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Prefacio

Neuroproteccion en Enfermedades Neuro y Heredo Degenerativas constituye
un impostergable compromiso con la comunidad hispano hablante, de ofrecer
una obra realizada por un grupo de los neurocientifico del otrora denominado
“El Nuevo Mundo”. No obstante y por razones bien fundamentadas, son auto-
res también de esta obra, notables cientificos europeos, los cuales son buenos
ejemplos de la globalizacion que hoy caracteriza la busqueda de la verdad por la
comunidad cientifica en el siglo XXI de la era moderna.

El libro, integra la vision y acciones a desarrollar en concordancia con el estado del
arte tendiente a enfrentar el ancestral reto, no resuelto hasta hoy, de prevenir o
curar las enfermedades relacionadas con nuestro cerebro.

Esta obra, esta dirigida a estudiantes y profesionales ligados directa o indirecta-
mente a la salud humana tales como: médicos, enfermeras, bidlogos, genetistas,
farmacéuticos y otros. Lo cual, no excluye a las amplias mayorias de personas in-
teresadas por esa fascinante frontera del conocimiento humano que es nuestro
cerebroy las enfermedades que enfrentan durante el proceso del envejecimiento
humano.

Nuestro planeta Tierra, esta poblado por mas de 7 coo millones de seres huma-
nos. La vida media en general es 69 anos de edad, la cual esta asimétricamente
dividida en 8o anos para los denominados paises desarrollados mientras que para
los catalogados como en desarrollo y no desarrollados son de solo de 67y 57
anos respectivamente. Si tenemos en cuenta que es la edad cronolégica un factor
de riego no modificable para la enfermedades neurodegenerativas, veremos que
al logra nuestra region indicadores de desarrollo, estos concomitantemente nos
llevaran a enfrentar la problematica social del envejecimiento poblacional y los
problemas que estos generan tanto para la sociedad como para su nucleo funda-
mental, la familia. Esta realidad, tiene impacto negativo en la productividad del
trabajo, en el costo de la salud publica y el desarrollo sostenible en general de la
sociedad.



Ante esta panoramica sombria, parece ser necesario preguntarse: Como pueden
los Neurocientifico contribuir a minimizar estos problemas?. Nuestra contribu-
cion es ofrecer al lector un libro, donde se discuten los avances y desafios y se
hacen propuestas de como enfrentar la realidad del envejecimiento de nuestra
poblacién y los problemas que esto trae aparejado.

Para la organizacion tematica de este libro, hemos pensado presentar al lector
los IX capitulos en el orden de aquellos que enfocan los aspectos mas especificos
hasta los que ofrecen una vision de los aspectos mas abarcadores de la neuropro-
teccion. Con esto usted podra realizar la revision de un tema en particular o tener
una vision completa de la problematica presentada.

En apretada sintesis ofrecemos al lector una sinopsis de los capitulos de este libro.
El capitulo 1. Muestra el efecto neuroprotector la NeuroEPO intranasal y agonistas
del receptor alpha 1 en biomodelos de la Enfermedad de Alzheimer (EA). Capitulo
2. Ofrece una detallada informacion de los mecanismos moleculares de las cau-
sas genéticas “esporadicas” de la EA. Capitulo 3. Explica las potencialidades de
la NeuroEPO como neuroprotector y promotor de la neuroproteccion endégena
ante enfermedades heredo y neurodegenerativas, se argumenta su seguridad y
sustentabilidad biotecnolégica y econédmica. Capitulo 4. Nos da una actualiza-
da informacion de la aplicacién de los biomarcadores en la busqueda de nuevas
terapéuticas para el tratamiento de la EA. Capitulo 5. Se describe y analiza criti-
camente el complejo proceso inflamatorio en la EAy el papel de las citoquinas en
el mismo. Capitulo 6. Nos ofrece una interesante vision de los procesos de estrés
oxidativo y nitrooxidativo como putativo blanco terapéutico en las enfermeda-
des neurodegenerativas. Capitulo 7. Describen los procesos de la Ototoxicidad asi
como la otoproteccion y la regeneracion coclear. Capitulo 8. Nos da una amplia
panoramica del efecto neuroprotector de farmacos utilizados en la anestesia ge-
neral. Capitulo 9. Da una vision de cdmo podemos a través de la estimulacién
social, y el ejercicio fisico y mental para estimular |a sintesis de neuroprotectores,
neurogénicos y neurotroficos.

Esperamos que los esfuerzos realizados para la conformacion de este libro en in-
tegrar y consolidad con una vision holistica desde los aspectos moleculares hasta
aquellos relacionados con el medio, contribuyan al menos, modestamente a con-
tinuar la imperiosa investigacion neurocientifica y a una mayor integracion para
la busqueda de alternativas profilacticas y terapéuticas que minimicen la apari-



cion y desarrollo de las Enfermedades Neuro y Heredo Degenerativas las cuales
constituyen un creciente problema sin solucion para la especie humana.

Finalmente, deseo expresar mi mayor respeto y mi mas alta consideracion a to-
dos los autores, magistrales expertos en sus campos de trabajo por el esfuerzo
realizado, sin lo cual nos habria sido imposible lograr este libro.

Julio César Garcia Rodriguez.

Profesor e Investigador Titular. Ph.D. Doctor en Ciencias de la Salud. Biotecndélogo de Sequndo
Nivel. Coordinador para las Ciencias de la Vida y la Nanosequridad. Oficina del Asesor Cientifico.
Consejo de Estado Repuiblica de Cuba.
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ESTRATEGIAS NEUROPROTECTORAS INNOVADORAS EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER:
EL EJEMPLO DE NUEVAS FORMULACIONES DE ERITROPOYETINA Y EL RECEPTOR SIGMA-1 AGONISTAS

1. Introduccion

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa
devastadora que aumenta en la actualidad con el desarrollo mundial y
envejecimiento demografico. La EA se diagnostica con mayor frecuencia en las
personas de mas de 65 anos de edad, aunque menos frecuente la EA pueda
aparecer entre los 35-40 anos de edad. En el 2006, habia 26.6 millones de
enfermos en el mundo y se prevé que la EA afecte a 1 de cada 85 personas para
el 2050 en el mundo. Los sintomas de la EA incluyen la perdida de memoria, la
imposibilidad de comunicacion o de realizar tareas rutinarias, alteracion de la
personalidad, y finalmente, estado vegetativo. Las caracteristicas histopatologicas
encontradas en el cerebro de los pacientes con EA son: la presencia de placas
seniles extracelulares, ovillos neurofibrilares intracelulares, reduccion de sinapsis,
degeneracion neuronal y reduccion del volumen cerebral. Las placas seniles
estan compuestas de agregados insolubles de especies de proteina amiloidea-3
(AB), mientras los ovillos neurofibrilar es el resultado de la hiper - y fosforilacion
anormal de la proteina Tau [1, 2] microtubulo-estabilizadora. La acumulacién
progresiva de las especies A, que se generan por hendiduras enzimaticas de la
proteina de precursora amiloidea (APP) por B- y y-secretases, lleva a la presencia
de mondmeros solubles y oligémeros, depdsitos fibrilares y placas [3]. Aunque,
por mucho tiempo se pensaba que el depésito de AP inducia a danos amnésicos;
la correlacion entre la deposicion de amiloidea en parénquimas y decadencia
cognoscitiva son todavia un tema polémico. En efecto, la densidad de la placa 'y
la carga AP no equivalen necesariamente al nivel de demencia. La recopilacion de
pruebas demuestra un papel perjudicial del AB soluble tanto en el cerebro de los
pacientes con EA[4,5]y en modelos de raton con EA[6, 7). En efecto, los oligmeros
solubles pueden perjudicar las funciones cognoscitivas [8] y la potenciacion
a largo plazo [9, 10]. Las dos principales marcas distintivas de la EA, el AB y las
proteinas de Tau, son las responsables de las reacciones neuroinflamatorias,
llevando a la astrogliosis y microgliosis masivas, a la disfuncion sinaptica, a danos
mitocondriales, a la apoptosis y a la muerte celular [1, 2].

La aplicacién directa de AP en cultivos celulares neuronales primarios y otras
lineas celulares es extremadamente toéxica [11] y constituye el primer modelo
de intencion en el estudio de la fisiopatolégico de la EA. Aunque queda trazar
por completo el mecanismo de la toxicidad de la amiloidea, los efectos del Af se
transmiten por la capacidad de la proteina de juntarse en estructuras amorfas
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fibrilares [12]. Los estudios de actividad de la estructura usando fragmentos
AB revelaron que el péptido que lleva los 11 aminoacidos (AB25-35) comparte
la capacidad de autoagregar y transmitir la toxicidad in vitro [13, 14] e in vivo
[15]. La toxicidad del AB25-35 comprende la induccién de estrés oxidativo por
la produccién de radicales libres, la interrupcion de la homeostasis del calcio
[13], el mejoramiento de la excitotoxicidad y la apoptosis [13, 16, 17, 18, 19].
Efectivamente, la administracién intracerebroventricular (ICV) del péptido Ap2s-
35 en el cerebro de roedor indujo, en una o dos semanas después de la inyeccion,
neuroinflamacion y gliosis reactiva, activacion de caspasas pro-apoptotica, estrés
oxidativo, reduccion del numero de neuronas medidas en las capas de células
piramidales del hipocampo, pérdida de neuronas colinérgica y de memoria [15, 20,
21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29]. Actualmente se usa ampliamente para descubrir
el potencial neuroprotectivo de nuevos medicamentos y derivados naturales [30,
31]. De manera interesante, la inyecciéon AB25-35 causé no sélo en una toxicidad
amiloidea agresiva sino también en la acumulacion de especies de endogeno ARy
Tau hiperfosforilacion, como se observa en la fisiopatologia de la EA. Una semana
después de la inyeccion de APB25-35, los APPy los niveles de AB1-42 se aumentaron
en el hipocampos y la corteza, las células que expresan AP se pudieron visualizar
a través de la inmunohistoquimica y se detectaron productos de division
B-secretasa [25, 26]. Ademas, se registraron en varios estudios un aumento en la
fosforilacion Tau en los epitopes fisiolégicos relacionados con las EA o patologico
inducidos por la inyeccion AB2s-35 [25, 32].

2. Nuevas estrategias dirigidas a promover los sistemas endogenos de
neuroproteccion

Las estrategias terapéuticas presentes se apoyan en los medicamentos
colinomiméticos, donde se incluyen el donepezil, la rivastigminay la galantamina,
y memantinas con putativas acciones neuroprotectoras. Sin embargo, cada
medicamento o combinacién sélo provoca efectos sintomaticos, medidos por
una mejora ligera o un retardo del déficits cognoscitivo, que rapidamente pierden
su efecto. Hoy la investigacion es muy activa para los medicamentos que puedan
actuar como verdaderos agentes que modifican la enfermedad. En el presente
capitulo, examinaremos dos de estas innovadoras vias terapéuticas que pueden
llevar de manera expedita al mercado medicamentos para la EA. Estas estrategias
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alternativas se apoyan en un estimulo eficiente de los sistemas endogenos de
neuroproteccion.

En primer lugar, las citoquinas hematopoyéticas han mostrado tener potenciales
terapéuticos en desordenes neurologicos, como la EA. Los tratamientos con
citoquina son capaces de prevenir y restaurar los déficits cognoscitivos, de
aumentar el numero de células microgliales y disminuir tanto la deposicion de
A cerebral como la acumulacion soluble de Af a través de un mejoramiento de
la fagocitosis AR por microglia [33, 34]. Entre citoquinas hematopoyéticas, se ha
incrementado la atencién en la eritropoyetina (EPO); ademas de su funcién de
eritropoyetina, se mostré que promovia la proteccion y la regeneracion celular
en varias indicaciones [35, 36]. La EPO es una glicoproteina (30 kDa) de 165
aminoacidos que pertenece a la super familia de citoquinas de tipo I. Esto regula
la eritropoyesis inhibiendo la muerte celular programada en células eritroides
y permitiendo asi la maduracion de los eritrocitos [36]. La EPO y su receptor se
expresan en el higadoy en tejidos no implicados en la eritropoyesis, como el tracto
reproductivo, el pulmoén, el bazo, el corazon y el cerebro, en neuronas y astrocitos
[37]. Los efectos citoprotectores de la EPO se establecieron en varios érganos y
en particular el sistema nervioso central [38]. Aqui reportamos que la EPO, y en
particular, una formulacion administrada de forma intranasal, es neuroprotectora
contra la neurodegeneracion tipo EA.

En segundo lugar, el receptor sigma-1(o1) es una proteina intracelular acompafante
localizada en las areas alrededor del reticulo endoplasmico (ER). Su activacion
modula rapidamente la movilizacion de las reservas relacionadas con las entradas
de calcio (IP3) trisfosfato inositol-1, 4, 5 de las reservas del ER intracelulares [39,
40]. En efecto, se ha demostrado que la toxicidad AP esta relacionada con la estrés
del ER. Las proteinas AB, y en particular la AB25-35, provocaron alteraciones de la
homeostasis de la ER y la activacion de genes sensibles al estrés, como el GRP78/
Bip 0 GRP94 [41]. Ademas, la activacion del receptor o1estimula su desplazamiento,
asociado dentro de pequenas gotas de lipidos al colesterol y proteinas de anclaje,
del ER hacia el plasma, membranas mitocondriales o nucleares [42]. Una vez alli,
el receptor 01 desempena una funcion en la compartimentacion y exportacion de
lipidos a las periferias celulares [42, 43]. Las plataformas de lipido desempenan
papeles en una variedad de funciones celulares incluyendo el transporte de
vesicula, la agrupacion de receptores, la internalizacion y la conexion del receptor
con las proteinas implicadas en la sefal de transduccion [44]. Por lo tanto, la
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activacion de los receptores o1tiene consecuencias sustanciales en viabilidad de |a
célula, la diferenciacion y la neuroproteccion. Efectivamente, se ha mostrado que
los agonistas receptores selectivos 61 son medicamentos neuroprotectores potentes
en modelos de excitotoxicidad y contra la toxicidad inducida por las AB25-35- en
neuronas corticales en vitro y en vivo [45, 46, 24, 27, 28].

3. Actividad de Neuroprotectora de la EPO, y en particular la formulaciéon
intranasal de la Neuro-EPO, en modelos de la EA

La EPOy su receptor se sobre regulan ante la lesion neuronal y la neurodegenera-
cion; por ejemplo, en la corteza temporal e hipocampo de pacientes con el dano
cognoscitivo ligeros o EA [47]. La inyeccion experimental de EPO mejoré la funcién
neurolégica y redujo la lesion cerebral después de la isquemia cerebral [48], |a
hemorragia intracerebral [49], el daio cerebral traumatico [50], la herida de mé-
dula espinal [51], la encefalitis autoinmune experimental [52], el estado epiléptico
[53], la hipoxia-isquemia neonatal [54] y la esclerosis lateral amiotréfica [55]. En los
modelos de EA, in vitro e in vivo, se han obtenido evidencias del efecto neuropro-
tector de la EPO. Usando modelos de cultivo celular in vitro, la EPO recombinante
humana (rHu-EPO) protegié las neuronas de la neurodegeneracién inducida por
los péptidos AP [56] y en particular los oligomeros AB25-35 [57, 63]. En ratones de
edad Tg2576, con gran expresion de hAPPm, la EPO mejord la memoria contextual
y aumento la proliferacion endotelial, la expresion de sinaptofisina y la densidad
capilar en el cerebro [58]. Los mecanismos por los cuales la EPO induce su accién
neuroprotectora son de naturaleza multifactorial (Figurara 1a) e involucran la pro-
teccion neuronal y glial, efectos antioxidantes y antiapoptéticos, junto con la pro-
teccion de la integridad de barrera hematoencefalica.

Se ha disenado una nueva formulacion de la EPO que contiene bajo contenido
de acido sialico. Esta formulacion, llamada Neuro-EPO, carece de efectos
hematopoyéticos y es capaz de alcanzar rapidamente el cerebro a través de la
administracion intranasal (IN) [59, 60]. La formulacién tiene la composicion
apropiada que permite permanecer un tiempo adecuado en la fosa nasal, evitando
la eliminacion natural o la limpieza del pH del mucus silial; se optimizaron el
volumen y concentracion para permitir la liberacion de Neuro-EPO por la via
nasal al fluido cerebroespinal y el cerebro. Los datos anteriores con Neuro-EPO
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confirmaron su eficacia protectora en los gerbos sometidos a isquemia focal [6],
78, 80].

En ratones ICV se inyectaron con el péptido oligomérico AB25-35 y por lo tanto
desarrollaron sintomas similares a la EA después de una semana, comparamos
los efectos protectores de las dos formulaciones EPO, la rHUEPO administrada via
IP, y NeuroEPO via IN [62], y el articulo presentado. El AB25-35 provocé déficits la
memoria de roedores, estrés oxidativo en el hipocampo y la corteza, induccion
de moléculas pro-apoteotica, incluso la familia Bad/Bax o caspases, y neuroin-
flamacion. Se observa la perdida de neuronas colinérgica y glutamatergica en el
hipocampo, la corteza, el septo o nucleo basalis. Observamos que, en 125-500pg/
kg IP de rHUEPO y 62-250 pg/kg IN de NeuroEPO, ambas formulaciones impidie-
ron déficits de aprendizaje inducido por el AB25-35. Los diferentes procedimientos
usados fueron: alternacion espontanea, evasion pasiva, aprendizaje de laberinto
acuatico y reconocimiento de objeto, para abordar las memorias espaciales y no
espaciales, de corto y largo plazo. En el laberinto acuatico en particular, los rato-
nes tratados con APB25-35 mostraron una disminucion de la capacidad de aprender
la posicion espacial de una plataforma escondida en el fondo. La adquisicion fue
retrasada (Figura 1c) y durante la prueba de sonda (60s de nado en una piscina sin
la plataforma), los animales no pasaron mas tiempo en el cuadrante de platafor-
ma que el nivel d (Figura 1d). La aplicacion de 125 y 250 pg/kg de NeuroEPO via IN
evita estos déficits (Figura 1c, d).

Ambas formulaciones EPO impidieron el aumento de la peroxidacion lipidica in-
ducido por el AB25-35 en el hipocampo, mostrando una actividad antioxidante
significativa (como se muestra en la Figura 1b para NeuroEPO). La rHUEPO, 250
pg/kg IP, o la NeuroEPO, 125 pg/kg IN, evitan que aumenten inducido de AB25-35
en la expresion de Bax y disminuya en la activacion de Akt, mostrando que contri-
buyeron a aliviar la apoptosis, en parte incrementando la via protectora endoge-
na PI3K/Akt, que se conoce se activa por los receptores EPO. En las mismas dosis,
observamos una prevencion de la disminucion del 20-24 % en células viables en
CA1, un area neuronal del hipocampo muy vulnerable a la toxicidad del AB25-35.
Ambos formulaciones de EPO bloquearon la liberacién de citoquinas (TNF a, IL-1
B) en el hipocampo de los ratones tratados con AB25-35, en las mismas dosis ac-
tivas. Todos los parametros mostraron una proteccion significativa inducida por
las dos formulaciones [62] y el articulo presentado. Confirmamos aqui la actividad
protectora de la EPO en la EA [58], al mostrar su eficacia en el modelo de ratén
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AB25-35 in vivo. Las células de PCi2 expuestas al AB25-35 también mostraron que
la EPO sirve como antioxidante [57] ya que activa la via PI3K/Akt [63].

Finalmente, referimos que ambas formulaciones regulan la expresion del
receptor de la EPO en el hipocampo. La rHUEPO y la NeuroEPO aumentaron
considerablemente los niveles receptores de la EPO en los animales control. Sin
embargo, la disminucioén inducida por el AB25-35 en EPO-R sélo fue restaurada
por la inyeccion IP de rHUEPO. Pruebas recientes indicaron que la degeneracion
cerebrovascular y las células endoteliales senescentes también contribuyen
al patogénesis de la EA, dificultando el paso de AP a través de la barrera
ematoencefalica [64]. Esto sugiere que los niveles de NeuroEPO no eran suficientes
para inducir un nuevo EPO-R o sugiere que los mecanismos de la proteccion de la
NeuroEPO no dependen sélo de los niveles EPO-R.

Sin embargo, el efecto de la EPO depende de la activacion de varias quinasas,
incluyendo la quinasa Janus 2 (JAK2), una quinasa tirosina que se asocia con
receptor EPO, y la proteina quinasa B/Akt. EPO impidio la lesion apoptotica de las
células neuronales por lainduccién de la auto fosforilacion de la JAK2 [65]. Ademas,
se mostro que la EPO realiza considerablemente la actividad de la Akt durante el
estrés oxidativo previendo asi la activacion inflamatoria de la microglia [66, 67].
La actividad de sobre regulacion de la Akt resulté ser un paso necesario en el
mecanismo; ya que al impedir la fosforilacion de la Akt, se bloqued la proteccién
celular inducida por la EPO. A través de la regulacion de la via que senala el PI3K/
Akt, Ia EPO es capaz de regular apoptosis celular después de agresiones hipoxicas/
excitotoxicas y estrés oxidativo [66, 67].

Ya que la toxicidad amiloidea implica mecanismos de muerte celular excitotoxica
y apoptética, observamos que las dos formulaciones EPO bloquearon la induccién
de la proteina Bax pro-apopotética y la muerte celular en la capa neuronal
CA1, un area glutamatergica con abundante neuronas altamente sensible a
excitotoxicidad. Es probable que el mecanismo de accién antiapoptética de
la EPO dependa en la inhibicion de la actividad de la GSK-3p o la liberacion del
factor de transcripcion en forma de horquilla (FOXO3a), ambos objetivos de la
PI3K/Akt. La activacion de la FOXO a causa la degeneracion celular apoptotica e
interrumpe la permeabilidad de la membrana mitocondrial [68]. El GSK-3( tiene
varias funciones en la senalizacién y la patologia cerebral. En particular, es una de
las quinasas mas importantes responsable de la hiperfosforilacion Tau en la EA
[69]. Pero también esta implicada en la toxicidad donde esta presente AB, ya que
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su sobre activacion esta relacionada con los danos cognoscitivos, la produccion
de AB, la muerte neuronal y la neuroinflamacién [70, 81]. La actividad de la
GSK-3p es eliminada por la EPO y este efecto se puede vincular con los cambios
estructurales y la disminucion de la expresion Bax para evitar la muerte celular
[71]. Ademas, se mostraron los efectos protectores de la EPO contra la toxicidad
AB25-35 al involucrar directamente la actividad de la PI3K y la activacion de la
GSK-3[, ya que su efecto protector en el modelo de cultivo celular fue bloqueado
al seleccionar los inhibidores PI3K o GSK-3f3 [63].

También se ha reportado que la EPO proporciona una proteccion eficaz contra las
patologias inflamatorias. Observamos un potente bloqueo de la liberacion de la
TNFay la IL-13 provocada por la toxicidad de la AB25-35. Se cree que la capacidad
neuroprotectora de la EPO involucra principalmente a la homeostasis extrinseca
de la célula a través de la modulacion de la activacion microglial y el control
de la liberacion de citoquina [72]. Se ha mostrado que EPO ejerce una accion
antiinflamatoria por caminos que comprenden la exposicion fosfatidilserina, la
activacion microglial, la actividad de la Akt y la regulacion de caspases, o mas
directamente inhibiendo varias citoquinas pro-inflamatorias, como la IL-6, la
TNFay la MCP-1[66, 67].

Para concluir, se ha mostrado que la EPO es neuroprotectora en varios modelos
transgénico o no de EA, como aqui en el modelo de raton AP25-35 de EA,
corroborando su potencial como un sistema neuroproteccion endégeno que se
podria mejorar para obtener una mejor eficacia terapéutica. La eficacia de la
formulacion de NeuroEPO IN es muy prometedora en términos de facilidad y
seguridad de uso en pacientes con EA. La NeuroEPO se probara a nivel clinico muy
pronto.

4. Proteccion neuronal por ligandos que activan un acompaiiante del residente
ER, el receptor o1

En busca de nuevos medicamentos terapéuticos con una potente capacidad
neuroprotectora en la EAy no directamente dirigida a la amiloidea o las proteinas
de Tau; identificamos agonistas de la proteina acompanante o1[24] y en particular
los ligandos a muscarina / 01 mezclado que pertenecen a la serie ANAVEX [73, 74].
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La proteina o1 es un acompanante del ER, preferentemente localizada en las
membranas que forman contactos focales entre el ER y la mitocondria [40]. En
condiciones basicas, la proteina o1 forma complejos con otras acompanantes,
como la GRP78/Bip. En reduccion ER Ca2+ o la estimulacion a través del ligando, la
proteina o1 se disocia de la Bip, llevando a un senalamiento prolongado del Ca2+,
a través de los receptores IP3 [40]. Bajo el subsecuente estrés cronico de la ER, la
proteina o1 también puede desplazarse para alcanzar la membrana del plasma,
agrupando cascadas intracelulares que depende del Ca2+, incluyendo fosfolipasa
C (PLC) y la proteina quinasa C (PKC) [75, 79] y modificando la composicion y la
funcionalidad de las microesferas ricas en lipido conocidas como balsas de lipido
[76,42]. El aumento o la activacion de las proteinas o1en las células contrarresta la
respuesta del estrés del ER, mientras que su disminucion o inactivacion aumenta
la apoptosis [40]. Por lo tanto, la modificacion la activacion de la proteina o1 a
través de agonistas eficaces media una accion farmacolégica Unica en la homeos-
tasis de la Ca2+y las vias de transduccion de la senal, con mayores impactos en la
respuesta celular, la plasticidad y la citoproteccién (ver Figura 2a).

La actividad neuroprotectora de los ligandos selectivos que activan la proteina o1
ha sido demostrada en los derrames y otros modelos relacionados excitotoxicidad
in vitro y in vivo (para revision, [45, 46] reporté la primera evidencia que los
PRE-084 selectivos protegen la viabilidad del cultivo celular primario contra el
efecto toxico de las AB25-35. Entonces analizamos el efecto de este ligando de
referencia asi como el donepezil in vivo [24]. En efecto, el donepezil inhibidor
AChE también actua con gran afinidad con el receptor agonista o1. Los ratones
recibieron una inyeccion ICV de AB25-35 e inyecciones IP de diferente ligandos
una semana antes de que se probaran sus capacidades de memoria usando la
alternacion espontaneay la evasion pasiva. La peroxidacion del lipido hipocampal
fue medida para evaluar el estrés oxidativo. El donepezil, PRE-084 o la tacrina
inhibidora de ChE, rivastigmina y galantamina fueron administrados 20 minutos
antes de las sesiones de conducta para comprobar sus efectos antiamnésicos.
Los medicamentos también se inyectaron 20 minutos antes de la AB25-35 0 24h
después de la AB25-35y después una vez por dia antes de las sesiones de conducta,
para comprobar su actividad neuroprotectora pre-ICV o post-ICV, respectivamente
[24]. Todos los medicamentos, menos el PRE-084, fueron antiamnésicos y la
o1 antagonista BD1047 bloqueo los efectos del donepezil. Sélo el PRE-084 y el
donepezil mostraron neuroproteccion del PRE-ICV al bloquear la peroxidacion del
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Figura 1. (a) Impactos del efecto neuroprotector de las formulaciones EPO en la EA.; (b) efecto de neuroprotec-
tor de la Neuro-EPO en los niveles de peroxidacion de lipidos en el hipocampo, 7 dias después de inyeccion de
AB25-35 en ratones; y (c, d) efecto Protector de la Neuro-EPO contra el déficit del aprendizaje inducido por la
AB25-35 en el laberinto acudtico para ratones: perfiles de adquisicion y prueba de sonda. En el dia o, los ratones
se les administraron i.c.v. Sc.AB o el péptido AB25-35 (9 nmol). Entre el dia 1y el dia 4, recibieron la solucién ve-
hiculo (V) o la Neuro-EPO (62-250 1ig/Kg EN) tres veces al dia. Los ratones fueron sacrificados en el dia 9 por las
medidas de peroxidacion de lipido. Otros ratones fueron entrenados entre el dia 7y 11y la prueba de sonda fue
examinada sin la plataforma en el dia 12. F (6,76) = 5.47, p = 0.0001, n = 10-12. * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001
vs el grupo tratado (Sc. Un B + V); # p <o0.05, ### p <o.001vs el grupo tratado (AB25-35+V); la prueba de Dunn
en (b)yen (c). * p <o.05 vs el nivel de riesgo (15s), una t-prueba de muestra en (d). BBB, barrera sanguinea-cere-
bral. Adaptado de [80, 62] y articulo presentado.

lipido y el déficit de aprendizaje. Los efectos fueron bloqueados por el BD1047. El
PRE-084 y el donepezil mostraron una neuroproteccion completa del post-ICV.
Otros inhibidores ChE mostraron efectos parciales. El BD1047 bloqued los efectos
del PRE-084 y atenud los efectos donepezil. Otros efectos inhibidores del ChE
no fueron sensibles al BD1047. Estas observaciones claramente mostraron que
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los potentes efectos antiamnésicos y neuroprotectores del donepezil contra la
toxicidad del AB25-35 implican acciones colinérgicas y farmacolégicas agonistas
de la 01, y este mecanismo dual puede explicar su actividad sostenida tal y como
se compara con otros inhibidores ChE [24].

La siguiente idea era desarrollar ligandos combinados o1/muscarinicos. Esto se
basa en la capacidad de estos tipos de ligandos para activar simultaneamente
una via neuroprotectora, p.ej, la via M1/PLC/PKC, y su amplificacion a través de
una activacion de la activacion concomitante de la proteina o1 [73, 74, 27, 28].
Los compuestos de Tetrahidrofuranmetanamina (ANAVEX1-41, ANAVEX2-73)
presentan tales perfiles de receptor o1/muscarinicos combinados con un nivel de
afinidad de alto a moderado para los subtipos muscarinicos y para los receptores
o1, y una alta selectividad vs las zonas 02. Los compuestos son medicamentos
antiamnésicos potentes; en ratones tratados con la escopolamina antagonista
receptora muscarinica, la dizocilpina antagonista receptora de NMDA, o el
péptido AB25-35 [77, 28].

Analizamos en detalles las capacidades neuroprotectora de los compuestos de
ANAVEX en ratones inyectados con el péptido AB25—-35. Cuando se administré el
ANAVEX1-41 (1-1000 pg/kg i.p.) 7 dias después del AB25-35, es decir, 20 minutos
antes de las pruebas de comportamiento, revirtioé considerablemente los déficits
provocados por el AB25-35; siendo las dosis mas activas las que se encuentran en
el rango de 3-100pg/kg [27]. Cuando se pre-administr6 el compuesto, a una dosis
de 30-100 pg/kg, 20 minutos antes de la AB25-35, i.e., 7 dias antes de las pruebas,
previno los danos de aprendizaje. El analisis morfologico de las estructuras
corticolimbicas mostré que la AB25-35 indujo a una significativa pérdida de células
en la capa celular piramidal CA1del hipocampo que fue detenida por |la ANAVEXi1-41
(100 pg/kg). El incremento del nimero de la proteina acida gliofibrilares (GFAP)
células inmunopositivas en la corteza retroesplenial o en todas partes del
hipocampo revel6 una inflamacién inducida por la Ap25-35 que fue detenida
por la ANAVEX1-41. El medicamento también contuvo los parametros del estrés
oxidativo inducido por la AB25-35 medido en los extractos del hipocampo, i.e.,
los aumentos de peroxidacion lipidica y la nitracion proteica. Sin embargo, el
ANAVEXi1-41 no pudo detener la expresion inducida por la caspasa-9 APB25-35. El
compuesto también bloqueé la expresién inducida por la caspasa-3 AB25-35, un
marcador de apoptosis. Tanto la escopolamina muscarina antagonista como la o1
proteina inhibidora BD1047 bloquearon los efectos positivos del ANAVEX1-41 (30 0
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100 pg/kg) contra los danos al aprendizaje inducidos por la AB25-35, indicando que
la muscarina y los receptores o1 estan implicados en el efecto del medicamento.
Un efecto sinérgico podria explicar las bajas dosis activas registradas en vivo [27].

El ANAVEX2-73 muestra mas afinidades de moderaciéon que el ANAVEXi-41
para muscarina y los grupos o1, en un rango micromolar bajo. Sin embargo, los
medicamentos también revirtieron los déficits de aprendizaje en los ratones
inyectados AP25-35, con dosis en el rango de 300 pg/kg IP [28]. Cuando se
inyectaron simultaneamente con AB25-35, 7dias antes de las pruebas, esta bloque6
la aparicion en los danos de aprendizaje. Esta actividad protectora fue confirmada
ya que el ANAVEX2-73 bloqued la perdida celular CA1 inducida por la AB25-35y la
tension oxidativa en el hipocampo. Este efecto era diferencialmente sensible al
antagonistareceptorde escopolamina muscarinaola proteina BD1047antagonista
o1, confirmando la acciéon farmacologica conjunta de muscarina /o1. De manera
interesante, su Unico desmetil metabolito, el ANAVEX19-144, también fue efectivo
y el ANAVEX2-73 mostré una mayor duracion de la accion que su compuesto afin
el ANAVEXi1-41, siendo efectivo atin cuando se inyectd 12 h antes de la AB25-35 [28].

En un estudio mas reciente ([82] y en articulo presentado), corroboramos que la
inyeccion de AB25-35 indujo hiperfosforilacion de la proteina Tau, mostrando que
disminuy6 rapidamente la actividad de Akt y activé la GSK-3 3 en el hipocampo
del raton. En segundo lugar, mostramos que la activacion quinasa y transforma-
cion Tau resultante, contribuy6 directamente a la toxicidad amiloidea, ya que la
coadministracion del inhibidor Tipo selectivo GSK-3[3 bloque6 la fosforilacion Tau
y los danos de memoria inducidos por la AB25-35. En tercer lugar, analizamos el
efecto de los PRE-084 y el ANAVEX2-73 en la fosforilacion Tau y la activacion de
vias relacionadas con las quinasas (Akt y GSK-3(3). Como se muestra en la Figura
2b, ¢, ambos compuestos bloquearon considerablemente el aumento inducido
de la AB25-35 en la hipofosforilacion Tau. Y en cuarto lugar, también tratamos el
impacto del medicamento en el cultivo AB1-42 inducido por la AB25-35 y observa-
mos que los compuestos bloquearon considerablemente el aumento de la AB1-42
(ilustrado en la Figura 2d, e) y los niveles C9g en el hipocampo, sugiriendo que la
activacion del receptor o1 puede apaciguar la carga amiloidea en modelos de EA.
La comparacion con el PRE-084 y la xanomelina, ligando muscarinico que pre-
senta un perfil similar al ANAVEX2-73 en los subtipos de M1y M2, corrobor6 que
tanto la muscarina como los objetivos de la o1 estan implicados en los efectos
ANAVEX2-73 ([82], y articulo presentado).
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Por lo tanto, estos medicamentos mostraron un potente perfil neuroprotector
en EA, combinando actividades antiapoptéticas, antioxidantes y citoprotectoras
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Figura 2. (a) Impactos del efecto neuroprotector de los agonistas receptores o1 en EA. Los efectos de PRE-084

o0 el ANAVEX2-73 en (b, c) hiperfosforilacion de la proteina Tau y (d, e) nivel de AB1-42 en el hipocampo, 7 dias
después de la inyeccion de AB25-35 en los ratones. A los ratones se les administré PRE-084 (0.5, 1mg/kg i.p.),
ANAVEX2-73 (0.1-1 mg/kg i.p.) o una salina 20 min antes de AB25-35 o Sc.AB (9 nmol). P(Ser202, Thr205) el total/
Tau y la proporcion/Tau se cuantificaron usando el la técnica western blot con anticuerpo primario AT-8. El
contenido AB1-42 fue medido por ELISA. * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001 vs el grupo tratado (Sc.AB+ V); #p
<0.05, ## p <o.01vs el grupo tratado (AB25-35+V); la prueba de Dunn. Adaptado de [82] y el articulo presenta-
do.
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con marcadas mejoras a nivel cognoscitivo. Ellos actian de conjunto en ambos
objetivos, pero con afinidad moderada. Este perfil farmacolégico parece
particularmente prometedor, en términos de alta eficacia y con baja ocurrencia de
efectos secundarios. ANAVEX ha avanzado estas moléculas a la fase Il de ensayo
clinico. Un compuesto similar con una eficacia comparable es el AF710, que se
desarrolla actualmente por el A. Fisher (Instituto para la Investigacion Biologica
de Israel, Ness-Ziona, Israel) y alcanza la fase I del ensayo clinico [83].

5. Conclusiones y perspectivas

La enfermedad de Alzheimer es una patologia progresiva pero agresiva. Cuando
los sintomas clinicos aparecen, una carga de AP y hiperfosforilacion Tau estan
presentes en una forma duradera que, en el presente, se considera irreversible. Los
instrumentos terapéuticos disponibles son los colinomiméticos y la memantina
neuroprotectora. Sus efectos permanecen claramente, por periodos cortos de
tiempo de aproximadamente 1-2 anos, puramente sintomaticos. La presente
investigacion sigue diferentes pistas, que apuntan al bloqueo de la generaciény la
acumulacion de AB, la fosforilacion Tau anormal, la inflamacion y la resistencia de
la insulina. Los medicamentos dirigidos a las A podrian resolver practicamente
cada paso del procesamiento de amiloidea. Esto incluye: bloquear de actividad
de las encimas B-secretase o y-secretase; realzar la actividad de la a-secretase;
impedir los fragmentos de AP producto del amontonamiento en placas; y hasta,
usar anticuerpos contra la AP para limpiar los oligomeros del cerebro. Estan en
progreso, varios ensayos clinicos de nuevos medicamentos dirigidos al AB, pero
con regularidad se detienen prematuramente. Las estrategias para impedir que
la proteina Tau se destruya y se haga ovillos son en estos momentos el centro
de numerosas investigaciones. El punto es ayudar a mantener un sistema de
transporte celular vital e incrementar la supervivencia neuronal, el evento clave
para impedir la progresion de los procesos neurodegenerativos. Los agentes
antiinflamatorios han llevado a resultados prometedores, pero se necesita mucho
trabajo para entender mejor los aspectos especificos de la inflamacion mas activa
en el cerebroy ayudar a desarrollar tratamientos antiinflamatorios nuevos para la
EA. Finalmente, algunos investigadores exploran el papel de la insulina el cerebro
y las cuestiones estrechamente relacionadas de como las células cerebrales usan
la glucosa y producen la energia. Estas investigaciones pueden revelar estrategias
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para apoyar al funcionamiento celular y contrarrestar los cambios relacionados
con la EA.

Ademas de estas estrategias ampliamente investigadas y supuestamente en
su apoyo, se necesita una neuroproteccion general y eficaz para preparar al
cerebro y estimular a los sistemas neuronales para entablar y hacer frente a
los procesos neurodegenerativos. Se necesitan agentes con una amplia gama
de efectos; debido a la toxicidad multifactorial, que implica la correspondiente
apoptosis, excitotoxicidad, inflamacion, falla de energia/ mitocondrial y la
disfuncion sinaptica. La NeuroEPO es en efecto prometedora considerando que
carece, primero de actividad eritropoyética y asi se limita a la citoproteccion. En
segundo lugar, sus efectos protectores afectan no sélo neuronas sino también
células gliales, que desempenan un papel primordial en el despeje de la AB. La
ruta IN de aplicacion también constituira una gran ventaja en la EA, permitiendo
una administracion facil y confiable, incluso en pacientes con danos mayores.
Del mismo modo, se ha mostrado repetidamente que la seleccion del objetivo
de la chaperona o1 genera una amplia gama de neuroproteccion. El hecho que
numerosos compuestos, existentes ya en el mercado, compartan una actividad
o1 ademas de su objetivo primario mostré la inocuidad del objetivo e ilustro el
impacto de la accion dual como se observa en los compuestos de ANAVEX. Ese
es el caso para donepezil en la AE, asi como para la fluvoxamina, la sertralina, el
opipramol en depresion o la nuedexta en la afeccion pseudobulbar.

Tanto la NeuroEPO como los ligandos o1, selectivos o combinados, se prueban
actualmente usando tratamientos cronicos en modelos transgénicos de AE para
obtener una visién amplia y consecuente de la actividad neuroprotectora. Seran
llevados a ensayos clinicos en un futuro préximo. La ANAVEX2-73 ya completé la
fase I, mostrando una amplia ventana terapéutica.
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MECANISMOS MOLECULARES DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER:
CAUSAS GENETICAS Y “ESPORADICAS”

RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad progresiva neurodegenera-
tiva asociada a edad, con un alto nivel del prevalencia en “mundo industrializado”
(entre 15-20%), y empieza a ser de importancia relativamente alta en “los paises
en vias de desarrollo” ya que va asociado al envejecimiento de la poblacion.

El analisis neuropatolégicos de los cerebros confirma el diagnostico si se observan
dos marcas histopatologicas conjuntas las placas seniles y los ovillos neurofibri-
lares Las placas seniles estan formadas por el depdsito extracelular de la péptidos
amiloide (BA); y los ovillos neurofibrillares (NFTs) son un depésito intracelular de
la proteina denominada tau. Aunque la EA es una enfermedad mayoritariamente
esporadica (en un 9o-95%), un porcentaje entre 5-10% (dependiendo de poblacio-
nes), son variantes genéticas dominantes, denominadas (Alzheimer Familiar Do-
minante, FAD). Asi se han caracterizado tres genes FAD mutantes, presentes en
los cromosomas humanos 21, 14 y 1; correspondiendo a la proteina de Precursora
del Amiloide (APP), a Presenilina 1(PS1) y Presenilina 2 (PS2), respectivamente. Ade-
mas se han descrito una serie de variantes alélicas (existentes en la poblacién nor-
mal por lo tanto no-mutante), de varios genes , que se han caracterizado porque
conllevan un aumentado la susceptibilidad (probabilidad) de sufrir esta patologia
(algunos de estos son. ApoE, Clusterin, PICALM, etc ).

El origen de la enfermedad de Alzheimer no esta completamente esclarecido.
Dentro de la diversas hipotesis que se ha estado presentando a través de los anos,
quizas la teoria “amiloidogenica” es la que tiene mayor difusion. Esta teoria se
basa en la capacidad de los diferente mutantes descritos para FAD en modificar
la cantidad de péptido amiloide(BA), y la capacidad de este péptidos polimerizado
en generar de neurotoxicidad, en el nivel celular, y finalmente a formar de placas
seniles en el nivel histopatologico. Ademas se considera que este péptidos debe
ser el responsable de generar la disfuncién neuronal que, en una segunda accion,
genera el hiper-fosforilacion y la polimerizacion de la proteina neuronal tau en
primer lugar, y después esta variante hiper-fosforilada generara los NFT’s.

De acuerdo con esta hipotesis neurodegenerativa se han disefado y analizado
una serie de drogas. Estas nuevas terapias se han propuestoy se han probadoy
se estan probando, sin embargo no hay datos sélidos sobre que podamos preve-
nir o para parar la progresion de la enfermedad. Tal vez necesitamos un analisis
mas detallado de cdmo se inicia las variantes esporadicas de EA, para entender
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mejor la base molecular de estas alteraciones, basada obviamente en genes del
no-mutante. Por tanto, hipotesis complementarias, ya sea de origen vascular y/o
metabdlica se debe considerar, para proponer nuevas blancos terapéuticas contra
esta patologia tan devastadora.

1. Introduccion

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa
asociada a la edad, con un nivel de incidencia muy alto en lo que denominamos
“primer mundo(entre 15-20%) y que pasara a ser de relativa importancia en las
sociedades en desarrollo ya que va asociada al envejecimiento de la poblacion.
La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en 2004 estimaba a nivel mundial
la prevalencia de Alzheimer y Demencias analogas, en unos 17-18 millones de
personas, ahora la estimacion en 2012 ha sido de unos 30-34 millones, con una
tendencia creciente y un pronostico para el ano 2050 de mas de 100 millones de
personas.

