 - X % unié radiolligand

Administracio del Somin Sacrifici i obtencid Homogeneitzacid i
compost p.o. /i.p. de teixits incubacié amb radiolligand

Figura 24. Grups experimentals i esquema dels principals passos de 1’assaig ex-vivo.
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En rata, per la posada al punt del metode, es va administrar només flumazenil (antagonista no

selectiu del receptor GABA4) a una tnica dosi de 3 mg/kg.

En ratoli es van assajar les dosis de 0.1, 1, 3, 10, 30 1 100 mg/kg dels segiients compostos:
diazepam, zolpidem, 1 compostos de Ferrer Internacional GF-015621-00, GF-016641-00 i
GF-016783-00.

Tots els compostos eren administrats (p.o.) 30 minuts abans del sacrifici, al mateix volum per

pes d’animal que el grup control.
6.4. Protocol general dels assaigs d’uni6 amb radiolligand ex-vivo

La posada al punt dels assaigs d’unié amb radiolligand ex-vivo es va realitzar amb cortex de

rata 1 el sistema de filtracid Brandel per a tubs.

En ratoli els assaigs es van realitzar amb el sistema de plaques Multiscreenyrs 1 els teixits en

els quals es va mirar 1’ocupacio van ser cortex, cerebel i medul-la.

El protocol general d’aquests assaigs segueix els mateixos passos descrits a I’apartat 5.4 dels

assaigs in vitro, amb lleugeres modificacions:

Es va canviar I’ordre d’addici6 dels reactius, donat que durant la incubacio la dilucié del teixit
amb el tampd d’assaig afavoreix la dissociacié del complex lligand-receptor. Aixi doncs
s’afegia el tampd d’assaig amb el radiolligand (*H-Ro15-1788) a una concentraci6 final de

1.8 nM 1 la reaccid s’iniciava amb la dispensacid de I’homogenat de teixit.

Els volums d’homogenat que s’afegien a 1’assaig es resumeixen a la Taula 6, 1 variaven en

funcio del teixit 1 del sistema d’assaig (tub o placa).

Taula 6. Condicions dels assaigs d’ocupacio dels receptors GABA, en diferents teixits de rata i ratoli.

RATA RATOLI

TUB PLACA
Teixit Cortex Cortex Cerebel Medul-la
Volum d'assaig (LL) 500 200 200 200
Volum de proteina (LL) 35(100- 110 pg) 16 (55- 65 ug) 50 (190- 210 ug) 100 (115- 140 ug)
H-Ro15-1788 (nM) 1.8 1.8 1.8 1.8
NSB (Bretazenil mg/kg) 5 30 30 30
Temperatura (°C) 0-4 4-7 4-7 4-7
Temps d'incubacié (min) 2 2 2 2
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El temps d’incubacid era de 2 minuts a 4-7°C, exceptuant els assaigs per determinar la

variacié d’ocupacié en funcid del temps i els de cinética d’associacio.
6.5. Assaig de cinética d’associacio ex-vivo

Els assaigs de cinetica d’associacio ex-vivo es van realitzar en cortex de rata i ratoli. Els temps
d’incubacid van ser de: 0, 1, 2, 3, 5, 10, 30 1 60 minuts. Els grups experimentals que es van
utilitzar van ser el control i I’inespecific. Per calcular la unié especifica a cada temps, es va
restar a les comptes del grup control les comptes obtingudes amb els homogenats del grup

inespecific.
6.6. Assaig de carrega de proteina ex-vivo

Per determinar la quantitat Optima de proteina pels assaigs de cortex, cerebel i medul-la es van
testar volums diferents d’homogenat corresponents a quantitats creixents de proteina. Pels
assaigs en tub es van provar un rang de 30 a 700 pug de proteina, mentre per placa de 20 a

300 pug. Els grups experimentals que es van utilitzar van ser el control i I’inespecific.
6.7. Assaig per determinar la variacié d’ocupacio en funcié del temps

Per comprovar la variacido de I’ocupacié en funcié del temps d’assaig, vam utilitzar com a
referéncia el treball de Li J. i col. (2006). Els temps d’incubacié van ser de: 2, 5, 10, 30 i 60
minuts. Aquest assaig es va realitzar amb cortex de rata dels grups experimentals control,

inespecific 1 tractament (flumazenil 3 mg/kg).
6.8. Corbes dosi-resposta dels assaigs ex-vivo

Un cop definides les condicions Optimes dels assaigs ex-vivo, es va determinar 1’ocupacio per
a cada dosi de compost a cortex, cerebel i medulla dels ratolins del grup experimental
tractament. La unid especifica es calculava restant a les comptes dels grups experimentals

control 1 tractament, les comptes obtingudes amb els homogenats del grup inespecific.
6.9. Quantificacio

L’ocupacio per a cada dosi de compost es calculava com la disminucié de la quantitat de
radiolligand unit respecte al grup experimental control. A més ocupacio del compost, menys

radiolligand unit al receptor.
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El percentatge d’ocupacio es representava enfront de la concentracid de compost. Aquests
valors s’ajustaven mitjancant un programa informatic (Sigma Plot, SPSS Inc.) a una equacid

sigmoidal dosi-resposta, calculant-ne la IDs.
7. ASSAIGS DE CITOTOXICITAT

Els assaigs de citotoxicitat son metodes que permeten avaluar la possible toxicitat de les
noves estructures quimiques, en les etapes inicials de la recerca de nous farmacs. Aquesta
informacioé permet dissenyar farmacs més segurs 1 evitar el risc, les pérdues economiques, que
suposaria interrompre el desenvolupament d’un nou compost en les darreres etapes, durant els

estudis de seguretat preclinics o els estudis clinics en humans (McKim, 2005; Riss, 2004).
7.1. Fonament del métode

Els assaigs de citotoxicitat es basen en la incubacié dels compostos amb una linia cel-lular
durant un temps determinat, 1 la posterior mesura de parametres marcadors de viabilitat o

mort cel-lular.

La determinacié del nombre de cel-lules viables es va realitzar amb el reactiu comercial
CellTiter-Glo® Luminiscent Cell Viability Assay que conté luciferina, Mg*" i luciferasa. En
preséncia de ’ATP produit per les cel-lules metabolicament actives, la luciferasa oxida la
luciferina a oxiluciferina que genera un senyal luminiscent proporcional a la quantitat d’ATP
present a la mostra (Figura 25). Els nivells d’ATP son directament proporcionals al nombre

de cél-lules vives.

Ultra-Glo™ Recombinant

HO s COOH Luciferase -0 s ol
—_— .
Urﬁ_{:f +ATP+O, N‘>_<J;T +AMP+PP+CO+Light
Mgz+
Beetle LucHerin Oxyluciferin

Figura 25. Reaccié catalitzada per la luciferasa del reactiu CellTiter-Glo” en preséncia d’ATP de les cél-lules

vives.

7.2. Reactius

= CellTiter-Glo® Luminiscent Cell Viability Assay (Promega)
— Tampd de lisi

—  Substrat liofilitzat (luciferina, Mg”", inhibidors d’ATPases i luciferasa)
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=  Medi Ham’s F12 (Gibco)

=  Medi MEM (Gibco)

= L-glutamina (Gibco) 200 mM

=  Penicil-lina (Gibco) 10000 U/mL
= Estreptomicina (Gibco) 10000 pg/mL
= Piruvat sodic (Gibco) 100 mM

=  Aminoacids no essencials (Gibco)

= Serum fetal bovi (Gibco)
7.3. Linies cel-lulars

Es van seleccionar les HepG2 perque sén una linea cel-lular de fetge, organ en el qual es
metabolitzen majoritariament els farmacs, i les CHO-K1 perque s’utilitzen ampliament en els
estudis de citotoxicitat. També vam seleccionar una linea cel-lular de cervell, com és I’SH-

SYSY donat que aquest ¢€s el teixit diana dels nostres compostos.
7.3.1. CHO-KI (CCL-61, ATCC)

Les CHO-K1 (Figura 26A) sén cellules epitelials que deriven d’ovari de hamster xinés
(Cricetulus griseus) 1 van ser obtingudes de 1’American Type Culture Collection (ATCC). Les
CHO-K1 es mantenien en cultiu amb medi Ham’s F-12 (Gibco) que contenia 1 mM de
Glutamax® i es suplementava amb 1 mM d’L-glutamina, 100 U/L de penicil-lina, 100 pg/L
d’estreptomicina 1 un 10% de serum fetal bovi. Fins al moment de 1’assaig, les ce¢l-lules es

mantenien en plaques de cultiu en un incubador (ThermoForma, Thermo) a 37°C i un 5% de

COs.
7.3.2. HepG2 (HB-8065, ATCC)

Les HepG2 (Figura 26B) son cel-lules epitelials d’hepatocarcinoma huma també obtingudes
de ’American Type Culture Collection (ATCC). Les HepG2 es cultivaven amb medi MEM
(Gibco) que contenia una solucié de les salts d’Earl i 1.87 mM de Glutamax®. El medi es
suplementava amb 1 mM de piruvat sodic, 0.1 mM d’aminoacids no essencials, 100 U/L de

penicil-lina, 100 pg/L d’estreptomicina i un 10% de sérum fetal bovi. Fins al moment de
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I’assaig, les cel-lules es mantenien en plaques de cultiu en un incubador (ThermoForma,

Thermo) a 37°C i un 5% de CO,.
7.3.3. SH-SY5Y (94030304, Sigma)

Les SH-SYSY (Figura 26C) son cel-lules de cervell huma que deriven de la metastasi del moll
de I’0s. Les SH-SYSY van ser obtingudes de Sigma 1 es mantenien en cultiu amb una barreja
al 50% de medi Ham’s F-12 (Gibco) amb un 1 mM de Glutamax® i de medi MEM (Gibco).
El medi es suplementava amb 1.5 mM d’L-glutamina, 0.1 mM d’aminoacids no essencials,

100 U/L de penicil-lina, 100 ug/L d’estreptomicina i un 10% de sérum fetal bovi. Fins al

moment de [’assaig, les cel-lules es mantenien en plaques de cultiu en un incubador

(ThermoForma, Thermo) a 37°C 1 un 5% de CO,.

Figura 26. A. Cél-lules CHO-K1, B. C¢l-lules HepG2 i C. Cél-lules SH-SYS5Y. (Imatges obtingudes de la pagina
web de ’ATCC www.atcc.org).

7.4. Protocol
Dia [ (tarda):

Les cel'lules es desadherien de la placa de cultiu amb una solucié de tripsina 0.25% (p/v) 1
EDTA 0.53 mM, es recollien amb el seu medi de manteniment 1 es comptaven amb una
cambra de Neubauer. Mitjancant un dispensador de liquid automatic (Multidrop®, Thermo), es
sembrava cada linea cel-lular en una placa blanca de 96 pous amb fons transparent (Matrix). A

cada pou es dispensava 5000 cel-lules en 90 uL. de medi de cultiu, exceptuant la primera
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columna de la placa que s’utilitzava com a blanc 1 només es dispensava 90 UL de medi sense

cel-lules.

Les plaques sembrades es deixaven 15 minuts a RT abans de guardar-les a 1’incubador

(ThermoForma, Thermo) a 37°C 1 un 5% de CO, O/N.
Dia 2 (mati):

En un tub eppendorf es dissolien aproximadament 2 mg de cada compost amb DMSO (dimetil
sulfoxid) al 100% quedant a una concentracid final de 100 mM. Dels eppendorf es transferien
100 uL de cada compost a la columna 11 d’una placa de 96 pous amb fons en “U” (Greiner).
A la mateixa placa amb una pipeta multicanal, es feien dilucions seriades dels compostos amb

DMSO 100%. Aquesta placa I’anomenarem placa mare (Figura 27).

De la placa mare es feia una dilucio (1/100), transferint 10 uL. de cada pou a una placa
intermedia de 96 pous amb 90 UL de medi (placa filla), i d’aquesta es transferien 10 uL a la
placa d’assaig, sembrada el dia anterior amb 90 puL de cél-lules. La placa d’assaig s’incubava

amb els compostos aproximadament 24h a 37°C 1 un 5% de CO; (ThermoForma, Thermo).
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Figura 27. Esquema de la preparacié dels compostos.

75



Materials 1 meétodes

Dia 3 (mati):
L’endema les plaques d’assaigs es treien de I’incubador i s’atemperaven 30 minuts a RT.

Mentrestant es preparava el reactiu CellTiter-Glo®, afegint el tamp6 de lisi al substrat

liofilitzat. S’agitava suaument i1 es deixava estabilitzar a RT uns 15 minuts.

Amb Pinjector que disposa el lector per a plaques (Victor’, Perkin Elmer) es dispensava a
cada pou de la placa d’assaig 50 pL del reactiu 1 s’agitava orbitalment la placa durant 2

minuts per afavorir la lisi cel-lular.

Les plaques s’incubaven protegides de la llum un minim de 15 minuts a RT, per deixar

estabilitzar el senyal luminiscent.

La luminescéncia es mesurava amb el lector per a plaques (Victor’, Perkin Elmer) amb un

temps de lectura de 0.1s per pou.

7.5. Quantificacio

La viabilitat s’expressava com el percentatge de senyal luminiscent obtingut per a cada
concentracié de compost, respecte la luminesceéncia maxima obtinguda amb les cél-lules no

tractades (100% de viabilitat, columna 2) (Figura 27).

Els valors del percentatge de viabilitat es representaven enfront de la concentracié de compost
1 s’ajustaven mitjancant un programa informatic (SigmaPlot, SPSS Inc.) a una equacid

sigmoidal de quatre parametres per calculant-ne la ICsy.
8. ESTADISTICA

El factor Z’ és un parametre estadistic que s’utilitza per avaluar la qualitat i la robustesa dels
assaigs d’alt rendiment (Zhang, 1999). Aquest parametre ¢s el quocient entre la banda de
separacid i el rang dinamic del senyal, que és la diferéncia entre la mitjana del senyal maxim 1

el soroll de fons.

La banda de separacid, on s’identifiquen els compostos actius, €s I’espai compres entre les
bandes de variacid del senyal maxim i el soroll de fons. Com menys variacid tingui la mesura

del senyal maxim i el soroll de fons, més petita sera la seva banda de variacid (es calcula
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sumant o restant a la mitjana tres vegades la desviacié estandard) i per tant major sera la

banda de separacio (Figura 28).

QUALITAT DE L'ASSAIG

m Total Inespecific
12000
9500 § ~
B. variacio T — ~
| u | |
7000 1 J = 7y
E y
a
© 4500 4
Banda de separacio
2000 + Rang dinamic
B. variacio I v
-500 T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Nombre de mostres

Figura 28. Representacio d’un assaig robust.

Un assaig es considera de qualitat i robust quan els valors del factor Z’ estan compresos entre

0.501 1 (Taula 7).

Taula 7. Valors del factor Z’ i relacio amb la qualitat de 1’assaig

Valor factor Z' Estructura de l'assaig Qualitat
1 SD= 0 o rang dinamic — o Ideal
1>7'>0.5 Banda de separacié amplia Excel-lent
0.5>7'>0 Banda de separacio estreta  Cal optimitzar
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1. ASSAIGS D’UNIO AMB RADIOLLIGAND IN VITRO

Per assolir els nostres objectius, el primer pas va ser la posada al punt dels assaigs d’uni6 amb
radiolligand in vitro, que ens permetessin identificar compostos amb gran afinitat per la

subunitat o 1 baixa afinitat per I’o; del receptor GABAA.

Per aixo varem seleccionar dos teixits, cerebel 1 medul-la espinal de rata, on predominen les

subunitats o(; 1 0 respectivament.

Inicialment es van posar al punt els assaigs en tub amb el sistema de filtracié per aturar la
reaccid Brandel harvester, que permet filtrar 48 tubs a la vegada i treballar amb volums més
grans que amb altres sistemes de filtratge. Posteriorment per incrementar el rendiment de
I’assaig es van posar al punt els assaigs en placa de 96 pous amb el sistema Multiscreenyrs
(Millipore) 1 es va automatitzar I’assaig amb 1’estacid robotitzada Multiprobe II HT Ex

(Perkin Elmer).
1.1. Posada al punt en tub i amb el sistema de filtracié Brandel
1.1.1. Cinetica d’associacio

Per tal de determinar el temps d’incubacio dels assaigs in vitro, varem realitzar una cinctica
d’associacié incubant diferents temps entre 0 i 120 minuts el *H-Ro15-1788 amb homogenats
de cerebel de rata. Com es pot veure a la Figura 29, als 45 minuts s’assolia 1’estat d’equilibri 1
es mantenia estable fins als 120 minuts. Varem seleccionar 60 minuts, com a temps

d’incubacid per als posteriors assaigs d’unié amb radiolligand in vitro.
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Figura 29. Cindtica d’associacio realitzada en tub del *H-Ro15-1788 en homogenats de cerebel de rata. Cada

punt es va carregar per triplicat i la dada representa la mitjana + I’error estandard de la mitjana (SEM).
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1.1.2. Determinacio de la quantitat de proteina

Per establir la quantitat adequada de proteina pels assaigs en tub, es van testar tant per cerebel

com per medul-la, les segiients quantitats de proteina: 30, 50, 75, 100, 150, 200, 300 1 400 ug.

La quantitat de proteina que es selecciona ha d’estar en el rang lineal de la unio6 especifica (SB)
1 alhora el percentatge de radiolligand que se li uneix ha de ser inferior al 10% de la quantitat

total de radiolligand afegit a 1’assaig (Kenakin, 1993).