Este tipo de Demencia progresiva fue descrita inicialmente por el medico Alois
Alzheimer en 1907 [3,4]. Y asi se define EA como demencia progresiva que se
caracteriza por un deterioro cognitivo progresivo, con perdida de funciones de
la memoria, de la orientacion y de funciones cognitivas superiores, tales como la
personalidad, generacion de juicios complejos, calculoy capacidades de relaciones
visual-espacial. Y en las etapas terminales, perdidas de capacidad del motor. Todo
ello implica que esta enfermedad tenga connotaciones sociales (por el nimero
de familias afectadas con miembros que padezcan la enfermedad), familiares
(por la implicacion de los miembros de las familias afectadas) y biosanitarias (el
gasto que supone el tratamiento de estos enfermos), y hace que esta enfermedad
tenga o vaya a tener una relevancia muy importante.

EA afecta a grandes zonas del cerebro y su diagnodstico es fundamentalmente
postmorten. El cerebro de EA muestra una atrofia muy clara, sobre todo en la
region hippocampal, y en las areas de asociacion de la corteza y unos ventricu-
los muy expandidos. Aunque se preservan regiones como las areas visuales de la
corteza, somato-sensorial y auditivas. Parece claro que los danos mas tempranos
ocurren en la corteza del entorrinal, el hipocampo y el forebrain basal, que son
las estructuras especializadas en el cerebro que desempenan un papel critico en
memoria.
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El analisis neuropatologicas de los cerebros suele confirmar el diagnostico si
muestran dos caracteristicas fundamentales que van asociadas en mayor o me-
nor medida, Placas seniles (3A) Extracelulares y Ovillos neurofibrilares (NFTs) In-
tracelulares.

Las placas seniles extracelulares estan formadas por la polimerizacion de un
péptido de entre 40 a 43 aminoacidos, denominado amiloide, que puede estar
rodeado por células de glia reactiva y por neuritas distréficas [10, 14, 68].

Los ovillos neurofibrilares intracelulares (NFT’s), estan formados por polimeros
de la proteina tau anormalmente fosforilada o hiper-fosforilada. Ademas de es-
tas marcas histopatologicas, el cerebro de EA presenta un nivel alto de gliosis
reactiva (astrocitos “reactivos” y microglia “activada”), asi como marcadores de
inflamacioén y marcadores de muerte neuronal [18, 66, 84]. Esta acumulacion de
péptidos permite proponer un grupo nuevo de alteraciones neurologicas denomi-
nado “peptidopatias” [68, 82].

2. ¢Cuales son las causas de la EA?

Si bien la EA es una enfermedad mayoritariamente esporadica, en un 90-95%,
en un porcentaje entre 5-10% (segun poblaciones), hay variantes genéticas
de trasmisiéon dominante, denominada (Familial Alzheimer Disease, FAD). Asi
se han caracterizado tres genes mutantes FAD, presentes en los cromosomas
humanos 21, 14 y 1; correspondientes a las proteinas Proteina Precursora del
Amiloide (APP), Presenilina 1 (PS1) y Presenilina 2 (PS2) , respectivamente. Ademas
se han caracterizado una serie de variantes alélicas (existentes en la poblacién
normal por tanto no mutantes j), de varios genes que tienen incrementada la
susceptibilidad a padecer esta patologia. Asi se han descrito variantes de genes
como Apok, Clusterin, PICALM, etc.[5].

El relativo avance en el conocimiento de la enfermedad ha venido a partir de dos
aproximaciones metodolégicas complementarias. Por un lado la purificacién y
caracterizacion del péptido del amiloide AR 40-42 aa [28,29, 30]. Si bien ha sido
mas recientemente cuando se ha caracterizado la presencia de péptidos Af3 de 43
aa-[69].

La segunda aportacion importante fue la caracterizacion y secuenciacion, de uno
de los genes mutantes de un pedigree FAD ligado al cromosoma 21. De aqui la
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base de las analogias histopatolégicas con el Sindrome de Down [29] . A partir de
aqui se caracteriza la proteina precursora del amiloide y se pudo comprobar que
la secuencia del gen APP contenia la secuencia del péptido amiloide [8, 48, 74,76].

3. Molécula precursora del amiloide (APP)

El estudio y caracterizacion de la proteina APP puso de manifiesto que es una pro-
teina ubicua (esta presente en todas las células del organismo), y muy conservada
evolutivamente. En humanos esta codificado por 18 exones que pueden dar hasta
8 proteinas diferentes (Figura 1), todas las variantes menos una, contendrian una
region transmembrana. De todas las posibilidades se consideran las variantes APP
695, APP750 y APP770 como las mayoritarias, si bien a nivel de proteinas no es
facil concretar esta afirmacion por falta de anticuerpos especificos.

Si bien la APP es ubicua parece que la relacion del APP 695 con respecto a 750 y
770, es mayor en neuronas [49, 73]. Tiene por tanto APP caracteristicas de glico-
proteina de membrana genérica. De hecho presenta regiones para tres tipos de
glicosilacion, tipo N, tipo O y tipo proteoglicanos (asociado a la falta del exon L)
[49,72], en concreto de tipo condroitina-sulfato [49], en concreto de tipo condroi-
tina-sulfato [70, 71.74] (Figura 1). Ademas dentro de las modificaciones postraduc-
cionales, se describieron sitios de fosforilacion (intra y extracelular), de sulfatacion
en tirosinas y lo mas importante sitios de proteolisis , para al menos tres protea-
sas , descritas como secretasas alfa , beta y gamma . La secretasa a fue descrita
como la proteasa que podia cortar el péptido amiloide entre las posiciones 16-17,
ahora ya hay descritas y caracterizadas una serie de proteasas de la familia ADAM
(a disintegrin and metalloproteinase) que pueden realizar esta funcién, como son:
ADAM9, ADAM10 y ADAM17. La secretasa Beta O BACE, fue descrita como la pro-
teasa que podria cortar el péptido amiloide en la posicion 1 (aunque la selectivi-
dad no es perfecta, +/- 1 aa), Para esta proteasa se han descrito dos genes BACE
1y BACE 2. BACE 1 es codificada para un precursor de la enzima que tiene que ser
activado por una proteasas activadora, del tipo furin, para producir la proteasa
madura BACEn. [15, 16, 83, 86,87].

La secretasa y, ha sido mas controvertida inicialmente pero ya se admite que hay
dos genes responsables de esta proteasa que son el gen de la PS1y el gen de PS2,
los otros dos miembros de FAD’s descritos en poblaciones humanas. Lo cual le
daba a la actividad enzimatica una relevancia muy importante. Es una proteica
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PROTEINA PRECURSORA DEL AMILOIDE-APP
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Figura 1: Esquema representativo de la proteina amiloide humana obtenida a partir de los exones

que la codifican. El péptido amiloide (BA) esta representado en la porcion correspondiente entre la
transmembrana y la region extracelular. Las posiciones S, N y PG (en amarillo) indican la posicién de la
glicosilacion de tipo O, N y de tipo proteoglicano respectivamente. Los exones mds significativos, L, KPI
y OX2 se indican en la proteina con diferentes colores.

con 8 dominios transmembrana y ahora esta claro que el complejo “y-secretasa”
esta constituido por al menos otras 3 proteinas: Nicastrina (Ncs), Aph-1 (anterior
pharynx-defective-1) y Pen-2 (presenilin enhancer-2) , cuya misién es ayudar a
constituir un complejo activo y favorecer la auto-proteolisis de PS1/2, para con-
seguir la activacion de la actividad enzimatica que cortara APP en la posicién co-
rrespondiente para generar las posiciones 40/42 /43 del péptidos amiloide [23,81].

Bastantes evidencias sugieren que la actividad esta asociada, o es mayoritaria,
en el Reticulo Endoplasmatico (ER) y en el compartimento endocitico Golgi/TGN,
por tanto que el corte se genera en el interior de la célula. Es interesante desta-
car que de casi todos los FAD secuenciados y caracterizados para APP (CR 21) las
mutaciones de familias humanas mapean cerca de las posiciones de corte de las
secretasas , mientras que las mutaciones descritas para PS1y/o PS2 parecen ma-
pear en multitud de regiones diferentes dentro de la molécula, tanto en regiones
transmenbrana como intracelulares.
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4. Factores genéticos de predisposicion a la EA

Si bien hay solo descrito tres genes mutantes responsables de las variantes FAD,
hay una serie de alelos normales en la poblacion que han sido asociados a la ma-
yor predisposicion de padecer la enfermad ad de Alzheimer. Estos alelos con ma-
yor probabilidad de presentar la patologia son la Apolipoproteina E, Clusterin o
Apolipoproteina J, la proteina PICALM y la proteina BIN1 [40, 53, 65].

El primer factor descrito y mucho mas estudiado que los demas es ApoE. Hay tres
alelos posibles en la poblacion humana que segun la variacion de los aminoacidos
correspondientes a las posiciones 112 y 158 se denominan: ApoE2, ApoE3 y ApoE4.

PosicioN AAT12 AA 158 ALELO
CISTEINA CISTEINA APOE2
CISTEINA ARGININA ApPOE3
ARGININA ARGININA ApOE4

Se sabe que tener dos alelos ApoE 4, o en algunas poblaciones tener una
combinacion ApoE3/ApoE4, da un mayor predisposicion a padecer la enfermedad.
Clusterin o ApoJ es una proteina en cierta mediad analoga, producida por
astrositos y como ApoE implicada en el transporte de colesterol. Si bien las
neuronas tienen la capacidad de sintetizar el colesterol independientemente del
aporte de la circulacion sanguinea.Sobre PICALM y BIN1 hay menos informacion
y se sabe que son proteinas que tienen una funcion en la endocitosis mediada
por receptor (REM) y probablemente su disfuncion afecte el trafico sinaptico y/o
axonal.

5. Teoria amiloidogénica

Las causas del Alzhéimer no estan completamente esclarecidas. Dentro de la mul-
titud de hipotesis que han ido surgiendo a lo largo de los anos, tal vez la teoria
amiloidogénica es la que tiene mayor difusion. Si bien otras como un déficit co-
linérgico o un fallo metabdlico han sido propuestas, o anteriormente o poste-
riormente a esta. La mas antigua de ellas, y en la que se basan la mayoria de los
tratamientos disponibles en el presente, es |a hipotesis colinérgica, la cual sugiere
que gran parte del deterioro en EA se debe a una reduccion en la sintesis del neu-
rotransmisor Acetilcolina. Esta hipotesis no se mantenido como hipétesis general
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ya que los medicamentos que tratan una deficiencia colinérgica tienen reducida
efectividad.

La hipotesis mas extendida propone que la acumulacion del péptido amiloide es
iniciador de la patologia, si bien una redefinicion mas moderna de esta teoria,
dice que la posterior disfuncion neuronal seria a través de la fosforilacion y acu-
mulaciéon de tau, ya que esta acumulacion polimeros de tau correlacionaria mejor
con la severidad de la demencia. Esta hipotesis fue inicialmente propuesta por
Prof. J Hardy en 1991, y posteriores articulos y datos fueron apoyando esta hipo-
tesis [31,32,33]. La hipétesis se basa en los datos del analisis y la caracterizacion
molecular de las mutaciones aparecidas como FAD. Y asi tanto la mutacion en la
proteina precursora del amiloide como las mutaciones en Presenilinas parecen
correlacionar con mayor capacidad para producir el péptidos amiloide ya sea BA
40/ BA 42y BA 43, 0 en algunos casos, relativamente mucho mas BA A42 . Por otro
lado la sobre-expresion de muchas de estas variantes en ratones transgénicos
daban cuenta, en algunos transgeénicos, en la acumulacion del péptido amiloi-
de humano y la generacion de parte de la histopatologia asociada a las placas
Seniles, como reaccion gliética y muerte neuronal. Si bien estos transgénicos no
presentan acumulacion de tau, ni estructuras que puedan asimilarse a pretangles
, solo en algunos casos hay un incremento de fosforilacion de la proteina tau.

Este modelo incompleto de EA generd una gran discusion, por dos motivos por
un lado por no poder justificar, hasta afos después, la falta de la segunda marca
histopatolégica como son lo acimulos intraneuronales NFT’s o tangles [6,7,84].

Y en segundo lugar porque las mutaciones solo explicarian en el mejor de los casos
hasta el 10% de la patologia y por tanto faltaria una explicacion y un mecanismo
que nos justifique como generar el mismo fenotipo sin mutar APP, PS1 0 PS2.

6. Efectos del amiloide

Un segundo grupo discusion se establecio sobre cual era el elemento toxico. La
teoria amiloidogenica propone que el péptidos amiloide no es solo un marcador
de la patologia, si no parte importante de su inicio. Por tanto la definicion de
cémo se inicia y se acumula, y cual es elemento toxico cobr6é una importancia
grande. Los primeros datos pusieron de manifiesto que es BA40-42 polimérico y
no BA40-42 agregado el elemento que era capaz de generar neurodegeneracion
y muerte, en modelos de neuronas aisladas, o en cerebros tras inyeccion este-
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reotaxica. La hipotesis mas reciente propone que no es el amiloide polimérico de
gran tamano, sino mas bien un oligémero de un tamaiio discreto(aprox. n= 8-10).
Y desde estas observaciones se han podido establecer una serie de mecanismos
de neurodegeneracion que pueden ser iniciados por el péptido amiloide, en el
que se han indicado, desregulacion de quinasas y fosfatasas, toxicidad sinaptica,
desregulacion del transporte axonal, desregulacion de glutamato, modificacion
de la homeostasis del calcio, y/o generacion de “radicales de oxigeno reactivos”
(ROS) [1,12, 50, 51, 75]. Ademas se ha demostrado un efecto adicional del péptidos
amiloide en la glia [58].

7. Acumulacion de Tau (NFTs)

La segunda estructura que define un cerebro de EA son los acumulos neurofibri-
lares (NFT’s) o Tangles. Los NFT's estan compuestos por dos tipos de filamentos
poliméricos: filamentos helicoidales apareados (PHFs) y filamentos rectos (SFs). La
base de ambos es la proteina tau, como ya mencionamos. La proteina tau en es-
tos agredados tiene una estructura polimérica y esta ademas altamente fosfori-
lada. Como indicamos la acumulacion y abundancia de NFT’s en algunas regiones
del cerebro correlaciona con el grado de demencia. (Figura 2). La reformulacion de
la teoria amiloidogenica se produce cuando se presentan una serie de datos en un
grupo de demencias como la Demencia Fronto-temporal asociada al cromosoma
17 (FTDP-17) [45] en la que se describe una mutacion en la proteina tau. A partir
de aqui se han descrito una serie de mutaciones de tau, en las que la patologia
conlleva demencia y acimulos de tau del tipo NFT’s o tangles [52, 84]. A partir de
aqui la generacion de ratones transgénicos para las dos proteinas mutantes en
humanos, tau y APP; o tau, APP y PS1 si generan fenotipos en cerebro que tienen
una gran semejanza con las imagenes de cerebros de Alzheimer conteniendo pla-
cas seniles y NFT’s [59]. Esto hace reformular |a teoria amiloidogénica en la que la
disfuncion del APP y la subsiguiente modificacion y disfuncion de tau tienen una
cierta continuidad (Figura 3).

Si bien la teoria amiloidogénica tiene una base experimental amplia, algunos de
sus criticos indican que esta parte no explica necesariamente como se genera la
patologia en una persona que no tiene alteraciones evidentes en los genes men-
cionados, y por tanto que sin dejar ser una parte importante de la progresion de
la patologia ( “obligatoria” si hay una de las mutaciones de FADj) , no explica el
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origen en los casos esporadicos. Por tanto el estudio de los factores de riesgo y
otros posibles factores metabélicos o vasculares sigue manteniendo un gran in-

terés [1, 9, 20,21,63].
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8. Implicacion de GSK3 en la patogénesis de la enfermedad de Alzheimer

La presencia de tau hiperfosforilado en los NFT's desde muy al principio genero
un interés importante en analizar las quinasas y fosfatasas responsables de su
modulacion. Como hemos indicado NFT’s estan compuestos por fundamental-
mente polimetros de la proteina tau, que es ademas una proteina casi exclusiva-
mente neuronal lo cual hace de ella una diana muy relevante en neurodegenera-
cion. Ademas como hemos mencionado, se han descrito mutaciones en tau en un
grupo concreto de Demencias. De hecho en algunos de los primeros experimen-
tos que correlacionaron el péptidos amiloide con muerte neuronal permitié esta-
blecer un modelo celular en el que la desregulacion de elementos de muerte se
podian analizar de forma muy controlada y asi se publico que la adicion de pépti-
dos BA1-40 o BA 1-42 polimerizado [79, 80], o en forma de oligomeros genera una
hiper-fosforilacion de la proteina tau en neuronas primarias de hipocampo o de
neuronas primarias de corteza de cerebro. Esto permitié analizar y establecer una
serie de elementos desregulados en el proceso de muerte mediado por amiloide.
Y se describieron una serie de quinasa entre las que destacaremos la glucégeno
sintasa quinasa 3. Esta quinasa fue inicialmente descrita como moduladora del
metabolismo del glucogeno pero ahora sabemos que posee un papel central en
la modulacion de factores de crecimiento como EGF, FGF, o neurotrofinas como
NGF o BDNF, o importantes ligandos que modulan desarrollo como las proteinas
Wnt [34,35,42,43,46]. Ademas se pudo comprobar que GSK3 se acumula en tan-
gles, que interacciona con PS1y que es parte de la neurotoxicidad mediad a por
amiloide [2, 27, 60, 80].

Asi se ha podido en modelos transgénicos de GSK3 en ratén que la sobre expre-
sion de GSK3 genera degeneracion y muerte neuronal, en correlacion con un nivel
alto de fosforilacion de tau [54].

Analisis analogos han permitido establecer una serie de elementos que ademas
de GSK3 podrian ser responsables de la muerte neuronal mediada por amiloide
(MARK, ginasas de estres como JNK, etc ) [57] y ha abierto la puerta a definir un
grupo de dianas terapéuticas nuevas que podrian dar opcion de buscar y generar
nuevos farmacos contra esta patologia [6,34,35,43,66,79].
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9. Estrategias terapéuticas

Las actuales estrategias terapéuticas se han basado en dos opciones una
centrada en la posible disfuncion colinergica, asi hay drogas colinérgicas, como
inicialmente tacrina y ahora el donepezilo, rivastigmina o la galantamina. Estos
farmacos anticolinesterasicos tienen una accién inhibidora de la colinesterasa, la
enzima encargada de descomponer la acetilcolina (neurotransmisor que falta en
la enfermedad de Alzheimer y que incide sustancialmente en la memoria y otras
funciones cognitivas).

La segunda opcion se basaba en la desregulacion de neurotransmisor glutamato,
ademas muchos autores consideran a este neurotransmisor como posible
responsable directo de la desregulacion de la homeostasis del calcio y de los
ROS. Por tanto era una buena opcioén terapéutica inicialmente. El medicamento
comercial es un antagonista de los receptores de glutamato del tipo NMDA y
se denomina memantina. Si bien los datos actuales indican que ninguno de los
cuatro parece retardar o detener el progreso de la enfermedad.

Ademas existen farmacos que mejoran algunos de los sintomas que produce esta
enfermedad, entre los que se encuentran ansioliticos, hipnéticos, neurolépticos y
antidepresivos. Los farmacos antipsicoticos se indican para reducir la agresion y
la psicosis en pacientes con Alzheimer que tienen problemas de conducta, pero
se usan con moderacion y no de forma rutinaria por razén de los serios efectos
secundarios, incluyendo eventos cerebrovasculares, trastornos extrapiramidales
y una reduccion cognitiva.

A lo largo de los ultimos anos en paralelo se han ido definiendo y desarrollando
un serie de dianas terapeutica y nuevas drogas basadas en todas las posibles al-
ternativas descritas hasta ahora [15, 16, 17, 19, 24, 25, 37, 38, 39, 62, 64, 67, 83].

Asi se han planteado farmacos que reduzcan la produccién de amiloide (Rosigli-
tazone, Semagacestat, o Tarenflurbil) , o basados en la desagregacion de los po-
limetros tanto de amiloide (Tramiprosate o EGCg), como de tau [13]; inhibidores
de quinasas de tau (GSK3, JNK, etc.) [2, 27, 56, 77], o estrategias innovadoras como
anticuerpos anti-amiloide [41] (Solanezumab, Bapineuzumab o IVIg), antioxidan-
tes o inhibidores de la sintesis de colesterol [44], como las estatinas, etc. Reciente-
mente los datos revisados en 2010 presentaban un panorama esperanzador, en el
sentido de que habia en marcha en Fase Clinica lll, entre 12-14 nuevos compuestos
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o nuevas formulaciones [55]. Si bien al final del pasado verano (2012) se presenta-
ron una serie de resultados negativos de casi todos estas nuevas drogas, indican-
do que no eran efectivos en enfermos de AE.

Todo esto plantea grandes preguntas sobre las aproximaciones y los modelos ani-
males y celulares que estamos usando para esta enfermedad y que son complejos
de resolver [22,36].

La falta de un diagnostico temprano ademas agudiza el problema a la hora de
usar o solo poder usar pacientes en un estado relativamente avanzado de la en-
fermedad lo que hace las pruebas clinicas de nuevos farmacos muy arriesgada en
cuanto al analisis e interpretacion de los resultados (Esta demasiado avanzada la
enfermedad cuando iniciamos los ensayos clinicos?.). Y una pregunta general mas
amplia sobre las causas de la patologia en los pacientes esporadicos [9, 20, 26,
47,61, 63, 85].

Perspectivas de futuro: Es cierto que desde los primeros analisis sobre las bases
moleculares de esta patologia , en anos 80, hemos acumulado una importante
cantidad de informacion que no puede ser infravalorada. Si bien hay datos sobre
como es el inicio concreto en pacientes esporadicos que nos seria fundamental
entender para proponer una hipétesis nueva o complementaria a la teoria ami-
loidogénica. Los condicionantes metabolicos, ya sean vasculares o troficos que
pueden desencadenar la patologia en la mayoria de pacientes humanos [1] hacen
que los algunos de los farmacos propuestos no sea efectivos o solo lo sean en las
poblaciones FAD.

Por otro lado, la limitacion de los modelos animales en uso determinan o pueden
condicionar el tipo de drogas que podemos buscar. El uso de modelos transgeéni-
cos conteniendo dos o tres genes humanos mutantes (APP, PS1y Tau) son impor-
tantes y tal vez no tenemos nada mejor pero se alejan muchos de la patologia
humanas.

El tercer gran desafio que presenta EA es |a obtencion de un set amplio biomarca-
dores que puedan generar un diagnostico fiable en etapas tempranas [42,43, 78].
Cuanto mas temprana sea esta diagnosis, las pruebas clinicas de fases lll, seran
mas fiables y mejor interpretables. Hay una corriente de opinion que sugiere que
si Alzheimer no es una unica patologia sino un grupo de sindromes con caracte-
risticas finales parecidas pero inicios diferentes nuestra busqueda de un farmaco
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Unico no podra tener éxito. Por tanto es obvio proponer que el analisis de terapias
combinadas deberia de ser una segunda opcion muy plausible.

10. Conclusiones

El estudio sobre las bases moleculares de esta patologia de Alzheimer ha permitido acu-
mular una importante cantidad de informacion que no puede ser infravalorada. El estudio
de las variantes genéticas ha permitido propone una hipétesis de trabajo en el que el pép-
tidos amiloide podria ser el causante de la patologia (al menos en este grupo de pacientes).
Ademas ha permitido generar y analizar una seri de modelos transgénicos conteniendo dos
o tres genes humanos mutantes (APP, PS1y Tau) que si bien son importantes y tal vez no
tenemos nada mejor, perosealejan en muchos aspectos de la patologia humanas.

Creemos que el estudio mas exhaustivo de los pacientes “esporadicos” seria fundamental
para entender mejor la base de la patologia en esta poblacion que es casi el 90%, para asi
poder proponer una hipétesis nueva o complementaria a la teoria amiloidogénica.

El otro gran desafio que presenta EA es la obtencion de un set amplio biomarcadores que
permitan generar un diagnostico fiable en etapas tempranas. Cuanto mas temprana sea
esta diagnosis, las pruebas clinicas de fases Il que se tiene que realizar en pacientes, seran
mas fiables y mas facil de interpretar.

Hay una corriente de opinion que sugiere que si Alzheimer no es una Unica patologia sino
un grupo de sindromes con caracteristicas finales parecidas pero inicios diferentes, si esta
hipétesis se pudiese sustentar mejor la busqueda de un farmaco Unico no tendria mayor
sentido. Por tanto es obvio proponer que el analisis de terapias combinadas deberia de ser
una segunda opcion muy plausible.
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DE LA NEUROPROTECCION A LA NEURORESTAURACION.
EVIDENCIAS DE LAS POTENCIALIDADES DE LA NEURO-ERITROPOYETINA (NEURO-EPO)

RESUMEN

En este capitulo los autores dan una amplia vision de las potencialidades que
tiene la eritropoyetina en su variante de Neuro-EPO aplicada nasalmente. Esta
molécula es muy similar a la endégena producida por los astrocitos del cerebro
humano. Hasta el presente constituye el unico derivado no eritropoyético de la
eritropoyetina que no tiene modificaciones quimicas en su estructura. Se discuten
y muestran sus potencialidades en modelos de isquemia cerebral. Asi como, su
caracter de gestor natural de lam Neuroproteccion endégena y su relacion con
la Neuroglobina (Ngb) proteina neuronal necesaria y base moleculares para el
desarrollo de los mecanismos de la Neuroproteccion endégena, tan necesarios
en la repuestas al normal envejecimiento, asi como su posible participacion en la
reparacion en los procesos patologicos agudos como la isquemia cerebral o en los
cronicos como la enfermedad de Parkinson o Alzheimer y en las enfermedades
genéticas como la Ataxia SCA-2.

Son discutidos los beneficiosos efectos del tratamiento con Neuro-EPO nasal
sobre poblaciones neuronales a nivel corticales y subcorticales. Demostrandose
la superior eficiencia de la Neuro-EPO por via nasal, al ser comparada con la
eritropoyetina humana recombinante cuando es aplicada intraperitonealmente
en modelos de isquemia cerebral.

Se discuten las ventajas del soporte tréfico durante el proceso del envejecimiento
cerebral y la participacion que tiene la Eritropoyetina en estos procesos. Desde
el propio neurodesarrollo hasta la restauracion neurologica. Potenciar las células
totipotenciales existentes en el cerebro humano constituye un reto y tal vez una
de las pocas vias seguras, factibles y bioéticamente aceptables para acometer
la necesaria neuro restauracion una vez que las acciones y funciones de nuestro
cerebro lo requieran.

Este capitulo ademas dispone de una amplia caracterizacion de las ventajas para
la produccion de la Neuro-EPO por la biotecnologia. Lo cual constituye un sélido
soporte para lograr en cantidades necesarias un neuroprotector de forma estable
y segura, que permitan un solido soporte para su utilizacion a gran escala y asi
satisfacer la creciente demanda a nivel mundial.

Finalmente un enfoque econémico se realiza a la actividad de neuroproteccion
farmacologica donde se introduce el término costo-efectividad de las posibles
alternativas terapéuticas, en aras de proporcionar las necesarias evidencias
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para un proceso de toma de decisiones informado por parte de las autoridades
sanitarias a los diferentes niveles.

1. Breve historia de la eritropoyetina

Hoy, en la segunda década del siglo XXI conocemos a la eritropoyetina (EPO)
como una hormona glicoproteica cuya funcién mas conocida es su participacion
en el proceso de eritropoyesis. Aunque, cada vez son conocidas otras importantes
funciones de la EPO, en particular a aquellas relacionadas con la supervivencia
celular en el sistema nervioso central (SNC).

Hace 150 anos, el médico francés Denis Jourdanet reconocié indirectamente la
relacion entre la menor presion parcial de oxigeno en sangre y la elevacion del
numero de eritrocitos cuando estudio los niveles de hematocrito en personas
que habian permanecido mucho tiempo viviendo en las alturas de los Alpes. El
describio que la sangre de estas personas era mas viscosa que las de sus pacientes
que vivian a menor altura. Friedrich Miescher describio, en 1893, la formacién de
eritrocitos como resultado de una disminucion de oxigeno en la médula 6sea.

No es hasta 1906, cuando el francés Paul Carnot y su colaboradora Catherine
Deflandre plantean por primera vez una hipotesis de que un factor humoral
podia regular la formacion de la sangre [1]. Su trabajo fue en el campo de la
experimentacion animal. Ellos aplicaron sangre de conejos sanos a conejos
anémicos, detectando que en estos ultimos, después del tratamiento los globulos
rojos aumentaban de forma significativa. Esta hipotesis fue objeto de fallidos
experimentos, los que se encaminaron a reproducir el reporte del resultado de
Carnot y Deflandre en 1906. Fue necesario esperar 42 anos hasta llegar al ano
1948 donde dos nefrologos finlandeses, Eva Bonsdorff y Eva Jalavisto le dieron el
nombre de eritropoyetina (EPO) a este factor [2].

No obstante estas realidades historicas, hoy se reconoce como el descubridor de
la EPO a Allan Jacob Erslev, quién publico, en 1953, los primeros articulos cientificos
en los que se probaba sin duda alguna la existencia de la EPO [3]. Otro importante
aporte es realizado en 1957 en la Universidad de Chicago donde Goldwasser y su
colaborador Leon Orris Jacobson pudieron demostrar que la EPO se forma en el
rindn [4], y fue aislada por vez primera de la orina humana 20 afos después por
Miyake, Kung y Goldwasser [5].
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En los ultimos 20 anos del siglo XX se produce una revolucion con las técnicas
del ADN recombinante. En esos momentos el escenario del conocimiento estaba
preparado para que en 1983, Fu-Kuen Lin, un empleado de Amgen, identificara el
gen de la EPO humana [6]. En 1984, Sylvia Lee-Huang, de la Universidad de Nueva
York, informé por primera vez la clonacion y expresion de EPO recombinante
humana (rhuEpo) en la bacteria Escherichia coli [7]; lo que luego fue logrado
también en células de mamifero (células CHO) [6]. De esta forma, se hizo posible
la produccion de rhu-Epo en grandes cantidades hasta el presente.

2. Funciones no eritropoyética de la EPO

La EPO, ademas de estimular la proliferacion, diferenciacion y maduracion de los
eritrocitos y otras células hematopoyéticas, lo cual le confiere reconocida eficacia
para el tratamiento de la anemia, se le han atribuido otros efectos fisiologicos
que la relacionan con el tratamiento de la isquemia cerebral a través de una
cascada de fosforilacion que incluye la via de la Janus kinasa-2 y la familia de
serina/treonina kinasa [8], y vias de transduccién de sefales y activadores de la
transcripcion [9] que convergen en el efecto sobre la familia de las proteinas BCL,
las cuales protegen las neuronas de la apoptosis.

Desafortunadamente, estos efectos se han logrado con la EPO que tienen un
elevado contenido de acido sidlico (resto de carbohidratos) en su estructura
que lo protege del metabolismo hepatico y por tanto es capaz de inducir la
eritropoyesis. Lo cual es un hecho indeseado ante un evento vascular. Ya que
cualquier incremento en la viscosidad de la sangre pude favorecer un nuevo
proceso trombético y complicar el cuadro clinico del paciente. Esta realidad se
hace mas critica por el hecho de que la EPO no atraviesa con facilidad la barrera
hematoencefalica, no existiendo una ventana de dosis terapéutica que permita
alcanzar niveles terapéuticos de la EPO en el SNC sin tener un efecto proliferativo
en las células sanguineas. Asi las cosas, en la ultima década se han desarrollado
un creciente nimero de derivados de la EPO que no presentan capacidad
eritropoyética pero si capacidad Neuroprotectora en el SNC.
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3. Variantes No eritropoyéticas con capacidad Neuroprotectora de la EPO

Recientemente, algunas nuevas eritropoyetinas sin la actividad eritropoyética han
sido desarrolladas. Estas nuevas moléculas, conservan su habilidad de proteger el
tejido nervioso ante diferentes lesiones, como la hipoxia. Estas nuevas moléculas
son: la Asialo Eritropoyetina (AsialoEPO) [10,11]; EPO carbamilada (CEPO) [12,13], y
la EPO con Bajo contenido de acido sialico (Neuro-EPO) [14-20].

3.1. AsialoEPO

La AsialoEPO conserva la accion de neuroprotectora y se obtiene por la
desializacion total de la EPO, es decir a través de un procedimiento enzimatico para
la eliminacion de todos sus residuos de acido sialico. Esta molécula mantiene la
misma afinidad por los receptores de la EPO y sus propiedades neuroprotectoras,
su vida en sangre es muy breve por lo cual no induce la eritropoyesis [21].

Erbayraktar y colaboradores, 2003 han mostrado la actividad protectora de la
AsialoEPO en modelos de isquemia cerebral, compresion de la médula espinal,
y la lesion del nervio ciatico. Adicionalmente, AsialoEPO protege en modelo de
rata de 7 dias de nacidas afectadas por isquemia hipoxia neonatal con efectividad
similar a lograda por la EPO [22].

3.2. CEPO

Otra molécula modificada de EPO que manifiesta Unicamente la accion
neuroprotectora sin la actividad de eritropoyética es la EPO carbamilada conocida
como CEPO. Esta se obtiene a través de la reaccion quimica de carbamilacion de
todoslos residuos del aminoacido lisina dando como resultado de EPO carbamilada
(CEPO) [23].

CEPO, similar a lo AsialoEPO, carece del efecto eritropoyético, pero mantiene
los efectos neuroprotectores en biomodelos de isquemia cerebral, neuropatia
diabética, y encéfalo mielitis autoimmune experimental. Estos efectos son hasta
cierto punto, comparables a los obtenidos con EPO [24].

Es importante notar que CEPO tiene una afinidad minima para el receptor de la
EPOYy que sus efectos son mediados por un receptor diferente al receptor de la EPO
(EPOR). Se postula que su accién es mediada por un monémero del EPOR unido a
un dimero del receptor comun (CR) [25]. Otra investigacion realizada en modelo
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de isquemia cerebral focal en rata, demostré que el tratamiento intravenoso con
CEPO logré recuperacion funcional de los animales lesionados y tratados [26].

Un creciente numero de resultados experimentales preclinicos avalan las
propiedades neuroprotectoras de la CEPO en diferentes lesiones del SNC[27-29]
asi como su seguridad para no alterar sobre la homeostasis de la sangre en los
modelos donde ha sido aplicada [30].

3.3. Neuro-EPO

Durante la produccion biotecnolégica de rHu-EPO, son obtenidas varias isoformas
con contenido diferentes de acido de sialico. Cuando el contenido de acido
sialico por mol de proteina es menor de 10, es considerada ésta EPO que tiene
insuficiente proteccion para ser usada como agente eritropoyético, ya que su vida
en sangre sera relativamente corta y sera degradada en el higado. A través un
proceso tecnologico que se explica mas adelante en este capitulo, esta proteina
es obtenida a través de diferentes pasos de purificacion hasta obtener una forma
de eritropoyetina con bajo contenido de acido sialico que hemos denominado
Neuro-EPO. Este nombre viene dado por su similitud a la que se sintetiza en el
cerebro mamifero [16]. La Neuro-EPO cuando pasa a la sangre es rapidamente
degradada por las proteasas hepaticas, por lo cual no puede hacer su efecto
inductor de la sintesis de nuevos eritrocitos.

Por lo tanto, esta molécula deberia ser administrada por una ruta no sistémica,
como la ruta de intranasal, para prevenir su degradacion hepatica. La
administracion intranasal de Neuro-EPO ha demostrado ser segura; la molécula
alcanza el cerebro rapidamente, no estimula la eritropoyesis después de los
tratamientos agudos, y ha evidenciado la necesaria eficacia en algunos modelos
de roedor con isquemia cerebral y en primates no humanos su paso al cerebro. La
Neuro-EPO ha sido efectiva en los estudios preclinicos en diferentes biomodelos
de enfermedades neurodegenerativas. La Neuro-EPO se ha desarrollado como un
nuevo producto para el tratamiento de la fase aguda del infarto cerebral [14,15
v 17] asi como en modelos no transgénicos de la enfermedad de Alzheimer [31].
Una descripcion mas detallada de los efectos en modelo de la enfermedad de
Alzheimer aparece en el Capitulo “I” de este libro.
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4. La Neuroproteccion endogena y la relacion Neuro-EPO y Neuroglobina

Como enfrentar el dafno que produce la concomitante perdida del nivel critico
de oxigeno y de glucosa, por la caida subita del flujo sanguineo cerebral en
una determinada region del encéfalo, constituyen un reto no superado por las
neurociencias del siglo XXI.

Es nuestro criterio que potenciar la neuroproteccion endégena es una de las
estrategias mas prometedoras para lograr en el menor tiempo posible, el
menor dano al cerebro después de una isquemia cerebral. Sin lugar a dudas,
esto constituye una alternativa terapéutica rapida y segura. En esta sesion
pretendemos de forma muy breve explicar nuestra vision de como realizar ésta
estrategia y explicar los avances logrados por nuestro grupo y de otros colectivos
cientificos que trabajan también en esta direccion.

Existe hoy un amplio consenso de que la Neuroglobina (Ngb) tiene funcion
neuroprotectora endégena sobre las neuronas del SNC de los mamiferos [32]. La
Ngb es una de las proteinas de la gran familia de las globulinas y esta expresada
especificamente en las neuronas del cerebro.

Un creciente niumero de evidencias han demostrado que la Ngb es un Unico
neuroprotector endégeno que se sobre expresa al nivel de las neuronas después
de un ataque isquémico, lo cual, fuertemente sugiere su importante contribucion
en los mecanismos endogenos, a nivel neuronal en la respuesta al infarto cerebral.

Es conocido que en los ultimos 20 anos, mas de cien ensayos clinicos desarrollados
para evaluar putativos neuroprotectores contra la isquemia cerebral, con accién
demostrada en disimiles puntos de la denominada cascada de la isquemia
cerebral (Figura 1), con accién inhibidora o bloqueadora de pasos aparentemente
criticos en esta cascada han tenido un fallo rotundo. Asi las cosas, hemos llegados
hasta la segunda década del siglo XXI sin poder asignar la esperada categoria de
neuroprotector isquémico a ninguno de los farmacos desarrollados y-o evaluados
hasta el presente.

Sinembargo, todo este esfuerzo ha permitido disponer de un nivel de conocimiento
a nivel molecular, que lo podemos considerar como enorme y tal vez para
algunos insuficientes para el proposito deseado. Pero para otros, existen nuevas
posibilidades de lograr la anhelada neuroproteccion partiendo del conocimiento
alcanzado en las multiples investigaciones. En particular, los estudios de pre-
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condicionamiento han demostrado la activacion de mecanismos proteccionistas
endogenos, que pueden prevenir o sensiblemente limitar el dano al cerebro post
isquemia.

Isquemia
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Figura 1: Cascada de eventos bioquimicos que se producen en la isquemia cerebral.

El potenciar estos mecanismos de la proteccion endégena podria ser la mas
prometedora de las estrategias para desarrollar las nuevas terapias contra la
isquemia cerebral y otros desordenes como la Enfermedad de Alzheimer y el
envejecimiento. Con este punto de vista, se nos presenta con absoluta claridad
la Ngb (globina oxigeno-obligatoria) la cual favorablemente y especificamente se
expresan en las neuronas del cerebro.
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La expresion del gen de la Ngb se correlaciona inversamente con la severidad del
daio histolégico y con el déficit funcional después del ataque isquémico [33-36].
Adicionalmente, la perdida Ngb acelera el deterioro del area del cerebro afectada
por la hipoxia isquémica [37].

Por ser la Ngb una proteina del intracelular, la posibilidad de incrementar sus
niveles por aporte exdgeno es considerada una terapéutica impracticable, sobre
todo si tenemos en consideracion las caracteristicas del encéfalo y su selectiva
proteccion y complejidad funcional y la disimil y notable alteracion reinante, que
pudiéramos considerar como un caos celular que se genera por el evento de la
hipoxia-isquémica. A pesar de las realidades expresadas, nuevos acercamiento
han dado indicios que se pueden potenciar, al menos al nivel preclinico los niveles
de expresion de la Ngb en diferentes modelos de isquemia cerebral.

Recientes publicaciones demostraron que la Ngb participa en los mecanismos de
la neuroproteccion logradas por algunos compuesto, logrando un incremento de
los niveles de expresion de la Ngb en regiones especifica del encéfalo hipoxico—
isquémico. Entre los farmacos utilizados esta el acido Valproico [38]; 17 beta-
estradiol [39] y nuestros resultados con la aplicacién nasal de la Neuro-EPO [40].

Proponer una explicacion de los mecanismos de accion de la Neuro-EPO intranasal
en la modulacién de la expresion de la Ngb durante el tratamiento de la fase
aguda de la isquemia, constituye uno de los objetivos a desarrollar. Sin embargo
podemos especular que estas moléculas (Neuro-EPO y Ngb) pueden favorecer
los mecanismos de restauracion y neuroplasticidad en los animales isquémicos,
postulados por nuestro grupo de investigacion [16].

Un putativo mecanismo a nivel neuronal que explica incremento de los niveles
de Ngb por la aplicacion de Neuro-EPO en modelos de isquemia cerebral se ilustra
en la Figura 2.

De confirmarse ésta hipotesis a nivel clinico, abriria nuevas posibilidades
terapéuticas para estimular la regeneracion del tejido y la recuperacion de areas
cerebrales usando un método seguro y no invasivo, como es la via intranasal.
Constituyendo la aplicacion de la Neuro-EPO una forma eficiente y segura de
potenciar la neuroproteccién endégena en el cerebro isquémico [40].

Los resultados obtenidos en los modelos de isquemia cerebral con la aplicacién
de la Neuro-EPO por la via intranasal, demuestran el paso de la molécula al SNC.
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Figura 2: La Neuro-EPO se enlaza al receptor dimérico de la EPO y estimula la actividad quinasa JAK2 dando
como resultado la fosforilacion de JAK2 y del receptor de la EPO. La JAK2 activada iniciard una traduccion de
sefiales moleculares tales como: STAT-5, MAPK, ERK, Pl (3) K/AKT y IKB, el cual adquiere la forma disociada
NFKB. EI NFKB y STATs penetran al nticleo neuronal, se enlazan al DNA y transcriben genes neuroprotectores
como EPO; EPOR; bclz2 y posiblemente el gen de la Ngb, el cual evitard la muerte neuronal por apoptosis a nivel
mitocondrial, interactuando por ejemplo Cyc 1 e inhibiendo la generacion de especies reactivas del oxigeno en
el complejo Il mitocondrial y evitando la liberacion del Cyt c3 al espacio citoplasmatico y el desencadenamien-
to de mecanismos de apoptosis. Probablemente, otras funciones a este nivel como lograr una mayor eficiencia
de la cadena respiratoria, al nivel del Complejo 2 y 3 garantizando los niveles de oxigeno para la formacion de
ATP. Nuestra hipdtesis es que existe un ciclo de la Ngb a nivel de membrana citoplasmdtica hasta la membrana
mitocondrial para el transporte de oxigeno (representado con flechas discontinuas), el cual se estimula por la
Neuro-EPO en condiciones de hipoxia.

Su efecto terapéutico en la estructura morfolégica y la funcion cerebral y su
seguridad en la fase aguda del infarto cerebral tanto en modelos de isquemia
e isquemia reperfusion, sugiriendo asi el efecto neuroprotector y su capacidad
de potenciar la neuroproteccion endégena a través de un incremento sostenido
de los niveles de expresion de la Ngb, al menos hasta 5 semanas post infarto
isquémico y con tratamiento de Neuro-EPO por la via intranasal [40].
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A continuacion describiremos los aspectos tecnolégicos mas relevantes de la
obtencion de la Neuro-EPO.