La Figura 30 mostra com I’SB a cerebel ¢és lineal fins a 300 ng de proteina, de manera que
vam seleccionar una quantitat intermedia de 125 pg, en la qual el percentatge de radiolligand
unit no superava el 10% i el senyal que teniem, al voltant de 7500 cpm, ens donava una banda
de separaci6 prou amplia per poder identificar en els assaigs de competicid compostos que

inhibissin la unié del radiolligand.
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Figura 30. Determinacio del rang lineal de proteina (zona ombrejada) en homogenats de cerebel de rata per
I’assaig d’uni6 amb *H-Ro15-1788 en tub. Cada punt es va carregar per triplicat i la dada representa la mitjana +
SEM. Les mostres provenen d’un pool/ de teixits corresponent a 12 animals. Es mostra el coeficient de correlacio

al rang lineal (R?).

A medulla la unio6 especifica també era lineal en el rang de 50-300 pg de proteina (Figura 31),
1 el radiolligand que s’hi unia en cap de les quantitats de proteina testades superava el 10%. Es
va seleccionar la quantitat de 150 pg de proteina pels posteriors assaigs d’unidé amb

radiolligand en tub.
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Figura 31. Determinacio del rang lineal de proteina (zona ombrejada) en homogenats de medul-la de rata per
I’assaig d’uni6 amb *H-Ro15-1788 en tub. Cada punt es va carregar per triplicat i la dada representa la mitjana +
SEM. Les mostres provenen d’un pool/ de teixits corresponent a 12 animals. Es mostra el coeficient de correlacio

R?) al rang lineal.
g

1.1.3. Assaigs de saturacio

Un cop establerta la quantitat de proteina pels assaigs en tub, varem realitzar els assaigs de
saturacio amb concentracions de radiolligand creixents de 0.1 a 40 nM per cerebel 1 d’1 a
80 nM per medul-la, per establir-ne la concentracid idonia per realitzar els assaigs de
competicid 1 determinar la constant d’afinitat (Kg) del *H-Ro15-1788 i el nombre maxim de

receptors (Bnax) en ambdos teixits.
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Figura 32. Corba de saturacié de la unié especifica del *H-Ro15-1788 en homogenat de cerebel de rata. Cada
punt representa la mitjana + SEM de tres experiments diferents realitzats en tub. Les mostres provenen d’un pool

de teixits corresponent a 12 animals.
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De les concentracions de radiolligand que es van provar per cerebel, es va seleccionar 1’1 nM
que estava en el rang lineal de la corba de saturacid, per a la realitzacid dels assaigs de

competicid (Taula 8).

Com es pot veure a la Figura 32, a mesura que incrementa la concentracié del *H-Ro15-1788,
augmenta la quantitat de radiolligand que s’uneix a cerebel (fmol/mg proteina), fins que a la
concentracié de 10 nM la reaccid es satura, de manera que per més que incrementem la

quantitat de lligand marcat radioactivament no es podra unir especificament.

Taula 8. Condicions finals de ’assaig de *H-Ro15-1788 a cerebel de rata amb tub.

TUB
Teixit Cerebel de rata
Volum d'assaig (uL) 500
Proteina (ug) 125 (0.25 pg/uL)
*H-Ro15-1788 (nM) 1
NSB (uM) 2
Temperatura (°C) 0-4
Temps d'incubacié (min) 60

Els tres assaigs de saturacid a cerebel que es van realitzar en tub, van donar una mitjana del
valor de la By de 1498 + 62 fmol/mg de proteina. E1 *H-Ro15-1788 (antagonista no selectiu
del receptor GABA,) s’uneix amb gran afinitat als receptors GABA, presents a cerebel, amb
un valor de la K4 de 1.6 = 0.3 nM. Tant els valors de Bp,,x com de Kq obtinguts, concorden

amb els valors descrits a la bibliografia (Taula 9).

Taula 9. Dades de la mitjana = SEM de la K; i de la B, a cerebel obtinguts als assaigs de saturacid realitzats en

tub. (1) Massotti, 1991 i (2) Santi, 1988.

Tub Bibliografia
B,,., (fmol/mg prot) 1498 + 62 11320‘)Oof 19600((12))
K, (nM) 1603 150.1(1)
n 3

També es va caracteritzar la unié del *H-Ro15-1788 en homogenats de medul-la espinal de

rata. Com es mostra a la Figura 33, la corba es satura a una concentracio de radiolligand al

voltant de 20 nM.
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Figura 33. Corba de saturacié de la unié especifica del *H-Ro15-1788 en homogenat de medul‘la espinal de rata.
Cada punt representa la mitjana + SEM de tres experiments diferents realitzats en tub. Les mostres provenen

d’un pool de teixits corresponent a 12 animals.

Igual que a cerebel, vam escollir la concentracio de radiolligand d’1 nM que estava en la part

lineal de la corba de saturacid, per a la realitzacié dels assaigs de competicio (Taula 10).

Taula 10. Condicions finals de 1’assaig de *H-Ro15-1788 a medul-la espinal de rata amb tub.

TUB
Teixit Medul-la espinal de rata
Volum d'assaig (uL) 500
Proteina (ug) 150 (0.30 pg/uL)
*H-Ro15-1788 (nM) 1
NSB (uM) 2
Temperatura (°C) 0-4
Temps d'incubacié (min) 60

Pel que fa a I’afinitat, la mitjana de la K4 va ser de 1.9 £ 0.3 nM (similar a la de cerebel),

mentre la By.x de 219 + 7 fmol/mg de proteina, ambdos valors similars als citats a la

bibliografia (Taula 11).

Taula 11. Dades de la mitjana + SEM de la K, i de la B,,.x a medul‘la obtinguts als assaigs de saturacio en tub.
(1) Massotti, 1991, (2) Santi, 1988 1 (3) Watanabe, 1985.

Tub Bibliografia
Biax (fmol/mg prot) 219+7 234 £27(3) 500+45(2)
600 £45 (1)
+ +
K, (nM) 19403 1.8+0.01(3) 20+0.2

(2)1.0£0.1 (1)
n 3
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1.1.4. Assaigs de competicio

Amb les condicions pels assaigs en tub definides, varem realitzar corbes de competicié6 amb
estandards per validar 1’assaig. Els estandards escollits van ser zaleplon, zolpidem, indiplon i

flumazenil.

Tots els estandards varen inhibir la unié del *H-Rol15-1788 al receptor de manera dosi

depenent (Figures 34 i 35).
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Figura 34. Corbes de competicié dels estandards a cerebel realitzades en tub. El valor de I'n representa el
nombre d’assaigs de cada compost. Les mostres provenen d’un pool de teixits corresponent a 12 animals. Cada

punt representa la mitjana = SEM del duplicat.

Els valors de la ICsy i la K; obtinguts a cerebel amb els estandards als assaigs de competicid
realitzats en tub es recullen a la Taula 12. Les dues pirazolopirimidines, zaleplon i indiplon,
van donar una mitjana de la Kjde 183 = 22 nM 1 3.7 = 1.5 nM respectivament. La poténcia
d’indiplon per inhibir la uni6 del *H-Ro15-1788 a cerebel (on predomina la subunitat o del

receptor GABA ) és aproximadament 50 vegades superior a la del zaleplon.

El zolpidem amb un promig de la K;de 38 + 5.7 nM presenta una afinitat 5 vegades superior a
la del zaleplon, pero inferior a la del flumazenil, ’estandard més potent, amb una K;d’1.2 +

0.3 nM 1 una afinitat aproximadament 150 vegades més gran que la del zaleplon.
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Taula 12. Dades de la mitjana £ SEM de la ICsy i de la K; dels assaigs de competicio realitzats amb els
estandards a cerebel en tub. (1) Massotti, 1991, (2) Noguchi, 2002, (3) Sullivan, 2004, (4) Atack, 1999 i (5) Santi,

1988.
Tub Bibliografia
I1Cs, (nM) K, (nM) I1Cs, (nM) K, (nM)
fl . 19+0.6 12403 1.0+ 0.1 (5) ]
umazent (n=5) (n=5) 2.0+0.1(1)*
. 6.0+2.4 37+15
Indiplon (n=2) (n=2) - 1.5(3)
, 62.5+9.3 382457 13.8 (3)
+ 0. *
Zolpidem (n=5) (n=5) 40+ 0.9 (1) 27 (4)
299 + 35 183 £22 167 (2)
Zaleplon (n=6) (n=6) (136-207) 95% 30.93)

* Dades obtingudes amb *H-flunitrazepam (agonista no selectiu del receptor GABA )

A cerebel I’ordre dels estandards segons la poténcia per inhibir la unié del *H-Ro15-1788 va

ser la segiient: flumazenil > indiplon > zolpidem > zaleplon.

A medul-la els estandards presenten menor afinitat pel subtipus de receptors GABAa

(principalment o) localitzats en aquest teixit (Taula 13). El flumazenil n’és 1’excepcid amb

una K; (2.1 £ 0.7 nM) similar a I’obtinguda a cerebel i una poténcia 620 vegades major que la

de zaleplon (K; =1303 £+ 32 nM). L’indiplon té a medul-la una K; (44.5 nM) al voltant de 30

vegades superior a la del zaleplon, i el zolpidem (754 £ 70 nM) d’aproximadament el doble.

Taula 13. Dades de la mitjana £ SEM de la ICsy i de la K; dels assaigs de competicio realitzats amb els
estandards a medul-la espinal en tub. (1) Massotti, 1991, (2) Noguchi, 2002, (3) Atack, 1999 i (4) Santi, 1988.

Tub Bibliografia
1C5, (nM) K; (nM) 0,/ 0y IC5, (nM) K; (nM) 0,/ 0y
Flumazenil 3.(2ni21)-1 2-(1ni20).7 2 1.9+£0.1(1-4) * - 2
Indiplon (5;16) (flils) 12 24 (3) ** - 8
Zolpidem 11251:;)107 75(i:i3)70 20 >500 (1) * - >9-18
Zaleplon 19(7;3:;48 13813:;32 7 2385 (2) - 14

* Dades obtingudes amb 3H—ﬂunitrazepam (agonista no selectiu del receptor GABA )
** Dades obtingudes amb c¢l-lules transfectades amb el cDNA de la subunitat o,

L’ordre dels estandards segons la poténcia per inhibir la uni6 del *H-Ro15-1788 a medul-la va

ser la mateixa que a cerebel: flumazenil > indiplon > zolpidem > zaleplon.
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La selectivitat per la subunitat o; calculada com el quocient entre la K; obtinguda a medul-la
(0p) 1 la de cerebel (o) va ser de 2, 7, 12 1 20 vegades per flumazenil, zaleplon, indiplon i

zolpidem respectivament. Aquests valors de selectivitat son comparables amb els de la

bibliografia.
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Figura 35. Corbes de competicio dels estandards a medul-la espinal realitzades en tub i amb el sistema de
filtracié Brandel. El valor d’n representa el nombre d’assaigs de cada compost. Les mostres provenen d’un pool

de teixits corresponent a 12 animals. Cada punt representa la mitjana £ SEM del duplicat.

1.1.5. Qualitat dels assaigs en tub

Finalment varem avaluar la qualitat 1 robustesa dels assaigs en tub, calculant el factor Z’ dels

assaigs de competicio realitzats amb els estandards en tub a cerebel 1 a medul-la.

A cerebel el promig del factor Z’ obtingut va ser de 0.74, i de 0.73 a medul-la.

QUALITAT DE L'ASSAIG EN TUB
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Figura 36. Representacié del senyal total i inespecific d’un assaig de competicié representatiu dels realitzats en

tub a cerebel.
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1.2. Posada al punt amb el sistema de plaques Multiscreengys (Millipore™)

1.2.1. Determinacio de la quantitat de proteina

Al passar de tub a placa i1 disminuir el volum d’assaig varem haver d’optimitzar una serie de

parametres, entre ells la quantitat de proteina.

Inicialment vam testar, tant per cerebel com per medul-la, un rang de quantitats de proteina de
50 a 450 pg en un volum total d’assaig de 230 UL, pero al traspassar els 200 uL a la placa
Multiscreenyrs per aplicar el buit i1 aturar la reaccid, els pous amb quantitats més altes de

proteina (200 pg) costaven molt de filtrar i s’havia d’incrementar el temps 1 la pressié de buit.

El fabricant de les plaques Multiscreenyts, recomana que la carrega maxima de proteina a
I’assaig sigui aquella que permeti que es filtri la reaccié en menys de 20 segons i una pressio
de buit maxima de 12°° Hg, 1 nosaltres necessitavem més d’1 minut i pressions entre 15-20°’
Hg per buidar les concentracions més grans de proteina. A més a més, el procés de filtracid
cal que sigui rapid per disminuir la dissociacié del complex RL, el fet d’augmentar el temps i

la pressi6 de buit pot disminuir el % SB (Jassen, 1999).

Per tant, varem repetir els assaigs per cerebel 1 medul-la reduint el rang de proteina entre 25 1

200 pg en els 230 uL de volum d’assaig.
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Figura 37. Determinacio del rang lineal de proteina (zona ombrejada) dels homogenats de cerebel de rata per
I’assaig d’uni6 amb *H-Ro15-1788 a placa Multiscreenyrs. La quantitat de proteina de 1’eix de les abscisses
correspon als 230 UL de volum d’assaig. Cada punt es va carregar per triplicat i la dada representa la mitjana +
SEM. Les mostres provenen d’un pool de teixits corresponent a 12 animals. Es mostra el coeficient de correlacio

al rang lineal (R?).
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Tal 1 com es mostra a la Figura 37, a cerebel I’SB ¢s lineal entre 25 1 100 pg de proteina. Per
realitzar els segiients assaigs en placa, vam seleccionar la quantitat de 65 |Lg en un volum total
d’assaig de 230 uL, que donava al voltant de 800 cpm 1 el percentatge de radiolligand unit era

inferior al 6%.

La concentraci6 final de proteina pels assaigs de cerebel en placa (0.28 pg/uL) era equivalent

a la dels assaigs de cerebel en tub (0.25 ug/uL) (Taula 15).

Pels assaigs en medul-la la quantitat de proteina que es va escollir pels posteriors assaigs de
competicid en placa va ser de 100 pg en un volum d’assaig de 230 pL. Aquesta quantitat de
proteina (Figura 38) estava en el rang lineal de I’SB (de 25 a 115 pg), donava un senyal

d’aproximadament 800 cpm i el percentatge de radiolligand unit era inferior al 10%.
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Figura 38. Determinacio del rang lineal de proteina (zona ombrejada) de medul-la de rata per I’assaig d’unid
amb "H-Ro15-1788 a placa Multiscreenyrs. La quantitat de proteina de 1’eix de les abscisses correspon als
230 puL de volum d’assaig. Cada punt es va carregar per triplicat i la dada representa la mitjana + SEM. Les
mostres provenen d’un pool de teixits corresponent a 12 animals. Es mostra el coeficient de correlacid al rang

lineal (R?).

Pels assaigs de medul-la en placa, la concentracié final de proteina (0.43 ug/ulL) va ser

lleugerament superior a la dels assaigs del mateix teixit en tub (0.30 pg/uL) (Taula 17).
1.2.2. Assaigs de saturacio

A placa varem tornar a caracteritzar la unié del *H-Ro15-1788 tant a cerebel com a medulla

per comprovar que les noves condicions d’assaig no afectaven els valors de Bpax 0 Kg.
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A cerebel (Figura 39) els tres assaigs de saturacid que es van realitzar van donar una mitjana
del valor de la Bp,x de 1073 £ 102 fmol/mg de proteina, molt similar als 1498 + 62 fmol/mg

de proteina que préviament haviem obtingut en els assaigs de saturacio fets en tub (Taula 14).
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Figura 39. Corba dels assaigs de saturacio del *H-Ro15-1788 en homogenat de cerebel de rata. Cada punt
representa la mitjana = SEM de tres experiments diferents realitzats en placa. Les mostres provenen d’un poo/ de

teixits corresponent a 12 animals.

L’afinitat del *H-Ro15-1788 pels receptors GABA, de cerebel en 1’assaig en placa va ser la
mateixa que en tub, amb un promig de la K4 d’1.3 nM respecte a 1’1.6 nM obtingut en tub.

Tant els valors de B.x com de Ky, concorden amb els valors descrits a la literatura.

Taula 14. Dades de la mitjana = SEM de la Ky i de la B, dels tres assaigs de saturacié realitzats a cerebel en

placa i tub. (1) Massotti, 1991 i (2) Santi, 1988.

Placa manual Tub Bibliografia
B, (fmol/mg prot) 1073 + 102 1498 + 62 11320000: 19600((12))
K, (nM) 13401 16403 1.520.1 (1)
n 3 3

De les concentracions de radiolligand que vam utilitzar a la corba de saturacid, 1’1 nM estava
en el rang lineal, donava una mitjana de 1400 cpm d’SB i un NSB baix. A més a més, aquesta
era la concentracid dels assaigs en tub, de manera que es va seleccionar per a la realitzacio

dels assaigs de competicio de cerebel en placa (Taula 15).
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A medul-la (Figura 40) els valors de K4 obtinguts en els assaigs en placa (1.2 + 0.2 nM) van
ser similars als de tub (1.9 £ 0.6 nM), encara que la densitat de receptors (330 + 19 fmol/mg

de proteina) va ser lleugerament superior als valors que haviem obtingut en tub (Taula 16)

Taula 15. Condicions establertes per 1’assaig del ’H-Ro15-1788 a cerebel amb placa Multiscreenyrs.

PLACA TUB
Teixit Cerebel de rata Cerebel de rata
Volum d'assaig (LL) 230 (filtrats 200) 500
Proteina (pg) 65 (0.28 pg/uL) 125 (0.25 pug/uL)
*H-Ro15-1788 (nM) 1 1
NSB (uM) 2 2
Temperatura (°C) 4-7 0-4
Temps d'incubaci6é (min) 60 60

pero en tots dos casos equivalents als resultats descrits a la bibliografia.

Figura 40. Corba dels assaigs de saturacid del *H-Ro15-1788 en homogenat de medulla de rata. Cada punt

representa la mitjana = SEM de tres experiments diferents realitzats en placa. Les mostres provenen d’un poo/ de
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teixits corresponent a 12 animals.

Taula 16. Dades de la mitjana = SEM de la K, i de la B, dels tres assaigs de saturacié realitzats a medul-la en

placa i tub. (1) Massotti, 1991, (2) Santi, 1988 i (3) Watanabe, 1985.
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B,,,, (fmol/mg prot) 330+ 19 21947 234£27(3) 300£45(2)
600 +45 (1)
1.8+£0.01 (3) 20+£0.2(2)
+ +
Ky (mM) 1.2+0.2 1.9+03 1.0+0.1(1)
n 2 3
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De les concentracions de radiolligand que es troben en la part lineal de la corba de saturacio,
vam escollir I’l nM pels assaigs de competicié de medul-la en placa, donat que tenia unes 800
cpm 1 era la mateixa concentracidé que haviem seleccionat en els assaigs en tub. La Taula 17

recull les condicions finals pels assaigs de competici6 a medulla espinal en placa

Multiscreenyrs.

Taula 17. Condicions fixades per ’assaig de *H-Ro15-1788 a medul‘la espinal amb placa Multiscreenyrs.

PLACA TUB
Teixit Medul-la espinal de rata Medul-la espinal de rata
Volum d'assaig (uL) 230 (filtrats 200) 500
Proteina (ug) 100 (0.43 pg/uL) 150 (0.30 pg/uL)
’H-Ro15-1788 (nM) 1 1
NSB (uM) 2 2
Temperatura (°C) 4-7 0-4
Temps d'incubaci6 (min) 60 60

1.2.3. Assaigs de competicio

Igual que haviem fet anteriorment en tub, un cop establertes les condicions finals pels assaigs
en placa tant de cerebel com de medul-la, varem validar 1’assaig realitzant corbes de

competicid amb els estandards (Figures 41A 1 42A).

La Taula 18 mostra les dades de la ICsq 1 1a K; obtingudes als assaigs en placa i tub a cerebel, i
les compara amb la bibliografia. Els valors a placa i tub son similars i comparables amb els de
la literatura. Pel que fa a la poteéncia, zopiclone, zolpidem, indiplon i flumazenil sén

aproximadament 2, 5, 47 1 72 vegades més potents que el zaleplon, respectivament.

Taula 18. Dades de la mitjana £+ SEM de la ICsy i de la K; dels assaigs de competicio realitzats amb els

estandards a cerebel en placa manual i tub. (1) Massotti, 1991, (2) Noguchi, 2002, (3) Sullivan, 2004, (4) Atack,
1999 i (5) Santi, 1988.

Placa manual Tub Bibliografia
IC5y (nM) K; (mM) 1C5y (nM) K; (mM) 1G5y (nM) K; (maM)
Flumagenil 3.5 2.0 19406 1203  1.0+0.1(5 ]
umazem (n=1) (n=1) (n=5) (0=5)  2.0%0.1(1)*
_ 5.4 3.1 6.0+£24  37+15
Indiplon (n=1) (n=1) (n=2) (n=2) - 1.5(3)
_ 514452 294430 625+93 382457 13.8 (3)
+ *
Zolpidem (n=6) (n=6) (n=5) (n=5) 40+ 0.9 (1) 27 (4)
254423  145+13 299 +35 183 +22 167 (2)
Zaleplon (n=8) (n=8) (n=6) (n=6)  (136-207)95% 02
Zonicl 144 82 ) ) 113 )
opicione (n=1) (n=1) (94-136) (2)

* Dades obtingudes amb 3H-ﬂunitrazepam (agonista no selectiu del receptor GABA,)
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Figura 41. A. Corbes de competicio dels estandards realitzades a cerebel en placa Multiscreenyrg manualment.
B. Corbes dosi-resposta del zaleplon realitzades a tub i placa. C. Corbes dosi-resposta del zolpidem realitzades a
tub i placa. Cada punt representa la mitjana £ SEM del duplicat. Les mostres provenen d’un pool de teixits

corresponent a 12 animals.
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A medul-la els valors de la ICsy 1 la K; dels estandards realitzats manualment a placa es
recullen a la Taula 19, juntament amb els de tub i els de la bibliografia. Les dades a placa son

similars a les obtingudes préviament a tub 1 a la literatura.

Taula 19. Dades de la mitjana = SEM de la ICsy 1 de la K; dels assaigs de competicio realitzats amb els
estandards a medul-la espinal en placa manual i tub. (1) Massotti, 1991, (2) Noguchi, 2002, (3) Atack, 1999 i (4)
Santi, 1988.

Placa manual Tub Bibliografia
ICp M)  Ki(mM) g/ IC5o M)  Ki(mM) /0y [C5o (M) Ki(mM) o/ oy
Mamaentl 24203 13S0 TR s2e 207 T ool T
Indiplon (ii]g) (?13:? ) 8 (37:'16) (11'15) 12 24 (3) ** - 8
Zolpidem 132(2;)103 71(Z:i3§6 24 Hii;)l 07 75(i:i3)70 20 >500 (1) * - >9-18
Zaleplon 25(6n3:§)97 13(9112:;53 10 19(?:;:;‘8 138]3:;32 7 2385 (2) - 14
el 22 - B

* Dades obtingudes amb 3l-l—ﬂunitrazepam (agonista no selectiu del receptor GABA 4)
** Dades obtingudes amb cel- lules transfectades amb el cDNA de la subunitat o,

Zaleplon amb una K; de 1392 £ 53 nM ¢és ’estandard amb menys afinitat pels receptors
GABA, presents a medul-la. Comparada amb la de zaleplon, la K; de zolpidem, zopiclone,
indiplon 1 flumazenil és de I"ordre de 2, 28, 58 1 1070 vegades inferior 1 per tant aquests

estandards son més potents inhibint la uni6 del radiolligand (Figura 42 A).

Si comparem la K; obtinguda en placa a medul-la (o) amb la de cerebel (o), flumazenil i
zopiclone tenen un valor similar en ambdos teixits (Taula 19). La resta d’estandards presenten
major afinitat pels receptors GABA4 de cerebel amb una selectivitat de 8, 10 1 24 vegades per
indiplon, zaleplon i zolpidem respectivament. Aquests valors de selectivitat son similars als

calculats anteriorment a tub 1 comparables amb els de la bibliografia.
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Figura 42. A. Corbes de competicio dels estandards realitzades a medul-la en placa Multiscreenyrs manualment.
B. Corbes dosi-resposta del zaleplon realitzades a tub i placa. C. Corbes dosi-resposta del zolpidem realitzades a
tub i1 placa. Cada punt representa la mitjana = SEM del duplicat. Les mostres provenen d’un poo! de teixits

corresponent a 12 animals.
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1.2.4. Qualitat dels assaigs en placa realitzats manualment

Finalment varem calcular el factor Z’ dels assaigs de competicid realitzats manualment a

placa amb cerebel o medul-la amb els estandards.

A placa en disminuir el volum d’assaig, també ens disminueix el senyal maxim i per tant la
banda de separacid €s més estreta. Tot 1 aixi el promig del factor Z’ va ser de 0.70 en el cas de
cerebel i de 0.73 a medul-la. Els valors de Z’ son similars als dels assaigs en tub i superiors a

0.50.

QUALITAT DE L'ASSAIG EN PLACA MANUAL
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Figura 43. Representacié del senyal total i inespecific d’un assaig de competicid representatiu dels realitzats en

placa manualment a cerebel.

1.3. Automatitzaciéo de I’assaig en placa Multiscreengrs amb el robot Multiprobe

II HT Ex (Perkin Elmer)

Amb I’assaig a placa posat al punt, el segiient pas per augmentar el rendiment del cribratge de
compostos, va ser 1’automatitzacié de 1’assaig amb 1’estacié robotitzada Multiprobe II HT Ex

(Perkin Elmer).

L’equip disposa d’una calibracié gravimeétrica amb aigua destil-lada dels volums de
dispensacio (Performance file) tant amb puntes fixes com amb les d’un sol us (DT). El
segilient pas era comprovar també mitjancant la calibracio gravimetrica amb aigua destil-lada
quin mode de dispensacié era el més adequat per posar al punt el nostre protocol analitzant els
valors del coeficient de variacio (CV) i del percentatge d’inexactitud (% Inacc) indicadors de

precisio i inexactitud respectivament.
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Per tal d’agilitzar el procés les validacions inicials només es van realitzar amb una punta (n° 1)
de I’equip, un cop seleccionada la millor condicid que utilitzariem per crear el protocol

automatitzat vam repetir el procés amb les 8 puntes a la vegada (Figura 44).
1.3.1. Optimitzacio dels modes de dispensacio

El primer que varem avaluar van ser les puntes fixes, dispensant a diferents nivells de
I’al¢ada del pou: 0% well (fons del pou), 80% well (80% de I’algada maxima del pou) o sobre
liquid. Els volums escollits van ser 10, 50, 100, 500 i 1000 uL per tal de cobrir tot el rang de
volums que ens permet treballar amb les puntes fixes. En tots els volums el mode de
dispensacio que vam utilitzar va ser el waste, excepte amb el de 10 uL. que vam analitzar tan

amb el mode blowout recomanat per volums menors a 25 uL, com amb el waste.

Els resultats van mostrar que tot i que el mode blowout és el recomanat per volums petits, a

10 pL teniem millor CV 1 % Inacc amb el mode waste (Taula 20).

De les tres condicions de dispensacié la que ens va donar pitjors valors de precisio i exactitud
va ser la dispensacid sobre liquid, principalment en els volums de 10-100 pL. A priori aquesta
dispensacio podia semblar més adequada que no pas la dispensacio al 80% de 1’al¢ada del pou
(80% well) donat que la tensio6 superficial del liquid podria afavorir la dispensacié del volum,

en canvi vam tenir millors resultats dispensant sobre el fons del pou o al §0% well (Taula 20).

Taula 20. Mitjana dels volums dispensats amb puntes fixes (n=10), % Inacc i CV en les diferents condicions de

dispensacio i dels valors acceptables que indiquen les especificacions técniques de I’equip. El volum de 10 puL a

0% well esta dispensat amb el mode blowout mentre que al 80% well esta realitzat amb el mode waste.

0% well 80% well Superficie del liquid ~ LsPecificacions
tecniques
Volum YOlum Yolum YOlum
L) dispensat % Inacc CV  dispensat % Inacc CV  dispensat % Inacc CV % Inacc Cv
(uL) ((119) ((119)
10 9.7 2.83  3.09 10.0 0.36 1.08 8.5 14.73  1.06 2.5 3.0

50 49.8 047 0.10 50.4 -0.80 043 48.6 276 0.23

100 99.9 0.11  0.05 100.0 -0.05  0.07 98.8 1.24 043 2.5 1.0
500 499.2 0.16 0.04 500.7 -0.15  0.02  498.7 026 0.10
1000 999.6 0.04 0.03 10013 -0.13 0.03 998.7 0.13 0.03
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Figura 44. Grafiques de la dispensacié amb puntes fixes d’aigua destil-lada al 65% de 1’al¢ada del pou. A. 20 puL.
B. 500 puL. C. 900 uL.
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Posteriorment varem avaluar les puntes d’un sol us (DT) que ens interessaven sobretot per la
dispensacio del radiolligand i el teixit, per evitar aixi la contaminacié de les puntes fixes. Com
que ja haviem comprovat anteriorment que la dispensacio en alcada donava uns valors optims
de precisi6 i exactitud, varem analitzar les puntes de 20 1 200 uL. DT al 65% de ’al¢ada
maxima del pou. Els volums que vam analitzar de 10 i 50 puL per cada una de les DT
respectivament ens van donar uns valors de CV 1 % Inacc inferiors als indicats per les

especificacions de I’equip (Taula 21).

Taula 21. Mitjana dels volums dispensats amb les puntes d’un sol us (DT) (n=10), % Inacc, CV i valors

acceptables que indiquen les especificacions técniques de 1I’equip.

20 uL DT 200 uL DT Especificacions
tecniques
Volum o Volum o o
Volum (uL) dispensat (uI.) % Inacc Cv dispensat (uI.) % Inacc CvV % Inacc Cv
10 10.23 -2.3 0.65 4.0 2.0
50 49.9 0.19 0.89 3.0 1.0

Fins ara totes les calibracions que haviem fet només s’havien realitzat amb aigua destil-lada,
perd els compostos estan dissolts amb DMSO i la concentracié mare sempre és amb DMSO al
100%, que té una densitat superior a la de I’aigua (d= 1.103 g/L). Per I’aspiracio i dispensacio
del DMSO varem modificar els parametres de dispensacio que té 1’equip (performance file)
per treballar amb liquids de la mateixa densitat que I’aigua, disminuint-ne la velocitat
d’aspiracid 1 dispensacid. Els resultats amb puntes fixes per al volum de 10 pL realitzat amb
les 8 puntes per triplicat ens van donar una mitjana d’11.1 mg, amb un CV de I’'1.81% 1 un %
Inacc de -0.181 totalment acceptables i que ens permetien treballar amb precisid i exactitud

amb el DMSO.

Per ultim, I’equip disposa d’un procediment de multidispensacié. Com el seu nom indica,
permet realitzar multiples dispensacions a partir d’una sola aspiracid el qual és més rapid que
la dispensacié normal. Aquest procediment era interessant per fer més rapids els rentats de la

placa un cop aturada la reaccio.

Les especificacions de 1’equip recomanen no més de 4 dispensacions per aspiracio. Les
primeres proves que varem realitzar amb diferents volums mostraven en tots els casos que la
primera dispensacidé era de menys volum que les altres tres restants. Per resoldre aquest

problema aquest procediment disposa d’un parametre, el dispense back, que consisteix en
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dispensar un percentatge del volum aspirat abans d’iniciar la multidispensacié. En els volums
que ens interessava utilitzar la multidispensacid; de 50 a 1000 uL; vam solucionar I’efecte de

la primera dispensacié amb un dispense back del 10% del volum aspirat.
1.3.2. Assaigs de competicio

Un cop establerts els parametres d’automatitzacid de 1’assaig de competici6 amb el
Multiprobe II HT Ex, vam validar-lo amb els estandards (Figura 45 A.). La validacié només
la vam fer a cerebel, per comprovar que els assaigs realitzats amb el robot eren equiparables

als de placa fets manualment.

Els valors de la ICsy 1 la K; obtinguts amb els estandards en els assaigs a cerebel totalment
automatitzats es recullen a la Taula 22, conjuntament amb els de placa realitzada manualment
i els trobats a la literatura. Els valors dels assaigs realitzats amb el Multiprobe son
practicament iguals als dels assaigs manuals en placa 1 per tant la relacié de la poténcia dels
estandards entre si 1 del zaleplon respecte a la resta d’estandards es manté. En [’assaig
automatitzat, el zopiclone, zolpidem, indiplon i flumazenil sén al voltant de 2, 5, 40 1 50

vegades més potents que el zaleplon respectivament.

Taula 22. Dades de la mitjana + SEM de la ICs, i de la K; dels assaigs de competicio a cerebel realitzats amb els
estandards en placa manual i automatitzada. (1) Massotti, 1991, (2) Noguchi, 2002, (3) Sullivan, 2004, (4) Atack,
1999 i (5) Santi, 1988.

Placa automatitzada Placa manual Bibliografia
IC,omM) K, (mM) ICq, (M) K, (nM) ICs, (nM) K; (nM)
ol .y 45+15  26+09 3.5 2.0 1.0+ 0.1 (5)
umazent (n=3) (n=3) (n=1) (m=1)  2.0£0.1(1)*
_ 64405  3.6+03 5.4 3.1
Indiplon (n=3) (n=3) (n=1) (n=1) - 1.5 (3)
_ 51641.6 295409 514+52 294430 13.8 (3)
+ (. *
Zolpidem 3) o) a6) n6) 40+ 0.9 (1) 27
229+39 131422 254+23  145+13 167 (2)
Zaleplon (n=3) (n=3) (n=8) m=8)  (136207)95% 02
Zonicl 111411 638462 144 82 113
opicione (n=3) (n=3) (n=1) (n=1) (94-136) (2)

* Dades obtingudes amb *H-flunitrazepam (agonista no selectiu del receptor GABA,)
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Figura 45. A. Corbes de competicié dels estandards realitzades a cerebel, en assaigs automatitzats en placa
Multiscreenyrs. B. Comparacio de les corbes de zaleplon realitzades a placa manualment o automatitzades. C.
Comparacio de les corbes de zolpidem realitzades a placa manualment o automatitzades. Cada punt representa la

mitjana + SEM del duplicat. Les mostres provenen d’un pool de teixits corresponent a 12 animals.
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1.3.3. Qualitat dels assaigs en placa automatitzats

Per acabar varem avaluar la qualitat dels assaigs de competicié automatitzats (Figura 46) amb

el factor Z’. La mitjana del factor Z’ va ser de 0.59.
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Figura 46. Representacid del senyal total i inespecific d’un assaig de competicié a cerebel representatiu dels

processats amb el robot en placa.