La Neuro-EPO es una solucion de la Eritropoyetina humana recombinante de bajo
contenido de acido sialico (EPObas) en una solucién polimérica de HPMC que se
administra por via nasal. El ingrediente farmacéutico activo es la Eritropoyetina
humanarecombinante de bajo contenidodeacidosialico (EPObas) la cual se obtiene
de la purificacion de Eritropoyetina a escala industrial en el paso cromatografico
de intercambio iénico. Con este ingrediente activo se ha desarrollado una
formulacién neuroprotectora contra daios al sistema nervioso central (SNC) que
ha sido evaluada en diferentes modelos animales. Este efecto se logra a través de
la potenciacion de mecanismos antiapoptoéticos, antiinflamatorios, neurotréficos
y modulatorios de la excitabilidad neuronal. Su accién esta mediada por los
receptores que se encuentran en las paredes de los vasos sanguineos cerebrales;
los astrocitos y las neuronas.

5. Descripcion del proceso productivo

5.1. Proceso de fermentacion para la produccion de Eritropoyetina Humana
Recombinante isoformas bdsicas para la tecnologia de tanque agitado.

5.1.1. Descongelacion

El primer paso del proceso de produccion es la descongelacién de un ampula
del banco de trabajo. Las ampulas deben contener una cantidad de células > 5
X 106 células con una viabilidad > 8o %. Una vez descongeladas, las células se
resuspenden en medio libre de proteinas, luego se siembran en frascos “T” para
comenzar la expansion. La operacion se realiza en cabina de flujo laminar.

5.1.2. Expansion en frascos “T”

Las células resuspendidas en medio fresco libre de suero, se incuban en frascos
“T” de cultivo de 175 6 225 cm2 a una concentracion inicial > 0,25 x 106 células/
mL. El proceso debe durar entre 48 y 96 horas hasta alcanzar una masa celular
confluente. La operacion se realiza en condiciones asépticas bajo cabina de flujo
laminar.
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5.1.3. Expansion en Botellas Rotatorias

Una vez confluente la suspension celular proveniente de los frascos “T” de 175 6 225
c¢m2 se une para ser sembrada en botellas rotatorias > 0,25 x 106 células/mL. Esta
etapa debe durar alrededor de 7- 9 dias y se alcanza una masa celular total > 500
X 106 células. A continuacion las células se transfieren a otras botellas rotatorias
con medio de cultivo fresco. Luego de 3 6 4 dias de cultivo, debe alcanzarse una
densidad celular > 0,6 x 106 células/mL.

5.2. Inéculo a partir de Botellas Rotatorias

Se toma una muestra de 1 mL de cada botella rotatoria para cuantificar a las
células y determinar la viabilidad celular. Se seleccionan las botellas rotatorias que
se emplearan en la confeccién de in6culo teniendo en cuenta que el nimero de
células totales debe ser > 3 000 x 106, la viabilidad celular > 80 % y el volumen de
suspension celular total es 5 L. La suspension celular proveniente de cada botella
rotatoria de 500 mL es trasvasada hacia el frasco de inéculo de 5 L.

5.2.1. Fermentacion de produccion en fermentador de 30 L

Verificada la esterilizacion se comienza el proceso de inéculo del fermentador a
partir de botellas rotatorias. Una vez que el indculo esté listo y ha sido aceptado
se transfiere al fermentador semilla. Una vez que las células alcanzan la densidad
celular maxima > 1,0 x106 células/mL, se comienza a adicionar el medio de cultivo
hasta alcanzar el volumen de trabajo de 30 L y la poblacién celular sea mayor
que 24 000 X 106 células. Una vez completado el volumen de trabajo se inicia
el proceso de perfusion con el objetivo de incrementar la biomasa. Cuando se
alcance una cantidad de células totales mayor de 60 ooo millones se procedera
a transferir el volumen de sobrenadante que contiene la cantidad de células
requeridas hacia el fermentador de 1000L. Durante la fermentacion, alrededor de
4 dias se dedican a crecer el cultivo en la fase a templa y mas de 15 dias al proceso
en perfusion.

5.2.2. Fermentacion a escala de produccion de 1000 L

El propdsito del Fermentador de Tanque Agitado 1000L, es |a obtencion de sobre-
nadante rico en Eritropoyetina humana recombinante (EPOhr) a partir del cultivo
de las células CHO-TA encargadas de su excrecion. (Figura 3)
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Figura 3: Vista del Fermentador.

5.2.3. Cosechas

La cosecha se comienza una vez que se inicia la perfusién y/o el cultivo continuo.
Se colecta en bolsas estériles y apirogénicas de 500 L, 1000 L 6 2 500 L. Una vez
llena la bolsa de cosecha, se retira la misma y se filtra por una bateria de filtros
cuyo poro inferior es de 0,22 pm.

5.3. Proceso de purificacion para la produccion de Eritropoyewtina Humana
Recombinante isoformas bdsicas para la tecnologia de tanque agitado.

5.3.1. Cromatografia de pseudo-afinidad Blue sepharose Fast Flow

El primer paso se realiza empleando la cromatografia de afinidad. El objetivo de
este paso es la captura de Eritropoyetina y la eliminacién parcial de los principales
contaminantes presentes en el sobrenadante.
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5.3.2. Cromatografia de pseudo-afinidad por quelatos metalicos

Este paso se realiza empleando la cromatografia de afinidad por quelatos
metalicos. El objetivo de este paso es la captura de la Eritropoyetina y la
eliminacion total de la fraccion de contaminantes que no fueron removidos en
los pasos anteriores del proceso.

Después de equilibrada la columna, se aplica la elucién del paso anterior y
finalizada la aplicacion, se continta pasando solucion de equilibrio, luego se
hace circular a través de la columna buffer de elucion permitiendo que eluya
el ingrediente activo. La elucion de la matriz se filtra y almacena a 40C, para su
posterior tratamiento.

5.3.3. Cromatografia de intercambio i6nico

Este paso se realiza empleando la cromatografia de intercambio idnico. El objetivo
de este paso es la separacion de las isoformas acidas de las basicas, la remocion
de ADN y realizar la concentracion del producto. En este paso se eleva la pureza
del ingrediente activo por encima del 98 %.

5.3.4. Cromatografia de filtracion en gel

Esta operacion se realiza empleando una cromatografia de exclusion por tamano.
Este paso tiene como objetivo realizar un cambio de buffer de la proteina, dando
lugar asi a la materia prima activa.

Una vez terminado el paso cromatografico se realiza la filtracion esterilizante del
producto.

Finalmente se realiza la higienizacion, la limpieza y el mantenimiento de la
columna.

Para la higienizacion se aplica la solucion NaOH o,5 M, para la limpieza se emplea
la solucion NaOH 1 MYy la solucién de mantenimiento es NaOH 0,01 M.

5.3.5. Ultrafiltracion/Diafiltracion. (Etapa de concentracion)

El pool de MPA es concentrado a través de una membrana de polyetersulfona
de 10 kDa, hasta alcanzar una concentracion de proteina dentro del intervalo
establecido en las especificaciones del IFA.
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La etapa de concentracion consiste en reducir el volumen total del pool de la
elucion de las isoformas basicas hasta alcanzar un intervalo de concentracion de
proteina entre 1,8 y 2,4 g/L.

Ajuste de la concentracion final y adicion de Tween 8o.

Luego de obtener la concentracion deseada, se procede a la adicion de Tween 8o
segun la masa de proteina, con el objetivo de estabilizar la proteina en el tiempo.

5.3.6. Filtracion esterilizante

El objetivo de este paso es mantener el producto libre de contaminaciéon micro-
biana hasta que se someta al proceso de formulacion. El paso de filtracion se rea-
liza con filtros cuya membrana tiene una porosidad de 0,2 ym y su material de
construccion es inerte con relacion al producto, los mismos estan acoplados a
bolsas de 5L estériles y apirogénicas en donde sera almacenado el producto a 40C

(Figura ).

Figura 4: Vistas de los diferentes procesos industriales de obtencion de la Neuro-EPO.

5.3.7. Formulacién

La formulacién de la Neuro-EPO esta compuesta por varios excipientes, los cuales
tienen un proceso previo de preparacion antes de ser utilizados en el formula-
do. Estas preparaciones consisten en la obtencion del polimero concentrado y la
obtencion de la solucion estéril concentrada de isotonizante, promotor de absor-
cion. (Patente: Formulaciones nasales de EPOrh con bajo contenido de acido sia-
lico para el tratamiento de enfermedades del sistema nervioso central. No.2758-
2008, 2009).
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Finalmente presentamos un enfoque econémico de la actividad de neuroprotec-
cion farmacolégica con el objetivo de minimizar las barreras de acceso a los siste-
mas de salud publica. en aras de proporcionar las necesarias evidencias para un
proceso de toma de decisiones informado por parte de las autoridades sanitarias
a los diferentes niveles.

6. Los aspectos economicos en el entorno de la evaluacion e introduccion de las
tecnologias sanitarias

La mélecula Neuro-EPO se inserta en un entramado complejo de potencialida-
des de intervencion farmacolégica dirigidas a la neuroproteccion que va desde:
el reconocimiento de la cascada isquémica que ha representado una de las opor-
tunidades de intervencion farmacolégica [41] los flavonoides para los que se han
descrito efectos protectores en diversas condiciones patolégicas como la isque-
mia cardiovascular, diabetes mellitus, hipercolesteremia, la ateroesclerosis y el
cancer [42], hasta las potencialidades aportadas por las nanotecnologias como
estructuras transportadoras de sustancias activas con fines neuroprotectores 6
como potenciadores de la neurogénesis y migracion de células de una zona del
cerebro a otra [42] No obstante, este aparente prometedor y prolijo entorno, des-
afortunadamente hasta hoy no muestra resultados clinicos concluyentes a favor
de ninguno de los candidatos.

El éxito del enfrentamiento del problema de salud que representan hoy las
enfermedades neuroy heredo degenerativas dependera nosélode que finalmente
se logre contar con una terapia que “genere beneficios y efectos perdurables por
influir de manera favorable sobre la etiologia o patogenia subyacente impidiendo
o demorando el inicio de la enfermedad o el deterioro clinico gradual” , de manera
segura, eficaz y efectiva, sino que sera necesario que devenga en una tecnologia
eficiente tal que se viabilice el acceso a ella por parte de grandes poblaciones.

En consecuencia, la contemporaneidad se distingue por que al evaluar una
tecnologia sanitaria se examinan las consecuencias clinicas, sociales, econémicas
y legales que se producen a corto y largo plazo derivadas de su uso. En este
contexto se visualiza cada vez con mayor fuerza y claridad la incorporacion de
preguntas tales como: ;qué tecnologia debera introducirse para el uso por las
grandes poblaciones? y ;quién debera asumir el financiamiento de estas? Entre los
elementos a considerar para responder estas interrogantes estan los de naturaleza
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econoémica. Por ello cada vez con mayor frecuencia se puede encontrar en las
agendas, tanto de las agencias o autoridades reguladoras de medicamentos, los
directivos de los sistemas de salud como de la poblacion en general la exigencia
de considerar aspectos relativos a los costos y su relacion con los resultados en
salud aportados por las nuevas propuestas farmacologicas.

Desde la ultima mitad del siglo pasado y hasta nuestros dias se observa como
aumentan los paises que reconocen desde su marco legal que para el registro de
una nueva tecnologia sanitaria, digamos por ejemplo un medicamento, debera
contarse con elementos probatorios ya no solo de su seguridad, eficacia y efecti-
vidad sino que también deberan aportarse evidencias de la eficiencia. Este Gltimo
requisito alcanza especial relevancia para fines como establecer precios, incluir
tecnologias entre aquellas financiadas por los fondos publicas o definir politicas
reembolso. Esto se basa en que generalmente los recursos disponibles no alcan-
zan para financiar todas las nuevas tecnologias que se necesitan y han probado
ser seguras y eficaces. Se trata de priorizar, en términos de financiamiento publico
y garantia de acceso aquellas tecnologias que aporten valor en relacion con el
coste que suponen para la sociedad [43,44].

En los anos 9o del pasado siglo comenzo el proceso de incorporacion de los aspec-
tos econémicos por parte de las jurisdicciones y agencias reguladoras o evaluado-
ras de tecnologias sanitarias. Australia, en 1993, fue el primer pais en considerar
los elementos adoptados por las evaluaciones econémicas para la decision del
reembolso financiero de los medicamentos. En el Reino Unido, desde la creacion
del National Institute for Health and Clinical Excellence (NICE) en 1999, depen-
diente del Servicio Nacional de Salud, constituye probablemente la piedra angu-
lar en la formalizacion de los aspectos econdémicos a través de la exigencia de
la presentacion de resultados de evaluaciones econémicas como soporte para la
toma de decisiones en salud para Inglaterra y Gales. Ademas paises como: Bélgi-
ca, Dinamarca, Finlandia, Irlanda, Holanda, Noruega, Portugal, Suecia, Hungria,
Nueva Zelanda, Korea, Canada, Suecia y Alemania han incorporado de manera
formal el uso de la evaluacion econémica de tecnologias sanitarias [45]. En Chile,
recientemente, economistas de la salud han propuesto que la naciente Agencia
Nacional de Medicamentos incorpore la solicitud de los elementos de corte eco-
némico [46]. Otra de las expresiones de cdmo el tema va ganando espacio ha sido
la emision de guias metodologicas a nivel nacional. En la region de Latinoamérica,
Brasil, México, Colombia y Cuba ya han establecido los lineamientos esenciales
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para la evaluacion econémica a través de la emision de guias metodologicas lo-
cales [47,48].

En la actualidad existen dos indicadores fundamentales que constituyen la evi-
dencia de en qué medida puede considerarse eficiente una nueva tecnologia sa-
nitaria: el impacto presupuestario y la razon costo efectividad. El primero se re-
fiere a la necesidad de contar con un estudio que permita evaluar si la autoridad
puede efectivamente financiar la introduccion de la nueva tecnologia para toda
la poblacion. El segundo se calcula a través de la realizacion de una evaluacion
econdémica (EE).

Una EE se define como un analisis comparativo de cursos alternativos de accion,
en términos de sus costos y consecuencias [49] .

Evaluaciones econdmicas

Tecnolozia & ,

Impacto en la =alud

Impacto en log costos

Decizion

Impacto en la =alud

TecnologiaB<

Impacto en log coztos

Figura 5. Representacion esquemadtica de la evaluacion econémica como andlisis comparativo de cursos de
accion alternativos sobre la base de la relacion entre sus efectos en la salud y sus costos.

Existen 4 tipos fundamentales de estudios de evaluacion econémica:

+ Estudio de minimizaciéon de costos (EMC): Se comparan una o mas opciones
que tiene el mismo resultado sanitario en igualdad de circunstancias y con
los mismos riesgos y efectos secundarios. Solo se comparan los costos netos
directos de las alternativas para identificar la menos costosa.
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+ Estudio de costo-beneficio (ECB): Forma de evaluacién econémica en la que
tanto los costos como las consecuencias vienen expresados en términos mo-
netarios.

+  Estudio costo-efectividad (ECE): Se identifican y cuantifican los costos y los re-
sultados de diversas opciones o procedimientos alternativos para alcanzar un
mismo objetivo, donde los costos vienen expresados en términos monetarios
y las consecuencias (efectos) en unidades fisicas o naturales.

+ Estudio de costo-utilidad (ECU): Se identifican y cuantifican los costos y
los resultados de procedimientos alternativos para alcanzar un mismo
objetivo, donde los costos vienen expresados en términos monetarios y
las consecuencias (utilidades percibidas y valoradas subjetivamente por los
usuarios) en términos de calidad de vida percibida o periodos de tiempo
saludable. Por ejemplo: Aios de vida ajustados por calidad (QUALYS o AVAC) y
Ahos de vida ajustados por discapacidad (DALYS o AVAD).

Una vez identificados y valorados los resultados en la salud y los recursos, es ne-
cesario relacionarlos para comparar la eficiencia de cada opcion. Para esto se debe
en primer lugar calcular los valores medios de las razones costos efectividad de
cada opcion en estudio y posteriormente realizar el analisis incremental donde se
comparan, entre pares, las razones costos/resultados de las opciones 5o0.

La razon costo efectividad incremental, se calcula a través de la siguiente formula:

CEI= (costo ,— costog)
efectividad ,— efectividad,
4 B

donde: CEl: razén costo efectividad incremental
costoA: costo de la tecnologia A

costoB: costo de la tecnologia B
efectividadA:efectividad de la tecnologia A

efectividadB: efectividad de la tecnologia B
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Otra opcion para el analisis de esta razon es la representacion grafica en un plano
denominado de costo efectividad.

Costos
A +
v I
Mas costoso y menos Mas efectivo y mas
efectivo que A costoso que A
- ® Efectos
- +
III
II
Menos efectivo y menos Mas efectivo y menos
Ccostoso que A Costos0 que A
‘-

A= Programa alternativo que se emplea como comparacion.

Figura 6. Plano del costo efectividad

Cuando la tecnologia en estudio clasifica en los cuadrantes Iy IV la toma de deci-
sion no representa grandes complicaciones. Por una parte, si la nueva tecnologia
se ubica en el cuadrante Il significa que “domina” a la referencia en tanto logra
mayor efectividad a menor costo, lo que la convierte en la opcion a elegir desde la
perspectiva de la eficiencia, esta situacion es muchas veces la deseada pero pocas
veces se observa en la practica; por otra parte si la nueva tecnologia se ubica en el
IV cuadrante se considera como “dominada” o superada por la de referencia, pues
representa mayores costos para lograr menores efectos, lo cual inclina la decision
hacia su desestimacion. Cuando las nuevas tecnologias sanitarias toman valores
de costos y efectos tales que las ubican en los cuadrantes | y Il la decision pasa
por la definicion previa de criterios de decision. En el cuadrante Ill se logran me-
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nores efectos a menores costos vs. la ubicacion en el cuadrante | que representa
el logro de mayores efectos pero esto a su vez implica costos mayores, para juzgar
en que medida el incremento en la efectividad justifica o compensa el costo adi-
cional es necesario un criterio de juicio o regla de decision.

En principio, cuanto mayor sea la razén costo efectividad, menos eficiente sera la
tecnologia respecto de su comparador, no obstante la valoracion absoluta del va-
lor se torna dificil pues el juicio de si elegir o no una tecnologia dependera inexo-
rablemente del comparador empleado, lo cual se complica en el escenario publico
donde la asignacion del financiamiento incluye tecnologias dirigidas a diversos
problemas de salud donde no siempre se cuenta con comparadores comunes. De
aqui que el analisis persé de las razones costo efectividad media o incremental
presenta un desafio adicional. ;Coémo establecer si un valor dado de costo por
unidad de efectividad es demasiado alto o bajo para determinado contexto his-
torico y geografico? Ante esta preocupacion algunos investigadores han tomado
como referencia el valor del PIB per capita, por ejemplo Brasil, Uruguay y México
y han fundamentado el analisis en que cualquier opcion que represente un costo
por unidad de resultado mayor que la produccion media del pais no deberia con-
siderase como viable. Esta solucién no es compartida por todos los estudiosos del
tema, otros paises, por ejemplo Inglaterra, han establecido un valor umbral (entre
20000. oolibras y 30000.00libras) por debajo del cual se considera pertinente el
financiamiento de la tecnologia sanitaria con fondos publicos, Australia estable-
Ci6 50000.00 délares.

Figura 7. Plano del costo efectivi-
dad. Reglas de decision sobre la
base de un valor umbral de costo

- - .valor umbral efectividad

Siempre adoptar

4 costos

o st  efectividad

Biempre adoptar

o
| Siempre adoptar
\
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En la actualidad el desarrollo de un neuroprotector debera enfrentar un reto adi-
cional: demostrar ser una alternativa costo efectiva como requisito ineludible
para la sociedad contemporanea en aras de garantizar un uso racional de los re-
cursos disponibles, asi como de velar por la garantida de la equidad, al menos en
términos de acceso a las tecnologias sanitarias. Este es otro de los importantes
retos que ha de enfrentar la Neuro-EPO para ser conceptualizada como un neuro-
protector, entonces y solo entonces habra pasado la prueba de la vida.

7. Conclusiones

En conclusion, la estrategia de neuroproteger en el infarto cerebral y otras alte-
raciones neurodegenerativas es actualmente muy discutida entre los clinicos. Sin
embargo, es una propuesta de la investigacion en las Neurociencias con un fuerte
basamento tedrico y sélidos resultados preclinicos con moléculas como la Neu-
ro-EPO donde se ha encontrado un uso muy importante en enfermedades cere-
bros vasculares y degenerativos que la convierte en un excelente candidato como
citoprotector y potenciador de la neuroproteccion endégena.

La demostrada eficacia y seguridad de la Neuro-EPO, unida a su aplicacién no in-
vasiva permiten un amplio espectro para su aplicacion clinica y profilactica. Estos
incluyen la fase aguda de trastornos como la isquemia cerebral a su aplicacion
en tratamientos crénicos como la enfermedad de Alzheimer o el envejecimiento
cerebral.

Los ensayos clinicos, ya iniciados, seran la prueba de concepto que ha de pasar la
Neuro-EPO para que pueda alcanzar la categoria no lograda hasta hoy por ningun
farmaco desarrollado hasta el presenta, que no es otra que la ser conceptualizado
como Neuroprotector.
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LA APLICACION DE BIOMARCADORES A LA BfJSQUEDA DE NUEVAS FARMACOTERAPIAS
PARA EL TRATAMIENTO DE LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neurodegenerativo que se ca-
racteriza por una pérdida severa de la memoria y un declive funcional, y represen-
ta la mayoria de los casos de demencia en los adultos mayores. Se estima que los
casos de la EA en todo el mundo en el afio 2050 sera de alrededor de 8o millones y
aproximadamente el 20% de estas personas estaran ubicados en paises de Centro
y Sur América. Actualmente, no hay tratamiento disponible para curar la EA, y el
diagnéstico definitivo sélo se puede hacer verificando los hallazgos neuropato-
l6gicos de la EA post-mortem, las placas seniles (agregados de la proteina Beta
amiloide) y ovillos neurofibrilares (compuesta de proteina tau hiperfosforilada).
Por otra parte, las cargas sociales y econdmicas asociadas con la EA apuntan a
ejercer presiones significativas sobre los paises desarrollados y en desarrollo por
igual. Por ende, la investigacion se ha enfocado en el desarrollo de nuevos bio-
marcadores que sean fiables para el diagnostico de la EA en sus fases iniciales ya
que es imprescindible controlar la progresion de la enfermedad. Se puede medir
en liquido cefalorraquideo (LCR) los niveles de Beta amiloide (1-42), proteina tau
total (T-tau), y la proteina tau fosforilada en la treonina 181 (P-tau181), y han sido
incorporados como biomarcadores para el diagnostico de la EA en la actualizacion
mas reciente de los criterios para el diagnostico de la EA. El uso de estos biomar-
cadores en combinacion con técnicas de imagenes cerebrales y pruebas cogniti-
vas representan el enfoque mas eficaz para el diagnéstico de la EA, pero queda
mucho por descubrir. Muchos esfuerzos estan en marcha para descubrir nuevos
biomarcadores medidos en sangre que son mas viables en términos de costo y
obtencion asi como en su potencial para aplicaciones en ambientes clinicos. En el
presente capitulo se revisa la evidencia sobre biomarcadores de la EA y direccio-
nes futuras en la investigacion para el descubrimiento de nuevos biomarcadores.

1. Introduccion

A nivel global, los patrones demograficos reflejan un aumento notable en el por-
centaje de la poblacion en la tercera edad. Este incremento en la expectativa de
vida es consecuencia de tendencias positivas en los estandares socioeconémicos
y avances médicos y tecnologicos, pero trae consigo un aumento en la incidencia
de enfermedades cronicas asociadas a la edad avanzada. Entre las enfermedades
mas comunes en personas envejecidas se encuentran las neurodegenerativas,
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condiciones que hasta el momento no se han podido prevenir ni curar. La enfer-
medad de Alzheimer (EA), el trastorno neurodegenerativo mas frecuente en la
edad avanzada, representa un problema de salud publica de alta prioridad. Se es-
tima que 0.5% de la poblacion global padece de alguna forma de demencia, cifra
que se duplicara en los proximos 20 anos. De acuerdo a la Organizacion Mundial
de la Salud', la EA contribuye a mas del 11% de los anos vividos con discapacidad
en personas mayores de 60 anos, una cifra que supera el impacto de las enfer-
medades cardiovasculares y el cancer. A nivel global, el impacto econémico de
la demencia no discrimina entre paises ricos y pobres. Actualmente, se estima
que 50% de las personas con demencia vive en paises de alto ingreso, y el otro
50% vive en paises de mediano y bajo ingreso. Sin embargo, se espera que en las
siguientes décadas 70% de los casos de demencia provengan de paises de bajo y
mediano ingreso?.

El objetivo principal de la investigacion relacionada a la EA es retardar o detener
el progreso de la demencia. El diagnostico temprano es esencial, ya que se conoce
que los procesos neurodegenerativos se manifiestan afnos antes de que aparez-
can sintomas conductuales. En el caso de la EA, el diagnostico se basa en la eva-
luacién clinica y neuropsicolégica (pudiendo excluir otras causas de demencia),
pero el diagnostico definitivo solo se obtiene mediante la evaluacion histopato-
l6gica del tejido cerebral. La presencia de conglomerados anormales de proteinas
intracelulares (tau hiperfosforilado) y placas seniles (Beta amiloide) representan
la neuropatologia caracteristica de un cerebro afectado por la EA. La literatura
cientifica sugiere que en pacientes con la EA la precision del diagndstico oscila
entre 60-90%, y principalmente el diagnostico se obtiene cuando el paciente esta
en etapas avanzadas de deterioro funcional [1-3]. Durante etapas tempranas de
la EA, cuando la intervencion pudiera ser mas efectiva, el diagnostico preciso se
dificulta debido a que los sintomas tienden ser indistintos y poco definidos.

Debido a que el diagnostico de la EA no es simple, la inversion en la investigacion
basica, clinica y epidemioldgica enfocada en el envejecimiento normal y patolé-
gico es indispensable para el desarrollo de nuevas herramientas para mejorar la
deteccion temprana de la EA [4, 5]. Estudios basicos recientes y ensayos clinicos
fracasados ponen en duda la teoria de que la agregacion de la proteina Beta ami-
loide es el proceso responsable por desencadenar la EA. Actualmente, no existe
un diagnostico definitivo in vivo de la EA, y por lo tanto, la busqueda de biomarca-

1 WHO. World Health Report 2003—Shaping the future. Geneva: WHO, 2003.
2 Alzheimer’s Disease International World Alzheimer Report 2010. The Global Impact of Dementia.
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dores es mas importante que nunca para la identificacion de pacientes en riesgo,
el diagnostico, y la intervencion en etapas tempranas de la EA en personas sa-
nas. Los biomarcadores son parametros — fisiolo6gicos, bioquimicos, anatomicos, o
conductuales — que se pueden medir in vivo y que reflejan caracteristicas especi-
ficas de procesos patologicos de la enfermedad.

El presente capitulo resume diversas estrategias en la aplicacion de biomarca-
dores para detectar la EA y la manera en que los biomarcadores enriquecen la
evaluacion cognitiva y conductual de |a EA en el entorno clinico. Estas estrategias
incluyen [1] la deteccion de la proteinas asociadas a la neuropatologia de la EA en
liquido cefalorraquideo y en plasma, [2] la aplicacion de técnicas de neuroimagen
(como la de imagen por resonancia magnética) para la identificacion de lesiones,
infarto y patrones de atrofia cerebral, [3] el uso de tomografia por emision de
positrones y tomografia computarizada por emision de fotones individuales para
visualizar depositos de Beta amiloide, y [4] otras estrategias como la aplicacion
de la electroencefalografia (EEG) y la evaluacién del flujo sanguineo cerebral. Una
amplia literatura indica que el proceso de neurodegeneracion en la EA es multi-
factorial, i.e. varios procesos bioquimicos ocurren simultaneamente en diferen-
tes etapas para producir la constelacion de cambios estructurales y funcionales
asociados a la EA. Por esta razon, la efectividad de biomarcadores depende de su
capacidad de predecir la EA durante etapas tempranas y de monitorear la progre-
sion de la EA. No cabe duda que la disponibilidad de biomarcadores facilitara el
diagndstico temprano y la evaluacion de la eficacia de nuevas farmacoterapias.

2. Criterios de diagnostico, evaluacion clinica y déficits asociados a la EA

El envejecimiento normal se caracteriza por la pérdida de funciones como la agu-
deza visual, la capacidad muscular, y la memoria. En la mayoria de los casos, estos
cambios son discretos y se compensan con una variedad de capacidades y expe-
riencias adquiridas a lo largo de la vida. La pérdida de memoria y de la indepen-
dencia que ocurre en un gran numero de personas envejecidas solia considerarse
parte del deterioro funcional que ocurre normalmente durante el proceso del en-
vejecimiento. Sin embargo, cuando la disminucién de la memoria y otras funcio-
nes cognitivas afecta el juicio y la capacidad de tomar decisiones como ocurre en
la EA, la neuropatologia que la subyace no es una condicion del envejecimiento
normal.
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La EA es una enfermedad neurodegenerativa que se caracteriza por la presencia
de deterioro cognitivo y conductual de inicio insidioso y curso progresivo [6]. La
presencia de atrofia neuronal, pérdida de sinapsis, y la acumulacién anormal de
placas seniles (Beta amiloide) y proteinas intracelulares (tau hiperfosforilado) en
estructuras del I6bulo temporal medial y cortezas de asociacion representan la
neuropatologia caracteristica de un cerebro afectado por la EA. Consistente con
estos cambios neuropatologicos, las manifestaciones clinicas principales incluyen
un sindrome de demencia global progresivo que se inicia a la edad de 60 6 70
anos. En el caso mas comun, el sindrome de demencia se caracteriza por una am-
nesia prominente con déficits adicionales en lenguaje y memoria semantica, ra-
zonamiento abstracto, atencion y habilidades visuoespaciales. Estos déficits cog-
nitivos y el deterioro en la funcién cotidiana representan los rasgos principales del
sindrome de demencia de la EA 'y el foco de la evaluacion clinica.

Historicamente el diagnostico de la EA se ha basado en la aplicacion de criterios
clinicos publicados por el National Institute of Neurological and Communicative-
Disorders and Stroke y el Alzheimer's Disease and Related Disorders Association
[7]. Estos criterios establecen que la presencia del deterioro cognitivo y la sospecha
de un sindrome de demencia deben ser confirmadas por medio de una evaluacion
neuropsicologica. Los criterios establecen ademas que la confirmacion histopato-
l6gica es necesaria para realizar el diagnostico definitivo de la EA. Estos criterios
describen varios dominios cognitivos que pudieran ser afectados por la EA: la ca-
pacidad para adquirir y recordar informacion nueva, el razonamiento y el manejo
de tareas complejas, el juicio, las funciones del lenguaje, la personalidad, la con-
ducta o el comportamiento, y las capacidades visuoespaciales. De estos dominios
cognitivos, el paciente debe manifestar un deterioro en por lo menos dos domi-
nios para cumplir con los criterios de la EA. Los criterios incluyen el diagnostico
de «EA probable» si existe una demencia de inicio insidioso y progresivo compro-
bandose la ausencia de otras enfermedades sistémicas o cerebrales que puedan
explicar los sintomas. El diagnostico de «EA posible» se realiza en casos donde se
presenta un sindrome de demencia de inicio atipico, pero donde no existan otras
condiciones clinicas que puedan explicar el deterioro cognitivo [7]. La desventaja
de estos criterios es que no incluyen el proceso previo que conduce a la EA. Por lo
tanto, no toman en cuenta la fase presintomatica de la EA cuando la intervencion
farmacolégica pudiera tener mayor impacto terapéutico [8]. La necesidad de re-
conocer la EA durante etapas tempranas conduce a la reevaluacion de los criterios
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de diagnéstico y a la introduccion del concepto de deterioro cognitivo leve (DCL)
[9]. EI DCL, fase que precede una proporcién significativa de los casos de la EA,
ha evolucionado hasta los actuales criterios diagnosticos propuestos para la EA.
El DCL es un sindrome clinico que permanece estable en algunos pacientes, pero
que en otros evoluciona a la EA. Se estima que la tasa anual de conversion a la EA
de pacientes con DCL es del 10-15%, con un aumento de hasta 50% después de 3
anos, lo que significa que algunos pacientes mantienen su condicion cognitiva y
otros evolucionan hacia diferentes tipos de demencia [9]. Los criterios para el DCL
no son especificos en cuanto a la metodologia, las pruebas neuropsicolégicas o
la valoracién de la funcionabilidad para realizar el diagnéstico. Sin embargo, la
clasificacion del DCL ha sido util para identificar a aquellos pacientes con mayor
riesgo de desarrollar la EA [10, 11]. De mayor importancia, el DCL permite encasillar
a aquellos pacientes sin criterios de demencia pero con sintomas de cierto dete-
rioro cognitivos leves quienes se encuentran en un estatus de transicion que los
separa del envejecimiento cerebral normal y la EA.

Los nuevos criterios diagnosticos de la EA publicados en el 2011 por el Alzheimer’s
Association y el National Institute on Aging [9, 12-14], estan enfocados principal-
mente en resaltar las fases “prodromicas” de la EA, cuando la enfermedad aun no
se manifiesta notablemente pero cuando ya estan ocurriendo los cambios biol6-
gicos subyacentes asociados a la EA. La evidencia actual sugiere que durante la
fase que precede la EA, los cambios cerebrales que producen las manifestaciones
clinicas de la EA se presentan décadas antes que de los sintomas aparezcan. En
los nuevos criterios la fase prodromica se define como la etapa que antecede a
la EA, y se caracteriza por la presencia de sintomas que no son lo suficientemen-
te graves como para cumplir con los criterios diagndsticos actuales de EA [14].
De acuerdo con estos criterios, la EA probable se define por un criterio central,
que es la alteracion de la memoria episodica independientemente del deterioro
funcional, sumado a la alteracién de un biomarcador [13]. Estos son la evidencia
de atrofia en el I6bulo temporal medial mediante imagen por resonancia mag-
nética (IRM), alteraciones en la concentraciéon de proteinas tau y Beta amiloide
en el liquido cefalorraquideo (LCR), hipometabolismo a nivel temporoparietal o
deteccion de Beta amiloide evaluado mediante tomografia por emision de posi-
trones (PET) [15]. Mutaciones autosémicas dominantes en los cromosomas 1,14 y
21 son criterios diagnosticos de EA definitiva. Conjuntamente, los nuevos criterios
tienen como objetivo mejorar el diagnostico de la EA, fortalecer la manera en que
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se reporta la neuropatologia asociada a la EA, y establecer nuevos lineamientos
de investigacion enfocados en la deteccion temprana y la precision diagnéstica
[15, 16]. Estos criterios de investigacion para la EA representan un gran paso en
cuanto al diagnéstico. El cambio mas relevante que se da con respecto a los crite-
rios previos es el uso de biomarcadores estructurales, funcionales, bioquimicos y
genéticos. Estos son de fundamental importancia ya que facilitan el diagnostico
en la fase prodrémica [17, 18]. Debido a la necesidad de nuevos tratamientos para
la EA en fases tempranas, el diagnoéstico precoz de la EA se ha convertido en unos
de los objetivos de investigacion mas relevantes dentro de las enfermedades neu-
rodegenerativas.

A pesar de la aplicacion de los nuevos criterios, el diagnodstico de EA en fase pro-
dromica sigue siendo controversial ya que el poder discernir el envejecimiento
cerebral normal de los cambios causados por la EA es complicado [19]. Este hecho
se debe principalmente a la heterogeneidad de perfiles cognitivos en personas
envejecidas y su respectiva reserva cognitiva [20]. Factores como el grado de es-
colaridad, la profesion a lo largo de la vida, la alimentacion y la actividad fisica se
asocian a una mayor reserva cognitiva que deben ser evaluados en la historia cli-
nica [21-23]. La secuencia diagndstica comprende la evaluacion clinica, neuropsi-
coldgica, familiar, asi como también los examenes complementarios. Esto incluye
un interrogatorio al paciente y sus familiares o cuidadores, y un examen fisico con
especial interés en la valoracion neurolégica. Los sintomas basicamente englo-
ban las esferas cognitiva y conductual. En una revision sistematizada los sintomas
cognitivos mas relevantes fueron el deterioro progresivo de la concentracion, la
memoria reciente y remota, la orientacion, la praxia, la funcion del lenguaje, la
ejecucion psicomotora y las alteraciones en las actividades de la vida diaria [24].
Por otra parte los trastornos de conducta mas descritos son la ideacién paranoi-
de e ilusoria, las alucinaciones visuales, trastornos de la actividad y del sueno,
ansiedad y fobias. Identificar cada uno de estos sintomas sigue siendo la piedra
angular de la evaluacion inicial.

La evaluacion del paciente se realiza desde multiples enfoques. El examen neu-
rologico enfatiza la exploracion del estado mental, los nervios craneales, la mo-
vilidad, la sensibilidad, los reflejos y la marcha. El examen psiquiatrico esta diri-
gido a la busqueda de trastornos de conducta ya mencionados y al diagnostico
diferencial entre demencia, delirium y depresion. La evaluaciéon neuropsicologica
esta conformada por una bateria de escalas y herramientas que estan indicadas
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dependiendo de la severidad de la demencia. Las pruebas neuropsicologicas se
utilizan para el rastreo diagnéstico precoz, para determinar el tipo de perfil, y para
la evaluacion de la progresion y la eficacia de las drogas utilizadas para tratar
la EA. La exploracion neuropsicologica basica incluye el Mini Examen del estado
mental de Folstein [25] el cual es de gran utilidad sobre todo en etapas mode-
radas, siendo su sensibilidad mucho menor para detectar DCL o estadios leves.
Otros instrumentos conocidos son la escala de deterioro global para evaluar la
alteracion cognitiva edad-dependiente (GDS), la escala clinica de demencia (CDR),
la repeticién de 10 palabras (CERAD) y el ADAS cognitivo (Alzheimer’s disease as-
sessment scale) [25]. Debido a que la demencia puede surgir de una variedad de
trastornos etiol6gicamente y neuropatologicamente distintos, el objetivo princi-
pal de la evaluacion neuropsicolégica es discriminar entre los patrones de dete-
rioro cognitivo asociados a la EA 'y aquellos asociados a otros tipos de demencia,
como la demencia frontotemporal, la demencia por cuerpos de Lewy, y la demen-
cia vascular. En este sentido, la aplicacion de otros biomarcadores junto con la
evaluacion neuropsicologica es de suma importancia para realizar un diagnéstico
diferencial (ver Tabla 1).

3. Factores de riesgo de la EA

Existe cada vez mas interés en identificar individuos sin déficit cognitivo pero con
riesgo de desarrollar demencia, tomando en cuenta que las demencias tempranas
responden mejor a intervenciones médicas que los estadios avanzados. Adicional-
mente cada vez hay mas informacion que apunta hacia el control de factores de
riesgo cardiovascular como la hipertension arterial, diabetes mellitus, tabaquis-
mo y dislipidemias como prevencion de la EA [26]. Se han descrito diferentes mo-
dificaciones organicas que estan implicadas en la fisiopatologia de la EA, como los
cambios metabdlicos de los niveles de colesterol, el metabolismo inadecuado de
la glucosay el estrés oxidativo [27]. En particular, la patologia cardiovascular tiene
un impacto importante en el déficit cognitivo, lo cual significa que una evaluacion
temprana y la respectiva correccion de la morbilidad cardiovascular pudieran te-
ner un efecto protector en la funcién cognitiva [26-29].

Una amplia literatura indica que los factores de riesgo cardiovascular estan im-
plicados en la EA. La obesidad es un factor de riesgo para el deterioro de la salud
cardiovascular y un factor predisponente en la diabetes tipo 2, la induccién de re-
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sistencia a la insulina, la hipertension y la dislipidemia [30, 31]. Se ha demostrado
que el deterioro de la funcion cognitiva y motora se acelera con el aumento de
la grasa corporal total, independientemente de su distribucion [32]. El riesgo de
padecer una enfermedad vascular en las personas obesas aumenta cinco veces,
mientras que el riesgo de padecer la EA se duplica [33]. Se ha reportado que las
lesiones cerebrovasculares son comunes en pacientes con EA y en algunos casos
estan relacionadas con episodios hipoxicos [34]. Ademas, otros factores de riesgo
cardiovascular, como el colesterol total elevado y concentraciones de LDL-C, se
asocian con el deterioro cognitivo de manera significativa en los pacientes con
EA [34].La arterosclerosis también esta entre los factores de riesgo involucrados
en la aparicion temprana de la EA 'y la demencia vascular. Estudios muestran que
la EA o la demencia vascular pueden ocurrir debido a procesos especificos, como
un accidente cerebrovascular, una patologia cerebral de los pequenos vasos, o un
desencadenante de la baja perfusion cerebral que conduce a la hipoxia cerebral.
La aterosclerosis esta relacionada con la EA, y se ha postulado que ambas condi-
ciones convergen en cuanto a la presentacion clinica de un deterioro cognitivo
[35].Un estudio de cohorte prospectivo encontré que la aterosclerosis en la arteria
carétida se relacioné con un riesgo elevado de demencia a corto plazo [31]. Las ca-
racteristicas mas importantes de los pacientes con aterosclerosis fueron las pre-
sentaciones de mayor grosor de la intima media de las arterias carétidas y mul-
tiples placas carotideas a través del vaso sanguineo en pacientes con la EA [35].

Evidencia reciente postula la hipertension arterial en relacién a las manifesta-
ciones patologicas de la EA y también como factor de riesgo para enfermedad
cerebrovascular, lesiones isquémicas de sustancia blanca y otras enfermedades
cardiovasculares [36]. Debidamente, estudios clinicos muestran que el uso de an-
tihipertensivos puede disminuir el riesgo de EA [37]. La diabetes mellitus también
se ha visto fuertemente relacionada a deterioro cognitivo y riesgo de padecer de-
mencia vascular [34]. La alteracion en la sefalizacion de la insulina sumada a un
desbalance en el metabolismo de la glucosa contribuyen a la patogénesis de la
EA, evidenciando que la EA también tiene un componente neuroendocrino [28].
Algunos productos metabdlicos implicados en la senalizacion de insulina alterada
son los productos avanzados del final de la glicolizacion y los ligandos difusibles
derivados de Beta amiloide, los cuales aumentan en estado de hiperglicemia y
en la EA [38]. Un estudio evidencio que sujetos que desarrollan diabetes mellitus
en la edad adulta tienen mayor riesgo de desarrollar la EA aunque no tengan la
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predisposicion genética de la mutacion del gen que codifica la apolipoproteina E4
[39]. Conjuntamente, la evidencia sustenta que reconocer y tratar patologias de
riesgo cardiovascular, y hacer cambios en el estilo de vida, puede reducir el riesgo
de padecer de EA [37].

4. Biomarcadores de la EA

En pacientes humanos los biomarcadores pueden ser detectados desde tejidos
o fluidos corporales que al ser evaluados muestren una senal normal o anormal.
Para cumplir con los criterios de ser un biomarcador el mismo debe indicar deter-
minado proceso biolégico ya sea normal o patologico. Un biomarcador efectivo
en las enfermedades neurodegenerativas debe indicar un estado de buena salud
o enfermedad, ser facil de implementar, y poseer alta sensibilidad y alta especifi-
cidad. Investigaciones recientes han demostrado que para ciertas enfermedades
como la EA es mas efectivo utilizar varios biomarcadores en conjunto como facto-
res de riesgo de la enfermedad [17, 40]. La creciente prevalencia a nivel mundial de
enfermedades neurodegenerativas ha creado la necesidad de desarrollar nuevos
biomarcadores que puedan ser utilizados para identificar patologias en sus fases
iniciales. Lo mas importante acerca de un biomarcador efectivo es que [1] permita
detectar a los individuos con alto riesgo de desarrollar la enfermedad en etapas
asintomaticas; y [2] permita discriminar entre enfermedades que poseen sinto-
mas clinicos similares [41]. El reporte en consenso del grupo de trabajo en marca-
dores moleculares y bioquimicos para la enfermedad de Alzheimer (EA) detall6 las
siguientes recomendaciones acerca de las caracteristicas del biomarcador ideal
para la EA: [1] debe indicar la patologia de la EA; [2] ser confiable; [3] ser facil de
realizar y analizar; y [4] tener bajo costo [42].