Comparativament amb els assaigs de competicié en format placa realitzats manualment, amb

els assaigs automatitzats el valor del factor Z’ passa a ser de 0.70 a 0.59. Malgrat que la

qualitat de 1’assaig a disminuit, el valor del factor Z’ és superior a 0.50 i1 per tant continua

essent altament acceptable.
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2. CRIBRATGE DELS COMPOSTOS AMB ELS ASSAIGS D’UNIO AMB
RADIOLLIGAND IN VITRO

Donat que es desconeix I’estructura del lloc d’unié de les BDZ al receptor GABA,, el
Departament de Quimica Medica del centre d’R+D de Ferrer Internacional, es va basar en
I’estructura del zolpidem per identificar les interaccions clau que el lligand ha de tenir amb el

receptor per tenir afinitat (farmacofor), i poder dissenyar estructures novedoses (Figura 47).

Me

Figura 47. A. Estructura quimica i B. Model farmacoforic del zolpidem. En blau els punts hidrofobics i en verd

els acceptors de pont d’hidrogen (HBA).

En total es van sintetitzar i cribrar in vitro, 1214 noves entitats quimiques agrupades en 21

families diferents (Taula 23), de les quals 5 estan patentades (Figura 48).
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Figura 48. Estructura quimica de les 5 families patentades sintetitzades a partir del model farmacoforic del

zolpidem.
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Taula 23. Nombre de compostos cribrats de les respectives families quimiques. Nombre de compostos amb

percentatge d’inhibici6 del radiolligand a la concentracié de 107 M igual o superior al 30, 50 i 90%.

% D'INHIBICIO A 10'M
>30% > 50% >90%

FAMILIA QUIMICA N° COMPOSTOS

Indols 28 2 - -
Indol invers 9 1 - -
Imidazotriazines 24 1 - -
Imidazotiazols 4 - - -
Imidazotiadiazols 18 1 - -
Imidazopirimidines 23 1 - -
Imidazopiridines 161 49 31 11
Imidazopiridazines 271 111 71 40
Imidazopirazolopiridines 2 - - -
Imidazopirazines 4 1 - -
Imidazobenzotiazols 23 2 1 -
Imidazobenzopirazols 3 - - -
Imidazobenzimidazols 47 - - -
Benzisoxazols 4 - - -
Benzimidazols 38 - - -
Quinolones 147 37 10 2
Pirrolopirimidines 11 - - -
Imidazopirimidines 66 39 28 6
Indazolones 15 - - -
Pirrolopirazinones 3 - - -
Altres 333 - - -

Amb els assaigs de competicido amb radiolligand in vitro, primer es calculava el percentatge
d’inhibicié de cada compost a cerebel (on predomina la subunitat o; del receptor GABA,) a
dues concentracions (100 nM 1 10 uM). La Taula 24 recull les dades obtingudes en tres
compostos representatius de cadascuna d’aquestes 5 families conjuntament amb la dels
estandards. D’aquests compostos els que pertanyen a les families de les imidazopiridines,
imidazopiridazines 1 quinolones (a excepcid del GF-012009-00) tenen a cerebel un

percentatge d’inhibicié a 100 nM superior a la del zolpidem.
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Taula 24. Percentatges d’inhibicid a cerebel i medul-la de rata dels estandards i dels compostos representatius de

cada familia.

CEREBEL MEDUL-LA

10°M  10'mM  10*°mM 10°M | 10°M  sx10'M 10'M  10°M 10°M

Flumazenil 76.3 17.3 79.6 314
Zolpidem 99.4 71.2 16.7 74.8 42,0 21.6
Zaleplon 97.2 26.1 78.7 229

Zopiclone 99.6 53.8 99.6 82.6 11.1
Indiplon 65.7 13.7 99.2 87.5 65.7
Indols

GF-006493-00 65.0 31.5

GF-009383-00 73.6 372 12.2 0
GF-009467-00 722 0,0

Benzimidazols

GF-006231-00 41.8 12.1

GF-006234-00 90.6 8.3 439 0
GF-009445-00 47.1 0,0

Quinolones

GF-012009-00 99.9 52.6

GF-017048-00 99.9 88.0

GF-017162-00 99.7 85.2

Imidazopiridines

GF-012263-00 100.4 93.4 98.8 74.1
GF-012264-00 100.4 79.7 97.7 25.6
GF-012971-00 100.3 88.2 98.2 54.5
Imidazopiridazines

GF-015621-00 100.3 97.5 97.7 45,0
GF-016641-00 99.8 81.2 86.2 26.0
GF-016783-00 101.3 95.5 98.7 74.4

Seguint I’estratégia de cribratge (Figura 49), els compostos que a la concentracio de 100 nM
inhibien la unid del radiolligand més d’un 35%, es determinava la seva activitat hipnotica in
vivo mitjangant el test d’inhibicid de I’activitat motora espontania (SMA) en ratoli (Taula 33,
pagina 148. Dades obtingudes per la seccié de Farmacologia del Departament de Ciéncies
Biologiques 1 Biotecnologia del centre d’R+D de Ferrer Internacional). En una tercera fase,
els compostos amb una inhibicié6 de ’'SMA superior al 30% a la dosi de 0.98 umol/kg, es
determinava in vitro el percentatge d’inhibicié a medul-la (on predomina la subunitat o, del
receptor GABA,) a 100 nM i 10 uM (Taula 24) i la seva K, tant a cerebel com a medul-la,

per tal de calcular-ne la selectivitat (Taula 25 1 Figura 50).
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Taula 25. Constant d’inhibicié (Kj) a cerebel i medul‘la dels estindards i dels compostos seleccionats.

CEREBEL (o) MEDUL-LA (o) Selectivitat
Mitjana £+ SEM Mitjana £ SEM
(nM) (nM) o o
Flumazenil 24+0.6 1.3+0.1 1
Zolpidem 29.5+1.9 717 £56 24
Zaleplon 141+ 11 1392 £53 10
Zopiclone 68.4+6.4 49.4
Indiplon 35+0.3 23.8 7
GF-015621-00 1.9 155.5 81
GF-016641-00 59 1022 173
GF-016783-00 7.0 31.3 5

El quocient entre la K; obtinguda a medul-la (o) 1 a cerebel (o) ens dona el valor de la

selectivitat per la subunitat q;.

De les tres imidazopiridazines seleccionades, la GF-016783-00 té 5 vegades més afinitat per

la subunitat o que per I’0,. Els altres dos compostos, GF-015621-00 1 GF-016641-00, tenen

un valor de selectivitat de 81 1 173 respectivament.

Zolpidem amb una afinitat aproximadament 24 vegades superior per 1’c; que per 1’0, €s

I’estandard més selectiu.
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Figura 50. Corbes de competicio a cerebel i medul-la de rata dels tres compostos seleccionats. A. GF-016783-00.

B. GF-015621-00. C. GF-016641-00. Com més gran ¢s la separaci6 entre les dues corbes, major és la selectivitat

per o, del compost. Les mostres provenen d’un pool de teixits corresponent a 12 animals.
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3. NIVELLS D’OCUPACIO DEL RECEPTOR GABA 4

Un cop establerta 1’afinitat i1 selectivitat in vitro, vam voler determinar a diferents dosis el
grau d’ocupacié del receptor GABA, per part dels compostos en estudi, en determinades
arees del cervell (on predomina una determinada subunitat del receptor) 1 relacionar-ho amb

I’efecte observat en els assaigs de comportament in vivo.

Inicialment es van posar al punt els assaigs d’uni6é amb radiolligand ex-vivo amb rates mascle
albines de la soca Sprague-Dawley OFA, donat que era el model experimental que es trobava
millor descrit a la bibliografia. Posteriorment els assaigs es van posar al punt en ratoli, 1 es
van determinar els nivells d’ocupacio del receptor GABA, pels tres compostos seleccionats 1

pels estandards zolpidem i diazepam a cortex, cerebel i medul-la.
3.1. Posada al punt en cortex de rata i el sistema de filtracio per a tubs Brandel
3.1.1. Cinética d’associacio

e a . . .y . . 3 \
La cin¢tica d’associacio als assaigs ex-vivo del "H-Ro15-1788 en homogenats de cortex de
rata, mostra que el radiolligand té una velocitat d’associaci6 rapida, amb un maxim d’unid

que s’assoleix als 10 minuts 1 que es manté estable fins al 60 minuts (Figura 51).
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Figura 51. Cinética d’associacié realitzada en tub del *H-Ro15-1788 en homogenats de cortex de rata. Cada

punt es va carregar per triplicat i la dada representa la mitjana + SEM.

3.1.2. Variacio de I’ocupacio en funcio del temps d’incubacio

Per tal de no infravalorar 1’ocupacid en els assaigs d’uni6 amb radiolligand ex-vivo, ¢és
important evitar la dissociacid del complex lligand-receptor, ja sigui degut a la diluci6é del

teixit en I’homogeneitzacio o en la incubacié amb el tampé d’assaig.
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Per determinar el temps d’incubacid, varem estudiar la variacié de I’ocupacié en funcié del
temps d’assaig en homogenats de cortex de rata, a les quals se’ls havia administrat via oral
3 mg/kg de flumazenil 30 minuts abans del seu sacrifici. Com es pot observar a la Figura 52 i
a la Taula 26, I’ocupaci6 disminueix d’un 80% als 2 minuts a un 31% als 60 minuts.
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Figura 52. Efecte del temps d’incubacié sobre 1’ocupacié dels receptors GABA, de cortex de rata pel

flumazenil. Cada punt es va carregar per triplicat i la dada representa la mitjana = SEM.

Els percentatges d’ocupacio del flumazenil obtinguts a diferents temps d’assaig conjuntament
amb les dades referenciades a la bibliografia es recullen a la Taula 26. A la bibliografia,
I’ocupacio disminueix un 20% si es prolonga el temps d’incubaci6 de 2 a 5 minuts. Amb les
nostres condicions d’assaigs hem aconseguit que aquesta disminucio sigui només d’un 9%.

Tanmateix, vam fixar en 2 minuts el temps dels assaigs ex-vivo.

Taula 26. Variacio de "ocupacid del flumazenil a la dosi de 3 mg/kg sobre els receptors GABA, de cortex de
rata en funcio del temps d’assaig. Dades de la mitjana + SEM del triplicat. La columna de la dreta correspon als

valors de la bibliografia (Li, 2006).

Temps (min) Flumazenil

2 80+ 1,7 70
5 71421 50
10 64+2.1 40
30 42+49 31
60 31418 12

3.1.3. Determinacio de la quantitat de mostra

A la Figura 53 es pot observar la uni6 especifica del radiolligand respecte a volums creixents

d’homogenat de cortex de rata. La unid és lineal fins a 100 UL de mostra, pero a partir dels
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40 puL el percentatge de radiolligand unit és superior al 10%. Per tant es va escollir pels
assaigs ex-vivo de cortex de rata en tub, un volum de 35 UL que corresponien a 105 £ 5 ug de

proteina aproximadament, 1 que donaven un senyal al voltant de 7500 cpm.
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Figura 53. Determinaci6 del rang lineal de proteina (zona ombrejada) pels assaigs ex-vivo amb *H-Ro15-1788 a
cortex de rata. L’eix de les abscisses representa el volum d’homogenat en lloc de la quantitat de proteina, donat
que per evitar la dissociaci6 del 1ligand al receptor, en les corbes dosi-resposta dels assaigs ex-vivo dispensavem
el mateix volum d’homogenat per a totes les mostres i posteriorment corregiem les comptes per la quantitat de
proteina. Cada punt es va carregar per triplicat i la dada representa la mitjana + SEM. Les mostres provenen d’un

pool de teixits corresponent a 12 animals. Es mostra el valor del coeficient de correlacié (R?) en el rang lineal.

La concentracid final de proteina pels assaigs ex-vivo de cortex de rata realitzats a tub es troba

entre 0.20- 0.22 pg/uL.

3.2. Posada al punt en ratoli i en el sistema de plaques Multiscreenyrs (Millipore™)

En ratoli els assaigs ex-vivo es van posar al punt amb el sistema de plaques Multiscreenyts en
comptes de en tub. Aquest canvi de format era necessari per evitar variacions entre mostres,
donat que el temps d’incubaci6é que haviem seleccionat era de 2 minuts i la dispensacid del
teixit, amb la qual s’inicia la reaccid, s’havia de fer el més rapidament possible amb una

pipeta multicanal.

3.2.1. Determinacio de la quantitat de mostra a cortex, cerebel i medul-la

Per determinar la quantitat Optima de mostra de cada teixit pels assaigs ex-vivo de ratoli, vam

incubar volums creixents d’homogenats de cortex, cerebel i medul-la amb el *H-Ro15-1788.

A la Figura 54 s’observa la unié especifica del radiolligand en cadascun dels teixits.
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Figura 54. Determinacié del rang lineal de proteina (zona ombrejada) pels assaigs ex-vivo amb *H-Ro15-1788 a
cortex (A), cerebel (B) i medul-la (C) de ratoli. L’cix de les abscisses representa el volum d’homogenat en lloc
de la quantitat de proteina, donat que per evitar la dissociacié del 1ligand al receptor, a les corbes dosi-resposta
dels assaigs ex-vivo dispensavem el mateix volum d’homogenat per a totes les mostres i posteriorment corregiem
les comptes per la quantitat de proteina. Cada punt es va carregar per triplicat i la dada representa la mitjana +
SEM. Les mostres provenen d’un pool de teixits corresponent a 12 animals. Es mostra el valor del coeficient de

correlacié (R?) al rang lineal.

112



Resultats

Per cortex es va seleccionar un volum d’homogenat de 16 UL (corresponent a 55-65 ug de
proteina) que estava en el rang lineal (5-24 uL) 1 que ens donava al voltant de 2300 cpm. La
concentracid de proteina es trobava entre 0.28-0.33 ug/uL, superior a la utilitzada en els

assaigs de cortex de rata en tub (0.20-0.22 pg/uL).

A cerebel la unid especifica era lineal fins als 60 UL, de manera que es va escollir un volum
d’homogenat de 50 UL (corresponent a 190-210 pg de proteina) amb els qual s’assolia al
voltant de 2300 cpm. Les comptes obtingudes a cerebel son igual a les obtingudes a cortex
amb una tercera part del volum utilitzat a cerebel. La concentracio de proteina pels assaigs ex-

vivo a cerebel es trobava entre 0.95-1.05 pg/uL.

Pels assaigs en medul‘la el volum d’homogenat que es va seleccionar va ser de 100 puL
(corresponent a 115-140 pug de proteina) que estava en el rang lineal i donava al voltant de
1400 cpm. La concentracid de proteina pels assaigs ex-vivo a medul-la es trobava entre 0.58-

0.70 ng/uL.

3.3. Ocupacio del receptor GABA4 pels compostos a cortex, cerebel i medul-la de

ratoli

Amb les condicions dels assaigs ex-vivo a cortex, cerebel i medul-la de ratoli fixades, varem
determinar els nivells d’ocupacid del receptor GABA 4 a dosis creixents (0.1-100 mg/kg) dels
compostos seleccionats 1 dels estandards diazepam (BDZ) 1 zolpidem (farmac-Z selectiu de la

subunitat o).

Les Figures 55 1 56 mostren les corbes dosi-resposta dels estandards i dels compostos en els
tres teixits en els quals s’ha estudiat 1’ocupacio del receptor GABA4. En tots els compostos
I’ocupacid incrementa de manera dosi-depenent. El diazepam, amb mateixa afinitat per les
subunitats o, 0, 031 05 del receptor GABA 4 (Atack, 1999), presenta una ocupacio similar en
els tres teixits. La resta de compostos assoleixen a totes les dosis major ocupacid en cerebel
que en els altres dos teixits, el qual es reflecteix amb una menor Occups (dosi que ocupa el
50% de receptors) en aquest teixit (Taula 27). Dels tres compostos seleccionats, a cerebel el
GF-016641-00 i el GF-016783-00 van ser els que van presentar una Occups, més baixa de 0.6
1 1.7 mg/kg respectivament, inferior a la de 1’estandard zolpidem (4.6 mg/kg).
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Figura 55. Corbes dosi-resposta de 1’ocupacié de diazepam i zolpidem a cortex, cerebel i medul-la de ratoli. Els

valors representen la mitjana + SEM (n= 4- 6/ dosi).
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Figura 56. Corbes dosi-resposta de I’ocupacid dels compostos seleccionats a cortex, cerebel i medul-la de ratoli.

Els valors representen la mitjana + SEM (n= 4- 6/ dosi).
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La Taula 27 recull els percentatges d’ocupacio a les diferents dosis testades de cada compost,

conjuntament amb 1’Occups, de cada teixit.

A cortex els compostos amb menor ocupacio a 10 mg/kg van ser el zolpidem amb un 51% 1 el
GF-016783-00 amb un 43%. E1 GF-015621-00 1 el GF-016641-00 a la mateixa dosi tenen una
ocupaci6 del 60% 1 62% respectivament. A la dosi de 30 mg/kg, la maxima testada a cortex,
el zolpidem presenta una ocupacid del 52% mentre en els tres compostos seleccionats
I’ocupacio esta al voltant del 70-75%. El diazepam a la dosi de 3 mg/kg ja ha assolit una

ocupacid superior al 70% en tots els teixits.

A medul'la els compostos amb menor percentatge d’ocupacio a la dosi de 100 mg/kg varen
ser el zolpidem amb un 34% i el GF-015621-00 amb un 32%. L’Occupsy per aquests
compostos ¢€s superior als 100 mg/kg, mentre que la del GF-016783-00 és de 29.7 mg/kg i la
del GF-016641-00 d’11.2 mg/kg. El diazepam a medul-la presenta una Occupsode 0.9 mg/kg,
similar a I’obtinguda a cortex i cerebel (0.5 1 0.4 mg/kg).