Numerosos estudios han evidenciado que los biomarcadores en el caso de la EA
son necesarios para aumentar la sensibilidad y especificidad del diagnostico y
el monitoreo de la enfermedad. Por esta razon, se propuso la incorporacion de
los mismos en los criterios diagndsticos actuales ya que en principio eran solo
utilizados como herramientas suplementarias a las pruebas neuropsicologicas e
imagenes de estructuras cerebrales [43]. No cabe duda sobre la importancia de la
utilidad de los biomarcadores en el diagnéstico de la EA. La importancia radica en
poder detectar la enfermedad en los pacientes que adn no presentan signos clini-
cos de la enfermedad. La deteccion precoz de la EA incrementa la probabilidad de
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intervenir en etapas cuando la farmacoterapia pudiera tener mayor efectividad
en detener o retrasar el deterioro cognitivo [44].

4.1. Biomarcadores estructurales

Las técnicas de imagen han jugado una amplia variedad de roles en el estudio de
la EA en las Ultimas décadas. Inicialmente la Tomografia Computarizada (TC) y la
Imagen por Resonancia Magnética (IRM) fueron utilizadas para descartar otras
causas de demencia (tumor cerebral, hematoma subdural y enfermedades cere-
brovasculares, como infartos cerebrales y lesiones de la sustancia blanca [45, 46]).
Sin embargo, mas recientemente se han introducido otras modalidades de estu-
dios. La IRM funcional sumada a la Tomografia por Emision de Positrones mide
el metabolismo cerebral con marcadores como la fluoro-deoxi-glucosa o la can-
tidad de material amiloide a través del componente B de Pittsburg (PiB). Estos
dos ultimos, muestran cambios caracteristicos en pacientes con EA, incluso en
fases prodromicas o presintomaticas, lo cual los hace utiles como herramientas
diagnosticas en estadios tempranos [45, 47]. Los biomarcadores estructurales no
solo sirven de gran ayuda diagndstica sino también como una herramienta para
la evaluacion de nuevas terapias en ensayos clinicos. Otro aspecto relevante es
que son procedimientos no invasivos que de forma certera evaltan los cambios
neuropatologicos de la EA. Cada modalidad de neuroimagen varia en cuanto a
sus fortalezas y limitantes en el diagnostico de la EA, pero ninguna se utiliza por
si sola en el manejo del paciente [48]. Debido a la heterogeneidad de parametros
asociados con la estructura cerebral en personas de todas las edades, la investiga-
cion se ha orientado hacia la creacion de consorcios multicéntricos. Estos consor-
cios reunen los datos de neuroimagen tomados de muestras en multiples sitios
de investigacion con el propésito de reducir el impacto que tiene la variabilidad
en la estructura cerebral e incrementar la capacidad de detectar los efectos de
la EA sobre la estructura cerebral. Un ejemplo de este enfoque es el Alzheimer
Disease Neuroimaging Initiative [49].

4.1.1. Imagen por Resonancia Magnética (IRM)

Las estructuras del |6bulo temporal medial, en especial el hipocampoy la corteza
entorrinal, se afectan de manera precoz en la EA. Estudios con IRM estructural
han sugerido que la atrofia del hipocampo inicia hasta 20 anos previos al inicio
de los sintomas, pero se ha descrito que pacientes con EA y sujetos sanos mani-
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fiestan una disminucién similar del volumen de hipocampo [18, 50]. La evidencia
también demuestra que la disminucién del hipocampo en pacientes con DCL au-
menta el riesgo de conversion a EA [51].

Las imagenes de IRM indican como progresa la EA en el tiempo y permiten eva-
luar si los cambios estructurales correlacionan con la disminucion de la funcion
cognitiva. Los campos magnéticos del IRM producen imagenes de diferente in-
tensidad dependiendo si el tejido esta compuesto de agua y lipidos como el ce-
rebro o de otro material como los huesos. El IRM resalta la atrofia en estructuras
del l16bulo temporal medial y el hipocampo en pacientes con EA y DCL [45, 50].
Otras areas anatomicas afectadas de manera precoz en la EA incluyen la corteza
entorrinal, el cingulo anterior y el surco temporal superior [50]. El valor de la medi-
cion de estas areas anatomicas combinadas en sujetos con DCL permite predecir
cuales se convertiran o no a EA con una precision del 75% y especificidad del 80%
[51]. Sin embargo otros estudios muestran resultados inconclusos al respecto [51].
Otro modo de monitorear el DCLy la progresion del deterioro cognitivo es la rea-
lizaciéon de IRM a través del tiempo. Estudios prospectivos han demostrado que
realizar IRM a través del tiempo ayuda a identificar a los sujetos con DCL que van
a convertir a EA [52]. Pacientes con DCL muestran atrofia de regiones afectadas
en la EA, como la region hipocampal, |la corteza entorrinal o el cingulo, y el analisis
de estas regiones es notablemente diferente entre los sujetos que permanecen
estables y aquellos que convierten a EA [51]. Asimismo, estudios mediante IRM a
través del tiempo muestran una correlacion entre la tasa de atrofia hipocampal
y el deterioro de la funcién de la memoria [52]. Las exploraciones de imagen IRM
proporcionan imagenes de gran calidad que muestran los cambios fisicos del ce-
rebro; sin embargo, una desventaja de la IRM estructural es la complejidad y el
costo del analisis, lo que limita su uso a centros de investigacion y dificulta su
implementacion en el entorno clinico.

En estudios de la EA la técnica de IRM funcional se utiliza para estudiar la activa-
cion cerebral durante la aplicacion de tareas que involucran procesos cognitivos.
IRM funcional es una técnica de imagen no invasiva que provee un indice indirec-
to de la actividad neuronal partiendo de la medida de niveles de oxigenacién san-
guinea. La adquisicion de una imagen cerebral durante una tarea cognitiva tiene
el potencial de detectar de manera oportunala disfuncién cerebral relacionada
a la EAy a su vez monitorear la respuesta terapéutica [45]. Estudios recientes in-
dican que sujetos con DCL muestran incrementos y decrementos en la actividad
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temporal medial, mientras sujetos con la EA cominmente muestran decremen-
tos, durante la codificacién de un estimulo visual [53]. Sujetos con DCL manifies-
tan mayor activacion de las regiones del giro y del parahipocampo durante la co-
dificacion de una tarea visual que sujetos con la EA. La variabilidad entre sujetos
con DCL en cuanto a la activacion cerebral pudiera estar relacionada a diferencias
en el grado de deterioro cognitivo. No esta del todo claro si la hiperactivacion
en el [6bulo temporal medial que se observa durante la codificacion es una res-
puesta compensatoria que se debe a la atrofia incipiente de estas estructuras o
representa una disfuncion de la transmision neuronal [50, 53]. En conjunto, los
hallazgos sugieren que la activacion hipocampal y de estructuras temporales me-
diales durante la transicién a la EA no sigue una trayectoria lineal [18, 45]. El reto
de la investigacion es precisar el significado funcional de las alteraciones que se
evidencian en la funciéon neural y dilucidar si estas alteraciones serviran como
biomarcadores de |la EA prodromica. Por el momento, las exploraciones por IRM
funcional no se utilizan clinicamente para diagnosticar la EA, pero en conjunto
con otros biomarcadores, se acerca mas al diagnéstico de la EA en un estadio mas
inicial de lo que es posible en la actualidad.

4.1.2. SPECTy PET

Otras técnicas de imagen permiten caracterizar los mecanismos fisiopatolégicos
asociados a trastornos del cerebro como la EA. Las dos mas utilizadas son la me-
dicion del metabolismo cerebral de la glucosa mediante el PET y la cuantificacion
de la perfusion cerebral a través de la tomografia computarizada por emision de
foton Unico (SPECT) [54]. En la EA ambas técnicas demuestran un hipometabolis-
mo o una hipoperfusion en regiones temporoparietales, cingulado posterior y en
zonas de asociacion frontales [55]. EI SPECT genera imagenes utilizando radionu-
cleos que emiten fotones Unicos de una determinada energia. Las imagenes son
capturadas desde multiples posiciones mediante la rotacion del sensor alrededor
del sujeto. En pacientes con DCL el SPECT ha mostrado que los individuos que
progresan a la EA presentan una hipoperfusion en la corteza cingulada anterior
y posterior [55]. Algunos autores han encontrado una hiperperfusion en la region
frontal inferolateral, lo cual es consistente con la hiperactivacion observada en
algunos sujetos con DCL mediante IRM funcional [56, 57].

El desarrollo de técnicas para detectar la EA en fases tempranas debe poder evi-
denciar cambios sutiles en el cerebro cuando el potencial de intervenir terapéu-
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ticamente tiene mayor beneficio. Actualmente la técnica de PET es la Unica que
permite visualizar in vivo la patologia de la EA utilizando trazadores especificos
para Beta amiloide. Entre los trazadores mas utilizados en PET se encuentran el
F18-fluorodeoxi-D-glucosa (FDG-PET). El FDG-PET proporciona una estimacion del
metabolismo cerebral de la glucosa, lo cual refleja el grado de actividad neural.
La técnica de FDG- PET principalmente muestra la actividad sinaptica. Debido a
que el cerebro se basa casi exclusivamente en glucosa como fuente de energia,
el analogo de glucosa FDG es un indicador adecuado del metabolismo cerebral y,
cuando estan marcados con FDG cuya vida media es aproximadamente 110 min
se detecta favorablemente con el PET [58].

La aplicacion de PET en sujetos con DCL ha mostrado una reduccion del metabo-
lismo hipocampal [59]. En las etapas tempranas de la EA o DCL la distribucion del
hipometabolismo varia entre sujetos mostrando inconsistencias en la utilizacion
del PET [60]. Aquellos sujetos con DCL que mostraron hipometabolismo progresa-
ron a la EA en un 75 a 100% de los casos [61]. Si se presentara individualmente los
resultados positivos con el PET para la EA predijeron el deterioro cognitivo de los
sujetos en un 84% [62], mientras que entre el 75% y 79% de los casos que dieron
resultados negativos para el PET no progresaron a la EA [63]. Estudios prospec-
tivos mediante FDG-PET indican que los sujetos que progresan a la EA presen-
tan hipometabolismo en la region temporoparietal, corteza cingulada posterior
y l6bulo temporal medial, mientras que las areas del cerebro que se mantienen
sin cambios son el cerebelo, cuerpo estriado, ganglios basales, y la corteza visual
primaria [46]. En un estudio multicéntrico se realizaron andlisis individuales con
FDG-PET en pacientes sin deterioro cognitivo, con la EA, con demencia fronto-
temporal y con demencia por cuerpos de Lewy, buscando encontrar patrones
especificos de las patologias [64]. Se encontré que los patrones eran especificos
en un 95% para la EA, 92% para la demencia por cuerpos de Lewy, 94% para la
demencia frontotemporal y 94% especifico para los sujetos que no presentaron
deterior cognitivo [64]. Estos resultados respaldan la utilizacién del FDG-PET en el
diagnéstico diferencial de las principales enfermedades neurodegenerativas que
presentan demencia. La validez del FDG-PET ha surgido como un biomarcador de
neurodegeneracion utilizando la medicion del hipometabolismo, condicion que
precede la aparicion de los sintomas del deterioro cognitivo, ademas de predecir
la tasa de declive cognitivo en sujetos que progresan a la EA.
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Otro trazador utilizado con el PET es el PiB, un trazador derivado de la Tioflavina T
con elevada afinidad por los depoésitos Beta amiloide fibrilar y buena difusion en
el sistema nervioso central. Aunque el lugar de union no se conoce con precision,
la captacion de PiB es un buen indicador de los depésitos de amiloides cerebra-
les en muestras histopatolégicas de pacientes con EA [65]. En sujetos con DCL
los estudios utilizando el PiB-PET indican que el patron de respuesta del 50% de
los pacientes correlaciona con la EAy el resto muestra patrones de pacientes sin
deterioro cognitivo [66-68]. Entre los pacientes con DCL aquellos que padecen de
DCL amnésico han mostrado mayor captacion del PiB que los pacientes con DCL
no amnésico [69], resaltando el valor predictivo del PiB en las etapas tempranas
de la EA. En los pacientes con la EA las regiones que muestran mayor retencion
del PiB son la corteza frontal, parietotemporal, el precuneus, los I6bulos occipita-
les, el talamo y el cuerpo estriado al ser comparados con pacientes sin deterioro
cognitivo [66, 70-72]. De los pacientes que son diagnosticados clinicamente con
la EA, el 90% muestra resultados positivos al ser evaluados con el PiB; por el con-
trario, solo el 60% de los pacientes con DCL muestra resultados positivos usando
el PiB [69]. El PiB-PET se ha utilizado para diferenciar entre pacientes con la EA
y pacientes con otros tipos de demencia, los pacientes que muestran patrones
positivos con el PiB mejoran el diagndstico para la EA ya que los pacientes con
demencia frontotemporal y demencia por la enfermedad de Parkinson muestran
patrones negativos con el PiB [66, 73]. Sin embargo la desventaja de estos patro-
nes positivos de retencion es que no solamente en la EA se pueden encontrar
sino también en la demencia por cuerpos de Lewy y en la angiopatia amiloide
cerebral [70, 74]. Se ha observado que la retencion de PiB en la EA se correlaciona
de forma inversa con los niveles de Beta amiloide 42 en el LCR, asi como también
se relaciona de manera inversa con el metabolismo cerebral medido mediante
PET con FDG [50]. Hasta la fecha las pocas evidencias mostradas en estudios lon-
gitudinales utilizando PiB-PET indican una falta de progresion de la captacion de
PIB en sujetos sin deterioro cognitivo, sujetos con DCL, y sujetos con la EA [75, 76].
Otros estudios reportan que los pacientes con la EA alcanzan un maximo nivel en
la retencion de PIB, a pesar de la progresion de los sintomas clinicos y el empeo-
ramiento de hipometabolismo en la PET-FDG [76]. Asimismo estos estudios lon-
gitudinales comparando sujetos sin deterioro cognitivo, sujetos con DCLy sujetos
con la EA por medio de PiB-PET mostraron que no hubo diferencias entre la tasa
de cambio en PIB entre los grupos clinicamente diferentes, lo cual sugiere que la
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deposicion PIB podria ser un evento de las etapas tempranas de la EA y asi como
también un evento del envejecimiento [46, 77].

4.2. Biomarcadores bioquimicos/genéticos

4.21. T-tauen LCR

Debido a la estrecha relacién que guarda la funcion cerebral y la composicion del
LCR, los biomarcadores que han demostrado mayor sensibilidad y especificidad
se han evaluado en este fluido corporal. Tau total (T-tau) se encuentra localizada
principalmente en los axones neuronales. Tau es una proteina que ademas de ser
uno de los mayores componentes de los ovillos neurofibrilares también promue-
ve la estabilidad y funcion de los microtubulos. En el cerebro humano durante
su funcionamiento normal se encuentran hasta 6 isoformas diferentes de tau,
que varian en longitud, entre 352 y 441 aminoacidos, todas con diferentes posi-
ciones de fosforilacion, y existen cerca de 21 posiciones donde la proteina puede
ser fosforilada. Por consecuencia de esta fosforilacion se produce una incapacidad
de la proteina de estabilizar los microttbulos [78]. Para la medicién de la protei-
na tau total se han desarrollado anticuerpos monoclonales que detectan todas
las formas posibles de tau independientemente de su grado de fosforilacion. La
metodologia mas utilizada hasta el momento es la prueba de inmuno-absorcion
enzimatica (ELISA, por sus siglas en inglés) [79]. Una gran cantidad de estudios,
alrededor de 50, han evidenciado que esta técnica es capaz de detectar cambios
considerables en los niveles de T-tau en LCR, mostrando alta sensibilidad y especi-
ficidad en pacientes con la EA [78]. Sin embargo, esta proteina no debe analizarse
sin tomar en cuenta que también se eleva en pacientes con otros tipos de de-
mencia, como la demencia por los cuerpos de Lewy y demencia frontotemporal,
aunque mantiene sus niveles normales en demencia por alcohol, depresion y la
enfermedad de Parkinson [3]. Estudios indican que altos niveles de T-tau estan
asociados con el deterioro neuronal y con otras moléculas localizadas en el axén
de las neuronas como la proteina precursora amiloide (APP por sus siglas en in-
glés) [3]. Otros estudios han demostrado una relacién directa entre los altos nive-
les de proteina tau y el deterioro de la memoria, como en el caso del DCL [80, 81].

Ademas de enfermedades neurodegenerativas, psiquiatricas y cronicas los valo-
res elevados de T-tau también se producen como resultado de un dano cerebral
por trauma, aunque los niveles se normalizan después de un tratamiento médico
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adecuado [82]. Sin embargo, en otras enfermedades como el Parkinson o en la
depresion, los valores de T-tau se mantienen normales [79, 82-84]. En todo caso, el
analisis de T-tau como biomarcador de enfermedades neurodegenerativas debe
tomar en cuenta que ocurra un aumento en los niveles de esta proteina durante
el envejecimiento normal [85, 86].

4.2.2. P-tauen LCR

En el cerebro humano durante condiciones normales ocurre la fosforilacion de
la proteina tau en la neurogénesis, e involucrados proteinas kinasas, la kinasa-
dependiente de ciclinas (CDKs) y la GSK-3p (Glicégeno sintasakinasa 3f). Ambas
proteinas sirven como moduladoras de la dinamica de los microtubulos y la or-
ganizacion del citoesqueleto. Al momento de presentarse una disrupcion de este
proceso se produce una hiperfosforilacion de la proteina tau y por consecuente
una degeneracion neurofibrilar. Una vez producida la degeneracion neurofibrilar
se da una alta actividad de auto agregacion que precede a la formacion de los ovi-
llos neurofibrilares localizados en el interior de la neurona, principalmente en las
células de la amigdala, hipocampo y corteza entorrinal. Los ovillos neurofibrilares
se constituyen por los filamentos pareados helicoidales, estructuras anémalas
dentro de la neurona, y provocan trastornos en la actividad neuronal y por ende
una deficiencia en la transmision neural [79, 87-90].

La neuropatologia de la EA sugiere que la hiperfosforilacion de la proteina tau es
uno de los mecanismos que junto a la formacion de las placas seniles son respon-
sables por el proceso neurodegenerativo. La metodologia mas utilizada para la
deteccion de la forma fosforilada de la proteina tau (P-tau) en el LCR es la prueba
de ELISA, usando anticuerpos monoclonales dependiendo de la posicion especi-
fica de la forforilacion. Todas las formas de fosforilacion de la proteina tau que
han sido evaluadas muestran altas concentraciones de P-tau en pacientes con la
EA [79, 91-94]. A diferencia de otros biomarcadores como T-tau y Ap 1-42, P-tau
solo muestra valores elevados en pacientes con la EA, y no en otras enferme-
dades como depresion, enfermedad de Parkinson, esclerosis lateral amiotréfica,
demencia vascular, frontotemporal y demencia por cuerpos de Lewy [78]. En estu-
dios realizados en pacientes con la EA la evaluacion de P-tau muestra sensibilidad
mayor a 74% y especificidad por encima de 92% [94]. Por consiguiente, utilizar
P-tau demuestra tener mayor especificidad al distinguir entre diferentes tipos de
demencia. Una de las consideraciones de evaluar P-tau solamente en la EA es que
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puede verse elevado durante procesos isquémicos agudos; por lo tanto, la me-
jor forma de utilizar este biomarcador es combinandolo con otro que evidencie
un proceso neurodegenerativo diferente [79, 95]. La forma de P-tau mas utilizada
hasta la fecha es la que detecta la fosforilaciéon en la treonina 181 (P-tau181), IN-
NOTEST TM PHOSPHO-TAU (181p) [86, 94,96]. Para esta metodologia los pacientes
se clasifican como normales cuando arrojan resultados menores de 61 pg/ml [97].

4.2.3. AB1-42enLCR

La proteina Beta amiloide 1-42 (Af 1-42) es un componente central en las placas
seniles, uno de los hallazgos neuropatologicos mas caracteristicos en pacientes
con la EA. Dicha proteina es secretada como producto del procesamiento o esci-
sion de la PPA. Entre las funciones que se atribuyen a la PPA se encuentran [1] la
inhibicion de la serina proteasa, [2] la adhesion celular, y [3] las propiedades neu-
rotrépicas y neuroprotectoras [98]. Para la formacién de los fragmentos de Beta
amiloide intervienen dos enzimas, la B-secretasa y la Y-secretasa, dando como
resultado la liberacion del Beta amiloide libre. De este proceso se liberan diversas
formas de Beta amiloide como AP 1-42 y AB 1-40, ambas secretadas principalmen-
te en el LCR. Una de las principales caracteristicas de la porcion Ap 1-42 es que
posee una alta capacidad para auto agregarse formando las placas amiloideas.
Los mecanismos que componen el efecto neurotéxico de la AB 1-42 no son claros.
Estudios han mostrado que una de las posibles causas es la induccion del dano
por radicales libres [99].

Existen dos anticuerpos monoclonales para la deteccion de la porcion AP 1-42,
uno es el péptido 21F12 que es especifico para la region C-terminal y el otro es
el 3D6 especifico para la region N-terminal. La medicion del fragmento Ap 1-42
no puede ser utilizado como valor diagnostico definitivo para la EA ya que en
otras enfermedades neuroldgicas también existe una disminucion de los valores;
por ejemplo, la demencia por cuerpos de Lewy, demencia frontotemporal, enfer-
medad de Creutzfeldt-Jakob y la esclerosis lateral amiotréfica [3, 98, 100-105]. La
prueba de ELISA mas utilizada hasta la fecha para el fragmento A 1-42 es la IN-
NOTEST TM B-AMYLOID (1-42). Para esta metodologia los pacientes se clasifican
como normales cuando arrojan resultados mayores a 500 pg/ml [97]. La mayoria
de los estudios publicados hasta la fecha han mostrado resultados consistentes
en que la medicion del fragmento AB 1-42 representa una sensibilidad igual o ma-

97



NEUROPROTECCION EN ENFERMEDADES NEURO Y HEREDO DEGENERATIVAS

yor a 86% y especificidad igual o mayor a 89% para pacientes con la EA compara-
dos con controles envejecidos normales [86, 106].

4.3. Biomarcadores genéticos en la EA

La carrera por descubrir si la EA se debe a factores genéticos se inicio hace va-
rias décadas atras, estableciéndose que los factores que podrian explicar la EA
heredable representan mutaciones autosomicas dominantes. Se identificaron
mutaciones en 3 cromosomas, el cromosoma 21 (mutacién en el gen que codifica
la proteina precursora amiloidea), el cromosoma 14 (mutacién en la presenilina
1), y el cromosoma 1 (mutacién en la presenilina 2), estas dos ultimas proteinas
siendo las responsables por la mayoria de los casos de la EA que son heredables
[107]. Sin embargo, estas mutaciones representan menos del 5% de los casos de
la EA [108], y por lo tanto el reto sigue siendo la busqueda de factores genéticos
no heredables o esporadicos que puedan explicar la etiologia de la mayoria de
los casos de la EA. El factor de riesgo genético que mayormente se asocia a la EA
es la expresion de uno o mas alelos del gen que codifica la apolipoproteina E, asi
como aquellos individuos que también sufren de enfermedades crénicas como la
hipertension y la hipercolesterolemia, ambas a su vez influenciadas por factores
genéticos entre los cuales se destaca la presencia del genotipo de la apolipopro-
teina E [109].

4.3.1. Apolipoproteina E-e4 (APOE-¢4)

La APOE es un gen que posee varios alelos, entre los cuales el alelo ¢4 es el que
se ha vinculado directamente como un factor de riesgo para la EA [110]. De todos
los genes involucrados en el desarrollo de la EA, el APOE- ¢4 es el Unico que no se
vincula de forma familiar, pero el riesgo de que los adultos mayores de 65 anos
que poseen este alelo sufran la enfermedad es mucho mayor que en las muta-
ciones de genes asociados a la formas heredables [110]. Esto demuestra que la
aparicion de la enfermedad no es atribuible enteramente a los factores genéticos
sino a multiples factores incluyendo las enfermedades cronicas como la diabetes
mellitus, hipercolesterolemia y arterosclerosis.

Uno de los mayores inconvenientes de utilizar el APOE-¢4 es que esta relacionado
con las lesiones vasculares en el cerebro y con la demencia vascular [111]. Un estu-
dio reciente demostré una mayor frecuencia de encontrar el e4 en pacientes con
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DCLy en otras demencias que no son la EA [112]. Por lo tanto, una forma de vincu-
lar directamente la relacion de aparicion del alelo e4 de la APOE en los pacientes
con la EA es buscar los signos patologicos clasicos de la enfermedad, los ovillos
neurofibrilares y las placas seniles. Un estudio encontré que aquellos pacientes
con uno o mas alelos €4 tenian mayor promedio de ovillos neurofibrilares en el
area neocortical, mayor promedio de placas neuriticas, y mayor severidad en la
angiopatia amiloide [113], sugiriendo que la frecuencia de aparicion del alelo ¢4
esta mediado casi en su totalidad por la severidad de las lesiones en la EA [113].

4.4. Nuevos biomarcadores para la EA y el deterioro cognitivo

La busqueda de nuevas herramientas diagnosticas para la EA que complementen
a las ya existentes es de alta prioridad. La busqueda continta para biomarcado-
res que permitan identificar la EA en fases tempranas, monitorear el curso de la
enfermedad, y lograr el diagndstico definitivo para orientar las terapias y detener
la progresion de la EA. Por lo tanto, nuevas metodologias se estan utilizando para
complementar las que ya estan disponibles, y los estudios de proteémica, meta-
bolémica, y lipidomica entre otras, ha servido para poder analizar grandes can-
tidades de metabolitos asociados a los procesos neurodegenerativos que hasta
la fecha parecian imposibles dilucidar. Una de los principales objetivos de buscar
nuevos biomarcadores es que al combinarlos con los ya existentes se pueda au-
mentar considerablemente la sensibilidad y especificidad al momento de diag-
nosticar la EA. Entre las moléculas que muestran valores alterados en pacientes
con la EA, estan la resistina que modela la accion de la leptina y la trombospon-
dina-1, una molécula central en la neurogénesis inducida por los astrocitos. Para
la busqueda de estos analitos se utilizé el panel MAP por sus siglas en inglés (Ru-
les Based Medicine Human Discovery MAPTM) [114]. Utilizando analisis de pro-
teémica como la técnica de 2D-DIGE por sus siglas en inglés (two-dimensional
difference-in-gel electrophoresis) acoplada con cromatografia liquida y espectro-
metria de masas en tandem un estudio manifesto6 cuatro nuevos biomarcadores:
NrCAM, una molécula de adhesion celular neuronal y miembro de la stper familia
de inmunoglobulinas; YKL-40, una molécula involucrada en procesos inflamato-
rios; Cromogranina A, una proteina de secrecion neuroendocrina; y la carnosinasa
I, una dipeptidasa neuronal encargada de la degradacién de la carnosina [115]. To-
das las moléculas mencionadas, NrCAM, YKL-40, cromogranina Ay carnosinasa |,
mostraron valores alterados en pacientes con demencia, sugieriendo que pueden
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ser utilizados como nuevos candidatos para aumentar el valor predictor de la en-
fermedad, asi como también para detectar cambios en los procesos proteédmicos
del cerebro a nivel del LCR [115]. Utilizando la electroforesis capilar acoplada a la
espectrometria de masas se han realizado busqueda de nuevos biomarcadores
en LCR para detectar la EA 'y otras demencias. Esta metodologia permite detectar
péptidos de bajo peso molecular y fragmentos de proteinas [116]. Investigaciones
recientes muestran que existen ciertos péptidos que se encuentran en pacien-
tes con la EA 'y que se relacionan con procesos donde hay pérdida de la sinapsis,
incluyendo la cromogranina A, ya conocido como biomarcador de degeneracion
sinaptica, y otros recién descubiertos como la proteina neurosecretora VGF, in-
volucrada en la regulacion del control energético; la clusterina o apolipoproteina
J, secretada en el sistema nervioso central, que muestra niveles elevados en pa-
cientes con la EA junto con el aumento de las placas amiloides; la ProSAAS(por sus
siglas en inglés, proprotein convertase subtisilin/ kexin type 1 inhibitor), encon-
trada en las vesiculas sinapticas y estrechamente relacionadas con la patologia
de tau; y testican-1y la proteina neuroendocrina 7B2, inhibidoras de proteasas e
importantes en la regulacion y produccion de péptidos toxicos en enfermedades
neurodegenerativas como la EA [116].

4.5. Biomarcadores utilizados en LCR para diferenciar entre un deterioro cognitivo
leve (DCL) y la EA

Establecer cual es la mejor combinacion de biomarcadores para diagnosticar un
paciente con DCL no es tarea facil. Estudios recientes evidencian que T-tau y Ap
1-42 muestran sensibilidad igual o mayor a 95% y especificidad igual o por encima
del 83% para pacientes con DCL que han progresado a la EA [117]. Pacientes con
valores entre 23 y 25 en el Mini Examen del Estado Mental [86] han mostrado
disminuciones en los valores de AP 1-42 y aumento en los valores de T-tau, sugi-
riendo que estos biomarcadores también sirven como predictores de la EA. Otros
estudios utilizando la combinacién de P-tau con AP 1-42 mostraron que pacientes
que tenian DCL que progres6 a demencia mostraron valores altos para P-tau y
bajos para A 1-42 [85, 92,105]. Un estudio reciente utilizé la combinacién de tau
con AP 1-42, y mostro que los valores eran mas bajos en controles normales que
en los pacientes con un DCL y aquellos con la EA. Por el contrario, cuando solo se
relacionaban los valores de AP 1-42 con los diferentes grupos los controles nor-
males mostraron valores mas elevados que los pacientes con DCL y aquellos que
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padecian la EA [118]. En el mismo estudio también se compararon los cambios
morfoldgicos en el cerebro de pacientes con DCL y la EA en un periodo de 1y 2
anos, y los cambios morfologicos estaban correlacionados con los cambios en los
valores de los biomarcadores para ambos grupos. Otro estudio utilizé el analisis
de biomarcadores por conglomerados (cluster analysis) y agrup6 tres biomarca-
dores, T-tau, P-tau y AP 1-42. Los valores elevados para AP 1-42 y bajos para T-tau y
P-tau estaban asociados a un mejor desempeio en las pruebas cognitivas [80]. El
grado de déficit neuropsicolégico en conjunto con la medicién de biomarcadores
en el LCR como la AP 1-42 puede no solamente establecer el diagnostico clinico de
la enfermedad sino que también puede servir para monitorear el progreso de la
enfermedad [97].

Otra proteina que se ha incluido dentro del tamizaje de la EA es la cistatina C.
Esta proteina es ampliamente conocida como indicador de la filtracion glome-
rular [119-121]. Estudios recientes han vinculado la presencia de la cistatina C en
las paredes de las ateriolas junto con las placas amiloides en pacientes con la EA,
sugierendo su potencial diagnostico para discriminar los pacientes con enferme-
dades neurodegenerativas [122]. La cistatina C puede ser detectada por diferen-
tes metodologias como ELISA, nefelometria y turbidimetria. Los pacientes con la
EA exhiben valores elevados de la proteina tanto en suero como el LCR, y esta
disminucion esta asociada a sintomas como hemorragia congénita y amiloidosis
[123, 124]. Otros estudios indican que aquellos pacientes con niveles elevados de
cistatina C tuvieron puntuaciones mas bajas en las pruebas cognitivas y fueron
mas propensos a experimentar un deterioro en la funciéon cognitiva a mas de 7
anos, independiente de los datos demograficos y las comorbilidades [122]. Estos
hallazgos sugieren que los niveles altos de cistatina C se asocian con el deterio-
ro cognitivo en los adultos mayores. Nuevos estudios con tamanos de muestras
mas grandes son necesarios para poder evidenciar el potencial predictor de estos
biomarcadores a la hora de predecir el desarrollo de la EA en pacientes con DCL.

5. La hipoxia, el deterioro cognitivo y la EA

Nuevas evidencias entre la reduccién de niveles de oxigeno en el cerebro y el de-
sarrollo de la EA se han tornado fundamentales para entender la fisiopatologia de
la enfermedad. Entender como se dan los suministros de oxigeno en el cerebro es
primordial, el cerebro consume mas del 20% del oxigeno que requiere el cuerpo,
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mas que el oxigeno que consume el cuerpo durante el ejercicio fisico [125]. Una
mayoria de los trastornos respiratorios y cardiovasculares estan relacionados con
patologias neurodegenerativas. La obstruccion de sangre es la forma mas grave
de hipoxia que conduce a consecuencias patolégicas; un ejemplo es un accidente
cerebrovascular agudo. La manera en que la hipoxia afecta a la progresion de la
EA aun se desconoce, pero un estudio reciente sugiere que la hipoxia aumenta
los niveles de PPA y por lo tanto los niveles de Beta amiloide en la vasculatura
cerebral [126].

En el proceso de envejecimiento normal hay cambios pronunciados en la estruc-
tura y funcion del sistema cardiovascular asociado con cambios en la funcién
cognitiva [127]. Estudios han relacionado los factores de riesgo cerebrovasculares
y el envejecimiento biologico con lesiones de sustancia blanca e infartos cere-
brales silenciosos [128]. Los cambios cerebrovasculares tradicionalmente no han
sido considerados como parte de la patologia de la EA. Sin embargo, los estudios
muestran que la enfermedad cerebrovascular puede ser un rasgo caracteristico
de la EA. Entre las anomalias en el cerebro, los cambios microvasculares se han
asociado con las caracteristicas patologicas de la EA 'y pueden preceder a la dismi-
nucion de las funciones cognitivas. Evaluaciones in vivo, como los biomarcadores
en sangre, pueden evidenciar la patologia microvascular y ofrecen un enfoque
prometedor para la deteccion precoz y la caracterizacion de patologia de la EA
[129].

Un estudio ha mostrado que existen sustancias importantes en la microvascula-
tura tales como proteoglicanos, y que estos juegan un papel importante en las
interacciones de la barrera hematoencefalica, astrocitos y neuronas [130]. Tam-
bién muestra que los cambios patolégicos en la vasculatura estan presentes en la
EAy en todas las enfermedades demenciales que fueron objeto de investigacion,
como el sindrome de Down, la demencia pugilistica, la enfermedad de Picks, la
enfermedad de guan, la esclerosis lateral amiotrofica y demencia por la enfer-
medad de Parkinson. Uno de los principales cambios estructurales que se reporté
fue la patologia microvascular en pacientes de demencia en comparacion con los
sujetos controles de la misma edad [130].

Hay dos tipos de demencias que pueden ser comparadas desde el punto de vis-
ta de sus factores de riesgo, la demencia vascular y la EA, y juntas representan
mas del 75% de todas las demencias [131]. Un estudio reciente muestra que estas
dos patologias presentan similares factores de riesgo cardiovasculares, incluyen-
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do un menor indice de masa corporal, hipertension arterial y reduccion de la li-
poproteina de alta densidad del colesterol [131]. Una excepcién fue una mayor
cantidad de accidentes cerebrovasculares o isquemias en pacientes con demencia
vascular [131]. Existe evidencia de que la enfermedad vascular aumenta el riesgo
de demencia, y que el tratamiento de la enfermedad vascular esta asociado con
una disminucién del riesgo de demencia por la EA [132]. Estudios en los que se
relaciona el deterioro cognitivo con la salud vascular sugieren que las personas
relativamente sanas con aumento del grosor de la intima-media (IMT) muestran
una mayor pérdida de memoria en el tiempo que aquellos con menor espesor
de la IMT [133]. De esta manera el grosor de la intima media también pudiera ser
tomado en consideracion como un factor de riesgo del desarrollo de la EA.

La hipoxia cerebral se puede deber a micro infartos. Un estudio reciente mues-
tra que micro infartos crénicos y especialmente micro infartos maultiples incre-
mentan la probabilidad de padecer demencia [134]. La localizacién de los micro
infartos también puede determinar la probabilidad de padecer demencia tipo EA
ya que aquellos que sufrieron de micro infartos situados en las regiones corti-
cales del cerebro tenian una mayor probabilidad de desarrollar demencia que si
los micro infartos se encontraban en las regiones subcorticales del cerebro [134].
Ademas, los pacientes que sufrieron de multiples micro infartos tuvieron un bajo
desempeno en las pruebas cognitivas comparados con aquellos que presentaron
micro infartos cronicos [134]. Conjuntamente, los resultados muestran una rela-
cion entre los factores de riesgo vascular y la EA. Es evidente que el diagnostico
oportunoy el tratamiento de estas patologias podrian retrasar la progresion de la
EAy en algunos casos hasta detenerla.

En resumen, la investigacion apunta a que es poco probable que un solo biomar-
cador pueda identificar la EA, lo que implica el uso de maltiples marcadores para
llegar a un diagnostico. La tabla 2 resume los biomarcadores que hasta ahora han
sido aplicados a la EA, y evalua sus limitaciones en cuanto a los criterios de la
efectividad de un biomarcador para la EA [40] (Ver Tabla 2).

6. La electroencefalografia en el diagnéstico de la EA

Desde su introduccién en 1924, la electroencefalografia (EEG) se ha utilizado en la
clinica y en estudios neurolégicos. La EEG una técnica no invasiva, de bajo costo,
mediante la cual se puede medir, registrar, analizar e interpretar la actividad cere-
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bral, representada como oscilaciones de los potenciales eléctricos generados por
el cerebro. A diferencia de otras técnicas, mediante la EEG puede observarse la
actividad del cerebro en tiempo real. Para medir los potenciales eléctricos se colo-
can electrodos a lo largo del cuero cabelludo del paciente,normalmente de acuer-
do al Sistema Internacional 10-20 [135, 136]. Usualmente, para el registro del EEG el
paciente debe mantenerse relajado, con los ojos cerrados bajo vigilancia [136, 137].
La EEG procesa la actividad eléctrica que se registra en la corteza cerebral con una
precision de milisegundos, y estudios recientes apuntan a que pudiera ser una
herramienta util para medir el envejecimiento natural del cerebro, asi como para
discriminar el envejecimiento normal de los procesos neurodegenerativos.

La EEG registra ondas no estacionarias que evolucionan en el tiempo, y es necesa-
rio analizarlas en el dominio del tiempoy la frecuencia. Durante el registro del EEG
se miden cuatro frecuencias de ondas: alpha, beta, delta y teta. Las ondas delta
(<4 Hz) y teta (4-8 Hz) componen lo que se conoce como ondas lentas, mientras
que las ondas alpha (8-13 Hz) y beta (>13 Hz) componen las ondas rapidas [136, 138].
Las ondas que se registran con el EEG provienen de la corteza cerebral y se deben
a las oscilaciones del flujo de corriente idnica alrededor de las neuronas piramida-
les que estan en una orientacién perpendicular a la superficie de la corteza cere-
bral. Desde el descubrimiento del EEG, se ha utilizado como herramienta de apo-
yo en la evaluacion de pacientes con deterioro cognitivo y demencia, como la EA.
La EEG aun no puede ser utilizada como técnica unica para realizar un diagnoéstico
definitivo de la EA, pero si muestra potencial como complemento al diagnésticoy
en ensayos clinicos de nuevas terapias para la EA. Estudios recientes que compa-
ran los registros de EEG en pacientes con y sin problemas cognitivos sugieren que
los patrones del EEG pueden brindar informacion acerca de trastornos cerebrales
como la EA[139].

Dentro de los cambios consistentemente registrados mediante EEG en pacientes
con EA, se encuentran una reduccion en la actividad de las ondas alpha y beta
y un incremento en la actividad y amplitud de las ondas theta y delta [136-138,
140]. Estudios sugieren que estos cambios aparecen a medida que la enfermedad
avanza, primero presentandose el aumento en la onda theta y el decremento en
la onda beta, seguido por el aumento en la onda delta y el decremento en la onda
alpha [141-143]. Algunos autores sugieren que las ondas delta pueden ser un factor
predictor del deterioro mental, aunque la presencia de estas puede limitarse a las
altimas etapas de la enfermedad [144, 145]. Un estudio reciente en una muestra
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de sujetos sanos (18-85 arios) evidenci6 un decremento de potencia de los ritmos
alpha de baja frecuencia (8-10 Hz) en la region parietal, regiones occipitales y tem-
porales, asi como una disminucion del poder occipital delta, que fueron asociados
a la edad [146]. Otros estudios recientes han encontrado que existe una correla-
cion significativa entre el grado de anormalidad del EEG y el deterioro cognitivo
del paciente [147]. En este estudio, el deterioro cognitivo de cada paciente fue
evaluado mediante el MMSE el cual mide el estado cognitivo general del sujeto,
y el GDS que evalua la alteracion cognitiva dependiente de la edad. Comparando
la relacién de ambas pruebas con el EEG, el MMSE mostré una correlacion mayor
que el GDS. También se encontré que existe una correlacion directa entre el grado
de deterioro cognitivo y la potencia de la actividad eléctrica de las frecuencias
bajas (140, 147). Conjuntamente, los resultados de estudios de la EA con EEG evi-
dencian patrones consistentes en los cambios de la actividad cortical asociados a
la EA. Sin embargo, el significado funcional de estos cambios en ondas eléctricas
corticales en pacientes con la EA no es claro, y estudios adicionales son necesarios
para evaluar la fiabilidad y la utilidad de la EEG en la evaluacion de la EA.

7. Conclusiones

Los patrones demograficos a nivel global indican que los individuos mayores de
60 anos de edad son el grupo de mayor crecimiento en la tierra. En el ano 2000,
la poblacion de personas mayores de 60 anos fue de 600 millones;en el ano 2025
serd 1.2 billones y, para el aio 2050, sera casi 2 billones (OMS). Una de las condi-
ciones salientes que acompana el envejecimiento cerebral normal es un deterioro
de la funcion cognitiva, pero una proporcion significativa de la poblacién enveje-
cida padecera de un deterioro patoloégico como la EA. Se estima que las tasas de
incidencia de EA se incrementan aproximadamente por 1% entre las personas de
edades de 65 a 70 anos de edad y por 6% a 8% en personas de edades mayores
de 85 anios [1, 148]. Mas del 50% de las personas con demencia vive en paises de
ingresos bajos y medios, y para el 2050 esta cifra se elevara a mas de 70% [149].
En paises Latinoamericanos, estas tendencias senalan un surgimiento de nuevos
problemas de salud con consecuencias sociales y econdmicas.

Las estimaciones de la prevalencia de demencia para Latinoamérica derivadas del
estudio Delphi proyectan 4.1 millones de personas con demencia en el 2020y 9.1
millones en el 2040 [148]. Estas proyecciones indican que el nimero de personas
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con demencia en la region se duplicara cada 20 anos y resaltan el reto econémico
y social que enfrentan los paises Latinoamericanos. Aunque el grado de envejeci-
miento de los paises de la region es variable, dependiendo de la transicion en las
tasas de mortalidad y fertilidad en cada pais, los indicadores poblacionales mues-
tran tendencias similares en cuanto al incremento en la proporciéon de personas
mayores de 60 aios [150]. Las siguientes décadas se caracterizaran por un creci-
miento en el nimero de personas envejecidas, y por ende, en el nUmero de perso-
nas que padeceran de enfermedades crénicas cuyo principal factor de riesgo es la
edad. Asimismo, los costos del cuidado y tratamiento de personas con demencia
siguen creciendo, y la importancia de desarrollar politicas de salud adecuadas a
las necesidades de la poblacion envejecida se hace mas evidente. La region Lati-
noamericana carece de datos epidemiolégicos que reflejen la prevalencia de la
EA lo que dificulta el desarrollo de politicas basadas en la realidad de cada pais.
Aunque existen proyecciones de la prevalencia de la EA para los paises Latinoa-
mericanos [148, 150], estas se basan en estudios que difieren ampliamente en su
calidad metodologica y en el numero de variables que se tomaron en cuenta para
estimar las prevalencias regionales. Un informe reciente de la Organizacion Mun-
dial de la Salud advierte que la region Latinoamericana esta poco preparada para
enfrentar los costos socioeconomicos asociados a la demencia.