A excepcio del diazepam, tots els compostos no presenten practicament ocupacio a medul-la a

la dosi que ocupen el 50% de receptors a cerebel.

Quan calculem la selectivitat com el quocient entre 1’Occupsy obtinguda a medul-la 1 la de
cerebel, tots els compostos mostren una selectivitat ex-vivo superior a 17 a excepcio del

diazepam.
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Taula 27. Ocupacié del receptor GABA, a cortex, cerebel i medul-la de ratoli dels estandards i compostos a

diferents dosis. Els valors del percentatge d’ocupacio estan expressats com la mitjana = SEM (n= 4- 6/ dosi) i

I’Occupsy en mg/kg.
ZOLPIDEM CORTEX CEREBEL MEDUL:-LA SELECTIVITAT
Dosis (mg/ kg) | Mitjana + SEM Occups, (mg/kg) | Mitjana + SEM Occups, (mg/kg) | Mitjana + SEM Occups, (mg/kg) | Medul-la/ Cerebel
0.1 9+3 16+3
1 2243 29+2 0+0
3 413 10.9 36+10 4.6 ? > 100 >22
10 51+6 T1+6 12+8
30 52+6 79+ 11 22+8
100 34+4

DIAZEPAM CORTEX CEREBEL MEDUL-LA SELECTIVITAT

Dosis (mg/ kg) | Mitjana + SEM Occups, (mg/kg) | Mitjana + SEM Occups, (mg/kg) | Mitjana £ SEM Occups, (mg/kg) | Medul-la/ Cerebel

0.1 9+2 26+ 8 2+2

0.3 32+9

1 74+3 74£5 48+ 16

3 74+3 0.5 81+4 0.4 82+2 0.9 2
10 90+ 1 93+3

30 96+ 1 98+ 1 96+ 0

100 99+0

GF-016641-00 CORTEX CEREBEL MEDUL-LA SELECTIVITAT

Dosis (mg/ kg) | Mitjana + SEM Occups, (mg/kg) | Mitjana + SEM Occups, (mg/kg) | Mitjana £ SEM Occups, (mg/kg) | Medul-1a/ Cerebel

0.1 11+3 37+4
1 30+ 8 53+11 29+7
3 52+1 86+1 26+21
32 0.6 11.2 19
10 62+5 92+2 41 +£15
30 75+2 96 +0 80+4
100 67+ 10

CORTEX CEREBEL MEDUL-LA SELECTIVITAT

GF-015621-00

Dosis (mg/ kg) | Mitjana + SEM Occups, (mg/kg) | Mitjana = SEM Occups, (mg/kg) | Mitjana £ SEM Occups, (mg/kg) | Medul-la/ Cerebel

0.1 4+2 10+6

1 7+4 10+£10 0+0

3 20+5 2444

9.3 6.0 > 100 >17

10 60+ 8 75+£7 12+7

30 69 +4 91+3 13+£9
100 860 32+8

GF-016783-00 CORTEX CEREBEL MEDUL-LA SELECTIVITAT

Dosis (mg/ kg) | Mitjana + SEM Occupsy (mg/kg) | Mitjana = SEM Occups, (mg/kg) | Mitjana £ SEM Occups, (mg/kg) | Medul-la/ Cerebel

0.1 8+5 9+4

1 28 +11 41+13 1+4

3 42+ 8 59+7 25+4

10 43+ 5 8.8 64 +£10 1.7 26+ 10 29.7 18
30 75+3 88+ 1 48+ 6

50 88 78

100 86 82
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4. CITOTOXICITAT

Es van incubar durant 24h concentracions creixents de cada compost en diferents linies
cel-lulars, per determinar la concentracié que provocava una disminucidé del 50% de la

viabilitat cel-lular (ICsp).

La Taula 28 recull les dades de les ICs; obtingudes en CHO-K1, HepG2 i SH-SYS5Y. De les
tres linies cel-lulars, les CHO-K1 presentaven valors de ICso més baixos en tots els compostos,

mentre les HepG2 els més alts.

El GF-015621-00 produia una disminucié del 50% de la viabilitat en CHO-K1 1 SH-SYS5Y, a
una concentracié similar a la del zaleplon, encara que en HepG2 tenia una ICsg inferior a

aquest, pero de I’ordre de la de I’indiplon (> 500 uM).

El GF-016783-00 tenia una ICso menor que la del GF-015621-00, pero igual a la del diazepam
en les tres linies cel-lulars, i a I’indiplon en CHO-K1 i SH-SYS5Y.

El GF-016641-00, amb una ICsg similar a la del zopiclone i zolpidem ( > 1000 uM) en HepG2
1 SH-SYS5Y, pero superior a la del zolpidem en CHO-K1, és dels tres compost seleccionats el

que mostra citotoxicitat a concentracions més altes.

D’altra banda es va determinar el marge terapeéutic amb el quocient entre la ICsy dels assaigs
de citotoxicitat i la de I’afinitat in vitro per o (cerebel). Tots els estandards tenen més de 3 o

4 ordres de magnitud de diferéncia entre la concentracid in vitro i la que causa un 50% de la
mortalitat cel-lular. E1 GF-016641-00 i1 el GF-016783-00 tenen també una diferéncia de 4
ordres de magnitud mentre que amb el GF-015621-00 és de 5.

Taula 28. Valors de la ICs, dels assaigs de citotoxicitat en les diferents linies cel-lulars i marge terapéutic.

Citotoxicitat Afinitat o, Toxicitat/ Afinitat
CHO-K1 SH-SY5Y HepG2 IN VITRO CHO-K1 SH-SY5Y HepG2
ICsy (UM) I1C5 (M) IC5y (M) ICsy (nM) Relacio Relacio Relacio
Zaleplon 441 > 500 > 1000 247 1785 >2024 > 4049
Indiplon 154 213 > 500 6.4 24063 33219 > 83333
Zolpidem 496 >1000 > 1000 46.9 10576 >21277 >21277
Zopiclone > 1000 - > 1000 119 > 8403 - > 8403
Diazepam 164 257 385 38%* 4316 6771 10132
GF-015621-00 451 >500 626 34 132647 > 147059 184118
GF-016641-00 954 1000 > 1000 10.3 92621 97087 > 97087
GF-016783-00 143 251 350 122 11721 20607 28689

* (Giusti, 1993)
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1. POSADA AL PUNT DELS ASSAIGS D’UNIO AMB RADIOLLIGAND IN VITRO

Els assaigs d’alt rendiment (HTS, de l’angles High throughput screening) sén una eina
fonamental en les fases inicials del procés de descobriment de nous farmacs. Aquests assaigs
permeten testar de forma rapida una gran quantitat de compostos i identificar aquells que
tenen activitat sobre la diana escollida. Per aixo cal optimitzar les condicions experimentals
fins tenir un assaig de qualitat i validar-lo amb compostos amb activitat coneguda (estandards)

(Macarroén, 2002).

La diana del nostre assaig va ser la subunitat o del receptor GABA, implicada en els
processos de sedacio i1 hipnosi. Els compostos amb gran afinitat i selectivitat per aquesta
subunitat, seran bons candidats a hipnotic 1 tindran menys efectes no desitjats com per

exemple miorelaxacid associada a la subunitat 0.

Els assaigs d’unié amb radiolligand in vitro ens permeten identificar compostos amb gran
afinitat per la subunitat o; 1 baixa per 1’0, del receptor GABA 4, a partir de la competicid que

s’estableix entre els compostos 1 el radiolligand pel lloc d’uni6 al receptor.

Els teixits emprats en aquests assaigs van ser cerebel i medul-la en els quals s’expressen
majoritariament les subunitats o 1 o respectivament (McKernan, 1996; Bohlhalter, 1996). El
radiolligand escollit va ser el “H-Ro15-1788 (flumazenil tritiat), que s’uneix amb la mateixa
elevada afinitat a les subunitats o, 0p, 03 1 05 del receptor GABA 4, perd amb baixa afinitat
per les subunitats oy 1 0 (Atack, 1999). Tot i ser un radiolligand no selectiu, al seleccionar
dos teixits on s’expressen majoritariament la subunitat o; o 1’0, , la inhibicié de la unié del
radiolligand per part dels compostos, indicara afinitat per la corresponent subunitat o de cada

teixit.
1.1. Posada al punt en tub i amb el sistema de filtracié Brandel

Per posar al punt I’assaig cal fixar els segiients parametres: temps d’incubacio, quantitat de
proteina i concentraci6 de radiolligand. Posteriorment s’ha de validar amb estandards i

avaluar la qualitat i robustesa de I’assaig amb el factor Z’.

Per establir el temps d’incubacié dels assaigs de competicid en tub, calia determinar quan
s’assolia el temps d’equilibri amb el *H-Ro15-1788 en les nostres condicions d’assaig. A

cerebel, el radiolligand ’assolia als 45 minuts i es mantenia estable fins als 120 minuts, de
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manera que varem seleccionar un temps de 60 minuts. Aquest temps d’incubacid esta en el
rang d’altres assaigs citats a la bibliografia, realitzats en condicions similars a les nostres

(Santi, 1988; Griebel, 2001; Sullivan, 2004).

La quantitat de proteina seleccionada pels assaigs ha de complir dues condicions, per una
banda ha d’estar en el rang lineal de la relacié amb el senyal (SB) i per I’altra, el percentatge
de radiolligand que se li uneix ha de ser inferior al 10% de la quantitat total de radiolligand
afegit a 1’assaig (Kenakin, 1993; Bylund, 1990). Encara que una major concentracidé de
proteina suposi un augment del nombre d’unions del lligand marcat radioactivament amb el
receptor i per tant, un increment de la proporcié de la uni6 especifica (SB) enfront la
inespecifica (NSB), una quantitat excessiva de receptors comportaria una major unié de
radiolligand al receptor (increment del complex RL), de manera que es necessitaria una major
concentracio de compost no marcat per desplacar-lo. Estariem doncs, subestimant la poténcia
del compost per desplacar el radiolligand. A nivell grafic veuriem un desplacament de les
corbes de competicié dels compostos cap a la dreta. En els assaigs en format tub, la quantitat
de proteina seleccionada estava en el rang lineal, el percentatge de radiolligand unit era del
8% a cerebel 1 del 2% a medul‘la, 1 donava un senyal (cpm) prou alt per poder identificar els

compostos que inhibien la unio6 del radiolligand als assaigs de competicio.

Els assaigs de saturacié van mostrar que el “H-Rol5-1788 s’uneix amb gran afinitat als
receptors GABA, de cerebel (Kg= 1.6 = 0.3 nM) 1 medul-la (Kg = 1.9 = 0.3 nM), amb uns
valors de la K4 similar als citats a la bibliografia (Taula 9 1 11, pagines 84 1 85). Igualment, el
nombre maxim de receptors en ambdds teixits, representat pel valor de By,ax, concorda amb el
descrit a la bibliografia (Taula 9 i 11, pagines 84 i 85) per aquest compost. A medul-la la By,
¢s gairebé 7 vegades inferior a la de cerebel (85% menys de receptors), el que significa una

menor proporcid de receptors GABA per quantitat de proteina a medul-la que a cerebel.

La concentracio de radiolligand seleccionada pels segiients assaigs de competicid, no ha de
ser saturant i es recomana que sigui igual o inferior al valor de Ky (concentraciéo de
radiolligand que ocupa la meitat de receptors a [’equilibri) (Bylund, 1993). De les
concentracions de radiolligand testades, vam escollir pels assaigs de competicio a cerebel 1 a
medul-la, 'l nM que estava en la part lineal de les respectives corbes de saturacid i era

inferior al valor de la Ky en tots dos teixits.
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Les condicions dels assaigs en tub, es van validar realitzant corbes de competicid amb els
segiients estandards: zaleplon, zolpidem, indiplon i flumazenil. En ambdds teixits els valors
obtinguts de la Kj, que ens indica I’afinitat del compost pel receptor, sén lleugerament
superiors als de la bibliografia (Taula 12 1 13, pagina 87). Aix0 podria ser degut a diferéncies
metodologiques, com per exemple una major quantitat de proteina que implicaria un major
nombre de receptors i per tant major concentracidé de compost per inhibir la uni6 del
radiolligand. Tanmateix quan comparem les afinitats dels estandards entre si, la relacid entre
aquestes ¢s similar als valors descrits en la bibliografia, de manera que si a cerebel el
flumazenil mostra una afinitat 100 vegades superior a la del zaleplon en els nostres assaigs la
proporcié es manté. Per tant, ’assaig posat al punt en tub esta validat i ens permet discriminar

compostos amb diferent afinitat pel receptor.

Pel que fa a la selectivitat, expressada com el quocient entre la K; de medul‘la i cerebel, a
excepcid del flumazenil que té una afinitat equivalent per les subunitats o, 0p, 03 1 05 del
receptor GABA,, la resta d’estandards son farmacs Z amb major afinitat per la subunitat oy
(Sullivan, 2004; Arbilla, 1986; Noguchi, 2002). Els valors de selectivitat per a la subunitat o

obtinguts amb els nostres assaigs son comparables amb els de la bibliografia, sent zolpidem

I’estandard més selectiu.

La qualitat i robustesa dels assaigs en tub es va avaluar calculant el factor Z’ dels assaigs de
competicid a cerebel i medul-la. Els valors obtinguts del factor Z’ a cerebel (0.74) i medul-la

(0.73) estan per sobre de 0.50.

Per tant amb les condicions que hem descrit, hem posat al punt un assaig en tub robust i de

qualitat que ens permet identificar compostos amb diferent afinitat per les subunitats o 1 0.

1.2. Adaptacié de I’assaig al sistema de plaques Multiscreenyrs (Millipore™)
Per augmentar el rendiment de 1’assaig 1 poder-lo automatitzar, cal miniaturitzar-lo i passar-lo
a format de placa de 96 pous. Aquest pas ens obliga a disminuir el volum d’assaig 1 a

optimitzar una serie de parametres, entre ells la quantitat de proteina.

Com ja s’ha dit anteriorment, una de les regles que han de complir els assaigs d’unié amb
radiolligand, és que la quantitat de radiolligand que s’uneix no superi el 10% del total emprat
en I’assaig (Kenakin, 1993). Tant a cerebel (6%) com a medul-la (9%) la quantitat de proteina

seleccionada per 1’assaig en placa complia aquesta condicid, estava a la zona lineal de la
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relaci6 amb el senyal i en tots dos casos ens donava un senyal al voltant de les 800 cpm.
Tanmateix el senyal obtingut en placa no era proporcional a I’esperat en els assaigs en tub a la
mateixa quantitat de proteina. Aquesta disminucido en el nombre de cpm a placa seria
atribuible a la menor eficiéncia de comptatge del comptador de plaques Microbeta Trilux de
Perkin Elmer (34%), respecte al de tubs Tricarb 1900 TR de Packard (61%). Tot i aixi, a
cerebel la concentracid final de proteina a I’assaig en placa (0.28 pg/uL) era similar a la de
tub (0.25 pg/uL). En canvi a medulla on la proporcidé de receptors GABAA ¢és
aproximadament un 85% inferior que a cerebel, al disminuir el volum d’assaig a placa vam
haver d’incrementar lleugerament la concentracid de proteina (0.43 png/uL) respecte a tub
(0.30 png/uL) per tenir un senyal acceptable 1 poder veure inhibicid en els assaigs de

competicio.

En passar el format de I’assaig a placa, varem tornar a caracteritzar la unié del *H-Ro15-1788
per comprovar que les noves condicions d’assaig no afectaven els valors de Bn. 0 K.
Malgrat que a la bibliografia (Shrikhande, 2002) esta descrit que 1’automatitzaci6 de I’assaig i
el canvi del sistema de filtracid pot provocar variacions en la By, nosaltres amb el sistema
de filtracid per a plaques (Multiscreenyrs, Millipore) varem obtenir en ambdos teixits uns
valors de Bpax 1 K4 similars als obtinguts préviament en tub i als descrits a la literatura (Taules

14 1 16, pagines 91 1 92).

Al tenir una Ky similar a I’obtinguda en els assaigs en format tub, vam tornar a seleccionar la
concentraci6 de radiolligand d’1 nM pels assaigs de competicid a placa, ja que continuava
sent inferior al valor de la K4 obtinguda en els assaigs de saturacio, i estava en la part lineal de
les corbes de saturaci6 tant de cerebel com de medul-la. A més era la mateixa concentracid

que s’havia utilitzat pels assaigs en tub.

Amb les condicions de I’assaig de competicié en format placa fixades, vam validar-lo
mitjangant corbes de competicio a cerebel 1 medul-la amb els estandards. Els valors de I’'ICsg 1
la Kj obtinguts en ambdos teixits a placa van ser similars als de tub i equiparables als de la
bibliografia (Taules 18 i1 19, pagines 93 1 95). Al comparar entre si ’afinitat dels estandards
dels assaigs en format placa, la relacio entre aquestes es manté similar a I’observada en els
assaigs en format tub, de manera que 1’assaig posat al punt en placa també ens permet
discriminar compostos amb diferent afinitat per les subunitats o 1 0, com ja passava en el

format en tub. Per tant amb les condicions que hem descrit, els assaigs en placa
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Multiscreenyrs son equiparables als de format en tub, com demostren els resultats dels assaigs

de competicié amb els estandards.

Pel que fa a la selectivitat per la subunitat o, els valors obtinguts en els assaigs en format

placa son similars als del format en tub 1 als de la bibliografia (Taula 19, pagina 95).

Finalment, vam avaluar la qualitat de 1’assaig amb el factor Z’. A placa en disminuir el volum
d’assaig i la carrega de proteina, ens disminueix el senyal maxim i per tant la banda de
separacid ¢s més estreta. Tot 1 aixi la poca variabilitat tant del senyal maxim com del soroll de
fons (el que implica que les corresponents bandes de variacid siguin estretes) fa que els valors
del factor Z’ a placa (0.70 1 0.73) siguin iguals als dels assaig en format tub i superiors al
minim requerit de 0.50. Per tant els assaigs manuals en format de placa son de qualitat 1

reproduibles.
1.3. Automatitzacié de I’assaig en placa

El segiient pas per incrementar el rendiment de cribratge dels compostos, va ser automatitzar
’assaig posat al punt en format placa, amb I’estacio robotitzada Multiprobe Il HT Ex (Perkin

Elmer).

L’automatitzacié amb el robot va implicar cercar les opcions Optimes de funcionament, entre
elles la dispensacid dels reactius. Dels diferents modes provats, vam obtenir més exactitud i
menys variabilitat dispensant els reactius a certa alcada del nivell del pou (65-80%), evitant a
més la contaminacié de les puntes (al no entrar en contacte amb els reactius que ja estiguessin

al pou) 1 estalviant-nos els rentats de les puntes que alentirien el protocol.

En els assaigs automatitzats en format de placa, es va emprar la mateixa quantitat de proteina i
concentracio de radiolligand que en els manuals, donat que no variava el volum d’assaig. Un
cop automatitzat, 1’assaig es va validar mitjancant corbes de competicié amb els estandards.
Els valors de la ICsg 1 la K; dels assaigs a cerebel realitzats amb el robot, sén practicament
iguals als dels assaigs manuals 1 similars als de la bibliografia (Taula 22, pagina 101). Per tant
la relacid entre les afinitats dels diferents estandards es manté, 1 I’assaig automatitzat és
equiparable al manual, de manera que permet discriminar compostos amb diferent afinitat per

les subunitats o(; 1 0, com ja passava en els assaigs realitzats manualment.
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En avaluar la qualitat i robustesa dels assaigs automatitzats en format de placa, el valor del
factor Z’ passa a ser de 0.59 respecte 0.70 dels assaigs realitzats manualment en placa.
Aquesta disminuci6 del valor del factor Z’ es deu a I’increment de variabilitat en el senyal
maxim respecte els assaigs manuals. Una possible causa seria la utilitzacid de les mateixes
puntes DT per dispensar el teixit al llarg de tota la placa, de manera que si quedés volum de
teixit remanent a I’interior de la punta, en dispensaria més a la segiient dispensacio i tindriem
un augment de comptes. També podria ser degut a un increment de la dissociacio del complex
RL donat que el procés de rentat amb el robot tot i amb la multidispensacio és de 6 minuts

enfront el 3 0 4 minuts que trigavem manualment.

Els assaigs d’unié amb radiolligand sén de tipus heterogeni; és a dir; requereixen de filtraci6 i
rentats que incrementen la variabilitat metodologica. Aquests assaigs son més dificils
d’automatitzar que no pas els homogenis on simplement s’afegeixen els reactius 1 es mesura
el senyal (mix and read) com podria ser el cas dels assaigs SPA (scintillation proximity assay)
o la fluoresceéncia polaritzada (Inglese, 2007). Per contra, els assaigs homogenis no son valids
per a tots els receptors de membrana, i en el cas de I’'SPA al ser menys sensible degut a la
baixa eficiencia de comptatge, requereix més radioactivitat per tenir un senyal suficient

respecte el soroll de fons (Shrikhande, 2002).

Malgrat tractar-se d’un assaig heterogeni, cal remarcar que el valor del factor Z’ és superior a
0.50 1 per tant la qualitat de I’assaig automatitzat en format placa continua essent excel-lent i

ens ha permes augmentar el rendiment de cribratge dels compostos (Taula 29).

Taula 29. Capacitat diaria de cribratge (nombre de compostos/dia) dels assaigs de competicid en placa realitzats

manualment o amb el robot Multiprobe Il HT Ex (Perkin Elmer).

RENDIMENT

Manual Automatitzat
Cribratge primari 24 84
Cribratge secundari 10 35

L’assaig automatitzat és també suficientment sensible, com indica el quocient ICsy observada/
ICs0 tearica inferior a 3 per als compostos estandards assajats (Inglese, 2007) i robust donat que
en cada una de les plaques que cribrem, introduim un estandard 1 els % d’inhibicid o la 1Csg

son reproduibles entre diferents plaques 1 assaigs.
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2. CRIBRATGE IN VITRO DELS COMPOSTOS

De les 21 families dissenyades a partir de I’estructura del zolpidem, es van sintetitzar i cribrar

in vitro 1214 noves entitats quimiques, emprant 1’assaig automatitzat posat al punt.

D’aquestes families, algunes com els indols i benzimidazols presentaven certa afinitat in
vitro per la subunitat o, (Taula 24, pagina 106), perd en modificar els substituents per
millorar-ne 1’afinitat, no s’observava relacié entre I’estructura quimica i I’activitat (no SAR,

de ’anglés Structure activity relationship).

En el cas de la familia de les quinolones, malgrat tenir compostos amb una bona afinitat in
vitro per la subunitat o, (Taula 24, pagina 106), amb percentatges d’inhibici6 a la
concentracio de 100 nM superiors a la del zolpidem, 1’activitat hipnotica observada in vivo
(mitjangant el test SMA) era baixa (Taula 33, pagina 148). D’aquests compostos el GF-
017162-00 mostrava una estabilitat metabolica elevada quan s’incubava durant 120 minuts
amb microsomes hepatics humans, i1 tenia una bona absorcid en els assaigs amb c¢l-lules
intestinals Caco-2 (Taula 35, pagina 151). Per tant, la poca activitat hipnotica in vivo dels
compostos, no seria atribuible a la metabolitzacié o a la baixa absorcid gastrointestinal. Una
possible causa seria que no travessessin bé la barrera hematoencefalica i per tant tinguessin

dificultats per arribar als receptors GABA d’SNC.

La familia de les imidazopiridines presentaven una molt bona afinitat in vitro per la subunitat
o (Taula 24, pagina 106), perd de les dues dosis en que s’avaluava I’'SMA in vivo, a la
inferior de 0.98 umol/kg la inhibicid de I’activitat era baixa (Taula 33, pagina 148),
possiblement degut a la baixa estabilitat metabolica dels compostos (Taula 35, pagina 151) de

manera que també es va descartar.

Finalment, la familia de les imidazopiridazines, mostraven una molt bona afinitat in vitro per
la subunitat o (Taula 24, pagina 106) alhora que una bona inhibicié de I’activitat motora
espontania tant a la dosi de 97 com 0.98 umol/kg, millorant fins i tot la d’alguns estandards
(Taula 33, pagina 148). Aquests compostos tenien a més una elevada estabilitat metabolica
(Taula 35, pagina 151), aixi que es va seleccionar aquesta familia com la millor candidata a
obtenir un compost amb millor activitat hipnotica 1 menys efectes no desitjats que els

compostos de referéncia que actualment es troben al mercat.
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Posteriorment, per calcular la selectivitat in vitro per la subunitat o, implicada en sedacio i
hipnosi, es va determinar a cerebel (o) 1 a medul-la espinal (o) la K; dels tres compostos
representatius de la familia de les imidazopiridazines: GF-015621-00, GF-016641-00 i GF-
016783-00. Tots tres compostos van mostrar a cerebel un valor de K; (1.9, 5.9 i 7.0 nM
respectivament) més baix que el de zolpidem (29.5 nM), zaleplon (141 nM) i zopiclone (68.4
nM), 1 per tant una major afinitat per la subunitat o (Taula 25, pagina 107). A excepcio del
compost GF-015621-00, aquesta major afinitat in vifro respecte als estandards, es
correlaciona amb una menor dosi per induir sedacid in vivo (IDsy en I’'SMA) (Taula 34,
pagina 150). El GF-015621-00 tot i ser el compost amb més afinitat per la subunitat o, in
vivo presenta una IDsj (4.2 mg/kg) superior a la de les altres dues imidazopiridazines (GF-
016641-00 IDsp= 0.9 mg/kg i GF-016783-00 IDsp= 2.0 mg/kg). Aquest compost, quan se
n’estudia la farmacocinética en ratoli, presenta un major aclariment en sang que el GF-
016783-00 1 el GF-016641-00 (Taula 37, pagina 152) el que explicaria la menor poténcia in
vivo. El GF-016783-00 tot 1 tenir una K; in vitro superior a la del zaleplon, la IDsq in vivo és
similar en tots dos compostos (GF-016783-00 IDso= 2.0 mg/kg i zaleplon IDso= 1.6 mg/kg)
possiblement atribuible a una major biodisponibilitat de 1’estandard respecte al compost
(Taula 37, pagina 152). Igualment, a medul-la on predomina la subunitat o, implicada en
miorelaxacid, els compostos amb menor K; i per tant major afinitat per aquesta subunitat, van
requerir in vivo una dosi menor per disminuir un 50% la for¢ca muscular (IDsy del GS, de

I’angles Grip strength) (Taula 34, pagina 150).

Pel que fa a la selectivitat per la subunitat o, al calcular el quocient entre la K; obtinguda a
medul-la (o) 1 a cerebel (o), de les tres imidazopiridazines seleccionades, el GF-016783-00
va mostrar 5 vegades més afinitat per la subunitat o; que per I’a,. Els altres dos compostos, el
GF-015621-00 1 el GF-016641-00, amb un valor de selectivitat de 81 i 173 respectivament
superen la del zolpidem, I’estandard més selectiu, amb una afinitat aproximadament 24
vegades superior per 1’0o que per 1’or,. Per tant, dels tres compostos seleccionats, en dos hem
aconseguit millorar la selectivitat enfront la subunitat o; respecte als compostos de referéncia,
essent el GF-016641-00 el compost més selectiu dels estudiats. Aquesta selectivitat in vitro es
correlaciona amb la selectivitat in vivo. E1 GF-016783-00 fins i tot millora la seva selectivitat
in vivo, de manera que tant ell com el GF-016641-00 (el GF-015621-00 esta pendent de
resintetitzar-ne 1 per tant actualment no tenim dades) la dosi a la qual provoquen sedacio €s

molt inferior a la dosi que produirien miorelaxacié (IDsg al GS) (Taula 30).
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3. NIVELLS D’OCUPACIO DEL RECEPTOR GABA 4

L’efecte d’un farmac depén d’una banda de la seva eficacia intrinseca, €s a dir, de la capacitat
per induir un canvi de conformacid en el receptor necessari per produir una resposta

fisiologica, i per I’altra, del nombre de receptors als que s’uneix (Ruffolo, 1982).

A SNC I’ocupacio dels receptors per part d’un compost dependra de la seva farmacocinética
(Miller, 1987; Scott-Stevens, 2005), i de factors tals com la uni6 a proteines plasmatiques, el
pas de la barrera hematoencefalica (Pike, 2007) i de la biodisponibilitat al lloc d’unié en el
cervell (Li, 2006). Alguns compostos poden ser segrestats en un compartiment (per exemple
membranes) de manera que no poden accedir a la seva diana, malgrat que la farmacocin¢tica

indiqui presencia de compost a cervell (Li, 2006).

La Tomografia d’Emissié de Positrons (PET) 1 la Tomografia Computeritzada d’Emissié de
Fot6 Unic (SPET) sén técniques d’analisi d’imatge que permeten determinar a SNC el grau
d’ocupacié que té¢ un farmac de la seva diana. Aquestes técniques no invasives, s’utilitzen més
ampliament en humans i en primats per visualitzar 1 quantificar in vivo els llocs d’unio del

radiolligand.

Per animals petits com els rosegadors, els assaigs d’unié amb radiolligand in vivo en els quals
s’administra el 1ligand conjuntament amb el radiolligand a I’animal viu i posteriorment es
quantifica postmortem la radioactivitat en el teixit, soén comparables amb el PET i ’'SPET.

Aquests assaigs requereixen 1’us de radiolligands que travessin la barrera hematoencefalica.

Als assaigs ex-vivo s’administra el lligand a I’animal viu 1 un cop extret el teixit s’incuba amb
el radiolligand. D’aquesta manera s’evita I’inconvenient del pas de barrera hematoencefalica,
1 és un assaig comparable als in vivo si es realitza temps d’incubaci6 curts (Li, 2006). D’altra
banda, comparat amb el PET i1 I’'SPET, al no administrar el radiolligand conjuntament amb el
compost, s’eviten problemes d’interferéncia en el metabolisme deguts a 1’administracio

simultania de dos compostos quimicament similars 1 alhora resulta més economic.

Per tant, la finalitat dels assaigs d’uni6 amb radiolligand ex-vivo, és analitzar en 1’animal
I’arriba del compost al teixit diana, determinar el nombre de receptors que ocupa i la seva

correlacié amb la resposta biologica.
3.1. Posada al punt de I’assaig ex-vivo en cortex de rata

Per a la posada al punt dels assaig d’unié amb radiolligand ex-vivo vam utilitzar com a

referéncia el treball de Li J. i col. (2006) fet en rata. En el nostre assaig, la cinética
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d’associacio a cortex de rata del "H-Ro15-1788 assolia el temps d’equilibri als 10 minuts i es
mantenia estable fins al 60 minuts, de manera similar al treball de referéncia on el

radiolligand assolia la maxima unid als 5 minuts i tamb¢ era estable fins al 60 minuts.

En els assaigs ex-vivo per tal de no infravalorar I’ocupacid, és important evitar la dissociacid
del complex lligand-receptor, ja sigui degut a la diluci6 del teixit en I’homogeneitzacid o en la
incubacid amb el tampd d’assaig (Li, 2006). Per determinar el temps d’incubacid dels assaigs
ex-vivo, varem avaluar la dissociacid del complex lligand-receptor en funcié del temps. La
determinacio de 1’ocupaci6 de receptors GABA, a cortex per flumazenil (3 mg/kg), mostra
que D’ocupacié del compost és depenent del temps d’assaig. A major temps d’incubacio
menor ¢s ’ocupacid. Evidentment aquest efecte sera més acusat en aquells compostos amb
una velocitat de dissociacio rapida, com ¢és el cas del flumazenil (Brown, 1984). Per tant, és

recomanable treballar amb temps d’incubacid el més curts possible.

Nosaltres varem fixar en 2 minuts el temps d’incubacid dels assaigs ex-vivo, donat que temps
inferiors no eren possibles amb el sistema de filtracié per a tubs (Brandel) i implicaven major
variabilitat entre mostres. Aquest temps és superior als 0.5 minuts establerts per Li i col.
(2006) en el qual troben que els valors d’ocupacio dels assaigs ex-vivo sobn comparables amb
els d’ocupacid in vivo. En les nostres condicions d’assaigs hem aconseguit disminuir la
dissociacié del complex lligand-receptor, possiblement atribuible a un major control de la
temperatura, de manera que als 2 minuts tenim un 10% més ocupacid que Darticle de
referéncia (Taula 26, pagina 110). Per tant, a ’escollir el temps d’assaig hem arribat a un
compromis entre evitar la dissociacié 1 infravalorar 1I’ocupacid i el rendiment de cribratge. De
manera que encara que els valors d’ocupaci6 dels compostos puguin ser una mica inferiors als

de I’ocupacid in vivo, sempre seran comparables entre si.

D’altra banda, als 2 minuts no s’ha arribat a 1’estat d’equilibri que com hem vist s’assolia als
10 minuts, encara que la uni6 del radiolligand és al voltant del 60% respecte la uni6 maxima
que es dona als 10 minuts. Tanmateix en els assaigs ex-vivo, és més important que el
radiolligand tingui una cinética d’associacié rapida (Figura 51, pagina 109) i una gran afinitat
pel receptor (Taula 9 1 11, pagines 84 1 85) de manera que tinguem prou senyal, que no pas
que arribi a ’equilibri, donat que 1’ocupacid s’expressa de manera relativa respecte el grup

d’animals control (0% d’ocupacid) (Li, 2006).

A diferéncia dels assaigs d’unié amb radiolligand in vitro en els quals es determinava la

quantitat de proteina, als ex-vivo al tenir un temps d’incubacié tant curt, dispensar la mateixa
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quantitat de proteina per totes les mostres implicaria afegir volums diferents d’homogenat en
funcié de la concentracid de proteina de cada mostra. Per tant, es va seleccionar un volum
d’homogenat de cortex que contenia una quantitat de proteina que estava en el rang lineal amb
I’SB 1 s’unia menys d’un 10% del radiolligand total. Aquest volum es dispensava rapidament
en tots els tubs i1 posteriorment un cop valorada la proteina de ’homogenat, es corregien les

comptes per la quantitat de proteina.

3.2. Adaptacié de I’assaig ex-vivo a ratoli i al sistema de plaques Multiscreenyrs

(Millipore™)

Paral-lelament a la posada al punt dels assaigs ex-vivo en rata, el Departament de
Farmacocinética i Metabolisme del centre d’R+D de Ferrer Internacional va avaluar la
metabolitzacid dels compostos en estudi, en microsomes hepatics originaris de diferents
especies. Les dades obtingudes (Taula 36, pagina 152) mostren que els compostos es
metabolitzen molt rapidament en rata i que en canvi el ratoli t€ per aquests compostos un
metabolisme més similar a I’huma. Aixi doncs varem tornar a adaptar els assaig ex-vivo,
aquest cop en ratoli i a més en format de placa Multiscreenyrs donat que el temps d’incubacio

era de 2 minuts 1 calia dispensar el teixit rapidament per evitar variacions entre mostres.