Es evidente que la creciente poblacion de personas envejecidas y la EA constituyen
uno de los retos mas grandes a nivel mundial del siglo XXI. Sin embargo, a pesar
de los importantes avances cientificos y tecnologicos del siglo pasado, aun falta
mejorar el diagnostico y tratamiento de la EA. A la fecha, la investigacion de la EA
enfocada en el descubrimiento de biomarcadores de diagnostico, progresion y
respuesta terapéutica ha producido resultados alentadores. Entre las aplicaciones
en la investigacion mas prometedoras se encuentran la neuroimagen funcional
y la determinacion bioquimica de la proteina Beta amiloide y tau fosforilada en
liquido cefalorraquideo, pero estas pruebas son de uso limitado en el entorno
clinico habitual. Asimismo, el desarrollo de enfoques como la proteémicay la me-
tabolémica ha avanzado la busqueda de biomarcadores en fluidos periféricos,
pero su aplicacion a la clinica esta adn por determinar. Otros enfoques novedosos
como la aplicacion de la electroencefalografia y la evaluacion de la salud cerebro-
vascular son enfoques viables en el entorno clinico y agregan informacién acerca
de los cambios en patrones de senalizacion neural y flujo sanguineo cerebral que
pudieran indicar riesgos de padecer EA. El proceso de envejecimiento es afectado
por multiples factores, y la investigacion hasta la fecha senala que la aplicacion
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conjunta de enfoques basados en multiples biomarcadores hara posible la detec-
cion temprana y la evaluacion del tratamiento de la EA. Tres biomarcadores han
sido incluidos en los nuevos criterios diagnésticos para la EA (T-tau, P-tau y Ap
1-42) en LCR, y al combinarlos con los biomarcadores estructurales han creado una
plataforma adecuada para nuevas lineas de investigacion “omics”. Se espera que
de estos enfoques surjan nuevos biomarcadores diagndsticos para la EA.

Aunque existen proyecciones de la prevalencia de la EA para los paises Latinoamerica-
nos, estas se basan en estudios que difieren ampliamente en su calidad metodologica
y en el nimero de variables que se tomaron en cuenta para estimar las prevalencias
regionales. Un informe reciente de la Organizacion Mundial de la Salud advierte que la
region Latinoamericana esta poco preparada para enfrentar los costos socioeconémi-
cos asociados a la demencia. El proceso de envejecimiento es afectado por multiples
factores, y la investigacion hasta la fecha senala que la aplicacion conjunta de enfo-
ques basados en multiples biomarcadores hara posible la deteccion tempranay la eva-
luacion del tratamiento de la EA. Tres biomarcadores han sido incluidos en los nuevos
criterios diagndsticos para la EA (T-tau, P-tau y AP 1-42) en LCR, y al combinarlos con los
biomarcadores estructurales han creado una plataforma adecuada para nuevas lineas
de investigacion “omics”. Se espera que de estos enfoques surjan nuevos biomarcado-
res diagnosticos para la EA.
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Tabla 1. Criterios Diagnosticos de la Enfermedad de Alzheimer incluyendo
Biomarcadores (9, 12)

Criterio mayor*

Presencia temprana y significativa de trastornos en la memoria episédica:

1. Cambio en la memoria gradual o progresiva reportado por paciente o familiar en
los ultimos 6 meses

2. Evidencia objetiva de deterioro significativo en la memoria episodica

3. El deterioro de la memoria episddica puede ser aislado o asociado a otros
cambios cognitivos al inicio o conforme avance la EA

Criterios menores

1. Presencia de atrofia del I6bulo temporal medial: Pérdida de volumen del
hipocampo, corteza entorrinal y amigdala evidenciada por IRM

2. Biomarcadores de LCR anormales: Concentraciones bajas de Beta amiloide 1-42,
aumento de proteinas tau totales y/o aumento de concentracion de proteinas
tau fosforilada

3. Patrén especifico en neuroimagen con PET: metabolismo de la glucosa reducido
en regiones temporoparietales bilaterales. Hallazgos con otros ligandos como PiB
o FDG

4. Mutacion autosémica dominante

*Un criterio mayor mds un criterio menor son diagnésticos de la enfermedad de Alzhei-
mer.

EA: Enfermedad de Alzheimer

IRM: Imagen por resonancia magnética
PET: Tomografia por emision de positrones
PiB: Componente B de Pittsburg

LCR: Liquido cefalorraquideo

FDG: Fluorodeoxiglucosa
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PROCESO INFLAMATORIO EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER.
PAPEL DE LAS CITOQUINAS

1. Introduccion

En noviembre de 1906, en Tubinga, Alemania, Alois Alzheimer (1864-1915) des-
cribié por primera vez los hallazgos clinicos y neuropatolégicos de un trastorno
neuroloégico, entonces novedoso, en una de sus pacientes llamada Auguste Deter.
Institucionalizada por su familia a la edad de 51 anos, fallecié6 de una demencia
progresiva sélo cuatro afios mas tarde [1]. Aunque las caracteristicas clinicas de
esta enfermedad eran conocidas desde la antigliedad, y a menudo era referida
como una "psicosis senil”, "locura relacionada con la edad" o "enfermedad del ve-
terano", Alzheimer fue probablemente el primero en correlacionar la placa senil
y los ovillos neurofibrilares dentro del neocortex con el diagnéstico y la gravedad
de la enfermedad [1-5]. Alois Alzheimer también asocié la participacion cerebro-
vascular y la angiogénesis con su primera descripcion de la neuropatologia de la

enfermedad de Alzheimer (EA), caracteristicas que él llamé "lesiones focales en el
endotelio" y "formacién de nuevos vasos" en el cerebro enfermo [1].

La EA es una afeccion cerebral progresiva que afecta a las regiones del cerebro
que controlan la memoria y las funciones cognitivas, destruyendo gradualmente
la memoria de la persona y su capacidad para aprender, razonar, comunicarse, y
llevar a cabo las actividades diarias.

Los costes socioecondmicos de la EA son un problema muy grave y cada vez ma-
yor, ya que nuestros ancianos representan en la actualidad el segmento de creci-
miento mas rapido de la poblacion occidental. Estudios epidemiolégicos recientes
muestran que hoy en dia, a nivel mundial, cerca de 25 millones de personas pade-
cen EA, con aproximadamente 5 millones de nuevos casos de demencia cada ano,
y con un nuevo caso de EA cada 7 segundos [6, 8]. Se estima que a nivel mundial,
el nimero total de personas afectadas por la EA se duplicara cada 20 anos hasta
llegar a 81 millones en 2040, estando las civilizaciones occidentales y los paises en
desarrollo en especial riesgo [6, 7].

Las dos principales caracteristicas neuropatologicas de la EA son las placas ex-
tracelulares de B-amiloide (AB) y los ovillos neurofibrilares intracelulares. La pro-
duccion de AB, un acontecimiento fundamental en la EA [9], es resultado de la
fragmentacion de la proteina precursora de amiloide (APP), cuya cantidad esta
elevada en la EA. La APP tiene importantes funciones de desarrollo en la diferen-
ciacion celular y, posiblemente, en el establecimiento de las sinapsis [10, 11], pero
la funcién de la APP en el cerebro adulto esta menos clara. Lo que si se sabe, sin
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embargo, es que es expresada por las neuronas en respuesta a la lesion celular. La
APP es, por ejemplo, un marcador de dano axonal después de una lesion craneal
[12, 13], y su expresion esta notablemente incrementada en las areas afectadas
del cerebro en la epilepsia del I6bulo temporal [14]. Por otro lado, los ovillos neu-
rofibrilares estan compuestos de la proteina tau (t). En las neuronas sanas, T es un
componente integral de los microtubulos, los cuales son las estructuras de apoyo
internas que transportan nutrientes, vesiculas, mitocondrias y cromosomas del
cuerpo celular hacia los extremos del axén. En la EA, sin embargo, 1 se vuelve
hiperfosforilada. Esta fosforilacion permite a T unirse y formar ovillos enredados
[15].

La gliosis también se observa en la EA. Los astrocitos y microglia activados se
caracterizan por encontrarse en abundancia cerca de las neuronas y las placas.
Una vez activados, los astrocitos y la microglia producen diferentes moléculas
de senalizacion proinflamatorias, incluyendo citoquinas, factores de crecimiento,
moléculas de complemento, quimioquinas, y moléculas de adhesion celular [16-
20]. Se cree que esta activacion es el resultado de la reaccion glial a los eventos
relacionados con la deposicion continua de Af [21-23].

2. Proceso inflamatorio en la enfermedad de Alzheimer

La inflamacién es una respuesta del organismo utilizada para eliminar la causa
inicial de la lesion celular, asi como las células y tejidos necroéticos. Si la salud de
los tejidos no se restablece, la inflamacion se convierte en una condicion cronica
que erosiona continuamente los tejidos circundantes. En este tipo de inflamacion,
la lesion tisular y la cicatrizacion se producen simultaneamente. El dafio causado
normalmente tiende a acumularse lentamente, a veces incluso de forma asinto-
matica durante anos, por lo que puede conducir a un deterioro severo del tejido
[24].

La inflamacion del cerebro es una caracteristica patologica de la EA, sin embar-
go, las caracteristicas inflamatorias tales como hinchazon, calor y dolor no estan
presentes en el cerebro y por lo tanto, nos referimos a una inflamacién crénica en
lugar de una inflamacién aguda [19]. Un rasgo caracteristico de los tejidos infla-
mados de forma croénica es la presencia de un mayor numero de monocitos, asi
como derivados de monocitos macréfagos tisulares, es decir, células de microglia
en el sistema nervioso central (SNC) [19, 24]. La inflamacién se produce claramen-
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te en las regiones patologicamente vulnerables del cerebro con EA, con una ma-
yor expresion de proteinas de fase aguda y citoquinas proinflamatorias que son
apenas evidentes en el cerebro sano [25-28]. Microglia, astrocitos y neuronas son
responsables de la reaccion inflamatoria.

Las células fuertemente activadas producen mediadores inflamatorios tales
como citoquinas proinflamatorias, quimioquinas, proteinas inflamatorias de ma-
crofagos, proteinas quimioatrayentes de monocitos, prostaglandinas, leucotrie-
nos, tromboxanos, factores de coagulacion, especies reactivas de oxigeno (y otros
radicales), 6xido nitrico (ON), factores de complemento, proteasas, inhibidores de
proteasa, pentraxinas, y la proteina C reactiva [18, 19, 23, 29, 30].

La hipotesis es que la naturaleza de las placas de AB y los ovillos neurofibrila-
res estimulan una reaccion inflamatoria cronica en el cerebro para limpiar estos
desechos [30]. Estas placas contienen neuritas distréficas, microglia activada y
astrocitos reactivos [19, 20, 31]. Las fibrillas amiloides agregadas y los mediadores
inflamatorios secretados por las células microgliales y astrociticas contribuyen a
la distrofia neuronal que aparece en el cerebro con EA [32, 33]. La glia activada
de forma cronica, ademas, puede matar a las neuronas adyacentes mediante la
liberacion de productos altamente téxicos como especies reactivas de oxigeno,
ON, enzimas proteoliticas o aminoacidos excitatorios [34]. Los mediadores infla-
matorios y las condiciones de estrés, a su vez, aumentan la produccion de APP y
el procesamiento amiloidogénico de APP para inducir la produccion de péptido
amiloide-B-42 (AB-42). Estas circunstancias también inhiben la formacion de la
fraccion de APP soluble que tiene un efecto protector neuronal [35-40]. Por otra
parte, AB induce la expresion de citoquinas proinflamatorias en las células gliales
en un circulo vicioso [23, 41], la activacion de la cascada del complemento [42-44],
y la estimulacion de los sistemas de enzimas inflamatorias tales como la éxido
nitrico sintasa inducible (INOS) y la enzima ciclooxigenasa (COX) -2. Varias lineas
de evidencia sugieren que todos estos factores pueden contribuir a la disfuncion
neuronal y a la muerte celular [45-47].

2.1. Microglia

La microglia constituye alrededor del 10% de las células en el sistema nervioso. Es-
tas células representan la primera linea de defensa contra la invasion de agentes
patégenos u otros tipos de lesiones en el tejido cerebral. En situaciones patologi-

125



NEUROPROTECCION EN ENFERMEDADES NEURO Y HEREDO DEGENERATIVAS

cas, tales como enfermedades neurodegenerativas, apoplejia, lesion traumatica e
invasion tumoral, estas células se activan, migran y rodean a las células danadas
o muertas, y posteriormente limpian los desechos celulares de esas zonas. Esta
accion es similar a la realizada por los macréfagos fagociticos activos del sistema
inmune periférico [48].

La evidencia actual apunta hacia un papel central de la inflamacion en la EA. Esta
inflamacion esta mediada por citoquinas proinflamatorias que crean una inte-
raccion inflamatoria cronica y autosostenible entre la microglia y los astrocitos
activados, las neuronas estresadas y las placas de Ap.

Se ha sugerido que la microglia se asocia preferentemente a ciertos tipos de pla-
ca amiloide [49], y que los péptidos amiloides y su proteina precursora APP son
potentes activadores gliales [50, 51], sin embargo, la alteracién del gen APP y sus
productos proteoliticos retrasan y disminuyen la activacién microglial [52]. Esta
activacion es directamente dependiente de la carga amiloide. También se ha ob-
servado que el tratamiento con péptidos rompedores de hojas beta se traduce en
la reduccion de la inflamacién cerebral [53].

AB es capaz de estimular el factor nuclear kappa B dependiente de la via que se
requiere para la produccién de citoquinas [54]. La posterior activacion de la via
de la proteina quinasa activada por mitégeno (MAPK) por la unién de AB a la
superficie de la célula microglial induce la expresion de genes proinflamatorios y
conduce a la produccién de citoquinas y quimioquinas [55].

En algunas situaciones el papel de la microglia es beneficioso, ya que la microglia
activada puede reducir la acumulacién de AB mediante el aumento de su fagoci-
tosis, su aclaramiento y su degradacion [56, 57]. La microglia también puede secre-
tar una serie de factores solubles, tales como los factores neurotroficos derivados
de la glia (GDNF), que son potencialmente beneficiosos para la supervivencia de
las neuronas [58]. Se propuso, por lo tanto, que la activacién microglial por inmu-
nizacién activa podria ser un mecanismo valido para la eliminacion de las placas
seniles [59], sin embargo, debido a que un ensayo en humanos de una vacuna
contra AP produjo en algunos pacientes meningoencefalitis, este tratamiento se
interrumpié [60]. Se ha descubierto recientemente que la vacunacién nasal en
ratones es capaz de disminuir AB. El grado de esta reduccion se correlacioné con la
activacion microglial, lo que sugiere que puede ser un enfoque prometedor para
la inmunizaciéon humana contra AB [61].
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2.2. Astrocitos

Se sabe que los astrocitos son células importantes para el aclaramiento y la de-
gradacion de A, para proporcionar soporte tréfico a las neuronas, y para formar
una barrera protectora entre los depdsitos de AB y las neuronas [62]. La presencia
de un gran numero de astrocitos asociados con los depédsitos de AP en la EA su-
giere que estas lesiones generan moléculas quimiotacticas que median el reclu-
tamiento de astrocitos.

Bajo ciertas condiciones relacionadas con el estrés cronico, sin embargo, el papel
de los astrocitos puede no ser beneficioso. Un estudio sugiere que los astrocitos
también podrian ser una fuente para AB, debido a que sobreexpresan la enzima
B-secretasa de APP (BACE1) en respuesta al estrés crénico [62]. Experimentos in
vitro e in vivo sugieren, sin embargo, que los astrocitos inflamatorios activos no
generan cantidades significativas de estas moléculas.

2.3. Sistema del complemento

El sistema del complemento representa un sistema de ataque complejo y regu-
lado, disenado para destruir a los invasores y para ayudar en la fagocitosis de los
materiales de desecho. Los componentes de este sistema llevan a cabo cuatro
funciones principales: el reconocimiento, la opsonizacion, la estimulacion infla-
matoria y la destruccion directa a través del complejo de ataque de membrana
[63]. Las proteinas del complemento interactian con receptores de superficie
celular para promover una respuesta inflamatoria local que contribuye a la pro-
tecciony a la curacion del huésped. La activacion del complemento produce infla-
macion y dano celular, sin embargo, es esencial para eliminar restos de células y
agregados de proteinas potencialmente toxicas [64].

El sistema del complemento se compone de unas 30 proteinas asociadas a la
membrana celular que pueden ser activadas por diferentes vias: la via clasica (que
implica a los componentes Cig, Cir, C1s, C4, C2 y C3) se activa principalmente por
la interaccion de Ciq con complejos inmunes (antigenos de anticuerpos), pero la
activacion también se puede lograr después de la interaccion de Ciq con molécu-
las no inmunes, tales como moléculas de ADN, ARN, proteina C reactiva, amiloi-
de P del suero, lipopolisacaridos bacterianos, y algunas membranas de hongos y
virus. El inicio de la via alternativa (que implica a C3, factor B, factor D, y proper-
dina) no requiere la presencia de complejos inmunes y conduce a la deposicién
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de fragmentos de C3 en las células diana. La red molecular de las cascadas del
complemento clasica y alternativa, con el reconocimiento de patrones, la activa-
cion proteolitica, las funciones de los fragmentos en la fagocitosis y estimulacion
de la defensa inmune del huésped, se han revisado en detalle en otros informes
[65-67].

Muchas proteinas y receptores del complemento pueden sintetizarse localmente
en el cerebro [68-71]. La activacion del sistema del complemento se ha observa-
do en el cerebro en diferentes enfermedades inflamatorias y degenerativas, por
ejemplo, en la EA, en la esclerosis multiple y en el derrame cerebral [64, 70, 72].
Sorprendentemente, la defensa del complemento mas potente en el cerebro hu-
mano parece estar localizada en los astrocitos, los cuales pueden expresar todos
los componentes de las vias clasica y alternativa, tales como Ci1-Cg, factores regu-
ladores B, D, H, |, y varios receptores del complemento, como por ejemplo, CigR,
C3aR y CsaR [68, 70]. En cambio, las células microgliales exhiben un conjunto mas
reducido de las proteinas del complemento, como por ejemplo, Cig, C3 y los recep-
tores C1gR, CR3, y C5aR, que apoyan la captacion fagocitica de estructuras especi-
ficas. Curiosamente, las neuronas también expresan varias proteinas reguladoras,
tales como factores Hy S, asi como los receptores C1gR, C3aR y C5aR [70, 71, 73, 74].

Diversos articulos de investigacion han descrito como el sistema del complemen-
to del cerebro esta activado en la EA [64, 72, 75, 76]. Ademas, parece ser que este
sistema es activado en una etapa muy temprana de la enfermedad. Los péptidos
AB pueden activar la cascada del complemento sin la presencia de anticuerpos.
Estos péptidos, ademas, pueden producir componentes del complemento [77]. La
proteina Ciq se localiza principalmente en las neuronas, junto con las placas neu-
riticas, tanto en la corteza frontal como en el hipocampo [78]. Curiosamente, la
proteina C1q esta presente sélo en las placas amiloides thioflavin-positivas que
contienen la conformacién de hojas beta [78], mostrando que Ciq puede afectar
el proceso de agregacion de amiloide.

Por otro lado, existe una amplia literatura que demuestra que el sistema del com-
plemento también tiene un papel neuroprotector en la neuroinflamacién [64, 65,
76, 79]. Por ejemplo, la inhibicion del sistema del complemento claramente podria
aumentar la formacion de la placa amiloide y la neurodegeneracion en ratones
transgénicos con EA [80]. Se observé también que la inhibicién del complemento
C3 agravé la neuropatologia en ratones con EA [81]. La actividad de la proteina Ciq
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en el aclaramiento de las células apoptéticas y los agregados de Af en las células
gliales puede ser la causa principal de la neuroproteccion.

2.4. Quimioquinas

Experimentos recientes se han centrado en comprender el papel que juegan las
quimioquinas y sus receptores en la neuroinflamacion que aparece en la EA.

La familia de las quimioquinas se compone de mas de 50 moléculas diferentes
que se encargan de la quimiotaxis, de |la extravasacion de tejidos, y de la modula-
cion de la funcién de los leucocitos durante la inflamacion [82, 83]. La importancia
de la generacion de quimioquinas en el cerebro de pacientes con EA es subrayada
por el hecho de que estas moléculas pueden ser fuertes reguladores de la migra-
cion microglial y del reclutamiento de los astrocitos en el area de la neuroinflama-
cion. Por tanto, son responsables de la extension de la inflamacion local.

Si bien se ha informado de que las quimioquinas ejercen una accion fisiolégica en
el cerebro sano [84], la mayoria de los estudios se han centrado en el patrén de
expresion de las quimioquinas y de sus respectivos receptores en enfermedades
neurologicas tales como la esclerosis multiple, la lesion cerebral traumatica y el
derrame cerebral. Todos estos trastornos comparten la interrupcion de la barrera
hematoencefalica como un suceso patogénico importante, permitiendo poste-
riormente que los leucocitos periféricos se infiltren en el lugar de la lesién [85].
Por el contrario, no existe evidencia convincente para la alteracién de la barrera
hematoencefalica o la infiltracion significante de leucocitos en el cerebro con EA.

Sin embargo, se ha observado que varias quimioquinas y receptores de quimio-
quinas pueden ser reguladas en el cerebro con EA [86]. Las quimioquinas pueden
desempenar un papel importante en el reclutamiento de la microglia y astroglia
al lugar de la deposicion de AB. AB estimula los monocitos humanos generando
quimioquinas como la interleuquina (IL)-8, la proteina quimiotactica de mono-
citos (MCP) -1, la proteina inflamatoria de macréfagos (MIP) -1a y MIP-1 in vitro.
La microglia cultivada a partir de autopsias de pacientes con EA y pacientes sin
demencia revelan un aumento de la expresion de IL-8, MCP-1 y MIP-1a después
de la exposicion experimental a AB. Apoyando la hipotesis de que los astrocitos
contribuyen activamente al componente inflamatorio de la enfermedad, se ha
detectado la proteina MIP-1a en astrocitos reactivos cercanos a las placas de Ap.
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2.5. Neuronas

Antiguamente se creia que las neuronas eran meros espectadores pasivos en la
neuroinflamacion, sin embargo, la evidencia mas reciente sugiere que las neu-
ronas pueden generar moléculas inflamatorias. Asi, las neuronas pueden servir
como fuente de complemento, de prostanoides derivados de COX-2 [87-89], de
varias citoquinas [90-98] y del factor estimulante de colonias de macréfagos
(MCSF) [99].

Aunque la expresion de COX-2 es impulsada por la actividad fisiologica sinaptica
[98],y por lo tanto puede ser considerada como una proteina expresada de forma
fisiolégica en una subclase de neuronas, la inflamacién inducida por la genera-
cion de prostanoides puede contribuir a la destruccion neuronal. Como un factor
adicional, la expresion de la enzima inflamatoria iNOS puede degenerar neuronas
en el cerebro con EA [100-102]. También existen pruebas contundentes sobre la
iNOS relacionadas con la formacién a largo plazo de ON y la liberacion de ON
dependiente del peroxinitrito [103]. Se ha demostrado que los derivados gliales y
neuronales de ON son la causa de disfuncion neuronal y muerte celular in vitro e
in vivo [104, 105].

2.6. Citoquinas

Las citoquinas son pequenas proteinas no estructurales, con pesos moleculares
que varian de 8.000 a 40.000 Da. Originalmente llamadas linfoquinas y mono-
quinas para indicar sus fuentes celulares, pronto quedé claro que el término “ci-
toquina" era la mejor descripcion, ya que casi todas las células nucleadas son ca-
paces de sintetizar estas proteinas y, a su vez, también son capaces de responder
a estas moléculas. Sus actividades biologicas nos permiten agruparlas en clases
diferentes.

Las citoquinas son secretadas por una variedad de células inmunes (por ejem-
plo, linfocitos T, macréfagos, células asesinas naturales) y células no inmunes (por
ejemplo, células de Schwann y fibroblastos). Los efectos biolégicos inducidos por
las citoquinas incluyen la estimulacion o inhibicion de la proliferacion celular, la ci-
totoxicidad/apoptosis, la actividad antiviral, el crecimiento y la diferenciacion ce-
lular, las respuestas inflamatorias, y la regulacion de la expresion de proteinas de
membrana de superficie. La funcion principal de las citoquinas es la regulacion de
la diferenciacion de células T a partir de células no diferenciadas para dar células

130



PROCESO INFLAMATORIO EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER.
PAPEL DE LAS CITOQUINAS

T-helper 1y 2, células T reguladoras, y células T-helper 17 [106]. Estas proteinas re-
guladoras incluyen IL, interferones (IFN), factores estimulantes de colonias (CSF),
factor de necrosis tumoral (TNF), y ciertos factores de crecimiento (GF) [107, 108].

Se ha demostrado que muchas de estas citoquinas son producidas por las neuro-
nas o células gliales, y hay una serie de estudios que indican los cambios en sus
niveles en el cerebro con EA, sangre y liquido cefalorraquideo (CF). Los niveles de
IL-10, IL-1B, IL-6, TNF-a, factor estimulante de colonias de granulocitos y macrofa-
gos (GMSF), IFN-q, el tipo B del receptor de IL-8 (IL-8RB), y el receptor de CSF-1 se
encuentran aumentados en el tejido cerebral con EA [109, 110].

Se han descrito un gran numero de interacciones entre las citoquinas y los com-
ponentes de las placas seniles en la EA, sugiriéndose que un circulo vicioso podria
ser generado [110]. Asi, la proteina AR de las placas seniles potencia la secrecion de
IL-6 e IL-8 por la IL-1B activada por las células de astrocitoma, la secrecién de IL-6
y TNF-a por los astrocitos [111], y la IL-8 por los monocitos. Las citoquinas también
pueden estimular la secrecion de otras proteinas que se encuentran en las placas
seniles [110]. Por otra parte, también se pueden producir efectos sinérgicos entre
las citoquinas y AB. Por ejemplo, IFN-y esta en sinergia con AP para provocar la
liberacion de TNF-a y especies reactivas de nitrogeno que son tdxicas para las
neuronas, y la IL-1 aumenta la toxicidad de A en las células PCi2.

Algunas citoquinas promueven claramente la inflamacion y se denominan ci-
toquinas proinflamatorias, mientras que otras citoquinas suprimen la actividad
de citoquinas proinflamatorias y son llamadas citoquinas antiinflamatorias. Por
ejemplo, IL-4, IL-10, e IL-13 son potentes activadores de los linfocitos B, sin embar-
go, IL-4, IL-10 e IL-13 también son potentes agentes antiinflamatorios. Estas son
citoquinas antiinflamatorias en virtud de su capacidad para suprimir los genes
de citoquinas proinflamatorias tales como IL-1, TNF, y las quimioquinas. IFN-y es
otro ejemplo de la naturaleza pleiotropica de las citoquinas. IFN-y posee actividad
antiviral, de la misma manera que IFN-a e IFN-B. IFN-y es también un activador
de la via que afecta a las células T citotdxicas, sin embargo, se considera a IFN-y
una citoquina proinflamatoria, ya que aumenta la actividad de TNF e induce ON.
El concepto de que unas citoquinas tienen la funcion de inducir la inflamacion,
mientras que otras citoquinas tienen la funcién principal de suprimir la inflama-
cion es fundamental para la biologia de las citoquinas y también para la medicina
clinica.
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Este concepto se basa en los genes que se codifican para la sintesis de pequenas
moléculas mediadoras que estan reguladas durante la inflamacién. Por lo tanto,
un "balance" entre los efectos de las citoquinas proinflamatorias y antiinflama-
torias puede determinar el resultado de la enfermedad, ya sea a corto o a largo
plazo. De hecho, los datos de algunos estudios sugieren que la susceptibilidad a
la enfermedad esta genéticamente determinada por el equilibrio o la expresion
de cualquiera de las citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias. Sin embar-
go, se debe considerar que algunos estudios genéticos a menudo son dificiles de
interpretar.

2.6.1. Principales citoquinas proinflamatorias

El grupo de citoquinas de mediadores inflamatorios es secretado por la micro-
glia y los astrocitos que rodean a las placas neuriticas de AB. Su produccion se
incrementa en los estados inflamatorios y funcionan mediante la regulacién de
la intensidad y duracién de la respuesta inmune [18]. La familia de las citoquinas
IL-1 incluye dos proteinas agonistas, la IL-1a y la IL-1B, las cuales desencadenan la
activacion celular tras la union con receptores especificos de membrana. También
se incluye a la IL-1ra, que es una proteina secretora glicosilada de 23 kDa que con-
trarresta la accion de la IL-1 [112].

La IL-1 es una importante citoquina iniciadora de la respuesta inmune, que juega
un papel clave en la aparicion y desarrollo de una compleja cascada inflamatoria
hormonal y celular. Se han detectado elevados niveles de IL-1a en el CF y el parén-
quima cerebral dentro de las primeras horas después de una lesion cerebral, tanto
en seres humanos como en roedores [113, 114]. Sin embargo, se ha documentado
que la IL-1 desempena un papel importante en la degeneracion neuronal. En los
astrocitos, la IL-1 induce la produccion de IL-6, estimula la actividad de iNOS [115],
e induce la produccion de MCSF. Ademas, la IL-1 aumenta la actividad de la acetil-
colinesterasa neuronal, la activacion microglial y una produccion adicional de IL-1,
la activacion de mas astrocitos, y la expresion de la subunidad beta de la proteina
S100 (S100p), estableciéndose de ese modo un ciclo de auto-propagacion [23,116].

La citoquina IL-6 es una citoquina multifuncional que desempena un papel im-
portante en la defensa del organismo [117], con importantes efectos reguladores
de la respuesta inflamatoria [118]. La IL-6 pertenece a la familia de las citoquinas
neuropoietinas [119], y tiene efectos neurotroficos directos e indirectos en las neu-
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ronas [120]. Esta citoquina promueve, ademas, la astrogliosis [121], activa la micro-
glia [122], y estimula la produccién de proteinas de fase aguda [123].

TNF-a juega un papel central en la iniciacion y regulacion de la cascada de cito-
quinas durante una respuesta inflamatoria. Esta citoquina se produce como una
molécula precursora unida a la membrana celular de 26 kDa que se escinde por
una enzima de conversion para producir una citoquina activa de 17 kDa [124]. Los
niveles de TNF-a en el cerebro sano son bajos, lo que hace dificil determinar su
funcion en condiciones fisiologicas. En estados inflamatorios o de enfermedad,
TNF-q, junto con otros mediadores proinflamatorios y sustancias neurotoxicas,
es producido por la microglia activada. Se ha demostrado la produccién neuronal
de TNF-a [91], aunque su produccién en el cerebro se realiza principalmente en las
células gliales en respuesta a estimulos patologicos. Estas células gliales secretan
tanto TNF-a como IL -1, que a su vez, activan estas células de una manera autocri-
na para inducir la produccion de mas citoquinas y mas astrogliosis, aunque, por
otra parte, TNF-a también puede tener propiedades neuroprotectoras [19] en el
cerebro con EA.

Ademas de la funcion general de las citoquinas, las interacciones especificas en la
EA de ciertas citoquinas y quimioquinas con AP pueden ser patofisiolégicamente
relevantes. Por ejemplo, la IL-1 puede regular el procesamiento de APP y la pro-
duccién de AB in vitro [125]. A su vez, A puede aumentar los niveles de productos
neurotoxicos, citoquinas proinflamatorias y especies reactivas de oxigeno [126-
128]. Se ha observado, en el cultivo de células gliales corticales de ratas, niveles
elevados de mRNA de IL-6 tras su exposicién a APP [129]. En la misma situacién,
los niveles de IL-, IL-6, TNF-a, MIP-1a y MCP-1 estaban aumentados después de la
incubacion de microglia cultivada con Ap. La produccion de IL, otras citoquinas y
quimioquinas también puede conducir a la activacion microglial, a la astrogliosis,
y a la secrecion adicional de moléculas proinflamatorias y amiloide, lo que perpe-
tha la cascada inflamatoria[55].

2.6.2. Principales citoquinas antiinflamatorias

Una segunda categoria general de la accion de las citoquinas es manifestada por
las citoquinas antiinflamatorias, tales como IL-1ra, IL-4, IL-10 y el factor de creci-
miento transformante 3 (TGF-p). Estas citoquinas inhibidoras pueden suprimir la
produccién y la accion de las citoquinas proinflamatorias, un efecto que es funda-
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mental para el concepto de equilibrio entre las citoquinas pro y antiinflamatorias.
La consecuencia clinica de una desregulacion de este equilibrio en el SNC (niveles
elevados de citoquinas proinflamatorias, y bajos niveles o baja actividad de ci-
toquinas antiinflamatorias) puede conducir a la produccién de citoquinas y a la
actuacion sinérgica de citoquinas, y puede inducir un ciclo de amplificacion de la
activacion celulary la citotoxicidad [130]. Por lo tanto, las interacciones citoquina-
citoquina y las interacciones de las citoquinas con la patologia de la EA, pueden
jugar un papel critico en la neuroinflamacién en la EA.

La citoquina IL-1ra es una proteina de 152 aminoacidos que funciona como un in-
hibidor especifico de los otros dos miembros funcionales de la familia IL1, la IL-1a
y la IL-1B [131, 132]. La IL-1ra es producida por monocitos y macréfagos y es liberada
en la circulacion sistémica, bloqueando la accion de los ligandos funcionales de la
IL-1ay de la IL-1B, por inhibicion competitiva a nivel del receptor de la IL-1. IL-1ra se
une con una afinidad igual o mayor que la unién de la IL-1a e IL-13 con el tipo | (8o
kDa) del receptor de membrana de IL-1. En cambio, la IL-1ra no se une con tan alta
afinidad al tipo 1 (68 kDa) del receptor de membrana de L1 [133, 134].

Las acciones biolégicas de la IL-18 son reguladas in vivo por la citoquina IL-1ra [135].
Esta accion se lleva a cabo mediante la prevencion de la union de IL-1B al receptor
tipo I de la IL-1 [136]. In vitro, IL-1ra suprime la producciéon de TNF-a inducida por la
IL-1B3, y la expresion de iNOS en los astrocitos [137]. IL-1ra también protege contra
neurotoxicidad de la IL-13 [138]. Ademas, se ha observado in vivo que la IL-1ra ate-
nla el daio neuronal isquémico y excitotoxico [139].

IL-4 es una glicoproteina de 20 kDa producida por las células Th2 maduras y por
las células procedentes de los mastocitos o del linaje basoéfilo, que es capaz de
influir en la diferenciacion de las células Th. La IL-4 dirige las respuestas de las Th2,
media el reclutamiento y la activacion de los mastocitos, y estimula la produccién
de anticuerpos IgE a través de la diferenciacion de las células B en células secreto-
ras de IgE [140, 141]. Ademas, la IL-4 tiene importantes efectos inhibitorios sobre
la expresion y la liberacién de citoquinas proinflamatorias, es capaz de bloquear o
suprimir las citoquinas derivadas de los monocitos, incluyendo la IL-1, TNF-q, IL-6,
IL-8, y MIP-1a [140, 141], y estimula la sintesis de la citoquina IL-1ra [142]. Otro me-
canismo por el cual IL-4 podria ejercer su efecto neuroprotector esta relacionado
con la inhibicion de la IFN-y, y la consiguiente disminucion de la concentracion de
TNF-ay ON [143].
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La citoquina IL-10 es una de las principales citoquinas antiinflamatorias. El mRNA
de IL-10 es detectable en el I6bulo frontal y parietal del cerebro sano [144], y se
ha sugerido que desempena un papel importante en la homeostasis neuronal y
en la supervivencia celular [145]. La IL-10 media en las células mediante la interac-
cion con receptores especificos de la superficie celular, presentes en todas las po-
blaciones principales de células gliales en el cerebro [145], y limita la inflamacién
mediante la reduccion de la sintesis de citoquinas proinflamatorias, tales como
IL-1y TNF-q, por la supresion de la expresion de receptores de citoquinas y la inhi-
bicion de la activacion de estos receptores en el cerebro. A no parece estimular
la produccién de IL-10 por las células gliales in vitro [146], pero la preexposicién
de las células gliales a la IL-10 inhibe la produccion de citoquinas proinflamatorias
inducidas por AB o LPS [144], lo que sugiere que los receptores de la citoquina IL
-10 estan presentes en los cultivos de células gliales [147]. IL-10 inhibe las citoqui-
nas TNF-q, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, GMSF, MIP-1a, y MIP-2a derivadas de los monocitos/
macrdfagos [148-150]. Ademas de estas actividades, IL-10 atenUa la expresion de
los receptores de superficie de TNF y promueve el desprendimiento de estos re-
ceptores en la circulacién sistémica [151, 152].

TGF-( es sintetizado como un precursor inactivo y requiere la activacion antes de
ejercer su efecto [153]. La molécula activa es un homodimero de 25 kDa formado
por dos monémeros unidos por disulfuro de 12,5 kDa, y pertenece a una familia
de mas de 20 proteinas diméricas que comparten una estructura similar [154].
TGF-( es un importante regulador de la proliferacion celular, la diferenciacion, y
la formulacion de la matriz extracelular [155]. También es capaz de convertir un
sitio activo de inflamacién en uno dominado por reparaciones [155]. Ademas, el
TGF-B suprime la proliferacion y diferenciacion de células Ty células B, y limita la
produccion de IL-2, IFN-y, y TNF.

Las tres isoformas conocidas en mamiferos de TGF-{3, es decir, TGF-f1, 2,y 3, se ex-
presan en el SNCy estan implicadas en la patogénesis de la EA. Se ha demostrado
que TGF-B modula una amplia gama de procesos que estan implicados en la EA,
incluyendo la respuesta a la lesion cerebral y astrocitosis, la respuesta inflama-
toria cerebral y la activacion microglial, la produccion de matriz extracelular, la
distribucion y acumulacion de amiloide, la regulacion de conocidos o potenciales
factores de riesgo en la EA (por ejemplo, APP, COX-2), y la inhibicion de la muerte
celular. Por ejemplo, en la EA, TGF-B1 ha sido detectado en las placas de A [156],
y se han encontrado niveles superiores de TGF-f1 en el CF [157] y en el suero [158]
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de pacientes con EA respecto a controles sin demencia. La inmunotinciéon para
el TGF-B2 fue observado en astrocitos reactivos, microglia ramificada, y en una
parte de las neuronas en los casos de EA [159]. Por Ultimo, hay que sefalar que las
inmunorreactividades para los receptores de TGF-B1y 2 fueron mas altas en las
células gliales reactivas de los casos de EA que en los de los controles sin demen-
cia [160].

2.7. Factores de crecimiento

Los factores de crecimiento son proteinas que mantienen la supervivencia de las
células del SNC y periférico. Los factores de crecimiento juegan un papel en el
desarrollo del cerebro, estimulando el crecimiento axonal y regulando el creci-
miento de diferentes tipos de células en el cerebro y la periferia. En muchos casos,
el mismo factor de crecimiento y el correspondiente sistema de senalizacion del
receptor pueden desarrollar diferentes funciones en el organismo.

El factor de crecimiento nervioso (NGF) es el factor de crecimiento mas poten-
te, capaz de contrarrestar la muerte celular de neuronas colinérgicas in vitro e
in vivo [161]. Se ha encontrado un aumento de NGF en el CF de pacientes con EA
[162-164]. A pesar de que se ha sugerido la disfuncion de NGF como uno de los
factores de desarrollo de la EA, se observé que los ratones con el NGF bloqueado
no mostraban claros déficits cognitivos. NGF ha sido considerado, no obstante,
como un candidato para el tratamiento de la EA, de hecho, el NGF purificado se
infundi6 en algunos pacientes con EA [165]. Este factor de crecimiento esta sobre-
regulado en el cerebro [166] y en el CF [163] de los pacientes con EA, mientras que
el receptor de alfa afinidad de NGF (trkA) esta bajo-regulado [167]. Curiosamente,
el aumento de NGF fue especifico para la EA en comparacion con controles sanos
y fue dependiente del alcance de |la neurodegeneracion, expresado como el ratio
tau fosforilada 181/AB-42 [162]. Aunque los datos aislados de NGF no revelaron
una diferencia significativa, la comparacion de NGF en pacientes con EA que te-
nian un ratio tau fosforilada 181/AB-42 > 10 con controles sanos (ratio < 6) reveld
una diferencia significativa [162]. Esto podria sugerir que el NGF se acumula en la
neurodegeneracion sélo en una cierta etapa de la enfermedad.

El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) es un factor de crecimiento
importante, que regula la angiogénesis en el sistema nervioso, y se encuentra
incrementado en la EA [168, 169], lo que da como resultado una densidad micro-
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vascular mejorada en el desarrollo de la enfermedad. La desregulacion de otros
factores de crecimiento también puede contribuir en la EA. Por ejemplo, el factor
de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el cual es mitogénico para las célu-
las de origen mesenquimal, sobre-regula APP en el hipocampo mediante la induc-
cion de secretasas [170-172]. Finalmente, el factor de crecimiento insulinico tipo |
(IGF-1) regula los niveles de AR y muestra efectos protectores contra su toxicidad
[173, 174].

3. Terapia antiinflamatoria y enfermedad de Alzheimer

Basado en la evidencia convincente de que los procesos inflamatorios estan in-
volucrados en la patogénesis de la EA, la investigacion ha examinado el uso de
farmacos antiinflamatorios como una opcion de tratamiento para los pacientes
con EA. Los farmacos tales como los antiinflamatorios no esteroideos (AINES) y
los esteroides glucocorticoides han sido estudiados para determinar si ofrecen
beneficios a los pacientes con EA.

3.1. AINES

Los AINES son un grupo de farmacos que incluyen el salicilato, acido propionico,
acido acético, fenamato, oxicam, y las clases de inhibidores de la COX-2. Tienen
propiedades analgésicas, antipiréticas y antiinflamatorias mediante la inhibicion
de la enzima COX que cataliza el primer paso de la conversion del acido araqui-
donico en varios eicosanoides, incluyendo tromboxanos, leucotrienos y prosta-
glandinas. Los eicosanoides desempenan importantes papeles reguladores en las
funciones celulares incluyendo funciones inmunes e inflamatorias.

La enzima COX existe como dos isoenzimas, la COX-1y la COX-2, ambas produ-
cidas en el cerebro, pero sus funciones ain no son bien conocidas. COX-1 es res-
ponsable de la produccion homeostatica de prostanoides. COX-2 es inducible y su
expresion puede ser modificada dependiendo del estimulo, pero también puede
tener un papel en el desarrollo de la homeostasis [175]. Con la excepcion de los
inhibidores de COX-2, todas las clases de AINES inhiben tanto la enzima COX-1
como la COX-2. Los inhibidores de COX-2, como su nombre indica, inhiben selecti-
vamente la enzima COX-2.
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La evidencia epidemiologica indica que los AINES pueden reducir el riesgo de de-
sarrollar EA [176-179]. Puesto que los pacientes con artritis reumatoide y osteoar-
tritis son tipicamente tratados y estan expuestos a los AINES durante largos pe-
riodos de tiempo, los estudios epidemiolégicos han examinado la asociacion de
estas enfermedades y la EA. Muchos de estos estudios mostraron una relacion
inversa entre tener artritis (y estar en tratamiento con AINES) y la EA [180]. Un es-
tudio prospectivo basado en la poblacion también ha demostrado una reduccién
significativa en el riesgo de EA en los sujetos que habian tomado AINES durante
un tiempo acumulado de 24 meses o mas [181].

Los estudios post-mortem también han demostrado la capacidad de los AINES
para reducir la inflamacion que se observa constantemente en el tejido cerebral
de los enfermos de Alzheimer [182]. Un posible modo de accion que justifica la
eficacia de los AINES es mediante el bloqueo de la enzima COX-2 en el cerebro. Se
ha demostrado que el mMRNA de la COX-2 es regulado considerablemente en las
zonas afectadas del cerebro de los enfermos de Alzheimer [183, 184], con la inmu-
norreactividad de la COX-2 localizada principalmente en las neuronas piramidales
de la corteza cerebral y la formacion hipocampal [185], lo que sugiere la implica-
cion de la COX-2 en la EA.

Se ha demostrado que los AINES pueden afectar directamente la produccion de
AB a través de varios mecanismos. Por ejemplo, el ibuprofeno, la indometacina,
y el sulfuro de sulindac, disminuyen el péptido AB-42 hasta un 80% en cultivos
celulares (efecto que no se ha observado con el naproxeno, celecoxib, o la aspiri-
na) [186)]. Dado que no todos los AINES tienen este efecto, parece ser que este se
produce a través de un proceso que es independiente de su actividad COX-anti-
inflamatoria. El tratamiento con ibuprofeno en ratones que sobreexpresan APP
mostré una reduccion de la placa amiloide en la corteza junto con una reduccién
de la activacion de la microglia [187].

Un estudio que analiza la capacidad de los AINES comunes y los enantiomeros
de flurbiprofeno para disminuir los niveles de AB en células de neuroglioma y en
ratones transgénicos de APP, mostré que algunos, pero no todos, los AINES tes-
teados disminuyeron los niveles de AB en las células y fueron capaces de reducir
los niveles de AP en los ratones [188]. Las neuronas que fueron pretratadas con
ibuprofeno mostraron una disminucion de la produccion de A tras la exposicion
a la citoquina TNF-a, en comparacién con neuronas no tratadas [189]. Otro es-
tudio mostré que las neuronas que fueron tratadas con inhibidores de la COX-
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1, tales como el ibuprofeno y el acido acetil salicilico, fueron mas resistentes a
los efectos de AP que las neuronas que fueron tratadas con los inhibidores de la
COX-2 [190]. Este estudio también mostré una disminucion de la produccion de
prostaglandina E2 en las neuronas por el tratamiento tanto de los inhibidores de
la COX-1como de la COX-2.

Los AINES también funcionan mediante la activacion de los receptores activado-
res de la proliferacion de peroxisomas (PPAR), un grupo de receptores nucleares
de hormonas que actuan inhibiendo la transcripcion de genes proinflamatorios.
Por ejemplo, los agonistas de PPARa han demostrado inhibir la IL-6, TNF-a, y |a ex-
presion de COX-2 en cultivos celulares [191]. También se ha demostrado que PPARy
inhibe la activacion microglial y una multitud de agentes proinflamatorios, tales
como citoquinas, iNOS, y COX-2 [192].

Desafortunadamente, los ensayos clinicos con AINES en pacientes con EA no han
sido muy fructiferos [193]. Esto fue especialmente decepcionante en el caso de
los inhibidores de la COX-2. Un estudio aleatorizado, doble ciego, controlado con
placebo que evalua el efecto inhibidor de la COX-2 con rofecoxib y el efecto inhi-
bidor de la COX-1 y COX-2 con naproxeno versus placebo en la progresion de EA,
no freno el deterioro cognitivo de los pacientes con EA en fase leve y moderada
[194]. Otro estudio aleatorizado, doble ciego, controlado con placebo, utilizando el
inhibidor de COX-2 rofecoxib, no detuvo el avance de la EA [195]. Los AINES especi-
ficos para disminuir AP deberian utilizarse en futuros ensayos clinicos para ver si
son clinicamente eficaces. Una posible hipotesis seria que los AINES ayudan en la
reduccion de la incidencia de la enfermedad, pero no serian tan atiles una vez que
ya esta establecida la enfermedad.

3.2. Esteroides glucocorticoides

Los esteroides son considerados como potentes agentes antiinflamatorios y fun-
cionan mediante la regulacion de la transcripcion de una variedad de moléculas
inflamatorias, inhibiendo la produccion de las enzimas que median la produccion
de prostaglandinas. Los esteroides también tienen un efecto en la reduccion de la
expresion de citoquinas y proteinas del complemento que son proinflamatorias
[182]. Por tanto, es sorprendente encontrar que los datos epidemiolégicos, sobre
los efectos del uso de esteroides glucocorticoides en el cerebro de enfermos de
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Alzheimer, muestren un beneficio muy débil en el paciente [196] o incluso podrian
mostrar un efecto perjudicial [197].

Mientras que los glucocorticoides muestran una inhibicion de la induccion de Ap
de las quimioquinas y citoquinas en el SNC [198], un estudio aleatorizado y contro-
lado con placebo fue realizado para determinar si el tratamiento con prednisona
reducia la tasa de deterioro cognitivo en pacientes con EA. Este estudio mostro
que no habia diferencia en la disminucion cognitiva entre el grupo tratado y el
grupo control [199]. De hecho, se encontraron que los niveles totales del gloco-
corticoide cortisol en el CF y el suero de pacientes con EA eran significativamente
elevados en comparacion con controles sin demencia [200, 201], lo que sugiere
que unos mayores niveles de esteroides pueden estar asociados con la EA.

4. Flavonoides: Una estrategia natural

Un medio por el que se pueden contrarrestar las respuestas proinflamatorias, y
por lo tanto reducir la gravedad de la EA, es a través de un grupo de compuestos
naturales derivados de las plantas conocidos como polifenoles, especificamente
los que se conocen como "flavonoides” derivados de la planta del té verde. Los
flavonoides son una gran familia de compuestos sintetizados por las plantas que
tienen una estructura quimica comun [202].

Los flavonoides del té verde como el galato de epigalocatequina (EGCG) parecen
promover la regulacion a la baja de las funciones innatas de las células inmunes.
Entre los supuestos mecanismos de accion de los flavonoides en el sistema inmu-
ne innato se incluye la captura directa de radicales libres [203, 204], asi como la
reduccion de la produccién de citoquinas inflamatorias tales como TNF-a e IL-13,
y la reduccion de la prostaglandina E2 [205]. En consonancia con estos resultados,
las células de neuroblastoma co-cultivadas con células de la microglia activada
fueron menos neurotoxicas en presencia del flavonoide fisetina, lo que sugiere
que algunos flavonoides pueden actuar inhibiendo la respuesta inmune innata
proinflamatoria [205, 206].

Algunos flavonoides, incluyendo el EGCG, pueden modular la respuesta de las
células T por la regulacion a la baja de la respuesta inmune innata, mediante la
estimulacion de las citoquinas que promueven la inmunidad Th1 (por ejemplo,
TNF-a) y mediante la promocién de citoquinas Th2. Se cree que estos efectos es-
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tan mediados, en parte, a través de la regulacion de la sefial de NFkB [207-209].
EGCG inhibe la produccion de MCP-1inducido por TNF-a en las células del endote-
lio vascular [210]. Ademas, el EGCG también muestra la capacidad de suprimir la
muerte neuronal mediada por la microglia activada [211].

Aunque las dietas ricas en flavonoides y la administracion de flavonoides previe-
nen el deterioro cognitivo, asociado con la inflamacion en estudios con anima-
les [212-214], los estudios de cohortes retrospectivos son inconsistentes para de-
mostrar una asociacion inversa entre el consumo de flavonoides de la dieta (por
ejemplo, el té verde) y la demencia o el riesgo de enfermedad neurodegenerativa
en humanos [215-218]. Por ejemplo, un estudio epidemiolégico con adultos holan-
deses encontré que el consumo total de flavonoides de la dieta no se asociaba
con el riesgo de desarrollar EA [215-216]. Esta relacién no incluye a los fumadores
actuales, cuyo riesgo de padecer EA se reduce a la mitad por cada aumento de 12
mg en la ingesta de flavonoides diarios. Por otro lado, ancianos y ancianas fran-
ceses mostraron que, con los menores consumos de flavonoides, tenian un 50%
mas de riesgo de desarrollar demencia en los proximos 5 anos que aquellos con
las mayores ingestas [217].

Por lo tanto, son necesarios futuros estudios en humanos con ensayos clinicos
aleatorizados. Estos estudios deberian involucrar la suplementacién con dosis re-
lativamente altas de flavonoides purificados especificos, para aclarar la relacion,
aparentemente inversa, con el riesgo de contraer la EA (y si esto se produce me-
diante la reduccién de la inflamacién) y también para determinar si dichos com-
puestos son terapéuticamente beneficiosos.

Los antioxidantes constituyen una parte fundamental del panel de farmacos cli-
nicos y experimentales que actualmente se consideran para la prevencion y la te-
rapia de la EA. El ultimo apartado de este capitulo se ha focalizado en estructuras
de antioxidantes fenodlicos que pertenecen a la clase de antioxidantes directos,
sin embargo, en la actualidad estan surgiendo estudios sobre el poder que los
antioxidantes polifendlicos podrian mostrar como reguladores genéticos, impli-
cados en la expresion de determinadas enzimas relacionadas con el sistema anti-
oxidante endégeno del organismo.

Los polifenoles ejercen estas acciones a través de mecanismos que involucran una
modulacion de la expresidon de genes que codifican la sintesis de proteinas, las
cuales controlan la produccién o eliminacion de especies reactivas involucradas
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en los procesos de oxidacion. Ciertos polifenoles inducen la expresion de genes
que codifican las enzimas antioxidantes superéxido dismutasa, catalasa, gluta-
tion peroxidasa, glutation reductasa, glutation S-transferasa y también el tripép-
tido glutation (principal antioxidante hidrosoluble de las células). También se ha
observado que bajas concentraciones de algunos polifenoles son capaces de in-
hibir la expresion de genes que codifican enzimas prooxidantes involucradas en
la sintesis de especies reactivas como la NADPH oxidasa, la xantina oxidasa y la
mieloperoxidasa [219-221]. Ademas, varios polifenoles pueden inhibir la actividad
de enzimas proinflamatorias como la COX-2 y la mieloperoxidasa [222], propiedad
antiinflamatoria que a nivel vascular es muy importante.

5. Conclusion

Existe una creciente evidencia cientifica que sugiere que la inflamacién contri-
buye significativamente en la patogénesis de la EA. La generacion y la secrecion
de mediadores proinflamatorios pueden interactuar con la neurodegeneracion
en multiples niveles. Asi, las citoquinas proinflamatorias no sélo contribuyen a la
muerte neuronal, sino que también pueden influir en las vias neurodegenerativas
clasicas tales como el procesamiento de APP y la fosforilacion de T.

La liberacion de mediadores antiinflamatorios puede antagonizar, en parte, la ac-
cion de los mediadores proinflamatorios que, en ultima instancia, conducen a la
enfermedad cronica. Asi, estudios futuros deben determinar si el curso de la EA
puede ser influenciado por las estrategias de tratamiento antiinflamatorias, y si
las nuevas estrategias clinicas para analizar la neuroinflamacion temprana en el
cerebro humano son necesarias para mejorar la manera de supervisar y controlar
las estrategias de tratamiento que estan dirigidas a los mecanismos inflamato-
rios.
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ESTRES OXIDATIVO / NITRO-OXIDATIVO COMO BLANCO TERAPEUTICO
EN ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS

RESUMEN

Las defensas antioxidantes celulares se ven sobrepasadas por la generacion tanto
de especies reactivas de oxigeno (ERO) como de especies reactivas de nitrégeno
(ERN) cuando se esta frente a una situacion de estrés oxidativo / nitro-oxidativo, la
cual es capaz de provocar lesiones celulares que pueden ser de caracter reversible
o irreversible. Esta desregulacion en el estado redox de la célula, es una de las
principales causas en las modificaciones del estado de oxidacion / reduccion en
macromoléculas como lipidos, proteinas y acidos nucleicos, las cuales pueden ser
causas de variaciones irreversibles en la estructura y funciones de éstas. En este
sentido, el sistema nervioso central (SNC) representa un blanco particularmente
susceptible al dano producido por especies reactivas. Multiples estudios han
demostrado el efecto del estrés oxidativo / nitrooxidativo en la progresion de
enfermedades neurodegenerativas o condiciones traumaticas como Alzheimer,
Parkinson, isquemia-reperfusion y esclerosis lateral amiotréfica, entre otras. La
especial sensibilidad que presenta el SNC frente a un dafno oxidativo se debe a
factores tales como: a) elevada actividad metabdlica oxidativa, b) presencia
de una alta proporcion de lipidos facilmente peroxidables, c) concentraciones
elevadas de cationes metalicos, d) una disminuida capacidad antioxidante y
e) reducida capacidad de regeneracion celular, entre otras. En este sentido,
el estado oxidativo celular es un punto clave en el control y la regulacion de
diversos caminos de transduccion de senales celulares. En este contexto, el
estrés oxidativo / nitrooxidativo puede ser considerado uno de los blancos
terapéuticos para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas. De ahi
que posibles farmacos neuroprotectores con potencial capacidad de inhibir estos
procesos podran retardar o prevenir en cierto grado el avance de los trastornos
neurodegenerativos. Por ello, en estas ultimas dos décadas se ha notado un
creciente interés en la investigacion y desarrollo de nuevos farmacos capaces de
actuar como protectores frente a especies reactivas tanto de oxigeno como de
nitrégeno.

1. Estrés oxidativo / nitro-oxidativo

Cuando las defensas antioxidantes celulares se ven sobrepasadas por la
generacion tanto de especies reactivas de oxigeno (ERO) como de especies
reactivas de nitrégeno (ERN) se esta frente a una situaciéon de estrés oxidativo /
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nitro-oxidativo, la cual es capaz de provocar lesiones celulares que pueden ser de
caracter reversible o irreversible [1-3]. En este sentido, el daiio por estrés oxidativo
/ nitro-oxidativo, puede ser reversible o irreversible dependiendo de factores
como el tiempo que dure el estrés, efectividad de las defensas antioxidantes, edad
del organismo, estado nutricional y factores genéticos que codifican sistemas
antioxidantes. Esta desregulacion en el estado redox de la célula, es una de las
principales causas en las modificaciones del estado de oxidacion / reduccién en
macromoléculas como lipidos, proteinas y acidos nucleicos, las cuales pueden ser
responsables de variaciones irreversibles en la estructura y funciones de estas.

En estos dos ultimos siglos, muchos investigadores han observado y propuesto
que la accion de dichas especies reactivas se encuentran directa o indirectamente
involucradas en variados procesos patologicos y en el estado del envejecimiento
[4-6]. Asi, se producen importantes alteraciones sistémicas que abarcan entre
otras la pérdida de células nerviosas, endurecimiento de vasos sanguineos y
disminucién tanto en la flexibilidad de los tejidos como en el tono corporal.
Cambios genéticos y en la actividad metabdlica celular, alteraciones hormonales,
modificaciones en procesos bioquimicos y condiciones ambientales han sido
muchas de las causas atribuidas al envejecimiento [7-9].

En este sentido, hasta el dia de hoy, muchos cientificos sostienen la hipétesis: las
especies reactivas causarian un dano no reparado y acumulado. Esta teoria tiene
un soporte cientifico algo limitado hasta los noventas, cuando los resultados
de diversos estudios indicaron que el dano oxidativo en las células humanas
se acumula con la edad y es un contribuyente importante en enfermedades
degenerativas [10-12]. El daio oxidativo aparentemente aumenta con la edad,
y esto supera la capacidad de reparacion del sistema natural de defensa en los
adultos mayores, produciendo un estrés oxidativo que dana estructuras celulares,
lo cual conduce a la muerte celular [13, 14].

2. Radicales libres

Quimicamente, un radical libre es una molécula altamente reactiva con por lo
menos un electron desapareado en el orbital mas externo. Considerando que
las moléculas tienden a alcanzar un estado estable, los radicales libres circulan a
través del organismo con el fin de estabilizar su estructura electronica, mediante
la captura de un electron de cualquier otra molécula de su entorno, generando
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una alteracion reversible o irreversible en la estructura afectada. Cuando
estos radicales libres modifican una biomolécula, mediante transferencia o
captura electronica, se pueden generar reacciones en cadena a través de varios
transportadores, los cuales sufren procesos secuenciales de éxido-reduccién [15,
16]

Los radicales libres son generados tanto a través de procesos fisiologicos
propios del organismo, como la respiracion, metabolizacion y defensa, o por
factores ambientales como la contaminacion, radiacién, aditivos quimicos y
medicamentos.

Las células han desarrollado mecanismos que las protegen del efecto nocivo de
los radicales libres con base en un complejo sistema de defensa constituido por
los agentes antioxidantes. Asi, cuando se incrementa la produccion de radicales
libres, estos mecanismos se activan para controlar y estabilizar el ambiente redox
intracelular o extracelular. Los antioxidantes se definen como aquellas sustancias
que, presentes en bajas concentraciones respecto a las de un sustrato oxidable
(biomolécula), retardan o previenen la oxidacion [16]. Al interactuar con el radical
libre, el antioxidante cede un electron, se oxida y se transforma en un radical libre
débil no toxico. Existen dos tipos de antioxidantes: los endégenos, dotados por el
propio sistema biolégico, y los exégenos, tomados de la dieta.

3. Especies reactivas

Las estructuras subcelulares de generacion de radicales libres incluyen
principalmente las mitocondrias, los lisosomas, los peroxisomas, asi como la
membrana nuclear, la citoplasmica y la del reticulo endoplasmico. La formacion
de estas especies radicales conducen ademas a la formacién de otras especies
reactivas altamente oxidantes que no son radicales libres, como ser peroxido de
hidrégeno (H,0,), acido hipocloroso (HCIO) y peroxinitrito (ONOO), entre otras.

EROy ERN son generadas y utilizadas por células como los neutréfilos, monocitos,
macrofagos, eosinofilos y fibroblastos para eliminar organismos extranos como
bacterias, parasitos y virus. Una vez formados por el metabolismo celular,
los radicales libres son capaces de reaccionar rapidamente con la molécula o
biomolécula vecina. En este sentido, las membranas biologicas, el ADN y proteinas
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representan los grupos mas susceptibles al dafno provocado tanto por radicales
libres como por especies oxidantes derivados de los mismos.

En ambos grupos de especies reactivas se encuentran entidades quimicas
consideradas como radicales libres y otras que no lo son (Tabla 1). Muchas de estas
especies cumplen funciones fisiolégicas normales, las cuales se transforman en
citotoxicas, llevando incluso a la muerte celular cuando se producen en exceso
[17,18].

Especies Reactivas de Oxigeno Especies Reactivas de Nitrogeno
Radicales No radicales Radicales No radicales
-OH H;0, NO - NO,~
{(hidroxilo) {percxido de hidrogeno)  (Gxido nitrico) {nilrito)
3 HOCH NOy ONOOr
{superdaxido) {acido hipodoroso) {ditxddo de nitrogeno) {peroximitrito)
HOy
{perhidroxilo) perdxidos Epidicos
ROy
{peroxio) oxigeno singlete

Tabla 1. Especies reactivas de oxigeno y nitrégeno.

3.1. Especies Reactivas de Oxigeno

Dentro de este grupo pueden ser encontrados radicales libres y no-radicales que
son agentes oxidantes o son facilmente convertidos a radicales o ambos. Estas
entidades se generan en el organismo como subproductos a consecuencia del
metabolismo celular o bien através de fuentes exégenas, como ser medicamentos,
toxinas, infecciones y radiacion, entre otras. El aumento acumulado de estas
especies, ya sea por una sobreproduccion de las mismas o por una disminucion en
las defensas antioxidantes, puede causar danos celulares irreversibles, llevando
incluso a la muerte celular.

Estos factores conducen a una situacion de estrés oxidativo, lo cual contribuye
o retroalimenta el desarrollo de diversas enfermedades degenerativas como la
aterosclerosis, cardiomiopatias, cancer y enfermedades neurodegenerativas,
entre otras.
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Diversas fuentes endogenas a través de procesos bioquimicos son responsables
de la generacion de ERO y ERN. La mitocondria constituye otra importante fuente
de formacion de ERO [19, 20]. Aproximadamente 8o % del ATP que utilizamos se
forma en las mitocondrias, donde se consume entre 85y 90% del oxigeno. Allj, el
oxigeno molecular disuelto entra a la cadena respiratoria para reducirse a agua
mediante la accion de la citocromo C oxidasa (complejo 1V), proceso en el cual
se estima que alrededor del 1% del oxigeno consumido durante el transporte de
electrones se transforma en anién superéxido a través de los complejos | (NADH
deshidrogenasa) y Ill (Ubiquinol cit-c oxidoreductasa).

Varias enzimas oxidasas y oxigenasas, como también reacciones de oxidacion no
enzimaticas utilizan entre el 10-15 % del O necesario por organismos eucariotas
aerobicos que no es consumido por la mitocondria. En este sentido, xantina
oxidasa, es una de las enzima responsable en la produccion de O*", especialmente
en condiciones de lesiones, como isquemia / reperfusion, donde se manifiesta
en primer instancia una privacion de oxigeno en determinado tejido, seguido de
una reoxigenacion [21,22]. Ademas de la oxidacion mediada por xantina oxidasa,
se han descrito otros procesos que involucran la formacion de O*, entre los que
se pueden destacar la oxidacion de catecolaminas y activacion de la cascada del
acido araquidonico.

Si bien se ha descrito que el O2- es moderadamente reactivo en solucion, este
puede posteriormente generar otras especies altamente reactivas, como H,0, y
OH- [23]. Asi, mediante accién de la superéxido dismutasa (SOD), se cataliza la
transferencia de un electrén de un superoéxido a otro, reacciéon de dismutacion,
generando una molécula de O y otra de H,O, (Esquema 1). Esta Gltima especie
es responsable de una elevada toxicidad en células, lo que sumado a la accién
de otros mediadores oxidantes, provocan la muerte celular por via apoptética.
La formacion del radical hidroxilo a partir de H,0, en condiciones normales
es bastante lenta, pero la reaccion es catalizada en presencia de un metal
de transicion tal como el hierro o el cobre. Las reacciones de Fenton y Haber-
Weiss (Esquema 1) explican la produccién de radicales hidroxilos en los sistemas
biolégicos. El radical hidroxilo es un poderoso agente oxidante y citotoxico, el
cual se considera como responsable directo del dano oxidativo sobre diversas
biomoléculas, principalmente proteinas, membranas lipidicas y ADN, mediante
reacciones que comprenden tanto adicion como abstraccion de radical hidrogeno.
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20 + 20 P H0, + O,

Fe'? + Hy0p — Fe*® + HO"+ OH~
Reacciones de Fenfon

O Fe*? y
X\ )\l ] Haber-Weiss
e
o, Fe'3 )

HO-OH — HO + OH
~y

Esquema 1. Procesos de formacién de H,0, y radical HO' catalizados por SOD y Fe*/ Fe*: respectivamente.

3.2. Especies Reactivas de Nitrogeno

Dentro de este grupo, las principales ERN que se producen fisiolégicamente son el
oxido nitrico (NO), el peroxinitrito (ONOO") y el diéxido de nitrégeno (NO,) (Tabla
1) [24]. EI'NO es formado fisiolégicamente mediante una reaccién de oxidacién de
la L-arginina en presencia de O, molecular y NADPH, catalizada por una familia de
enzimas denominadas oxido nitrico sintasas (ONS) [25, 26]. La ONS presenta tres
isoformas que se expresan en diferentes tejidos. Dos isoformas se expresan en
forma constitutiva, la nONS presente en neuronas y la eONS en endotelio, mien-
tras que la isoforma iONS, que se expresa de forma inducible, se encuentra prin-
cipalmente en macréfagos.

La molécula de ‘NO, la cual ha sido intensamente estudiada en las ultimas dé-
cadas, es considerada un mediador endogeno en diversos procesos biologicos
(Esquema 2). En condiciones fisiolégicas normales presenta funciones tales como
vasodilatacion (regulador de la tonificacién vascular), neurotransmision (modula-
cién de la funcién sinaptica), destruccion de patégenos (defensa inmune) y capa-
cidad antioxidante (inhibidor de los procesos de lipoperoxidacion).

En el otro extremo, se ha observado que una sobreproduccion de 'NO es capaz
de alterar funciones claves en el organismo, tales como inhibicion de la glicélisis,
cadena respiratoria y replicacion de ADN (Esquema 2) [27]. Asi, bajo determina-
das condiciones se puede llegar a una muerte celular inducida tanto por necrosis
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como por apoptosis. El 'NO puede dar lugar a especies altamente oxidantes, tales
como ONOO" y NO,, por reaccion con ERO. En este sentido ha sido planteada la
hipotesis donde se manifiesta como critico el balance entre la produccién de NO
y O, en la patologia de muchas enfermedades, como ser Alzheimer, Parkinson,
isquemia-reperfusion, cancer y ateroesclerosis, entre otras [28, 29].

oz‘_ ONOO™
Lo, Loo’ / » oxidacisn de tioles
redienles lpifices [,
RNO  -efe— NO Prooxidandes ... nitrocion de proteings
Hemo-Fe?* \ “\\
.. , , . o aciones en ADN
‘ de genitat cic 0 NO, i
¥
relsjacion del vaso sanguineo

Esquema 2. Reacciones y efectos bioldgicos producidos por NO.

Por otro lado, ONOO" es un potente agente oxidante el cual presenta una comple-
ja reactividad bioquimica [30]. Si bien ONOO" no es por si mismo un radical libre,
es capaz de producirlos mediante reacciones de homolisis con formacion de ra-
dicales OH, NO, y CO," o bien mediante reaccion redox directa con oxidacion de
tioles (radical tiilo) y centros metalicos mediante transferencia monoelectrénica.
Entre las principales reacciones en que interviene ONOO- es posible destacar: a)
oxidacion de tioles con formacion tanto de radical tiilo como de acido sulfénico y
disulfuro, b) nitracién en residuos de tirosina, lo cual puede desencadenar seiales
que terminen en un proceso de apoptosis celular, c) peroxidacion de lipidos, que
tiene un efecto importante en el desarrollo de ateroesclerosis, d) modificaciones
en el ADN mediante cambios estructurales de sus bases. Recientemente, muchos
estudios han considerado al ONOO- como una de las principales especies reac-
tivas responsable de procesos neurodegenerativos causantes de enfermedades
como Alzheimer y Parkinson [29, 31].

4. Sistemas de defensas antioxidantes

El mantenimiento de la homeostasis redox en el organismo se obtiene a través
de un equilibrio entre la produccion de especies reactivas y su eliminacion. Si
bien existe un dano oxidativo provocado por diferentes especies reactivas, como
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se describe anteriormente, en condiciones fisiolégicas normales estas especies
son generalmente neutralizadas o eliminadas por las defensas antioxidantes
presentes en nuestro organismo [2, 32, 33]. Segun la fuente podemos dividir a
los sistemas antioxidantes en dos grandes grupos, los endégenos, dotados por el
propio sistema biologico, y los exégenos, provenientes de la dieta diaria.

Dentro del grupo de antioxidantes endogenos podemos diferenciar a los
antioxidantes enzimaticos y los no enzimaticos. Dentro de las enzimas y las
proteinas antioxidantes podemos destacar: a) SOD, responsable de catalizar la
dismutacion de O,” a H,0,, b) catalasa, que descompone el H,0,, c) glutation
peroxidasa, implicada en la reduccién de H,0, a H,O, o bien de hidroperéxidos
organicos al correspondiente alcohol y H,O y d) ferritina, trasferrina y cupreina,
proteinas encargadas de transportar metales de transicion como Cu y Fe, las que
limitan la posibilidad de formar radical OH por accién de dichos metales. Algunas
de estas actividades enzimaticas se resumen en el Esquema 3.

0, —— 0" — = HO; *OH H,0

L

spperdsido dismmminss S0

Esquema 3. Mecanismo de accion antioxidante por parte de catalasa, SOD, GR y Gpx.

Dentro de los antioxidantes no enzimaticos el mas destacado como blanco de
las especies reactivas es glutation reducido (G-SH), un tripéptido compuesto por
acido glutamico, cisteina y glicina (Esquema 3). Glutation se encuentra tanto en
forma intracelular, en concentraciones del orden de 1-10 mM, como extracelular
en concentraciones micromolares. Cuando este tiol reacciona frente a especies
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reactivas pasa a su estado oxidado (disulfuro, GSSG), situacion que es revertida
por la enzima glutation reductasa (GR, Esquema 3). Asi, la relacién de G-SH/GSSG
es un parametro utilizado en diversos estudios como indice de estrés oxidativo.

Dos antioxidantes no enzimaticos muy importantes, los que provienen
principalmente de la dieta (antioxidantes exégenos), son la vitamina C, el
antioxidante hidrosoluble extracelular mas abundante y la vitamina E, el
antioxidante liposoluble mayoritario. Ademas, se han desarrollado analogos,
hibridos y derivados sintéticos de algunos de los antioxidantes no enzimaticos
mencionados anteriormente como forma de aumentar la capacidad antioxidante
y/o modificar las propiedades fisicoquimicas. Entre ellos podemos citar a Trolox,
analogo hidrosoluble de la vitamina E, un hibrido de la vitamina C-vitamina E y
derivados fendlicos (BHT, BHA) [15].

Existe un grupo de compuestos naturales, los polifenoles, que son potentes
antioxidantes presentes en verduras y frutas, en esta familia se encuentran
los flavonoides y derivados, cumarinas y acidos fendlicos entre otros. Entre las
fuentes de polifenoles podemos citar como ejemplos las legumbres verdes, el ajo,
el té verde, el aceite, las uvas y los frutos citricos.

Gran parte de los derivados fendlicos antioxidantes y especies capaces de formar
radicales oxigenados estables, presentan dos caracteristicas estructurales: i)
presencia de sustituyentes voluminosos (generalmente alquilico) vecinos al grupo
hidroxilo o grupo con radical centrado en oxigeno, como forma de disminuir la
reactividad por efecto estérico, ii) presencia de un agrupamiento adecuadamente
sustituido que pueda contribuir a la deslocalizacion del radical libre, generando
un aumento de estabilidad y disminucion en la reactividad. Esto se debe a que los
radicales libres presentan mayor estabilidad en situaciones como: a) electrones
desapareados sobre atomos de oxigeno, con heterodtomos (como oxigeno) con
pares de electrones libre en posiciones orto y para de un anillo aromatico, b)
radical centrado en carbono con dobles enlaces o heteroatomo en posicion a 'y
¢) la llamada estabilizaciéon captodativa, donde el atomo que soporta al electron
desapareado esta unido tanto a un grupo donor como aceptor de electrones [15].
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5. Estrés oxidativo / nitro-oxidativo y neurodegeneracion

Las enfermedades neurodegenerativas se han visto desde siempre como las mas
enigmaticas y problematicas dentro de la medicina, donde su conocimiento ha
estado circunscrito durante mucho tiempo a sus aspectos clinicos y, en algunos
casos, a diferentes intentos terapéuticos. Hasta aproximadamente 30 afos
atras, poco se conocia sobre las causas de estas enfermedades, hoy en dia,
gracias a los avances logrados se estan abriendo nuevas vias de investigacion en
un conjunto de procesos que representan un gran desafio y graves problemas
médicos, asistenciales, sociales y econdmicos a nivel mundial, asociado esto con
un aumento masivo de las expectativas de vida.

Son diversos los factores que conducen a desencadenar y acelerar los
trastornos neurodegenerativos, por lo que se ha planteado que son resultado
de una patologia multifactorial [34]. A pesar de que cada trastorno presenta su
mecanismo molecular y sus manifestaciones clinicas particulares, existen algunas
vias generales que se reconocen en las distintas patologias. Entre ellas podemos
mencionar: estrés oxidativo / nitro-oxidativo, disfunciéon mitocondrial, agregacion
peptidica y proteica, desequilibrio de ciertos cationes metalicos, inflamacion,
excitotoxicidad, factores genéticos, pérdida de soporte tréfico, entre otros (Figura
7). Ninguno de estos mecanismos aparece como el responsable de la etiologia de
las enfermedades neurodegenerativas, sino que estas vias patolégicas actuarian
de forma sinérgica, a través de complejas interacciones que promueven la
neurodegeneracion.
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Se ha demostrado en multiples estudios el efecto del estrés oxidativo / nitro-
oxidativo en la progresion de enfermedades neurodegenerativas o condiciones
traumaticas como Alzheimer, Parkinson, isquemia-reperfusion y esclerosis lateral
amiotrofica, entre otras [11, 35-39]. Se ha determinado en individuos con Alzheimer
y Parkinson que el transcurso de estas enfermedades se ven acompanadas por un
considerable aumento de formacion de ERO y ERN, las cuales pueden resultar el
efecto o la causa de las mismas [40].

Estos tipos de trastornos presentan una especificidad en los procesos patologicos
por determinados tipos de neuronas. La especial sensibilidad que presenta el SNC
frente a un dafo oxidativo se debe a factores tales como [35]:

1. elevada actividad metabélica oxidativa: el cerebro presenta un alto consumo
de oxigeno

2. presencia de una alta proporcion de lipidos facilmente peroxidables, que
producen aldehidos como malonodialdehido (MDA), marcador de estrés
oxidativo y 4-hidroxinonenal (4-HNE), este Gltimo es un derivado altamente
reactivo y neurotoxico

3. elevada concentraciones de cationes metalicos (Fe**, Cu?*) los cuales mediante
reaccion de Fenton o Haber-Weiss promueven la formacion del radical OH

4. una disminuida capacidad antioxidante, menor actividad antioxidante de
catalasa, SOD y Gpx en comparacion a otras regiones del organismo (higado
y corazén)

5. reducida capacidad de regeneracion celular

6. formacion de H,O, como consecuencia de la deaminacion oxidativa por parte
de la monoaminooxidasa (MAO) de aminas enddgenas que actian como
neurotransmisores (noradrenalina, dopamina, serotonina).

El estado oxidativo celular es un punto clave en el control y la regulacion de
diversos caminos de transduccion de senales celulares. Por ejemplo, un aumento
de las alteraciones oxidativas en proteinas o fragmentos peptidicos que presentan
un papel clave en el transcurso de enfermedades neurodegenerativas tales
como a-sinucleina (Parkinson), B-amiloides (Alzheimer) y SOD (esclerosis lateral
amiotréfica), podrian resultar en un aumento de plegamientos incorrectos y
degradaciones [40]. Ademas, se ha descrito que el daino oxidativo en células gliales
(neuroglia) es capaz de activar estas células generando complejas respuestas
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biolégicas, entre ellas un aumento en la expresion de genes que involucran la
produccién de ‘NO, mediante formacién de iONS, y citoquinas pro-inflamatorias.
En estas condiciones las neuronas son un blanco muy susceptible de dano y
muerte.

7. Enfermedad de Alzheimer

Dentro de las enfermedades neurodegenerativas con mayor impacto social de los
ultimos tiempos se encuentra la enfermedad de Alzheimer (EA), la cual ha sido
calificada como una de las epidemias de los dos ultimos siglos. A nivel mundial,
se estima que alrededor de 25 millones de personas se encuentran afectadas por
esta patologia neurodegenerativa. La EA una patologia causante de demencia
cortical progresiva e irreversible, se caracteriza por un trastorno de las capacidades
cognitivas [41-43]. En relacion a esto se ha observado una disminucién importante
de neurotransmisores, especialmente acetilcolina y receptores colinérgicos
nicotinicos (déficit colinérgico).

La fisiopatologia de esta enfermedad se caracteriza por la presencia de ovillos
neurofibrilares, (hiperfosforilacion de la proteina tau) [44] y placas neuriticas
seniles (agregados insolubes de -amiloides) en nimero mayor de lo normal
[45]. La hiperfosforilacion de tau es un proceso anémalo evidenciado en diversas
enfermedades neurodegenerativas. En este sentido, glicogeno sintasa kinasa 3
(GSK-3), es la principal responsable de la hiperfosforilacion de tau. Esta anormal
fosforilacion causa una inestabilidad en microtabulos asociados a la proteina
tau, con posterior formacion de los llamados pares de filamentos helicoidales, los
mayores componentes de los ovillos neurofibrilares.

Por otra parte, en condiciones fisiolégicas normales, fragmentos peptidicos
amiloidogénicos son generados a partir de una proteina precursora de amiloides
(proteina de trasmembrana) mediante la accién de la enzima a-secretasa. En estas
condiciones los fragmentos generados cumplen funciones claves en la accion
neuronal (funciones tréficas). Mientras tanto, bajo condiciones patolégicas,
la proteina precursora es degradada consecutivamente por las enzimas B- y
y-secretasa, generando fragmentos peptidicos denominados 3-amiloides. Estos
ualtimos, solubles en el medio celular, son capaces de formar agregados insolubles
mediante un cambio conformacional que los convierte en importantes agentes
neurotoxicos.
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Son muy extensos los trabajos que relacionan la importancia del estrés oxidativo
/ nitro-oxidativo en el desarrollo de esta enfermedad neurodegenerativa [46-50].
En relacién a esto, ha sido estudiado el dafio neuronal por causa de la formacion
de B-amiloides. Algunos de los mecanismos planteados y propuestos se basan
en la generacion de estrés oxidativo, e interrupcion de la homeostasis de Ca*
[51-53]. Un aumento de Ca** en la mitocondria conduce a una sobreproduccién
de O,". Por otra parte, la interaccion de B-amiloides con cationes metalicos como
Fe,* y Cu* produce H,0, en el medio extracelular, lo cual genera una situacion
de lipoperoxidacion en membrana celular con formaciéon de 4-HNE que puede
modificar covalentemente a diversas proteinas. Tanto 4-HNE como las ERO
provocan modificaciones oxidativas en la proteina tau, promoviendo la formacion
de los ovillos neurofibrilares neurotoxicos. Recientemente se ha estudiado la
capacidad de 4-HNE en acelerar la formacion de protofibrillas de 3-amiloides y su
relacién con la toxicidad en pacientes de Alzheimer [54].

Por otra parte, numerosos estudios relacionan el 'NO con las enfermedades
neurodegenerativas, siendo la EA una de las mas prevalecientes. Es sabido que el
‘NO se une a residuos proteicos y los modifica por S-nitrosilacion, principalmente
residuos de tirosina. De hecho, en muestras cerebrales postmortem de pacientes
con EA se detectan histopatolégicamente residuos de nitrotirosina en los ovillos
neurofibrilares. En cambio, este hecho no se detecta en muestras de pacientes
anosos. Esto implica que las proteinas en los ovillos han sido modificadas por el
‘NO. Ciertos autores han demostrado que altos niveles de estrés nitro-oxidativo
facilitan el desplegamiento y agregacion proteica, ambas caracteristicas de EA 'y
otras condiciones neurodegenerativas [55, 56].

¢Cuales serian las potenciales fuentes de NO en EA? Por una parte, es sabido que
el péptido B-amiloide (ApB) esta sobreexpresado en el cerebro de pacientes que
sufren EA.En estudios in vitro, ha sido demostrado que éste promueve la liberacion
de 'NO el cual puede actuar sobre las proteinas a nivel de los ovillos neurofibrilares
[57]. Ademas, es sabido que las placas AP estan asociadas a microglias reactivas y
como se mencion6 anteriormente las células gliales liberan 'NO en condiciones de
inflamacion[58]. Entonces, dado que las microglias y monocitos son estimulados
por A aumentando la expresion de la iONS sirven de fuente de liberacion de NO
[59].
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8. Enfermedad de Parkinson

La EP es un desorden neurodegenerativo del movimiento con alta incidencia a
nivel mundial, siendo el segundo trastorno neurodegenerativo mas comun luego
de la EA, afectando al 1% de la poblacion por encima de los 65 afios y un 5% de la
poblacién por encima de los 85 aios [60, 61]. La EP es una enfermedad progresiva,
de inicio tardio, que se define clinicamente por sintomas motores, incluyendo:
bradicinesia (dificultad o falla para ejecutar movimientos voluntarios), temblor de
reposo, rigidez, inestabilidad postural, y menos frecuentemente, complicaciones
no-motoras, tales como demencia, depresion y disfuncion autondémica.
Patolégicamente, la EP se caracteriza por una marcada degeneracion de neuronas
dopaminérgicas (en la sustancia nigra pars compacta) y por la presencia (en las
neuronas sobrevivientes de dicha region) de cuerpos de inclusion citoplasmaticos,
cuerpos de Lewis (CL) e inclusiones neuriticas [62].

Numerosos estudios evidencian el rol del ‘NO en el desarrollo de la EP. La muerte
neuronal dopaminérgica mediada por NO involucra la S-nitrosilacién de proteinas
asociadas a los cambios patolégicos de la EP: Parkin, XIAP (del inglés pro-survival
X-linked inhibitor of apoptosis), peroxiredoxina 2, PKC-6 [63-65]. Por ejemplo,
parkin es un componente del complejo ubiquitina ligasa E3 que protege a las
neuronas dopaminérgicas del dano por degradacion proteica. Su S-nitrosilaciéon
fue evidenciada en estudios in vitro y en modelos animales de EP in vivo asi como
en tejidos de pacientes postmortem pero no en tejidos de pacientes anosos.
Ademas, el ‘NO altera la solubilidad de parkin, y en consecuencia se forman
agregados intracelulares y pérdida de funcion neuroprotectora.

Por otra parte, existen numerosas evidencias que vinculan a la proteina
a-sinucleina (aS) con la EP, por esta razén, se ha estudiado extensamente el
rol de esta proteina en dicha enfermedad. La importancia del estudio de aS
reside en que existen diversas patologias, denominadas en forma conjunta
sinucleinopatias [65, 66]. Las sinucleinopatias constituyen un grupo de trastornos
neurodegenerativos cuya caracteristica patologica principal es la presencia de
agregados proteicos intracelulares, donde la aS es el componente clave en estos
agregados. Los mismos son depositados en poblaciones neuronales susceptibles,
tanto en neuronas dopaminérgicas, como no-dopaminérgicas y también en la

glia.
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Entre las principales enfermedades vinculadas con los agregados de aS se encuen-
tran la EP, demencia con cuerpos de Lewy y atrofia multisistémica, entre otras
[67-69]. Cabe mencionar que se ha encontrado acumulacién de oS en las placas
neuriticas seniles (agregados insolubles de -amiloides), los cuales son importan-
tes agentes neurotoxicos presentes en la EA [70]. De hecho fue la primera relacion
encontrada entre una enfermedad neurodegenerativa y la aS [71]. Existen diver-
sos factores que promueven la formacién de estructuras fibrilares de la proteina
aS, como ser interaccion con cationes metalicos (Cu*2?), mutaciones de aS, pestici-
das (Rotenona, Paraquat, Maneb) y estrés oxidativo / nitro-oxidativo, entre otros.

Diversos estudios han reportado una fibrilacion incrementada de oS debido al
efecto de agentes oxidantes tales como peroxido de hidrégeno y peroxinitrito.
En este sentido, la aceleracion de la agregacion de aS puede deberse también
a diversas modificaciones post-traduccionales que puede sufrir la proteina.
La nitracion de residuos de tirosina es la modificacion post-traduccional mas
frecuente (es decir, proteinas que contienen el producto de la oxidacién de tirosina,
3-nitrotirosina) y se ha demostrado que la nitracion de esta proteina induce la
formacion de conformaciones parcialmente plegadas [72-74]. Bajo condiciones
que promueven el estrés nitro-oxidativo, los oligdmeros de aS pueden unirse
covalentemente a través de la formacion del enlace o,0-ditirosina, lo cual hace
que el proceso de polimerizacion se vuelva irreversible. Asi, el hecho de entender
los mecanismos de estas sinucleinopatias, podra aportar valiosa informacion
en la investigacion de nuevas terapias y/o dianas terapéuticas, las cuales en
el futuro podrian prevenir o retardar la progresion tanto de la EP como de las
demas sinucleinopatias relacionadas, para las cuales en la mayoria de los casos
actualmente existe sélo una terapia paliativa [75, 76].

9. Esclerosis Lateral Amiotrofica

La esclerosis lateral amiotréfica (ELA) es una enfermedad neurodegenerativa que
comienza afectando neuronas motoras superiores e inferiores que se manifiesta
como una debilidad progresiva en miembros y cara, atrofia, espasticidad,
reflejos hiperactivos y finalmente compromiso respiratorio y muerte prematura
en un periodo de 3 a 5 afos desde la aparicion de los primeros sintomas [77].
Aproximadamente el 10% de los casos se heredan de manera autosomica
dominante, mientras que la mayoria de los casos de ELA son esporadicos y sin
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bases genéticas. Si bien varios mecanismos, incluyendo neuroinflamacion, estrés
oxidativo, defectos en el transporte de glutamato y toxicidad del glutamato,
disfuncion mitocondrial, mutaciones en el gen que codifica la superoxido
dismutasa 1 (SOD-1), juegan un rol en la patogénesis de la ELA, ésta no esta aun
completamente elucidada [78-81]. Lamentablemente, las opciones de tratamiento
actuales no previenen la progresion de la enfermedad y muerte, solo extienden la
vida unas semanas mas [77].