En ratoli voliem determinar I’ocupacié del receptor GABA4 per part dels compostos en estudi,
en diferents arees del cervell (on predominen determinades subunitats o del receptor) i

relacionar-ho amb I’efecte observat en els assaigs de comportament in vivo.

Els teixits seleccionats van ser cerebel i medul-la, utilitzats en els estudis d’afinitat in vitro, i

cortex donat que ¢€s la regio en la qual es mesura 1’activitat cerebral en I’electroencefalograma.

Com s’ha mencionat anteriorment (Taula 4, pagina 30), a cerebel s’hi expressa
majoritariament la subunitat o implicada en sedacié i hipnosi, mentre a medul-la hi
predomina la subunitat o, involucrada principalment en miorelaxacié (McKernan, 2000;
Mohler, 2002). A cortex, tot i ’expressié de diferents isoformes de la subunitat o (0, 0, 03,
04, 0s) (Sullivan, 2004; Atack, 1999), les dues majoritaries son o i 03 (Ruano, 1992; Araujo,
1996). Malgrat el debat sobre quina subunitat o és responsable dels efectes ansiolitics del
receptor, els estudis farmacologics dels darrers anys mostren un major paper de la subunitat
03, encara que no es descarta que 1’0, també pugui estar-hi implicada (Dias, 2005; Atack,

2005b; Atack, 2010).
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En tots tres teixits es va determinar la quantitat optima de mostra pels assaigs ex-vivo. El
volum d’homogenat seleccionat tenia una quantitat de proteina que estava en el rang lineal

amb I’SB 1 s’unia menys d’un 10% del radiolligand total.

3.3. Correlacio entre les taxes d’ocupacio ex-vivo dels receptors GABA, de SNC i

la conducta in vivo

En el cribratge in vitro haviem vist que com més afinitat tenen els compostos per la subunitat
oy menys dosi requereixen in vivo per induir sedacio (IDspen I’'SMA), a excepci6 del compost
GF-015621-00 que té¢ un major aclariment en sang en ratoli. Igualment la menor afinitat in
vitro per la subunitat o, es corresponia amb una major dosi necessaria per produir relaxacid

muscular in vivo (IDsg en el GS) (veure resum a Taula 30).

També hem vist que 1’ordre de selectivitat dels compostos per la subunitat o observat in vitro
es mantenia in vivo, sent el més selectiu el GF-016641-00 que fins 1 tot és més selectiu que

zolpidem.

Pero D’efecte in vivo no depén només de ’afinitat del compost pel receptor, sind també del
nombre de receptors que el compost ocupa al teixit diana i1 de la seva eficacia intrinseca per

activar-los 1 generar una resposta biologica.

En aquest sentit, els compostos amb més afinitat per la subunitat o que indueixen sedaci6 a
dosi més baixa, també son els que per norma general requereixen menys dosi per assolir el
50% d’ocupacio ex-vivo dels receptors a cerebel (Occupsg) (Taula 30). En canvi, el diazepam,
malgrat presentar una Occupsp a una dosi baixa indueix la sedacid in vivo a una dosi
proporcionalment més elevada quan es compara amb els altres compostos, de manera que a la
IDspde ’SMA ocupa un 89% dels receptors GABA, a cerebel (Taula 31). Aquest percentatge
d’ocupacié del diazepam és lleugerament superior al descrit a la bibliografia en assaigs
d’ocupacié in vivo (50-60%) (Facklam, 1992a), possiblement atribuible a diferéncies del
metode. El diazepam es metabolitza rapidament generant dos metabolits actius, el
metildiazepam 1 I’oxazepam que s’uneixen al receptor i contribueixen tant en 1’ocupacié com
en I’activitat farmacologica del compost (Greenblatt, 1990). Tot i que els dos metabolits del
diazepam contribueixen en 1’activitat del compost és possible que aquests tinguin una menor
eficacia intrinseca (Lelas, 2001) i per tant es requereixi una major dosi del compost per

obtenir el mateix efecte. Aix0 explicaria que el diazepam tot 1 ser un agonista total com el
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zolpidem, requereixi un percentatge d’ocupacid més gran per produir la mateixa resposta
biologica. De fet, ja s’havia suggerit que el diazepam comparat amb altres benzodiazepines

com el triazolam, tindria una menor eficacia intrinseca (Facklam, 1992a).

Taula 30. Valors de la K; (nM) obtinguda en els assaigs in vitro, conjuntament amb la IDs, (mg/kg) dels assaigs
in vivo, I’Occupsy (mg/kg) dels ex-vivo i diversos parametres farmacocinetics. Les dades in vivo 1 les de

farmacocinética han estat obtingudes per la Seccié de Farmacologia del Departament de Ciéncies Biologiques i

Biotecnologia, i pel Departament de Farmacocinética i Metabolisme de Ferrer Internacional, respectivament.

IN VITRO IN VIVO (interval minut 5 a 30) EX VIVO FARMACOCINETICA
C‘(’:l)’el Mi’::;'la Selectivitat|  SMA Gs Selectivitat C‘E:l)’el Mi'::;'la Selectivitat (h*ﬁ;fn” @ /lclllkg) (fg'/“;;)
Diazepam 38(1) 43(1) 1 4.2 19 4 0.4 0.9 2 - - -
Zolpidem 30 717 24 2.3 64 28 4.6 >100 >22 - 2.0 -
GF-016641-00 5.9 1022 173 0.9 > 160 > 188 0.6 11.2 19 488 0.8 644
GF-015621-00 1.9 156 81 4.2 - - 6.0 > 100 >17 7.0 4.2 35
GF-016783-00 7.0 31.3 5 2.0 >40 >20 1.7 29.7 18 167 1.7 297

(1) Giusti, 1993

Pel que fa a la relacid entre la induccio de la relaxacié muscular, determinada mitjangant el
test GS, 1 ’ocupacio a medul-la (Taula 30), els compostos menys afins per 0, que requereixen
una dosi més alta per induir relaxaci®é muscular, sén també els que per norma general

assoleixen el 50% d’ocupacid ex-vivo a una dosi més gran.

En el cas del GF-016641-00 tot 1 no induir relaxacié muscular a les dosis testades in vivo, a
medul-la ocupa el 50% dels receptors a una dosi relativament baixa en comparacié amb els
altres compostos (Taula 30). Aquest compost era el que mostrava in vitro menys afinitat pels
receptors GABA, presents a medul-la, fins i tot inferior a la del zolpidem. Aix0 ens porta a
suggerir que 1’ocupacio observada a medul-la podria ser deguda a un metabolit del compost
que tingués major afinitat per la subunitat o, que el propi compost. Aquest fet també
explicaria la major variabilitat observada en les corbes d’ocupacid ex-vivo d’aquest compost a
medul-la, atribuible a la variabilitat de la metabolitzacié del compost en cada animal, i per tant
a una diferent disponibilitat del metabolit a medul-la. Malgrat ocupar més d’un 77% dels
receptors de medul-la a la maxima dosi assajada (160 mg/kg) en el test de relaxacié muscular
in vivo (GS) (Taula 31), aquesta ocupacid6 només produia un 6% de la perdua de forca
muscular (dades no mostrades). La manca de relaxacid muscular observada in vivo, ens fa
pensar que el metabolit que s’uneix ex-vivo a medul-la no té activitat intrinseca significativa,

de manera que 1’ocupacio no genera una resposta biologica rellevant.
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Pel que fa a la selectivitat ex-vivo representada pel quocient entre 1’Occupsy a medul-la i
cerebel, el diazepam ¢és el compost menys selectiu, mentre el zolpidem, el GF-016641-00, el
GF-015621-00 1 el GF-016783-00 tenen una selectivitat major de 17 (Taula 30). Els
compostos més selectius ex-vivo també son els que in vivo havien mostrat major selectivitat,
amb ’excepcid del compost GF-016641-00. Donat que I’ocupacié del GF-016641-00 a
medul-la és deguda al seu metabolit, és probable que sense aquest 1’ocupacio del

GF-016641-00 fos inferior 1 per tant que aquest fos el compost més selectiu.

Aquelles zones on GABA produeix sedacid 1 hipnosi la poblacié majoritaria de receptors
GABA, contenen la subunitat o;. Aquests subtipus de receptors es distribueixen ampliament
per tot el cervell, sent cerebel una de les arees amb major densitat de receptors que contenen

aquesta subunitat, conjuntament amb cortex, encara que aquest ultim en menor proporcio.

Quan relacionem la dosi a la qual els compostos indueixen sedacid in vivo amb 1’ocupacid de
receptors a cerebel causada per aquesta dosi, observem que el GF-015621-00 és dels tres
compostos en estudi el que produeix sedacid (IDsode I’'SMA) ocupant un menor percentatge
de receptors a cerebel (41%). El zolpidem indueix la mateixa resposta ocupant un percentatge
similar de receptors (38%). Aquest percentatge d’ocupacio ex-vivo del zolpidem, és similar a
I’observat en humans mitjangant PET, en el qual el promig d’ocupacid del zolpidem en

diferents arees del cervell és del 29% (Abadie, 1996).

Taula 31. Percentatge d'ocupacio dels receptors GABA, a la IDsy de ’'SMA i el GS in vivo.

INVIVO EXVIVO INVIVO EXVIVO
SMA Cerebel Medul‘la Cortex GS Medul-la
ID;, (mg/kg) % Ocupacié % Ocupacié % Ocupaci6| IDs, (mg/kg) % Ocupacio
Diazepam 4.2 89 83 86 19 96
Zolpidem 23 38 4 36 64 30
GF-016641-00 0.9 57 23 28 > 160 >77
GF-015621-00 4.2 41 4 33 - -
GF-016783-00 2.0 51 13 28 > 40 > 59

Pel que fa als compostos d’estudi, el GF-016641-00 ocupa un 57% dels receptors a cerebel 1

el GF-016783-00 un 51%. Donat que tots els compostos tenien gran afinitat in vitro per la
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subunitat o, aquestes diferéncies en els percentatges d’ocupacid podrien ser degudes a la
diferent activitat intrinseca de cada compost, de manera que aquells compostos amb major

activitat intrinseca requereixen una menor ocupacio de receptors a cerebel per induir sedacio.

A cortex, on majoritariament s’hi expressen les subunitats o i 03 del receptor GABA,, a la
dosi que els compostos indueixen sedacidé (IDsy de ’'SMA) el percentatge d’ocupacid és
inferior a 1’observat a cerebel (Taula 31). El diazepam, que té la mateixa afinitat per les
subunitats o, 0, 03 1 05 del receptor GABA4, n’és I’excepcid 1 presenta la mateixa ocupacid
en tots dos teixits. En canvi el zolpidem ¢€s un farmac Z amb elevada afinitat per la subunitat
o, 1 baixa afinitat per les subunitats o, 1 03. En cel-lules transfectades amb el cDNA de les
diferents subunitats o del receptor GABA4 el zolpidem presenta una K entre 13 1 32 nM per
la subunitat o; (Ddmgen, 1999; Atack, 1999; Graham, 1996; Bernard, 1997), entre 130 i
160 nM per I’a, (Damgen, 1999; Atack, 1999) i entre 380 1 725 nM per 1’0z (Atack, 1999;
Graham, 1996; Bernard, 1997). Encara que aquests valors poden variar en funcio de les
subunitats 3 i Y que conformin el receptor, en general zolpidem té al voltant de 5 a 12 vegades
més afinitat per la subunitat o, que per 1’0, 1 de 12 a 55 vegades més que per I’0i3. A cerebel,
on predomina la subunitat o, el zolpidem assoleix 1’Occupsy a una dosi inferior que en els
altres dos teixits (Taula 27, pagina 117). A la dosi de 30 mg/kg el zolpidem ocupa un 79%
dels receptors a cerebel, mentre que a medul-la on predomina la subunitat o, només ocupa un
34% dels receptors a la maxima dosi assajada (100 mg/kg). A cortex on es localitza tant la
subunitat oy com 1’0 del receptor GABA,, entre les dosis de 10 i 30 mg/kg el zolpidem
sembla haver assolit el seu maxim d’ocupacio al voltant d’un 52 + 6%. Donat que zolpidem
presenta de 2 a 6 vegades més afinitat per la subunitat o, que per 1’0, 1 que a medul-la el
zolpidem practicament no presenta ocupacid, podriem assumir que donada la baixa afinitat
que té per la subunitat 03, a cortex només ocuparia els receptors constituits per la subunitat o;.
Tenint en compte aquest raonament, podriem deduir que a cortex aproximadament la meitat
dels receptors GABA, contenen la subunitat o; (52 = 6%) 1 per tant la resta serien
majoritariament o3. Aquesta proporcio de receptors GABA que contenen la subunitat o a
cortex concorda amb la descrita per Ruano 1 col. (1992), encara que en altres articles on
immunoprecipiten la subunitat o, la proporcié d’aquesta subunitat en aquesta regio és d’un

70% (Araujo, 1996).
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Donada la relacié entre 1’afinitat dels compostos per una determinada subunitat o 1 I’ocupacio
dels receptors ex-vivo, les dades d’ocupacid a cortex ens poden donar una idea de I’afinitat
dels compostos en estudi per la subunitat o3. A cortex, el GF-015621-00 ocupa un 69% dels
receptors a la dosi de 30 mg/kg, mentre el zolpidem a aquesta mateixa dosi n’ocupa el 52%
(Taula 27, pagina 117). A medul-la a 30 mg/kg tots dos compostos practicament no ocupen
receptors (13-22%). Si com haviem dit considerem que zolpidem a cortex només ocupa o, i
que el percentatge d’ocupacid (52%) correspon a la proporcié de receptors GABA, que
contenen la subunitat o a cortex, llavors aquest 17% més d’ocupacio del GF-015621-00 a la
dosi de 30 mg/kg es podria atribuir a la unié sobre 0. De manera similar, el GF-016641-00 a
la dosi de 30 mg/kg ocupa un 75% dels receptors a cortex (Taula 27, pagina 117), comparat
amb zolpidem presenta un 23% més d’ocupacid atribuible a o3. En canvi, el GF-016783-00
mostra un perfil d’ocupacié a cortex diferent (Figura 56, pagina 115): a les dosis d’1 a
10 mg/kg I’ocupacid de receptors a cortex €s aproximadament la meitat que a cerebel; mentre
que a la dosi de 30 mg/kg aquesta €s similar en tots dos teixits (75% a cortex enfront del 88%
a cerebel), encara que un 23% superior a la que té zolpidem a cortex a la mateixa dosi. Una
possible explicacio seria que el GF-016783-00 té poca afinitat per la subunitat oz comparat
amb els altres dos compostos d’estudi i que només a les dosis més altes s’uniria a aquesta

subunitat.

Per tant els tres compostos d’estudi a la dosi de 30 mg/kg tenen a cortex una ocupacid entre
un 17 1 un 23% superior a la del zolpidem. Aquesta diferéncia d’ocupacié podria ser
majoritariament deguda a la uni6 dels compostos als receptors GABAs que contenen la
subunitat o3. S’ha descrit que els agonistes d’aquesta subunitat tenen activitat ansiolitica
(Dias, 2005). El TP003, agonista parcial amb activitat intrinseca selectiva de la subunitat os,
indueix ansiolisi ocupant el 75% dels receptors a cervell, mentre la clordiazepoxide,
benzodiazepina amb la mateixa afinitat per les subunitats o, 0, 03 1 05 del receptor GABAA4,
indueix el mateix efecte amb un 25% d’ocupacié (Dias, 2005). En el cas dels nostres
compostos en estudi, a la dosi que indueixen sedacid els percentatges d’ocupacid a cortex son
inferiors als de cerebel. Donat que a cortex hi ha una menor proporcié de receptors que
contenen la subunitat o, aquests resultats suggereixen que a cortex els compostos s’estarien
unint preferentment a aquesta subunitat i tindrien major afinitat per o; que per oz. Tot 1 aixi si

a la dosi a la que s’indueix sedacid hi hagués també unié a la subunitat o3, 1 aquesta unio
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induis una resposta biologica ansiolitica, aquesta podria tenir un valor afegit en els casos

d’insomni provocats per situacions d’estres.

A medul‘la, on predomina la subunitat o, del receptor GABA,, el zolpidem i els compostos

estudiats presenten molt poca ocupacié a la dosi que indueixen sedacid.

La relaxacio muscular esta produida per 1’activacio dels receptors GABAA de medul-la que
contenen la subunitat o,. Quan relacionem la dosi a la que s’indueix relaxacid muscular in
vivo amb I’ocupacid dels compostos a medul-la, el compost que necessita una menor ocupacio
(30%) ¢s el zolpidem. L’ocupacid d’aquest compost a medul-la és similar a la que tenia a
cerebel a la IDsp de ’'SMA (38%, Taula 31). Per tant, per produir els dos tipus de resposta
biologica (sedacid 1 miorelaxacid) zolpidem requereix poca ocupacid. Aquestes dades estarien
en consonancia amb el descrit en la bibliografia (Facklam, 1992a; Facklam, 1992b) referent
als agonistes totals, els quals al tenir una elevada eficacia intrinseca, requereixen una menor

ocupacid per produir una determinada resposta biologica.