Como mencionamos anteriormente, el 20% de los pacientes con ELA familiar
presentan mutaciones en un cromosoma (21q 22.1-22.2) que codifica la enzima
SOD-1. La sobreexpresion de muchas de las mutaciones de ELA en animales
transgénicos resulta en el desarrollo de la enfermedad [82]. Sin embargo, la
enfermedad no es producto de la perdida de actividad de la SOD ya que en
animales knock-out para este gen la enfermedad no se desarrolla [83].

En 1993, teniendo en cuenta que la SOD cataliza la nitracion de tirosina, Beckman
y col. postularon que las mutaciones podrian resultar en un aumento de la
actividad nitrante [84]. Esta hipétesis se refuerza al demostrarse que la afinidad
por el zinc de la SOD asociada a ELA es cerca de 30 veces menor que la SOD
normal. En consecuencia, se observa un aumento en la eficiencia catalitica de la
SOD de la reaccién de nitraciéon de tirosina mediada por peroxinitrito. Ademas,
el peroxinitrito puede activar los astrocitos de la médula espinal y generar un
fenotipo reactivo que induce la muerte de las motoneuronas. Estos efectos
pueden ser prevenidos por incremento de las defensas antioxidantes en los
astrocitos ya sea por activacion del factor de transcripcion Nrf2 o por tratamiento
con antioxidantes [85].

10. Blanco Terapéuticos en Patologias Asociadas al Estrés Oxidativo / Nitro-
oxidativo

Practicamente ninguna de las terapias farmacologicas actuales son capaces de
detener o revertir la progresion de trastornos neurodegenerativos, como la EP,
EA o ELA. Esto puede deberse a que los farmacos empleados tratan Unicamente
los sintomas de la enfermedad en lugar de apuntar a las causas moleculares del
trastorno. Ademas, estos farmacos interactian con un Gnico blanco terapéutico
en lugar de enfrentar la naturaleza multifactorial de estas enfermedades.
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Dada la naturaleza multifactorial de las enfermedades neurodegenerativas, la
investigacion farmacolégica en los Ultimos afos se ha orientado a la busqueda de
compuestos multifuncionales o farmacos hibridos, los cuales tienen la propiedad
de actuar en distintos blancos terapéuticos [86-88]. Se define como farmaco
multifuncional aquella entidad quimica Unica capaz de modular simultaneamente
distintos blancos moleculares responsables de una enfermedad multifactorial.
Un enfoque muy utilizado en los ultimos anos ha sido combinar, en una unica
molécula, la estructura del farmacéforo responsable de modular la actividad
biolégica de un blanco molecular ya validado con una funciéon quimica que le
confiera otras propiedades biolégicas de interés.

En base a lo expuesto anteriormente, el estrés oxidativo / nitro-oxidativo puede
ser considerado como diana terapéutica fundamental para el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas. Por esta razon, en las dltimas dos décadas se
ha profundizado en la investigacion y desarrollo de nuevos farmacos protectores
frente a especies reactivas [89, 90].

De ahi, que posibles farmacos neuroprotectores con potencial capacidad de
inhibir este proceso podran retardar o prevenir en cierto grado el avance de los
trastornos neurodegenerativos.

11. Antioxidantes como inhibidores de la agregacion y nitracion de a-sinucleina

Las terapias disponibles actualmente para el tratamiento de trastornos
neurodegenerativos son incapaces de detener o atenuar la neurodegeneracion
asociada con las a-sinucleinopatias. Asi, podemos mencionar el caso de la EP, para
la cual el tratamiento actual se basa en la reposicion exégena de dopamina, a
través de la administracion de L-dopa. Este tratamiento mejora los sintomas pero
no detiene la progresion del proceso neurodegenerativo. Sin embargo, a pesar
de que esta droga ofrece un alivio sintomatico a los pacientes, también presenta
muchos efectos secundarios [34].

La conversion de una proteina o péptido soluble en agregados filamentosos
insolubles es el evento central en la patogénesis de diversas enfermedades
neurodegenerativas, como enfermedad por priones, EA y sinucleinopatias
[91-93]. En este sentido, ha sido propuesta la inhibiciéon de la agregacion de aS
como una atractiva estrategia de intervencion terapéutica frente a la EP y a las
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demas sinucleinopatias mencionadas anteriormente [94-96]. Recientemente se
han publicado numerosos trabajos donde se identifican péptidos sintéticos o
pequenas moléculas organicas, asi como también algunas proteinas (chaperonas),
que son capaces de inhibir la agregacion de aS.

En los dltimos anos, pequenas moléculas organicas, de las cuales muchas se
utilizan en clinica como agentes antioxidantes, antiinflamatorios, antibacterianos
y como agentes antiparkinsonianos entre otros, han sido descriptas como
inhibidores y desagregantes de las fibras de aS y por lo tanto como potenciales
agentes neuroprotectores. Se han identificado pequenas moléculas con
propiedades antioxidantes (ej. curcumina, acido ferulico, resveratrol, taninos)
y antiinflamatorias (e]. aspirina, ibuprofeno, diclofenac) como inhibidores de la
agregacion de aS y también como desestabilizadores de las fibras preformadas
in vitro [97-99].

Diversos trabajos han profundizado en el estudio de las modificaciones que
sufre aS por efectos del estrés nitro-oxidativo. Por ejemplo, se ha estudiado la
nitracion de aS in vitro, utilizando flujos de peroxinitrito como agente nitrante.
En una publicacion reciente se describe el efecto de proteccion sobre la nitracién
por parte de nitronas fendlicas atrapadoras de radicales libres. Estos compuestos
son analogos de la nitrona PBN y (a-fenil-N-t-butilnitrona) han sido sintetizados
utilizando una ruta sintética rapida y eficiente basada en la irradiacion por
microondas. Estas nitronas han mostrado buena actividad como atrapadoras
de radicales libres y demostrado que evitan la nitracion de aS mediada por
peroxinitrito [100].

En este contexto, se ha descrito en muchos procesos neurodegenerativos una
sobreproduccion del radical NO por accion tanto de la enzima 6xido nitrico sintasa
neuronal (NnONS) como de la inducible (iONS). Este radical mediante reaccién
con O,” formaria peroxinitrito, altamente neurotdxico. Asi, farmacos capaces de
inhibir la nONS, iONS o la induccion de iONS representan una potencial estrategia
en el desarrollo de agentes neuroprotectores [101-103].

12. Nitronas neuroprotectoras

En estas altimas dos décadas se ha notado una profundizacion en la investigacion
y desarrollo de nuevos farmacos capaces de actuar como protectores frente a
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especies reactivas. En este sentido ha sido ampliamente estudiada la utilizacion
de nitronas, especialmente derivadas de a-fenil-N-t-butilnitrona (PBN, Esquema
4), con actividad neuroprotectora [35, 104-107]. A comienzos de la década del 60,
diversos compuestos portando la funcionalidad nitrona (PBN, DMPO, Esquema
4) se comienzan a utilizar en técnicas para detectar y estabilizar radicales, “spin
trapping” [108].

Las primeras observaciones de la actividad farmacologica de las nitronas se
realizaron en la década del 80, cuando se observa la capacidad de PBN de proteger
a ratas en condiciones de shock y traumatismos. Posteriormente, se determina
la eficiencia de PBN en varios modelos neurodegenerativos, demostrando por
primera vez la actividad neuroprotectora en lesiones cerebrales. En un principio,
se piensa que la actividad neuroprotectora de la funcionalidad nitrona se debe a
su capacidad como atrapador de radicales libres (ARL).

En estos estudios, se observa que PBN presenta una importante proteccion
cuando es administrada luego de generada la lesion y una buena actividad
neuroprotectora a dosis muy inferiores a las necesarias para actuar como un
efectivo ARL. Esto sugiere que la actividad de nitronas no es simplemente debida
a la capacidad de actuar como ARL, sino que estarian en juego otros mecanismos.

Por otro lado, se ha determinado que PBN es capaz de inhibir la activacion de
la mitégeno kinasa MAP p-38, con lo que se suprime la formaciéon de genes
especificos capaces de promover, por ejemplo, la formacion de iONS en procesos
neuroinflamatorios [109]. Por ejemplo, se ha evidenciado una significativa
activacion de la MAP p-38 en regiones cerebrales de pacientes con Alzheimer,
principalmente en neuronas cercanas a las llamadas placas neuriticas seniles
(agregados insolubles de B-amiloides) [35]. Ademas de la activacion de MAP p-38
por los B-amiloides otros activadores son la IL-1f3 (citoquina pro-inflamatoria) o el
H,0,.

Se ha demostrado, ademas, la capacidad de PBN de inhibir la formacion de H,O,
como un subproducto de la respiraciéon en mitocondrias cerebrales [110]. Dadas las
evidencias que indican la importancia del H,0, y otras ERO tanto como moléculas
de senalizacion en procesos de transduccion de seiales como en la inactivacion
de fosfatasas que intervienen en los mencionados procesos, se reafirman las hi-
potesis que plantean que la accion neuroprotectora de las nitronas, principalmen-
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te PBN y sus derivados, se basa en la inhibicion de procesos neuroinflamatorios
producidos por especies neurotoxicas.

En un esfuerzo para optimizar el perfil biolégico de PBN, una diversidad de
nitronas tipo-PBN han sido disenadas y sintetizadas [111]. La nitrona NXY-o059 fue
evaluada en ensayos clinicos de fase lll pero desafortunadamente no tuvo efectos
beneficiosos para el tratamiento de pacientes con accidente cerebrovascular
isquémico [112]. A pesar de este resultado, la hipétesis de utilizar las nitronas
como agentes neuroprotectores permanece viable.

Es importante mencionar que tanto las propiedades quimicas y bioquimicas de las
nitronas, asi como su toxicidad, dependen en gran parte del patron de sustitucion
de esta funcionalidad. La inclusién de anillos heterociclicos y la conjugacion
extendida pueden ser factores que aumenten la biodisponibilidad, reduzcan
la toxicidad y mejoren la capacidad ARL y neuroprotectora. En este sentido,
recientemente nuestro grupo de trabajo ha desarrollado derivados heterociclicos
incorporando el farmacéforo nitrona, con el objetivo de generar compuestos
que presenten una superior actividad como agentes ARL y neuroprotectores
en referencia a PBN [89]. Asi, se trabajé con cuatro familias de sistemas
heterociclicos: 1,2,3-tiadiazol; 1,2,4-tiadiazol; 1,2,5-oxadiazol N-éxido (furoxano)
y con derivados de benzo[1,2-c1,2,5-oxadiazol (benzofuroxano). Se estudiaron
las propiedades antioxidantes, como agentes ARL (mediante espectroscopia de
resonancia paramagnética electrénica) y neuroprotectoras (en modelo celular de
neuroblastoma humano SH-SYs5Y) de las heteroarilnitronas desarrolladas. Otro
aspecto a destacar, es la capacidad que presentaron estas heteroarilnitronas para
atrapar y estabilizar diferentes tipos de radicales libres centrados en oxigeno,
carbono y azufre [113].

Ademas, otros estudios han demostrado buenas propiedades antioxidantes
in vitro asi como actividad farmacolégica in vivo para nitronas derivadas de
Trolox (derivado de a-tocoferol). Esto demostré que las nitronas que poseen un
grupo fenol exhiben la mejor actividad antioxidante [111, 113]. En este sentido,
recientemente fueron sintetizadas nitronas fendlicas derivadas del spintrap PBN y
seevaluaron sus propiedades antioxidantes, anti-inflamatorias y neuroprotectoras
en células neuronales [100]. Se realiz6 la sintesis de los compuestos utilizando
calentamiento asistido por microondas y por distintas técnicas se demostraron
las propiedades antioxidantes y neuroprotectoras de estos compuestos. La
incubacion con concentraciones subtdxicas de estas nitronas, protege a las células
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de neuroblastoma SHSYsY de la muerte inducida por SIN-1 (agente que induce la
produccién de peroxinitrito) y por 6-OHDA (neurotoxina que produce un modelo
experimental de Parkinson).

Dado que el sistema nervioso central es un sitio muy susceptible a especies
oxidantes, aumentar la capacidad antioxidante y atrapadora de radicales libres
podria constituir un enfoque racional para prevenir y detener el dano neuronal
que ocurre en enfermedades neurodegenerativas. Las hidroxifenilnitronas
serian prometedoras en cuanto a su potencial uso terapéutico como agentes
neuroprotectores.

Con el objetivo de mejorar la capacidad como agentes ARL e inhibidores de la
lipoperoxidacién se desarrollaron diversas nitronas ciclicas (Esquema 4) [14,
115]. Asi, se generaron derivados con mayor capacidad de atrapar los radicales
libres hidroxilo y superoxido, evidenciado mediante ensayos quimicos y por
espectroscopia de resonancia paramagnética electronica (RPE). Recientemente,
se han descrito trabajos donde se pone de manifiesto las ventajas presentadas
por diversas heteroaril-nitronas con respecto a la nitrona prototipo, PBN [100,
116-118]. En este sentido, se han desarrollado fenil-imidazolil-nitronas con mayor
actividad neuroprotectora y menor toxicidad que PBN (Esquema 4) [119].

Esquema 4. Nitronas ciclicas y heteroaril-nitronas con actividad neuroprotectora.
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Mediante un estudio QSAR (quantitative structure-activity relationship) de esta
serie de nitronas, se evidencia que la actividad anti-estrés oxidativo es depen-
diente del nivel energético del orbital molecular ocupado de mayor energia (E,,.
wo) Y de la lipofilia tedrica (clogP) [111]. La dependencia con la E,,,,, es facilmente
entendible en términos quimicos, conociendo los antecedentes de la funciona-
lidad nitrona en participar como especie capaz de aceptar un radical libre (“spin
trapping”) a través del proceso en el que la nitrona cede un electrén pertenecien-
te al nivel energético mas alto ocupado. Mientras que la lipofilia se encontraria
directamente relacionada con la posibilidad de alcanzar selectivamente su lugar
de accion, mediante el pasaje de a través de la barrera hematoencefalica, para asi

alcanzar sus blancos de accion en el sistema nervioso central.

Otras heteroaril-nitronas descritas con efectos neuroprotectores son derivadas
de furil-nitrona (Esquema 4), estos derivados han mostrado tanto inhibicién in
vitro e in vivo de los efectos neurotéxicos causados por 3-amiloides, asi como la
reduccion de inflamacién neuronal [120].

Ademas, se ha visto mediante experimentos de RPE que la presencia de sistemas
heterociclicos puede aumentar la estabilidad del radical nitroxido formado
mejorando asi su capacidad como ARL [119]. Tanto las propiedades quimicas
y bioquimicas de las nitronas como su toxicidad dependen en gran parte del
patron de sustitucion (factores estéricos y electronicos) de esta funcionalidad.
La inclusion de anillos heterociclicos y conjugacion extendida pueden ser
factores que aumenten la biodisponibilidad, reduzcan la toxicidad y mejoren la
capacidad como ARL y neuroprotectores. En este sentido, la inclusion de anillos
heterociclicos capaces de inhibir sistemas enzimaticos claves en enfermedades
neurodegenerativas podra aportar un sinergismo en la bioactividad deseada,
generando asi farmacos hibridos o multifuncionales. Con respecto a este ultimo
punto, estrategias terapéuticas recientes se basan en el diseno de entidades
quimicas que combinan dos o mas farmacéforos responsables de diferentes
actividades a nivel del sistema nervioso central en relacion con procesos
neurodegenerativos [121, 122].

Estos compuestos bi- o multifuncionales podran ejercer una mayor eficacia
sintomatica, mayor actividad neuroprotectora y menores efectos adversos, por el
usode menores dosis. En este sentido se pueden citar algunos ejemplos de agentes
descubiertos en forma casual: PBN, neuroprotector y agente ARL; Rasagilina
(Esquema s5), farmaco antiparkinsoniano, inhibidor de monoaminooxidasa
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(MAO) B y neuroprotector; Galantamina y Donepezilo, inhibidores de AChE y
moduladores de receptores de N-metil-D-aspartamo. Por otra parte, muchos
farmacos se han desarrollado mediante un diseno que involucra la utilizacion de
diversos farmacéforos. Asi, se puede mencionar el diseno de compuestos para
el tratamiento de la EA que combinan la accién inhibitoria de AChE con otras
bioactividades (Esquema 5). Entre las bioactividades se puede destacar: inhibicion
del transporte de serotonina (para el tratamiento de la ansiedad y depresion, RS-
1259); inhibicién de la MAO y concomitante efecto neuroprotector (Ladostigil);
antagonismo de canales de Ca*, hibridos Tacrina-dihidropiridinas; propiedades
antioxidantes, hibridos Tacrina-Melatonina. En el mismo sentido, otros derivados
se han disenado con el farmacoforo antioxidante dihidrocromeno combinado a
grupos inhibidores de nONS o al agrupamiento nitronas (Esquema 5) [118].

CQ// }—m/\"i i/

L i
Rasagiina: iMAO ¥ neurvprotectnr RS 1258 nhibMor dual de AChE-SERT L adustiol:neuropmtectnr, inhibidor de MAO y AChE

N
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o

S

Hibridos Tacrna Melaloninac

ACHE ¥ " -t ACHE y anti

Hibridos Hitrona-Trolox:

HNeurnproteciores y antioxid antes BHBODIX IlIIillIl"Ie NHOSY anfioxidants

Esquema 5. Compuestos bi- o multifuncionales con accion en patologias del sistema nervioso central.

13. Antioxidantes dirigidos a la mitocondria para el tratamiento
deELA,EAy EP

Algunos estudios evidencian que el tratamiento con antioxidantes puede
disminuir o retrasar la progresion de la enfermedad en modelos animales de
enfermedades neurodegenerativas. Antioxidantes naturales como coenzima Q
(CoQ), vitamina E (tocoferol) y polifenoles del té verde poseen efectos protectores
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en modelos animales de ELA, EA y EP [123, 124]. Sin embargo, mientras que los
estudios epidemiolégicos en el hombre indican cierto rol protector de la vitamina
E en la prevencion de enfermedades neurodegenerativas, los ensayos clinicos
muestran resultados contradictorios [125]. Una de las razones por las cuales se
observa esta pérdida de eficiencia por parte de los antioxidantes naturales puede
ser la dificultad de atravesar la barrera hematoencefalica. Por ejemplo, se ha
descrito que ratas que han recibido CoQ durante 2 meses no presentan aumento
de sus niveles cerebrales de CoQ [126].

Es mas, tanto el tocoferol y la CoQ por su lipofilia se acumulan en la membrana
celular y no alcanzan niveles intracelulares adecuados para combatir las ERO y
ERN intracelular. Para superar las limitaciones de los antioxidantes naturales se
han desarrollado antioxidantes dirigidos a la mitocondria. Estos antioxidantes
son derivados de tocoferol [127], ubiquinona [128-131], acido lipoico [132], spin trap
[133], y peroxidasa mimético ebselen [134]; y son dirigidos a la mitocondria debido
a la presencia de un cation trifenilfosfonio lipofilico (Esquema 6).

e & % o
C[; i ;D b MitoPrx — -

:::Wg@ “m%@

MitoE

Esquema 6. Estructura de antioxidantes dirigidos a la mitocondria.

El MitoQ es el antioxidante dirigido a mitocondria mas ampliamente estudiado.
Este tipo de antioxidante hace uso del gradiente de potencial existente a través
de la membrana interna de la mitocondria lo que permite su acumulacién de 100
a 1000 veces en la matriz mitocondrial; y su salida se da por despolarizacion. Los
estudios realizados por Murphy y colaboradores demuestran que MitoQ puede
incrementar las defensas antioxidantes de la mitocondria in vitro. Asimismo,

182



ESTRES OXIDATIVO / NITRO-OXIDATIVO COMO BLANCO TERAPEUTICO
EN ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS

se ha demostrado que puede ser formulado para su administraciéon oral como
farmaco en animales de experimentacion. Dichos experimentos demostraron
que MitoQ presenta eficacia antioxidante en tejidos lo cual justifica desarrollar
estudios clinicos. En este sentido, se desarrollé un ensayo clinico para ver si MitoQ
puede enlentecer la progresion de EP. Sin embrago, los resultados no fueron
alentadores aunque permitieron determinar que su administracion en humanos
es segura [128-131, 135].

Por otra parte, recientemente se ha descrito una nueva clase de pequenos
péptidos antioxidantes capaces de acumularse en la mitocondria de una forma
independiente del potencial. El motivo estructural de estos péptidos de Szeto-
Schiller (SS) se centra en alternar residuos aromaticos y aminoacidos basicos
(péptidos aromatico-cationicos) [136-138]. Estos péptidos SS son capaces de
atrapar ERO y ERN protegiendo la mitocondria por reduccion del estrés oxidativo
y por tanto, son potenciales agentes neuroprotectores. De hecho, estudios en
modelos animales de ELA y EP demostraron su eficacia en minimizar o prevenir
la neurodegeneracion. Los estudios pre-clinicos son promisorios y se esperan
futuros ensayos clinicos en humanos [139].

14. Otras moléculas hibridas disefiadas como neuroprotectores

Recientemente, Koufakiy colaboradores desarrollaron la sintesis de nuevas molé-
culas hibridas disenadas como agentes neuroprotectores: hibridos cromanol-ca-
tecol, hibridos cromanol-1,2-ditiolanos, hibridos cromanol-acido lipoico (Esquema
7) [140-143].

Los compuestos desarrollados fueron capaces de proteger del dario al ADN me-
diado por peroxido de hidrogeno y su capacidad neuroprotectora fue estudiada
usando células HT22 presencia de glutamato. En particular, aquellos derivados en
los cuales la estructura cromano y catecol esta conectada a través de un anillo
heterociclico de 5 miembros (esquema 7) resultaron mas efectivos y justifica mas
estudios.
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Esquema 7. Estructura de algunas moléculas hibridas desarrolladas por Koufaki y col.

15. Conclusiones

Existe un enorme crecimiento en la Investigacion y Desarrollo (I+D) de nuevos
farmacos para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas. En este sen-
tido, diversos estudios sobre los mecanismos moleculares implicados en la pa-
tofisiologia de estas enfermedades, estan dirigidos a identificar y validar dianas
terapéuticas especificas, las cuales han de ser objeto para el desarrollo de nuevos
farmacos que proporcionen tratamientos mas selectivos y efectivos. Debido a
esto, actualmente tanto instituciones de investigacion publicas o privadas como
companias farmacéuticas centran sus esfuerzos en la busqueda de terapias neu-
roprotectoras ya sea mediante la quimioterapia (desarrollo de farmacos de origen
sintético o natural), o bien por inmunoterapia (desarrollo de vacuna terapéutica).

Como se mencion6 anteriormente, diversas especies reactivas se encuentran
implicadas en procesos fisiopatologicos de numerosas enfermedades. En este
sentido, el sistema nervioso central (SNC) representa un blanco particularmen-
te susceptible al dano producido por especies reactivas. Asi, el estrés oxidativo y
nitro-oxidativo, entre otros, pueden ser considerados blancos terapéuticos para
el tratamiento de este tipo de patologia. De ahi que posibles farmacos neuropro-
tectores y antioxidantes con potencial capacidad de inhibir estos procesos podran
retardar el avance de los trastornos neurodegenerativos.
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OTOTOXICIDAD, OTOPROTECION, AUTODEFENSA Y REGENERACION DEL OfDO INTERNO

RESUMEN

Ototoxicoses son enfermedads que comprometen la oreja interna, provocadas
por drogas medicamentosas de forma iatrogénica, llevando la alteraciones en la
funcién auditiva y/o en el sistema vestibular periférico. Hay una pérdida auditiva
neurossensorial de mas de 25 dB, con o sin comprometimento del labirinto
posterior. Aminoglicosideos y Cisplatina son los mas comunes causadores
de lesion a estructuras del érgano de Corti. El mecanismo que lleva a la lesion
celular esta relacionado con alteraciones del sistema antioxidante, llevando la
peroxidacion lipidica, lo que desencadena la toxicidad celular. Hace una discussion
sobre drogas otoprotectoras y sobre los mecanismos de autodefesa, habituacion
y regeneracion celular de la oreja interna y neuronas auditivos.

1. Introduccion

Ototoxicoses son enfermedades que comprometen al oido interno, mas
especificamente, estructuras del érgano de Corti y son provocadas por drogas
medicamentosas de forma iatrogénica, llevando la alteraciones en la funcion
auditiva y/o en el sistema vestibular periférico. Son caracterizadas cuando ocurre
una pérdida auditiva neurosensorial de mas de 25 dB. en una o mas frecuencias en
el rango de 250 a 8000 Hz, con o sin comprometimiento del laberinto posterior
1,2, 3]

La incidencia de Ototoxicidad es variable, siendo comun en los aminoglicosideos.
Para la gentamicina, varia del 6% a 16%; Tobramicina, 6,1%; Amicacina 13,9%;
Netilmicina 2,5%; existiendo relato de hasta 80% para la Kanamicina [2, 4].

Otro aspecto importante es la reversibilidad de la ototoxicidad que segun estudio
de Matz en 1993, hubo una reversibilidad de la ototoxicidad de la gentamicina en
50%, con tiempo de recuperacion variando de 1 semana a 6 meses, después de
cesar su uso [2].

Diferentes substancias pueden causar pérdida auditiva por lesion coclear,
pudiéndose destacar: antineoplasicos (cisplatina), antibiéticos (aminoglicosideos,
eritromicina, cefalexinas), diuréticos (acido etacrinico, furosemida),
antiinflamatérios no esteroidais (salicilato, quinino, ibuprofeno), antihipertensivos
(propranolol, practolol), desinfectantes (clorexedina, iodo, alcohol). De entre estas,
dos grupos tienen destaque, por su utilizacion difundida en la practica clinica

193



NEUROPROTECCION EN ENFERMEDADES NEURO Y HEREDO DEGENERATIVAS

que son los antibiéticos aminoglicosideos (gentamicina) y los antineoplasicos
(cisplatina) [3].

La cisplatina es una potente droga antineoplasica utilizada en la terapia del
cancer avanzado en adultos y en nifos. La mayoria de sus efectos colaterales
son irreversibles pueden ser prevenidos se monitoreados, pero no pueden ser
evitados. Su toxicidad ocurre en el rim, en el sistema nervioso céntrico o periférico,
en el trato gastrointestinal, en la médula 6sea y lesiones cocleares en el nivel del
o6rgano de Corti [5, 6, 7).

La cisplatina provoca danos en dosis agudas elevadas o cumulativas, teniendo
como blanco las células ciliadas externas, inicialmente las de la espira basal de
la coclea, progresando para las células apicais. Las lesiones ocurren en grados
variados desde el bloqueo en la transduccion de los canales de calcio de las células
ciliadas externas, lesiones a las células ciliadas externas e internas, a las células
soportes y "stria vascularis”, asi como lesion a las neuronas del ganglio espiral [8,
9,10].

La presentacion clinica en humanos es de una pérdida de la audicion bilateral e
irreversible asociada a acufeno unilateral o bilateral y comprometiendo las altas
frecuencias (4.000 Hz a 8.000 Hz ). Los examenes clinicos para diagnosticar y
prevenir los efectos ototdxicos de estas drogas han sido a audiometria tonal
liminar, Potencial Auditivo Evocado de Tronco Cerebral (PAETC), Potencial
Endococlear y a las emisiones otoacusticas [11, 12, 13, 14].

El mecanismo que lleva a la lesién celular esta relacionado la alteraciones
del sistema antioxidante celular tanto para la ototoxicidad cuanto para la
nefrotoxicidad generadas porlacisplatinay gentamicinay otras drogas ototoxicas.
Los niveles de glutation y la actividad de enzimas antioxidantes como superéxido
dismutase, catalase, GSH peroxidase y GSH redutase estan reducidas en el rim y
en la coclea, llevando la peroxidacion lipidica, lo que desencadena la toxicidad
celular [5, 15,16, 17, 18].

Agudamente la droga ototoxica se combinaria a receptores del membrana
de las células ciliadas cocleares o de las maculas del saculo, utriculo o crestas
ampulares de los canales semicirculares. Esos receptores compuestos de
polifosfoinositideos, tienen papel importante en los mecanismos bioelétricos y
en la permeabilidad de la membrana celular, por interaccién con iones calcio. En
el caso de aminoglicosideos, por ejemplo, hay un bloqueo de los canales de calcio
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y consecuentemente a los canales de potasio (calcio dependientes) y pérdida
de iones magnesio en las mitocondrias de las células ciliadas. Cronicamente,
ocurriran alteraciones en el nivel de RNA, DNA, afectando la sintesis proteica,
comprometiendo la formacion de proteinas antioxidantes y generando proteinas
apoptoticas para la célula [6, 18, 19, 20].

No es el hecho de solamente el individuo estar utilizando una medicacion
ototoxica es que ocurrira la pérdida de la audicion, pero factores relacionados a
su genotipo son importantes ademas de otros factores externos que llevan a un
riesgo mas elevado y que deben ser evitados, como exposicion a ruidos intensos;
asociacion a otras drogas ototoxicas (diuréticos); pérdidas de la audicién previas;
problemas hepaticos o renales; embarazo y cuidados especiales cuando de su
administracion en ninos y recién-nacidos y pacientes en edad avanzada [21, 22,
23, 24].

Algunas medidas pueden ser tomadas por el médico, como preventivas a los
efectos ototoxicos, cuando su utilizacion es necesaria, como administrar la droga
ototoxica en dosis y por vias de aplicacion adecuadas; escoger la droga menos
toxica y administrar la dosis mas baja por un periodo mas corto, si posible [9, 25,
26, 27].

Las investigaciones del final de la década de 80 hasta el presente se ha dedicado a
comprender de los mecanismos de ototoxicidad y de la utilizacion de drogas que
tutearian como agentes otoprotectores a las células ciliadas cocleares.

Los estudios sobre los mecanismos de ototoxicidad de la cisplatina tuvieron inicio
con Harder & Rosenberg (1970), que verificaron que el ion cloreto en el medio
intracelular favorecia la reaccion de la platina con el DNA celular. Ravi, et al
(1995), propusieron un mecanismo que explica la ototoxicidad por la cisplatina,
demostrando conexion directa de la cisplatina a los grupos sulfidrila de la GSH-
peroxidase a no activar; aumento de peroxidos organicos; aumento en la actividad
de la superdxidodismutase (SOD) y de la catalase, disminucion en los niveles
de la GSH-peroxidase, por el aumento en la degradacion de la misma cuando
quedada con la platinay, por fin, la deplecion del glutation. Los iones superoxido
causan alteraciones en la transduccion del sonido, aumentando el calcio (Ca++)
intracelular lo que interfiere con la motilidad de las células ciliadas externas de la
coclea [5, 18, 28].
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Considerando este el mecanismo mas importante de ototoxicidad por la
cisplatina y otros agentes que provocan lesion en la coclea diferentes drogas
antioxidantes han sido probadas como agentes otoprotectores al largo de las
dos ultimas décadas. Los agentes otoprotectores pueden tutear por interaccion
directa con la cisplatina (tiois); por desplazamiento del platin de su localizacion
toxica; previniendo que la platin interaja con la enzima superoxidodismutase y
por impedir la fomacion de radicales libres intracelulares [5, 17, 19].

Cuando las células ciliadas externas son sometidas a un "stress oxidativo", ocurre
la peroxidacion aldeido lipidica con generacion de 4-hdroxinonenal que es un
mediador de la apoptosis celular para neuronas de la audicion y células ciliadas.
Asi, los mecanismos de otoproteccion deberian prevenir la formacion de oxigeno
reactivo, neutralizar productos toxicos de la peroxidacion aldeido lipidica o
bloquear los dafios en las células sensoriales que las llevarian la apoptosis [5].

De entre todas las drogas probadas hasta el momento, demostraron evidencias
de otoproction substancias como los tidles, compuestos sulfurados que son
quelantes de metales tuteando como carreadores de radicales libres intracelulares.
Se mostraron efectivos en estudios en plantillas animais el tiossulfato del sodio y
a d-metionina. Estudios clinicos aun son restrictos, por no saberse exactamente
como tales agentes hay entergido con drogas como la cisplatina [27, 28, 29, 30, 31,
32].

Los radicales libres y especies reactivas de oxigeno son producidos continuamente
en el organismo tanto en situaciones de salud como de enfermedad, son
importantes “sinalizadores” para otras reacciones intracelulares o tutéan como
agentes bactericidas. Su produccion depende de un equilibrio entre produccion
y la remocion del oxigeno reactivo y de nitrogénio, con sus niveles controlados
por las enzimas superoxido dismutase y glutation peroxidase y compuestos
de bajo peso molecular como la vitamina E y el acido ascérbico. Los radicales
libres intracelulares comprometen los mecanismos de reparacion del DNA y la
produccion de proteinas y de los fosfolipides de membrana [33, 34, 35, 36].

Estudios de la década de 8o proponen la utilizacion de substancias que puedan
tutear como otoprotector. A continuacion son descritas algunas drogas que
presentaron potencial efecto otoprotector en investigaciones realizadas en
animales y que podrian ser promissoras en pruebas clinicos:
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1.1. Fosfomicina

La fosfomicina es un antibiético derivado del acido fosfonico, que resulta en
efectiva otoproteccion a antibiéticos aminoglicosideos, proteccion esta que es
dosis dependiente o dosis limitante a los efectos ototoxicos y nefrotéxicos de
la cisplatina. Estudios apuntan para su utilizacion en humanos para prevenir la
ototoxicidad y nefrotoxicidad a la cisplatina, estos estudios que la fosfomicina no
altera el potencial antitumoral de la cisplatina [36, 37].

1.2. Tiossulfato de sodio

El tiossulfato de sodio se conecta irreversivelmente con la cisplatina
formando el complejo Pt(5203)4. Debe ser administrado inmediatamente
después de la infusion de la cisplatina para su neutralizacion. Los estudios
electrofisiologicos y histopatologicos en animales muestran que el tiossulfato
protege significativamente contra los danos cocleares toxicos de la cisplatina,
principalmente cuando administrado hasta 1 hora después de la cisplatina,
interagindo-si con ella lo que impide el contacto de la cisplatina con las células
ciliadas externas y las células marginales de la stria vascularis, impidiendo la
conexion de la cisplatina a macromoléculas intracelulares [30, 36].

Una comparacion del tiossulfato de sodio con el dietilditiocarbamato, fosfomicina
y amifostina, en cuanto a la tasa de otoproteccion a los danos causados por la
cisplatina, mostré6 que hubo 91% de proteccion para el tiossulfato de sodio,
68% de proteccion para el dietilditiocarbamato y 45 % para la fosfomicina y
amifostina, sugiriendo la posible utilizacion del tiossulfato como promissor para
la otoproteccion [36].

1.3. Dietilditiocarbamato

El dietilditiocarbamato es un agente quelante de metales pesados con accion
otoprotector a los efectos de la cisplatina en ratones. Utilizado en pacientes que
recibian tratamiento antitumoral con cisplatina se mostré efectivo parcialmente
y con efecto dosis dependiente, ademas de elevado indice de efectos colaterales,
sin indicios clinicos de que el mismo podria interagir y bloquear los efectos
antineoplasicos de la cisplatina [36, 38].
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1.4. Derivados de las melanocortinas

Son agentes utilizados como neuroprotectores, como las melanocortinas y
la hormona adrenocorticotrofico (ACTH), en particular su peptideo analogo
ORG2766. 40% de los animales que recibieron elevadas dosis ototdxicas de
cisplatina fueron protegidos, presentando resultados satisfactorios en cuanto a
evaluacion eletrofisiologica de la audicion y en estudios por microscopia 6ptica,
no siendo evidenciado lesién celular significativa [39, 40, 41, 42, 43].

1.5. D-metionina y I-metionina

La D-metionina, un compuesto sulfurado, con afinidad de conexién a la cisplatina,
fue utilizado en ratones tratados con elevadas dosis de cisplatina (16 mg/Kg DU),
evaluados por potenciales evocados auditivos del tronco cerebral y por microscopia
electronica de varrido y administrada 30 minutos después de la cisplatina en la
dosis de 300 mg/Kg protegio significativamente las células ciliadas externas, con
reduccion de la mortalidad de los animales, protegiéndolos cuanto de la pérdida
de peso.

Estudios posterores con la D-Metionina y L-Metionina mostraron excelente accion
otoprotector por la cisplatina, pero con reduccion significativa de la potenciaen la
actividad antineoplasica de la cisplatina [28].

La aplicacion en el oido medio de D-metionina topica, junto de la ventana
redonda fue significativa a los efectos ototoxicos de la cisplatina a las células
ciliadas cocleares y posibilita evitar los efectos sistémicos de estas drogas asi
como interferir con el potencial antineoplasico de la cisplatina.

1.6. L-N-acetil cisteina

La L-N-acetilcisteina en neuronas de la audicion y células ciliadas externas
sensoriales, mostré proteccion efectiva a ambos. Es una droga del grupo de los
tidles, con potencial efecto antioxidante y que promueve aumento en los niveles
del glutation intracelular [44, 45].

1.7 Dexametasona

La utilizacion de dexametasona intratimpanica se mostro eficiente agente
otoprotector a los efectos ototoxicos de la cisplatina en estudios en cobayas y
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de facil aplicacion fue efectiva cuando administrada 1 hora antes de la aplicacion
sistémica de cisplatina, con proteccion anatémica y funcional. La posibilidad de
aplicacion intratimpanica minimiza los efectos ototoxicos de la cisplatina sin
interferir con sus efectos quimioterapicos. Algunos estudios muestran la efectiva
otoproteccion de la dexametasona asociada a la vitamina E, dos substancias que
tutearian como antioxidantes y anti radicales libres intracelular que también
tutéan mejorando los efectos nefrotoxicos y el dano a las células del endotelio en
animales tratados con cisplatina [46, 47].

1.8. Salicilato de sodio

El salicilato de sodio es una droga sabidamente ototoxica dependiendo de la dosis
utilizada. La dosis de 100 mg/Kg subcutanea atenud en 80% la ototoxicidad de la
gentamicinen cuantoala pérdidade células ciliadas externas cocleares. El salicilato
tutéa como quelante de hierro, eliminando radicales libres toxicos, alem de eso, el
salicilato poder ser oxidado por el quelante de hierro 2,3-dihidroxibenzoato, que
es una substancia envuelta con el "stress oxidativo" celular.

La proteccion a los efectos ototoxicos de la cisplatina fue demostrada por medidas
electrofisiologicas de los potenciales auditivos evocados del tronco cerebral, con
reduccion significativa de la pérdida de células ciliadas externas [48, 49].

El ion hierro esta envuelto en la nefrotoxicidad de la cisplatina, asi estudios
demuestran la ocurrencia de otoproteccion parcial cuando se administra un
quelante de hierro como lo 2,2"- dipiridil. La ototoxicidad por la cisplatina es
mediada por una via hierro dependiente, asociada a un aumento en la formacién
de anions superoxidos en el interior de las células ciliadas externas de la coclea.

1.9. Extracto de Ginkgo Biloba

El extracto seco de ginkgo biloba mostro efecto otoprotector a los danios causados
en las células ciliadas externas por la cisplatina en estudios de imunohistoquimica,
medidas del potencial de accion de la audicion, PEATE y de microscopia
electronica de varrido. Este efecto protector ocurriria porque la ginkgo biloba
reduce la peroxidacion lipidica y tutéa removiendo del medio intracelular anions
superoxidos y radicales libres [50, 51].
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1.10. Amifostina

La amifostina (WR - 2721) es una droga del grupo de los tiofosfatos inorganicos,
utilizada como protector a las radiaciones electromagneticas, siendo demostrada
a nefroproteccion la cisplatina sin alterar su funcion antitumoral. Estudios
en humanos relatan discreta reduccion de la ototoxicidad de la cisplatina en
pacientes tratados con amifostina, con mantenimiento de sus importantes
efectos colaterales, lo que podria ser un factor de limitacion de su aplicacion
clinica. La amifostina tutearia por conexion en las derivaciones activas de los
antineoplasicos, no estando completamente esclarecida suya influéncia en la
eficacia de la quimioterapia, asi, ella ha sido utilizada como protector a los efectos
de la radioterapia [52, 53].

1.11. Lactato

La soluciéon de Ringer-Lactato se mostro protector a la ototoxicidad causada
por la cisplatina en animales cuando administrada por la via transtimpanica. El
isétopo de la enzima lactato desidrogenase (LDH-H) ha sido descrita como un
marcador de resistencia a la cisplatina en multiples tipos de tumores. Encontrada
en las células ciliadas externas cocleares y en la perilinfa la LDH convierte el
lactato en piruvato, generando nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH),
que es un potente antioxidante endogeno. La solucion de Ringer-Lactato con 28
mEq/L de lactato generalmente es utilizada en la hidratacion del paciente que
sera sometido a la quimioterapia con cisplatina [36].

1.12. Otros agentes

Diversas substancias han sido probadas como agentes otoprotectores, el
acido 4-metiltiobenzéico y el acido pantotenico han demostrada proteccion la
ototoxicidad por la cisplatina por tutear en el sistema antioxidante coclear [54].

Otras substancias como Lazaréides (U-743899), que son los 21-aminoesterdides,
sin accion glicocorticoide y presentan potencial efecto otoprotector a cisplatina,
tutéan inibindo la peroxidacion lipidica, carreando radicales libres toxicos
intracocleares [55].

El acido lipoico y el Ebselen son substancias antioxidantes que también fueron
demostradas con agentes potencialmente otoprotectores, dosis dependientes, a
los efectos ototoxicos por la cisplatina [27].
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Drogas como el Acuval 400, un integrador alimenticio de la coenzima Q10 que
tutéa como antioxidante, mostré potencial efecto otoprotector en animales
sometidos a ruido lesivo.

La oxigenoterapia hiperbarica consiste en proveer un suprimiento adecuado de
oxigeno, evitandose, asi, el stress oxidativo secundario al cuadro de hipoxia coclear,
con eventual muerte celular de células inicialmente no lesionadas, pudiendo ser
utilizada como agente otoprotector a la ototoxicidad de la cisplatina y al ruido
[56, 57].

2. Implicaciones futuras del desarrollo de Otoprotectores

Muchos agentes con potencial otoprotector han sido probados en plantillas
animales, necesitando la transposicion de tales estudios para la fase clinica. La
utilizacion sistémica de drogas otoprotectoras depende del alta concentracion
de la droga otoprotectora para transponer la barrera sangre — oido interno (stria
vascularis), resultando en otoproteccion. La droga otoprotectora sistémica puede
interferir con la accion de la droga a que se pretende proteccion a punto de inibir
su actividad primaria, inutilizandola, como en el caso de antineoplasicos,

Substancias como la amifostina, WR-1065, N-acetilcisteina, d-metionina,
tiossulfato de sodio y erdosteina que sabidamente forman un complejo con la
cisplatina por la presencia de tidles en su estructura molecular, asi como drogas
que contienen selénio, como el ebselen y alopurinol, podrian interferir en su
actividad antitumoral. La estrategia para minimizar los efectos sistémicos es
la perfusion intratimpanica, la via de aplicacion transtimpanica, del agente
otoprotector, basada en el principio de permeabilidad de la membrana de la
ventana redonda, con la ventaja de permitir la infusion de altas concentraciones
de los compuestos para el oido interno, sin accion sistémica interfiriendo en otros
organos, evitando, asi, los efectos colaterales sistémicos e interaccion con otras
drogas. La difusion de la droga por la membrana de la ventana redonda y para
los liquidos cocleares, depende de caracteristicas especificas del farmaco como
su liposolubilidad, peso molecular bajo y carga eléctrica, ademas de la ausencia
de potenciales bloqueos a la ventana redonda, como fibrosis y cicatrizes. Para la
administracién intratimpanica se deben considerar substancias con bajo peso
molecular como, por ejemplo, el lactato [27, 58].