A diferencia del zolpidem, el GF-016641-00 1 el GF-016783-00 a la IDsydel GS, ocupen un
percentatge de receptors 0, (mesurat a medul-la) superior al d’ o (mesurat a cerebel) per
produir sedacidé (Taula 31). Per tant a medul-la aquests compostos requereixen una major
ocupacid per generar relaxacidé muscular. En el cas del GF-016641-00 com hem dit
anteriorment, I’ocupacié observada a medul-la correspondria a un metabolit amb baixa
activitat intrinseca, per tant encara que ocupés un major nombre de receptors a medul-la
possiblement no veuriem resposta biologica. En canvi, el GF-016783-00 és el compost que in
vitro tenia major afinitat per la subunitat 0. A I’avaluar la relaxacié muscular in vivo (GS) a
la maxima dosi assajada (40 mg/kg) només produia una disminuci6é del 23% de la forca
muscular (dades no mostrades), ocupant a medul-la més d’un 59% de receptors. Donat que els
agonistes parcials, al tenir menor eficacia intrinseca, requereixen una major ocupacid per
assolir el mateix grau (no sempre 1’assoleixen) de resposta biologica (Facklam, 1992a),
aquestes dades ens porten a suggerir que el GF-016783-00 podria tenir activitat agonista

parcial sobre els receptors que contenen la subunitat 0.

Aquestes dades d’ocupacid corroboren la selectivitat dels compostos per la subunitat o,

observada tant en els assaigs in vifro com en els in vivo.
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El resum del conjunt de resultats i hipotesis desenvolupats en aquesta discussio es recullen a

la Taula 32.

Taula 32. Resum de I’activitat i afinitat dels compostos per les subunitats o, 0, 1 03 del receptor GABA 5.

Sedacié/ Hipnosi Miorelaxacié Ansiolisi
. Agonista total Agonista total Agonista total
Zolpidem 1 Afinitat | Afinitat | Afinitat
Agonista total - .

- - . Afinitat o5 <
GF-016641-00 + Afinitat | Afinitat initat o; < o
GF-015621-00  /:gonista total | Afinitat Afinitat o < o

. ) 1 Afinitat 3o

Agonista total Agonista parcial

GF-016783-00 Afinitat o3 < oy

1 Afinitat 1 Afinitat

* Amb metabolit possiblement antagonista amb 1 afinitat per aquesta subunitat.

4. CITOTOXICITAT

Els assaigs de citotoxicitat ens permeten avaluar la possible toxicitat de les noves estructures

quimiques, en les etapes inicials de la recerca de nous farmacs.

Aquests assaigs es van realitzar amb el reactiu comercial CellTiter-Glo® Luminiscent Cell
Viability Assay (Promega) que determinar el nombre de cellules viables a partir de la
quantificacio dels nivells d’ATP. Tradicionalment els assaigs de citotoxicitat s’han basat amb
la reduccié d’una sal de tetrazolium (MTT), a través de NADH i NADPH produits per les
cel-lules metabolicament actives (Berridge, 1993), generant un producte colorimeétric que
absorbeix a 490 nm. Els assaigs en els quals es mesuren els nivells d’ATP son més sensibles
que no pas els MTT, son més rapids 1 no depenen d’una reaccio enzimatica intracel-lular, de
manera que és menys probable la preséncia d’artefactes causats per la interaccid dels

compostos testats amb la reaccidé quimica de 1’assaig.

De les tres linies cel-lulars en les quals es va estudiar la toxicitat, les CHO-K1 van ser les més
sensibles, amb els valors de la ICsp més baixos. Les HepG2 que sén cel-lules derivades de
fetge, organ en el qual es metabolitzen majoritariament els farmacs, van presentar menor
toxicitat. En les SH-SYSY, linea cel-lular de cervell on és localitzen els receptors GABA,, els
compostos d’estudi van donar una ICs, similar a la dels compostos de referéncia. En aquesta

linea cel-lular, dels tres compostos seleccionats el GF-016641-00 va ser el que va presentar
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menor toxicitat amb un valor similar al del zolpidem. El GF-016783-00 va ser el més toxic
amb un valor d’ICso com el del diazepam 1 superior al de I’indiplon. Tanmateix al determinar
el marge terapeutic amb el quocient entre la ICsy dels assaigs de citotoxicitat i la de 1’afinitat
in vitro per a, (cerebel), tots els compostos tenen entre 3 i 5 ordres de magnitud de diferéncia
entre la concentracid in vitro 1 la que causa un 50% de la mortalitat cel-lular. Aquests marges
son similars als dels estandards (Taula 28, pagina 118) i prou amplis, de manera que els

compostos d’estudis es poden considerar farmacs segurs.

Finalment, cap dels compostos d’estudi va donar positiu en els assaigs de mutagenesi (Spot
Test, realitzat a la Seccidé de Malalties Infeccioses del Departament de Ciencies Biologiques i

Biotecnologia de Ferrer Internacional) (dades no mostrades).
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Partint de I’estructura quimica del zolpidem es van dissenyar varies s€ries quimiques. Les
families dels indols i dels benzimidazols malgrat presentar certa afinitat in vitro per la
subunitat o, no mostraven relacié entre I’estructura quimica i 1’activitat (no SAR) en

modificar els substituents per millorar-ne 1’afinitat.

La familia de les quinolones tot i tenir compostos amb bona afinitat in vifro per la
subunitat oy, presentaven poca activitat hipnotica in vivo possiblement atribuible a
problemes de pas de la barrera hematoencefalica, que dificultaria 1’arribada dels

compostos als receptors GABA d’SNC.

De les 21 series quimiques sintetitzades, les que contenien els compostos amb major
selectivitat in vitro per la subunitat o, van ser les imidazopiridines i imidazopiridazines,

sent les imidazopiridazines les que vam mostrar millor activitat hipnotica in vivo.

Dels 1214 compostos que es van cribrar en total, el GF-015621-00 i el GF-016641-00 de
la familia de les imidazopiridazines, presentaven una elevada selectivitat in vitro per la
subunitat o del receptor GABA, (81 1 173 respectivament), major que la del zolpidem

(24), el farmac de referéncia més selectiu que hi ha actualment al mercat.

El GF-016641-00, el compost més selectiu in vitro, €s també el més selectiu in vivo, de
manera que a la dosi que indueix sedacié no s’observa relaxacié muscular, un efecte no

desitjat.

Les dades d’ocupacid ex-vivo a cerebel corroboren I’afinitat del GF-016641-00 per la
subunitat o; del receptor GABA,. Tanmateix el GF-016641-00 presenta menys
selectivitat ex-vivo que el zolpidem, possiblement atribuible a la preseéncia d’un metabolit
amb major afinitat per la subunitat o, sense activitat intrinseca significativa per generar un

resposta biologica.

Els farmacs Z assajats (zolpidem, GF-015621-00, GF-016783-00 1 GF-016641-00)
indueixen efectes sedants en el test de conducta in vivo SMA, amb una ocupacid inferior a

la del diazepam.

En base als resultats obtinguts en la present Tesi Doctoral, conjuntament amb els dels
altres Departaments del centre d’R+D de Ferrer Internacional, podem concloure que hem
seleccionat un candidat, el GF-016641-00, que en els estudis preclinics pugui millorar els

inconvenients dels hipnotics actuals.
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1. TEST DE CONDUCTA IN VIVO
1.1. Inhibicio de I’activitat motora espontania

El test d’inhibicié de ’activitat motora espontania in vivo (SMA) s’utilitza per avaluar el

potencial sedatiu/ hipnotic dels compostos.
1.1.1. Fonament:

Davant un espai nou la conducta natural dels animals és explorar-lo. El test determina el
recorregut dels animals administrats amb el compost, respecte els animals control administrats
amb el vehicle. Els compostos amb activitat hipnotica/sedant produiran una disminucio en el

recorregut dels animals, respecte als no tractats.
1.1.2. Protocol:

En el cribratge primari (Taula 33), es distribuien ratolins albins de la soca Swiss CDI1 en 2
grups de tractament, els quals rebien una dosi oral del compost (3.3 umol/kg o 97 umol/kg) o
intraperitoneal (0.98 umol/kg o 97 umol/kg). En el cribratge secundari (Taula 34), els ratolins
es distribuien en 4 o 5 grups de tractament, cadascun dels quals era administrat via oral amb
una dosi del compost en un rang de 0.1 a 100 mg/kg, en funcié de la poténcia del compost

determinada en el cribratge primari.

Un cop administrats, els ratolins es dipositaven immediatament en un cubicle negre de
plexiglas de 41 x 41 x 34 cm (Figura 57A). El cubicle estava ubicat en una habitaci6 fosca,
il'luminada amb bombetes incandescents, de manera que la llum del cubicle fos uniforme (60

lux aproximadament).

Els animals romanien 60 minuts en el cubicle, durant els quals es gravava i mesurava la
distancia recorreguda mitjancant 1’aparell Smart System (Panlab) (Figura 57B). Els primers 5

minuts es consideraven d’aclimatacio 1 eren descartats en la mesura.

El percentatge d’inhibicid de ’activitat motora espontania per part del compost es calcula
com el quocient entre el recorregut dels animals administrats amb el compost respecte al grup
d’animals control administrats amb el vehicle (Methocel® K100M 0.5%). La IDsg es calcula

mitjangant I’analisi de la regressio lineal.
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Taula 33. Percentatges d’inhibicid de ’activitat motora espontania en ratoli, durant els intervals de 5 a 30 i de 30
a 60 minuts (n= 8-10) dels compostos amb bona afinitat in vitro. Els compostos eren administrats via oral (p.o)
i/o intraperitoneal (i.p.). Dades obtingudes per la Seccié de Farmacologia del Departament de Cieéncies

Biologiques i Biotecnologia del centre d’R+D de Ferrer Internacional.

SMA via i.p.

97 umol/kg 0.98 pmol/kg
%Inh 5-30' %Inh 30-60' %!Inh 5-30' %Inh 30-60'
Diazepam 95.1 254
Zolpidem 91.7 18.3
Zaleplon 85.0 32.7
Indiplon 88.0 70.5
Indols
GF-009383-00 91.6
Benzimidazols
GF-006234-00 85.7
Quinolones
GF-012009-00 383
GF-017048-00 -14.6
GF-017162-00 93.5 -52.3
Imidazopiridines
GF-012263-00 78.4
GF-012264-00 90.8 8.6
GF-012971-00 74.7 -4.3
Imidazopiridazines
GF-015621-00 93.7 41.2
GF-016641-00 65.4 56.8 76.9 45.7
GF-016783-00 93.1 38.6
97 umol/kg 3.3 umol/kg
%]Inh 5-30' %Inh 30-60' %]Inh 5-30' %Inh 30-60'
Diazepam 89.1 85.0 5.6 18.2
Zolpidem 93.0 88.5 20.4 33.0
Zaleplon 57.5 70.2 28.2 41.4
Indiplon 83.4 79.2 76.8 66.7
Imidazopiridazines
GF-015621-00 92.0 88.3 45.7 39.3
GF-016641-00 31.2 15.9 76.4 49.0
GF-016783-00 86.2 85.3 40.1 -1.3
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Figura 57. Imatge de !’Smart System (Panlab). A. Cubicle de plexiglas i camera. B. Imatge del programa

informatic que mesura la distancia recorreguda per cada animal.

1.2. Pérdua de la for¢ca muscular

El test de perdua de la for¢ga muscular (GS, de I’angles Grip Strength) s’utilitza per avaluar la

relaxacio muscular induida pels compostos.
1.2.1. Fonament:

El test mesura el to muscular dels animals administrats amb el compost respecte els animals
control administrats amb el vehicle. Els compostos amb efecte miorelaxant induiran en els

animals una disminuci6 de la for¢a muscular, respecte als no tractats.
1.2.2. Protocol:

A ratolins albins de la soca Swiss CDI1, se’ls distribuia en 4 0 5 grups de tractament, cadascun
dels quals rebia una dosi oral del compost en un rang de 1 a 160 mg/kg. Immediatament els
animals es sostenien per la cua 1 se’ls deixava subjectar amb les extremitats anteriors a la
reixeta metal-lica de I’aparell Grip Strengh Meter (Bioseb) (Figura 58) que mesurava la forga

muscular dels animals. La mesura es repetia als 15, 45 1 75 minuts post-administracio.

El percentatge d’inhibicid de la forga muscular es calcula com el quocient entre la forca
muscular dels animals administrats amb el compost respecte el grup control (administrats amb
Methocel® K100M 0.5%) per un mateix periode de temps. La IDsy (Taula 34) es calcula

mitjancant 1’analisi de la regressio lineal.
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Figura 58. Imatge del Grip Strengh Meter (Bioseb).

Taula 34. Dosi inhibitoria 50 (IDs) dels tests de conducta in vivo en ratoli (n=8-12 ). La selectivitat in vivo es
calcula com el quocient entre la IDsyobtinguda en el GS respecte ’'SMA. Les diferents dosis dels compostos es
van administrar via oral (p.o). Dades obtingudes per la Seccié de Farmacologia del Departament de Ciencies

Biologiques i Biotecnologia del centre d’R+D de Ferrer Internacional.

5-30 min 15 min
SMA p.o. Grip strength p.o. Selectivitat
INVIVO IN VIVO IN VIVO
ID5, (mg/kg) IDs, (mg/kg) 1Dso iﬁ:j[;:;;;‘)‘gth)/
Zolpidem 23 64 28
Diazepam 4.2 19 4
GF-015621-00 4.2 - -
GF-016641-00 0.85 > 160 > 188
GF-016783-00 2.0 >40 >20
30-60 min 45 min
SMA p.o. Grip strength p.o. Selectivitat
INVIVO INVIVO INVIVO
1D, (mg/kg) Dy, (mgkg) 0N iﬁ:j‘zssl\t;ggth)/
Zolpidem 2.0 > 100 >50
Diazepam 3.3 53 2
GF-015621-00 2.8 - -
GF-016641-00 0.60 > 160 > 267
GF-016783-00 1.0 > 40 > 40
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2. ESTABILITAT METABOLICA I ABSORCIO IN VITRO

En els compostos representatius de les 5 families quimiques patentades que havien mostrat
una bona activitat hipnotica in vivo, es va determinar la seva estabilitat metabolica incubant-
los durant 120 minuts amb microsomes hepatics humans. També es va caracteritzar 1’absorcio
amb els assaigs amb ce¢l-lules intestinals Caco-2. La Taula 35 recull les dades qualitatives
d’estabilitat i absorcid obtingudes amb aquests compostos, conjuntament amb la dels

estandards.

Taula 35. Dades qualitatives d’absorcidé en cel-lules intestinals Caco-2 i estabilitat metabolica obtinguda en
microsomes hepatics humans dels compostos representatius de les diferents families patentades. Dades

obtingudes pel Departament de Farmacocinética i Metabolisme del centre d’R+D de Ferrer Internacional.

Estabilitat metabolica Absorcio
Microsomes humans 120’ Caco-2
Zaleplon ALTA ALTA
Indiplon ALTA ALTA
Zolpidem ALTA MITJA - ALTA
Quinolones
GF-017162-00 ALTA ALTA
Imidazopiridines
GF-012263-00 BAIXA ALTA
GF-012264-00 BAIXA ALTA
GF-012971-00 BAIXA -
Imidazopiridazines
GF-015621-00 ALTA ALTA
GF-016641-00 ALTA ALTA
GF-016783-00 BAIXA ALTA

D’altra banda, per seleccionar el model animal per a la realitzacid dels estudis farmacocingtics,
el Departament de Farmacocinética i Metabolisme del centre d’R+D de Ferrer Internacional
va avaluar la metabolitzacio dels compostos en estudi, en microsomes hepatics de rata i ratoli
comparativament amb els humans. Les dades obtingudes (Taula 36) mostren que els
compostos es metabolitzen molt rapidament en rata i que en canvi el ratoli té per aquests

compostos un metabolisme més similar a I’huma.
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Taula 36. Dades d’aclariment (Cl) en microsomes hepatics humans, de ratoli i rata, dels compostos en estudi i
de I’estandard zolpidem. Dades obtingudes pel Departament de Farmacocinética i Metabolisme del centre

d’R+D de Ferrer Internacional.

Huma Ratoli Rata
Cl Cl Cl
(mL/ min/ g fetge) (mL/ min/ g fetge) (mL/ min/ g fetge)
Zolpidem 0.55 1.16 1.66
GF-016641-00 0.67 0.43 4.71
GF-016783-00 1.74 1.45 4.50

3. ESTUDIS FARMACOCINETICS I DE METABOLITZACIO EN RATOLI

A ratolins de la soca Swiss CD-1 se’ls administrava via oral 2.5 mg/kg de cada compost, i
posteriorment es realitzaven extraccions de sang via retroorbital o mitjangant puncié cardiaca
as, 15,30, 60, 120, 180, 300 1 420 minuts. Un cop centrifugada la sang, s’obtenia el plasma i
es determinava la quantitat de compost mitjancant LC/MS (cromatografia liquida/
espectrometria de masses). Mitjangant un programa d’analisi farmacocinetic es calculava
I’area sota la corba (AUC), ’aclariment en sang (Cl), la concentraci6 maxima de compost

(Ciax) 1 la biodisponibilitat (F) (Taula 37).

Taula 37. Parametres farmacocinétics en ratoli dels compostos en estudi i els estandards. Dades obtingudes pel
Departament de Farmacocinética i Metabolisme del centre d’R+D de Ferrer Internacional. (AUC: area sota corba,

Cl: aclariment, C,,,,: concentracié maxima i F: biodisponibilitat).

AUC Cl Cmax F

h x ng/ mL L/ h/ kg ng/ mL %

Zaleplon ND 2.2 ND 57
Zolpidem ND 2.0 ND 35
GF-015621-00 7 4.2 35 1
GF-016641-00 488 0.8 644 16
GF-016783-00 167 1.7 297 12
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