201



NEUROPROTECCION EN ENFERMEDADES NEURO Y HEREDO DEGENERATIVAS

Otro aspecto importante de la administracion sistémica del otoprotector a
ser considerado es la correlacion entre la dosis administrada en animales y la
necesaria en humanos para obtenerse el mismo efecto otoprotector, como en el
caso del salicilato de sodio, n-acetilcisteina y vitamina E. Altas dosis del salicilato
pueden interferir con la funcion renal aumentando la nefrotoxicidad de drogas
como la cisplatina.

Drogas antineoplasicas son anchamente utilizadas para el tratamiento del
cancer en adultos y en nifios, aumentando su sobrevida, favoreciendo una mayor
incidencia de sus efectos colaterales de entre los cuales la ototoxicidad, que lleva
a la pérdida de la audicién irreversible, bilateral, para las altas frecuencias (4KHz
-8KHz). Muchos estudios han identificado drogas potencialmente otoprotectors,
necesitando, en el momento, de estudios clinicos que permitan su utilizacion en
humanos.

3. Autodefesa celular; habituacion y regeneracion celular

Después de 8 semanas de una lesion ototoxica por la cisplatina ocurre una mejora
en los potenciales auditivos con la formacion de nuevas células ciliadas externas
o reparacion de las células ciliadas externas lesionadas, lo que sinaliza para la
capacidad de recuperacion espontanea de las células ciliadas externas lesadas,
sugiriendo un mecanismo de autodefesa. Neuropeptideos, por presentar un
potencial de otoproteccion y estimulen la recuperaciéon espontanea de las células
ciliadas externas podrian ser agentes con perspectivas de aplicacion. Dosis bajas
no cocleotoxicas de un agente ototoxico (amicacina o Cisplatina) utilizadas
previamente a la dosis elevadas sabidamente ototoxicas protegen las células
ciliadas externas, lo que sugiere la posibilidad de un mecanismo de autodefesa o
adaptacion de las mismas a las agresiones inducidas por agentes ototoxicos. Los
mecanismos antioxidantes de las células ciliadas externas “activados” por dosis
bajas no lesivas llevarian a uno preparo de la célula para recibir una carga mayor
del agente ototoxico lesivo. Estos estudios muestran evidencias de un mecanismo
de autodefesa de las células ciliadas cocleares contra las alteraciones anatéomicas
y estructurales de las mismas [59, 60, 61, 62, 63, 64, 65].

Hace mas de veinte anos fue demostrado que las aves pueden regenerar sus
células ciliadas cocleares después de danos de ruido o tratamiento con agentes
ototoxicos. A pesar de la complejidad estructural del 6rgano de Corti, entender
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como la regeneracion estructural y funcional ocurre puede llevar al desarrollo
de terapias para el tratamiento de pérdida de la audicion neurosensorial en
humanos. La regeneracion de las estructuras celulares del oido interno puede
permitir el restablecimiento de la funcion auditiva y dos estrategias son descritas
en la literatura que buscan un tratamiento para las pérdidas de la audicion
sensorioneurales, la utilizacion de agentes otoprotectores y la regeneracion,
que es definida como la sustitucion de las células ciliadas cocleares lesadas
restableciendo su conexiéon con el sistema nervioso céntrico a través de las
neuronas auditivos primarios [66, 67].

En las aves, la muerte celular programada induz a las células soportes adyacentes
la regeneracion para sustituir las células ciliadas perdidas. Aunque las células
ciliadas de la c6clea de mamiferos sufran apoptose en respuesta a danos causados
por el ruido o por drogas ototoxicas, las células soportes no poseen la capacidad
de regenerarse [67, 68].

En los mamiferos, la produccion de células ciliadas y células soporte ocurre
solamente en el periodo embrionario. Recientemente fue demostrado la
presencia de células progenitoras en el érgano de Coérti maduro, ademas del
desarrollo de herramientas moleculares que permitieron la comprensién de las
vias de senalizacion intracelulares que llevan a la supervivencia o muerte de
neuronas auditivos asi como la identificacion de nuevos agentes *farmacolégicos,
de administracién local, que promueven la sobrevida de las neuronas auditivos en
enfermedades de la oreja interna [68, 69, 70].

Estudios con factores de crecimiento durante el desarrollo del 6rgano de Corti
tienen sinalizado para la posibilidad de mantenimiento o regeneracion de
neuronas auditivos. Factores neurotréficos permitieron la regeneracion de
neuronas auditivos maduros in vitro'y in vivo, siendo posible aplicar tales factores
a las células ciliadas del 6rgano de Corti en cultura a través de la utilizacion de
acido retindico y factor transformador alfa de crecimiento, abriendo perspectivas
clinicas para la regeneracion de la oreja interna. Experimentos actuales sobre
terapia genética con la manipulaciéon de genes y trasplante de células-tronco
sugieren que la regeneracion de la céclea de mamiferos puede ser posible,
suministrando una herramienta terapéutica para pérdida auditiva en humanos
[9,71,72,73].
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ANGIOGLIONEURINAS Y ENRIQUECIMIENTO AMBIENTAL:
UNA PROMETEDORA ALIANZA PARA LA RESTAURACION DEL CEREBRO

RESUMEN

El término angioneurinas ha sido propuesto para nombrar moléculas con efectos
neuroprotectores, neurogénicos y neurotroficos. Estas moléculas inducen una
variedad de respuestas, no sélo en células vasculares y neuronales, también en
células gliales. Estas moléculas desempenan un papel fundamental en el desarrollo
del Sistema Nervioso Central (SNC) y en el mantenimiento de las condiciones
optimas para la supervivencia de las células nerviosas en adultos, tomando
parte en la proteccion, division y proliferacion de las células neuronales, gliales
y endoteliales. Entre las angioneurinas mas importantes se encuentran: el factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGF), el factor derivado del cerebro (BDNF),
el factor de crecimiento insulinico tipo-1 (IGF-1) o la eritropoyetina (EPO). Se ha
encontrado disminucion en la expresion de las angioneurinas en el envejecimiento
y en condiciones patolégicas, tales como las enfermedades neurodegenerativas
o las lesiones cerebrales de origen traumatico e isquémico. La administracion
de estas moléculas actia como un restaurador del SNC. Dado que sus acciones
involucran tanto a las neuronas como a la glia y a los vasos, propusimos el
término angioglioneurinas para nombrar a las moléculas que actuan sobre los
tres componentes de |a unidad neurogliovascular, que la agrupa e identifica como
un todo y le confiere ademas el rango de unidad morfo-funcional del SNC.

El enriquecimiento ambiental ha sido descrito como la combinacion de elementos
inanimados, la estimulacion social, y el ejercicio fisico. El enriquecimiento
ambiental es la modificacion o adicion de elementos en el entorno de un
animal cautivo de tal manera que con ello se estimulan conductas semejantes
a las propias del animal sano en su medio natural. El enriquecimiento pretende
estimular comportamientos que satisfagan las necesidades fisicas y psicologicas
del animal, mejorando con ello las funciones tanto en salud como en la
enfermedad, incluyendo cambios morfologicos como fisiologicos. Estos cambios
incluyen el aumento de la actividad neuronal y la plasticidad, de la poblacion glial,
asi como de la remodelacion y maduracion de la red microvascular. Criarse en
ambientes enriquecidos adelanta el inicio del periodo critico, reduce el deterioro
cognitivo fisiologico relacionado con la edad o protege contra disfunciones del
comportamiento como por ejemplo las debidas a la adicion a drogas.

Entre los efectos beneficiosos de los ambientes enriquecidos en condiciones
patolégicas se encuentra la recuperacion funcional tras procesos traumaticos
o isquémicos, la prevencion ante las enfermedades neurodegenerativas,
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etc. Estos efectos son atribuidos, en parte, a un aumento de la produccién de
angioglioneurinas.

En conclusion, la exposicion a un ambiente enriquecido implica un aumento
de la expresion de estas moléculas que podria mejorar la evolucion de la
mayoria de las enfermedades cerebrales. La combinacion de la administracion
de angioglioneurinas y enriquecimiento ambiental podria ser una estrategia
terapéutica prometedora para restaurar el cerebro, si bien hay que conocer mejor
algunos efectos secundarios que podria conllevar esta combinacion.

1. Introduccion

Hay un determinado grupo de citoquinas o factores de crecimiento que debido a
su accion tanto sobre neuronas como sobre la microvascularizacion cerebral han
sido denominadas “angioneurinas” [1]. Una angioneurina tipica es el factor de
crecimiento vascular endotelial (VEGF), otras que se describieron primeramente
como neurotrofinas, son por ejemplo el factor neurotréfico derivado del cerebro
(BDNF), el factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1) o la eritropoyetina (EPO).
Independientemente de su origen, todas estas moléculas actian sobre la unidad
neurovascular [2] y la mayoria de ellas presentan también efectos sobre la
neuroglia por ello se propone el término de anglioglioneurina [3, 4].

Entrelos mecanismosfundamentales paralasupervivenciadelascélulas nerviosas,
estan las cadenas metabdlicas inducidas por las neurotrofinas. Estas desempenan
un papel clave como agentes antiapoptéticos [5]. Las angioglioneurinas pueden
llegar a ser un importante recurso terapéutico en la restauracion del SNC,
especialmente en patologias como apoplejias o lesiones cerebrales traumaticas

[4].

El VEGF es un factor angiogénico fundamental durante el desarrollo [6], en la
angiogénesis patolégica, y como mediador de la permeabilidad vascular [7].
Este factor también presenta propiedades neuroprotectoras, neurotréficas y
neurogénicas [8, 9, 10]. La funcidon neuroprotectora del VEGF parece ser debida
a una combinacion de efectos neuroprotectores directos y a la estimulacion
de la angiogénesis. En la misma direccion, estudios recientes encontraron, que
la neurotrofina BDNF desempeniaba un importante papel en la regulacion del
desarrollo vascular y en la respuesta a lesiones [11, 12]. Por otra parte, el IGF-1,

212



ANGIOGLIONEURINAS Y ENRIQUECIMIENTO AMBIENTAL:
UNA PROMETEDORA ALIANZA PARA LA RESTAURACION DEL CEREBRO

ademas de sus efectos sobre las neuronas, se ha descrito también, como un
modulador de la formacién de vasos durante el desarrollo del cerebro [13], y como
un importante factor promotor en el desarrollo de los vasos [14], y la EPO como la
promotora de la angiogénesis [15,16]. Por tanto, y teniendo en cuenta las funciones
previamente descritas, se ha propuesto la administracion de angioglioneurinas
en modelos de isquemia [17,18,19], trauma cerebral [20, 21, 22, 23] y enfermedades
neurodegenerativas como el Parkinson, Alzheimer o Esclerosis Multiple [24, 25,
26, 27, 28, 29, 30, 31, 32].

Efectos similares se han descrito para el enriquecimiento ambiental (EA).
Numerosos estudios refieren evidencias sobre los cambios inducidos por este
paradigma durante el desarrollo del SNC tanto en salud como en enfermedad
[33]. El enriquecimiento ambiental tiene importantes efectos sobre la plasticidad
de las conexiones nerviosas, especialmente en la corteza visual, donde se ha
demostrado que criar desde el nacimiento en un ambiente enriquecido conlleva
la aceleracion del desarrollo visual [34].

El enriquecimiento ambiental consiste en combinar una serie de elementos y
circunstancias que ayudan a estimular conductas semejantes a las propias del
animal sano en su medio natural. Asi los animales disponen de habitaculos mas
amplios, donde se disponen diferentes elementos de variadas formas y colores
que son cambiados de posicion y sustituidos por otros frecuentemente. En cada
ambiente conviven un amplio nimero de individuos. Todo esto incrementa la
estimulacion social, visual y el ejercicio fisico. Esta asociacion induce cambios
anatémicos [35], estimula la neurogénesis [36], y es ampliamente propuesta como
una medida neuroprotectora en enfermedades neurodegenerativas [37, 38, 39].
Sus efectos han sido estudiados en modelos experimentales de la enfermedad de
Alzheimer [40], Parkinson [41], Hungtington [42], lesiones cerebrales traumaticas
[43, 44, 45], accidentes cerebrovasculares [46] e incluso tumores [47].

El enriquecimiento ambiental incrementa la expresion de diversos factores de
crecimiento que desempenan un importante papel en el trofismo neuronal, como
por ejemplo el factor de crecimiento nervioso (NGF) [48], el factor neurotréfico
derivado del cerebro (BDNF) [49, 50], la neurotrofina-3 (NT-3) [51] y el VEGF
[52]. El aumento de la actividad neuronal inducida por estimulos ambientales
desencadena una serie de eventos importantes para la plasticidad cortical, que
incluyenlaaceleraciondel desarrollodel sistemavisual a nivel fisiolégico, molecular
y de comportamiento [34, 49] asi como un aumento de la red microvascular [52].
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La administracion de angioglioneurinas, solas o en combinacion con el
enriquecimiento ambiental, ha propuesta como una estrategia terapéutica para
diversas enfermedades del SNC [3].

En resumen, la exposicion a entornos enriquecidos mejora el desarrollo del SNC,
con un aumento en la estructura y funcion de todos los elementos de la unidad
neurogliovascular. Por lo tanto, las moléculas que median estas mejoras se
podrian denominar angioglioneurinas debido a su triple funcion.

Vaso

Astrocito Neurona

Figura 1.- Representacion esquemadtica de los
elementos de la unidad neurogliovascular.

El objetivo de este capitulo es revisar el potencial neurorestaurador (NRT) del la
administracion de angioglioneurinas y del enriquecimiento ambiental sobre la
corteza cerebral, y las ventajas y desventajas de una estrategia sinérgica basada
en su combinacion.

2. Angioglioneurinas

2.1. Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)

Inicialmente fue aislado como factor de permeabilidad vascular (VPF) [53], el
gen correspondiente fue clonado en 1989 [54] y posteriormente tras comprobar
su participacion en los procesos de angiogénesis fue denominado factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF) [55]. La familia del VEGF consta de cinco
moléculas con un alto grado de homologia, VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D
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y el factor de crecimiento placentario (PIGF) [56]. El VEGF-A (VEGF) es la forma
predominante y es una glicoproteina homodimérica de 45 kDa inducible por
hipoxia. De la remodelacion alternativa del ARNm del VEGF hay identificadas 7
isoformas, la principal de ellas en el cerebro es el VEGF165, que contiene algunos
residuos basicos en parte difusibles y en parte se unen a la matriz extracelular
[57].

Parte de la pluripotencialidad del VEGFA165 se debe a la existencia de una
variante que se denomind VEGF-A165b [58, 59]. La isoforma 165 y la 165b son
generadas por el mismo transcrito, diferenciandose tan solo en los ultimos
seis amino acidos codificados por el octavo exén [60]. Esta pequeia variacion
le confiere dos propiedades que diferencia radicalmente la funcion de ambas
moléculas. Una de esas propiedades es su afinidad por los heparansulfatos de la
matriz extracelular, la forma b la pierde, y la otra afecta a su interaccién con los
receptores de membrana, la forma b dimeriza dos receceptores VEGFR en lugar de
un VEGFR con una Neuropilina1 como hace la otra forma, la consecuencia de todo
ello es que esta forma b solo media sefnales de supervivencia en las células. [61].
El VEGF-A165b esta altamente expresado en tejidos no angiogénicos [62, 63],y a
diferencia del VEGF-A165, esta regulado a la baja en tumores y en otras patologias
asociadas con una neovascularizacién anormal [64, 65, 66).

El VEGF es el factor angiogénico mas importante en el desarrollo [6], en la
angiogénesis patoldgica [67, 68, 69, 70] y también en la permeabilidad vascular
[7]. Pero el papel del VEGF en el tejido nervioso es mucho mas extenso adquiriendo
cada vez mas relevancia, a medida que se conocen mejor, sus propiedades
neuroprotectoras, neurotréficas y neurogénicas [8, 9, 10].

Inicialmente, en el cerebro en desarrollo, el VEGF es producido por neuronas.
Mientras que en P13 la expresion neuronal del VEGF comienza a disminuir, la
expresion astrocitaria se hace mas evidente, hasta que la localizacion del VEGF
cambia, pasa de ser predominantemente neuronal a glial en P24 [52]. Sin embargo,
en el cerebro hipodxico, los niveles altos de VEGF neuronal y glial se mantienen
hasta P33 [71].

Los principales receptores para el VEGF son los receptores tirosina quinasa VEGFR-1
(FIt-1) y VEGFR-2 (FIk-1/KDR) [6, 72]. EI VEGFR-2 desempeiia un papel critico en la
correcta diferenciacion y organizacion de las células endoteliales en los lechos
vasculares, siendo el mayor mediador de los efectos mitogénicos, angiogénicos y
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de aumento de permeabilidad del VEGF [73]. Por otro lado, se cree que el VEGFR-1
regula negativamente la angiogénesis, evitando la unién del VEGF al VEGFR-2 [74].
Se ha descrito también, que el VEGF se une a los receptores no tirosina quinasa,
a neuropilina-1 (NP-1) y neuropilina-2 (NP-2), que pueden estar involucrados en
la orientacion del axon [75]. La coexpresion de los receptores VEGFR-2 y NP-1
aumenta la unién de VEGF a VEGFR-2 y la quimiotaxis mediada por VEGF [76].

Angioglioneurinas Angioglioneurinas
descritas inicialmente descritas inicialmente Otras angioglioneurinas
como factores como factores
angiogénicos neurotréficos
VEGF BDNF IGF-I EPO
. o
R SR R S Rt BEBREEEA BEEEAS
RRRERRIILRIRIRRRVRVRERLIERRIRRRERBRERES RRAVLIALY QPRI
VEGFR2 TrkBR IGF1R EPOR
Angiogénesis Neuroproteccién Angiogénesis Angiogénesis
Neuroproteccién Neurorescate Neuroproteccién Neuroproteccion
Neurogénesis Angiogénesis
Neurorescate

Gliogénesis

Fig 2.- Representacion esquematica de las angiglioneurinas consideradas y sus receptores (modificado de
Zacchigna et al., Nat Rev Neurosci; 9(3):169-81. Review).

En condiciones patolégicas, el VEGFR-2 media un efecto antiapoptético a través
de las rutas de senalizacion dependientes de PI3k que promueve la supervivencia
de las células endoteliales inducida por VEGF y se relaciona con la apertura de la
BHE en la lesion cerebral [77]. Se ha descrito también, un papel neuroprotector
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para el VEGF, que esta mediado predominantemente por el VEGFR-2 [5, 78], el cual
opera a través de las rutas de PI3/Akt y de MEK/ERK [79, 80]. Estudios recientes
han demostrado también que la neuroproteccion mediada por el VEGF rescata
neuronas colinérgicas de la muerte celular inducida por NMDA in vivo [81].

Ademas de sus propiedades angiogénicas y neuroprotectoras, el VEGFesta
implicado en la neurogénesis adulta, promoviendo la proliferacion y diferenciacion
de precursores neuronales [82] o ejerciendo una accién mitégena directa sobre
dichos precursores [8, 83, 84]. Ademas, se ha demostrado que la administracion
intracerebroventricular del VEGF estimula la neurogénesis en adultos en la zona
subventricular y subgranular del giro dentado del hipocampo [8] y promueve el
subsiguiente crecimiento de neuritas [85].

Por otro lado, el VEGF media la permeabilidad vascular, induciendo modificaciones
en las proteinas transmembrana y en las del citoesqueleto celular que les sirven
de anclaje y que constituyen el sustrato morfologico de la barrera hemoencefalica
(BHE) [86, 87]. La senalizacion del VEGF actia sobre las células endoteliales y
también sobre astrocitos y microglia. La astroglia esta regulada por varios factores
de crecimiento, de hecho, se ha descrito un papel regulador del VEGF sobre el
linaje celular astrocitario [88, 89]. Ademas, se ha demostrado que la infusion
exogena de este factor estimula la produccion de otros factores astrogliales
mitogénicos como el bFGF, potenciando asi la accién proliferativa del VEFG [90].
El VEGF-A derivado de astrocitos se ha referido como un importante mediador de
la permeabilidad de la barrera hematoencefalica, de la infiltracion linfocitaria etc,
Estos hallazgos identifican el bloqueo de la senalizacion del VEGF-A como una via
de proteccion frente a los trastornos inflamatorios del SNC [91].

En conclusion, en el sistema nervioso el VEGF ejerce efectos pleiotrépicos,
influyendo directamente sobre la proliferacion, migracion y supervivencia
de diferentes tipos celulares. Asi en las neuronas actia sobre el crecimiento
axonal y la supervivencia, en las células madre neuronales sobre la proliferacion
(neurogénesis) y migracion, en los astrocitos sobre la proliferacion, en las células
de Schwann sobre la supervivencia y migracion celular y en la microglia sobre la
proliferacién y migracion [92].
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2.2. VEGF y enfermedades del sistema nervioso central

El papel terapéutico del VEGF sobre las enfermedades del SNC se ha estudiado en
diferentes modelos experimentales. Se ha encontrado que el VEGF y sus receptores
estan sobreregulados en la isquemia cerebral focal [93, 94, 17, 18]. Experimentos
in vivo demuestran que los efectos del VEGF en la isquemia cerebral pueden ser
tanto beneficiosos como perjudiciales. Mientras que la administracion intravenosa
temprana del VEGF después de la lesion produce un aumento de permeabilidad
de la BHE [95], la administracion sistémica, topica e intracerebral del VEGF ejerce
efectos beneficiosos en varios modelos de accidentes cerebrovasculares [93, 80].
La ruta de liberacion y el momento de administracion del VEGF parece determinar
los resultados del tratamiento tras una lesion isquémica [57]. Estos efectos
beneficiosos podrian estar relacionados con la angiogénesis estimulada por el
VEGF, la permeabilidad vascular modulada, los efectos neuroprotectores directos
o bien por la neurogénesis inducida. También hay evidencias de que el VEGF
promueve la reparacion del nervio después de una lesion de la médula espinal.
En estudios llevados a cabo tras la lesién traumatica de la medula espinal se
encontraba un aumento de la expresion del VEGF y de sus receptores [21] y ademas
la administracion local del VEGF mejoré la recuperacion [96]. Estos estudios han
demostrado que mientras la inhibicion del VEGFR-2 extiende el area hemorragica
[96] y aumenta los marcadores de dafio neuronal y glial [21], la administracion del
plasmido del VEGF mejora el resultado de esta lesion [97].

El VEGF también ha sido considerado como protector en las enfermedades
neurodegenerativas. Oosthuyse et al (2001) publicaron un estudio que sugiere
una relacion entre el VEGF y la escleorosis lateral amiotréfica (ELA). Estos autores
manipularon el gen del VEGF en ratones, dando lugar a la muerte del 60% de
los ratones recién nacidos. El 40% de los ratones que sobrevivieron mostraban
sintomas de degeneracion de las neuronas motoras a los cinco meses de edad.
Ademas, las neuronas motoras mostraban signos neuropatologicos similares a
los de ELA [27]. Niveles reducidos del VEGF también aumentan la gravedad de la
degeneracion de las neuronas motoras en el modelo estandar de ELA (ratones
SOD1G93A) [98]. Se ha sugerido dos posibles mecanismos por los que pueda estar
influida la degeneracion de las neuronas motoras: la estimulacion neurotréfica
insuficiente de estas células por parte del VEGF o las anormalidades vasculares
debidas a un VEGF insuficiente que pueden poner las neuronas en riesgo por la
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aparicion de una neurodegeneracion tardia provocada por una isquemia crénica
[99].

En otros trastornos de las neuronas motoras como la atrofia muscular espinal y
bulbar (AMEB) ligada al cromosoma X, los ratones mostraban niveles reducidos
de VEGF [100].

La disfuncion neurovascular contribuye al deterioro cognitivo y a la
neurodegeneracién en la enfermedad del Alzheimer (EA). El acoplamiento
neurovascular, la inflamacion, la regresion de los vasos sanguineos y la
hipoperfusion cerebral podria estar relacionada con los niveles de VEGF, dado los
importantes efectos que ejerce sobre las células endoteliales y las neuronas [101,
30, 102]. Se ha propuesto que el aumento de los niveles de expresion del VEGF se
produce como una respuesta a la hipoperfusion y a la subsecuente hipoxia tisular
relativa que tiene lugar en los cerebro de estos pacientes. Por otro lado en células
del sistema inmunes de pacientes con enfermedad de Alzheimer se ha descrito
una reduccién en la expresion de VEGF, siendo atribuida esta observacion a los
efectos toxicos de la B-amiloide sobre dicha expresion [103]. Por todo ello el papel
del VEGF en la enfermedad de Alzheimer se considera controvertido y se necesitan
mas estudios para aclararlo.

In vitro se comporbé que el VEGF protege las neuronas dopaminérgicas
mesencefalicas contra la 6-hidroxidopamina (6-OHDA) que induce muerte celular,
infiriendo de ello que el VEGF tiene efectos neuroprotectores sobre las neuronas
dopaminérgicas, objetivo principal de la neurodegeneracion en la enfermedad del
Parkinson. Estudios in vivo también han puesto de manifiesto efectos beneficiosos
sobre el sistema de neuronas dopaminérgicas, tanto a nivel patolégico como
en estudios de comportamiento. El trasplante de células del rinon de hamster
recién nacido (BHK) secretoras de VEGF, en el estriado de ratas, protege contra la
administracion de 6-OHDA [29]. Estudios recientes sugiere que el trasplante de
células madre mesenquimales del cordén umbilical humano (CMCUH) combinado
con el VEGF, podria ser una estrategia util para el tratamiento de la enfermedad
del Parkinson, puesto que la expresion del VEGF aumenta significativamente la
diferenciacion dopaminérgica de las CMCUH in vivo [104].

Respecto a enfermedades autoinmunes los niveles de VEGF en suero correlacionan
bien con algunas de ellas [105]. Las lesiones en la esclerosis multiple se asocian con
vasos anormales que presentan aumento de la permeabilidad y una alteracion de

219



NEUROPROTECCION EN ENFERMEDADES NEURO Y HEREDO DEGENERATIVAS

la perfusion [106, 107]. VEGF puede jugar un papel doble en la esclerosis multiple,
en el modelo de encefalomielitis experimental autoinmune (EAE) en ratas, por
un lado la infusion en el estriado empeora la inflamacion de la placa y por otro
reduce la gravedad de la enfermedad [108].

2.3. Neurotrofinas

Las neurotrofinas son una parte importante de la familia de las angioneurinas,
debido a su amplia participacion en ambos procesos neuronales y vasculares. Los
ultimos hallazgos han indicado su implicacion en el desarrollo y mantenimiento
de los vasos cerebrales, ademas de su clasico papel en el desarrollo del sistema
nervioso [109].

Las neurotrofinas son una familia de proteinas que juegan un papel fundamental
en la regulacion de la funcion neuronal, plasticidad, desarrollo y supervivencia
[110, 111, 112, 113, 114, 115, 116]. En los mamiferos, las neurotrofinas se componen
de cuatro miembros de proteinas relacionadas estructuralmente: el factor de
crecimiento nervioso (NGF), el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF),
la neurotrofina-3 (NT-3) y la neurotrofina-4 (NT-4), derivados del mismo gen
originario [117]. Inicialmente, las neurotrofinas son sintetizadas como proteinas
precursoras (protoneurotrofinas), similares a otros neuropéptidos. Estas
protoneurotrofinas son escindidas intracelularmente por varios enzimas que dan
lugar a proteinas maduras que son liberadas en el medio extracelular [118]. Cada
una de estas proteinas en su forma madura (con un peso molecular aproximado
de 13 kDa) es una proteina compleja con una pareja (dimero), activando de este
modo a los receptores especificos [119].

Las neurotrofinas ejercen su funcion mediante dos tipos de receptores
transmembrana: la familia de receptores tirosina quinasa (Trk) [120] y el receptor
pan-neurotrofina p75sNTR (p75 receptor de neurotrofinas). Trk media la proliferacion
celular, supervivencia y quimiotaxis, y el p7sNTR media dos respuestas, por un
lado cuando se coexpresan con los receptores Trks, p7sNTR mejora la afinidad y la
especificidad de las neurotrofinas unidas a Trks, para promover la supervivencia.
Por otro lado, la activacion de p75NTR por neurotrofinas puede iniciar la apoptosis
cuando p75NTR se coexpresa con sortilina, un miembro de la familia del VpSiop
[121]. Todas las neurotrofinas se unen con una afinidad similar a p75NTR, pero cada
una se une especificamente con elevada afinidad a diferentes receptores Trk [122].
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Las neurotrofinas han sido originalmente caracterizadas como factores de
crecimiento por sus efectos en la proliferacion, diferenciacion, y supervivencia de
neuronas tanto en el desarrollo como en la edad adulta [111]. Mas recientemente, se
ha descrito su papel en la regulacion de la plasticidad sinaptica y en la orientacion
y guia de los conos de crecimiento axonales [123, 124, 122]; pero las funciones de
las neurotrofinas y de sus receptores han sido descritas también en las células no
neuronales, tales como las células endoteliales, células musculares lisas, células
inmunes y células epiteliales [125, 126, 127, 128, 129, 130].

2.4. Factor neurotrdfico derivado del cerebro (BDNF)

EI BDNF es un homodimero de 27 Kda que fue identificado por Barde y clonado por
Leibrock en los anos 8o y es producido por las células gliales principalmente en
el cerebro y en la médula espinal [131, 132]. Esta proteina muestra una homologia
significativa con el factor de crecimiento nervioso (NGF), tanto en sus propiedades
bioquimicas (punto isoeléctrico, dimerizacion y conservacién de cisteinas) como
en sus propiedades biolégicas (supervivencia de neuronas en cultivo).

Los niveles de ARN mitocondrial del BDNF son mas abundantes en el cerebro
adulto que en el cerebro embrionario [133]. En general, la expresion persistente
y transitoria del ARNm se ha demostrado en varias regiones del cerebro de
ratas en desarrollo, sugiriendo la existencia de un gradiente rostro-caudal en
la expresion de BDNF durante el desarrollo posnatal del cerebro, indicando de
este modo su relacién con la maduraciéon neuronal [134]. El BDNF muestra un
patron caracteristico de expresion en el hipocampo, mientras que en otras partes
tiene una distribucion que abarca regiones de la corteza, claustrum, del nucleo
endopririforme, de la amigdala y del cerebelo [135, 136, 137, 138].

Desde su descubrimiento, un gran niumero de evidencias hablan sobre su papel en
el desarrollo, fisiologia y patologia del cerebro. Su importancia se ha demostrado
en el desarrollo y supervivencia celular de neuronas corticales y del hipocampo
[109]. Ademas, promueve la diferenciaciéon neuronal de células progenitoras de
la pared ventricular del cerebro anterior adulto [139] y tiene un papel esencial
en la neuroproteccion del SNC. In vivo, se ha descrito que el BDNF protege
diferentes tipos de neuronas frente a una lesiéon [140, 141]. Se ha descrito un
efecto neuroprotector relevante cuando se administra BDNF por via intravenosa
tras el comienzo de isquemia cerebral focal [141]. Otra serie de experimentos in
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vitro han demostrado que el BDNF promueve la supervivencia celular a través de
la activacion de TrkB, induciendo varias proteinas G pequenas, asi como a través
de las rutas reguladas por MAP quinasas (MAPK), Pl 3-quinasa (PI3K) y fosfolipasa
C [109]. En cultivos de neuronas del hipocampo, el efecto neuroprotector del
BDNF fue demostrado contra la toxicidad del glutamato [142]. Algunos resultados
confirman que el BDNF junto con el IGF-1 previenen la muerte celular inducida
por privacion de suero en neuronas del hipocampo[143]. El BDNF también puede
promover la supervivencia neuronal en el hipocampo bajo condiciones de defecto
de insulina [144].

Evidencias recientes sugieren que el BDNF participa en la regulacion de la
plasticidad sinaptica que surge de la actividad asociada con los procesos de
aprendizaje y de memoria [145, 146]. Esta posibilidad es sustentada por varios
hallazgos, entre los cuales podemos mencionar que la induccion de la potenciacion
a largo plazo (LTP) causa aumentos en los niveles del ARNm del BDNF y de su
receptor TrkB [147]. Se ha observado también que el BDNF es un mediador critico
de plasticidad dependiente de la experiencia en las areas corticales visuales [148].

A parte de los conocidos efectos sobre las neuronas, estudios recientes han
encontrado que el BDNF juega un importante papel en la regulacion del desarrollo
vascularyen larespuestaalaslesiones. Este factor se expresa de manera especifica
tanto durante el desarrollo como en la edad adulta [12]. Las células endoteliales
de las arterias y capilares del corazén y de los musculos expresan BDNF y TrkB.
La falta de BDNF tiene como resultado la disminucion de los contactos entre las
células endoteliales, y la apoptosis de las mismas. Este factor esta implicado en la
regulacion de los niveles del VEGF en las células del neuroblastoma, indicando que
las terapias dirigidas a BDNF/TrkB/PI3K, a las rutas de transduccion de seial mTOR
y/o a HIF-1alfa tienen el potencial para inhibir la expresion del VEGF y limitar el
crecimiento del neuroblastoma [125]. Por otra parte, el BDNF es capaz de inducir
neoangiogénesis a través de las células endoteliales del musculo esquelético
que expresan TrkB o por reclutamiento de subconjuntos especificos de células
hematopoyéticas derivadas de la médula 6sea TrkB+, proporcionando un soporte
periendotelial para vasos recién formados [149]. La hipoxia crénica subletal,
ademas de alterar la permeabilidad caracteristica de la microvascularizacion
cerebral, produce angiogénesis inducida por un aumento de la secrecion de VEGF
y BDNF por las células endoteliales y los astrocitos [150].
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2.5. BDNF y enfermedades del sistema nervioso central

El BDNF ocupa una posicion central en la patologia molecular de un gran nimero
de enfermedades cerebrales. El BDNF esta implicado en la cascada de cambios
electrofisiologicos y de comportamiento que subyacen al estado epiléptico [151].
La epileptogénesis en modelos animales pueden ser inhibida por la infusion
de anticuerpos anti-BDNF o usando animales knockout para el BDNF [152, 153].
Los datos electrofisiologicos y de comportamiento demuestran también que la
inhibicién de la transduccion del BDNF inhibe la sensibilizacion al dolor central
[154]. Las enfermedades neurodegenerativas tales como el Alzheimer o el
Parkinson muestran una reduccion en la expresion del BDNF en el hipocampo o
en la substantia nigra [24, 26]. Trastornos de comportamiento como la depresién,
también muestran una disminucién de los niveles de ARNm del BDNF [155].

2.6. Factor de crecimiento insulinico tipo I (IGF-1)

El IGF-l es una proteina similar a la insulina [156] y es uno de los principales
mediadores de la accion de la hormona de crecimiento [157]. El IGF-1 es una proteina
de cadena sencilla de 70 amino acidos con tres puentes disulfuro intramoleculares
y un peso molecular 7,649 KDa. Se sintetiza principalmente en el higado (también
en rifién) y en los tejidos diana, de una manera autocrina y paracrina. La mayor
parte de todo el IGF-I sanguineo se une a las proteinas transportadoras (BPs).
Hay 6 proteinas de unién al IGF (IGF-BPs), lo que aumenta en gran medida la
complejidad del sistema IGF [158]. Estos complejos de unién prolongan la vida
media del IGF, regulan su distribucion en los tejidos y facilitan o bloquean la
union a sus receptores en los tejidos diana [159]. El IGFBP-3 es la proteina mas
abundante de todas las que se unen al IGF (transportando alrededor del 80% del
IGF). El transporte del IGF al sistema nervioso central era un punto controvertido
hasta que Nishijima et al. [160], sugirieron que el transporte localizado del IGF
através de la barrera hematoencefalica venia posibilitado por el acoplamiento
neurovascular que libera una serie de mensajeros que estimulan la accion de la
metaloproteinasa-9, que lleva a la escision de IGFBP-3, permitiendo el paso del
IGF sérico al SNC a través de su interaccion con el transportador endotelial de
lipoproteinas relacionado con el receptor 1. Se tata pues de un proceso posibilitado
por la actividad neuronal y la existencia de receptores especificos.
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La expresion del IGF-I esta restringida en el cerebro a regiones y periodos de
desarrollo axonal, maduracién dendritica y sinaptogénesis [161, 162]. El IGF-I
actua principalmente a través de su receptor tirosin quinasa (IGF-1R), que esta
ampliamente distribuido en el cerebro. La unién de IGF-1 a IGF-IR puede activar
dos importantes rutas de senalizacion, las rutas PI3K/Akt y MAPK, estimulando el
crecimiento y supervivencia de tipos celulares particulares [156]. EI IGF-IR también
se entrecruza con la ruta del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)
[163,164],yestainteraccién entrelas rutas de sefializacion de EGFRy de IGF-IR puede
ocurrir directamente por heterodimerizacion de los receptores, o indirectamente
a través de las moléculas comunes de sefalizacion reguladas a la baja [164]. Una
variedad de ensayos in vitro e in vivo han demostrado que el IGF esta involucrado
en el desarrollo del sistema nervioso central, durante ambos periodos: prenatal
y posnatal. El IGF es un factor de supervivencia para las neuronas sensoriales
y motoras [159], actuando como un neuroprotector contra la excitotoxicidad y
el estrés oxidativo [165, 166]. Este factor desempena un papel protector contra
la citotoxicidad, para los precursores de los oligodendrocitos [167], y para los
oligodendrocitos maduros contra los efectos inducidos por la muerte causada por
el factor de necrosis [168]. El IGF ejerce a su vez, efectos sobre la proliferacion de los
progenitores neurales y de los progenitores de los oligodendrocitos, recuperando
asi, células de un accidente cerebrovascular isquémico a través de la regeneracion,
y mejorando la proliferaciéon de progenitores neurales endégenos en ratas [169].
El IGF promueve la sinaptogénesis y la neurogénesis en el giro dentado del
hipocampo [170] y modula la plasticidad cerebral a través del crecimiento de las
neuritas, de la sinaptogénesis y de la liberacion de neurotransmisores [171, 172].

El IGF es importante en el desarrollo de los vasos sanguineos cerebrales, siendo
un factor angiogénico conocido [14]). El IGF-I modula la formacién de los vasos
durante el desarrollo cerebral [13], modulando también la actividad angiogénica
basal y reparando la disminucion gradual de la densidad vascular que acompana
al envejecimiento cerebral [173]. La disminucién de los niveles del IGF-I en suero
inevitablemente se traduciria en la disminucion de las capacidades angiogénicas
de los cerebros en envejecimiento [174]; pero correspondientemente, los mismos
autores afirman que el ejercicio fisico promueve la angiogénesis mediada por
el IGF-I, ejerciendo un papel neuroprotector y angiogénico. Algunos estudios
demuestran que los efectos del ejercicio fisico en el cerebro estan mediados por
IGF-1 [175, 176], siendo el IGF-I un importante agente protector fente a la lesion
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cerebral [177], isquemia y traumas [178], o cualquier otra patologia que requiera la
formacion de nuevos vasos sanguineos en el cerebro [179].

2.7. IGF y enfermedades del sistema nerviosos central

La investigacion de los niveles de IGF-I se centra especificamente en el
envejecimiento y en las enfermedades neurodegenerativas [25], puesto que la
edad se asocia con niveles bajos de IGF-I en suero en modelos animales [180]
y también en seres humanos [181]. Una serie de patologias cerebrales, que van
desde accidentes vasculares hasta la enfermedad del Alzheimer, muestran niveles
de IGF-| alterados en suero, pero en este caso hay resultados controvertidos.
Ciertas evidencias sugieren que el IGF-I podria ser de utilidad terapéutica en la
enfermedad del Alzheimer [182] mientras que otros estudios muestran en cambio
que la inhibicion del IGF-1, también podria ser beneficioso en dicha enfermedad
[183, 184]. Cada vez hay mas evidencias que apoyan el concepto de que la
enfermedad del Alzheimer es fundamentalmente una enfermedad metabdlica
con alteraciones sustanciales y progresivas en la utilizacion de la glucosa cerebral,
y en la capacidad de respuesta a la insulina y a la estimulacion de IGF [185].

También hay una relacion entre este factor de crecimiento y el cancer [186]. Los
niveles altos de IGF-I circulante y la expresion de IGF-IR estan asociados con un
mayor riesgo de padecer varios tipos de canceres comunes. Por ejemplo, en el
mieloma multiple, el IGF-IR es uno de los principales mediadores del crecimiento
y de la supervivencia celular [187]. La sefalizacion del IGF-IR es crucial para la
transformacion tumoral y para la supervivencia de las células malignas, por
ello se estan desarrollando estrategias terapéuticas dirigidas al desarrollo de
antagonistas para el IGF-IR [188].

2.8. Eritropoyetina (EPO)

La eritropoyetina (EPO) es una glicoproteina purificada en 1977 [189] y aislada por
[190]. Inicialmente fue descrita como la principal reguladora de eritropoyesis, dado
que inhibia la muerte celular programada de los eritrocitos y en consecuencia,
permitia su maduracién [191]; sin embargo, estudios recientes han demostrado
que esta citoquina actia en diferentes tejidos, incluyendo al sistema nervioso
[192]. Si bien se produce en el higado fetal y en los rifiones adultos [193], la EPO
y su receptor (EPOR) se han localizado en varias regiones del cerebro de los
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mamiferos [194, 195], tanto en las neuronas, como en las células gliales y en
las células endoteliales de los capilares del cerebro [196, 197, 192]. Ademas, la
expresion de EPO y EPOR en el cerebro adulto se ve reforzada por la hipoxia [194],
y por otros estimulos tales como la hipoglucemia, la insulina y la liberacion del
factor de crecimiento de la insulina (IGF). Las especies reactivas de oxigeno y la
activacion del factor inducible por hipoxia (HIF) también llevan a un aumento en
la expresion de EPO [198, 199].

La EPO y el EPOR se detectan en el SNC durante el desarrollo fetal [197] y
permanecen durante la edad adulta [194]. La expresion de EPOR en la etapa
embrionaria sugiere un papel de la EPO en el desarrollo del cerebro y en el
mantenimiento de los tejidos [200]. Ademas, se ha demostrado que la EPO es
capaz de inducir diversas respuestas celulares, entre otras se ha descrito como un
factor neuroprotector, neurogénico, neurotréfico, angiogénico, antiapoptotico y
antiinflamatorio [19, 201].

El papel de EPO en la neuroproteccion se ha demostrado a través de la infusién
de EPOR soluble en animales sometidos a isquemia leve. La unién competitiva de
EPO entre el EPOR endogeno y el soluble causé la muerte neuronal y deterioro
de la capacidad de aprendizaje. Ello sugiere que el EPOR enddgeno juega un
papel critico en el control de la funcion neuronal y por lo tanto, tiene un efecto
neuroprotector [202]. En cultivo de neuronas, EPO induce neuroproteccion a través
de la inhibicion de la apoptosis y reduciendo el dano en el ADN [203].

Las funciones neurotréficas fueron descritas en primer lugar por [204], tanto in
vitro como in vivo. Los efectos neurotroficos descritos para la EPO incluyen, entre
otros, la capacidad para estimular el crecimiento axonal, la formacién de neuritas,
el crecimiento de nuevas dendritas y la sintesis y liberacion de neurotransmisores
[205, 206].

Se ha propuesto también, una funcién neurogénica para EPO. Se ha demostrado
que la produccion de EPO inducida por hipoxia aparentemente actua sobre las
células madre neuronales en el prosencéfalo, sugiriendo un papel directo de esta
citoquina en la neurogénesis [207]. La EPO también induce la expresion del gen de
BDNF [208], que esta estrechamente racionado con la neurogénesis.

Ademas de sus efectos sobre las neuronas, la neuroproteccion inducida por
EPO puede atribuirse a una mejora en la vascularizacion cerebral, mediante la
formacion de nuevos vasos. Este efecto angiogénico se observé en diferentes
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modelos experimentales, tales como en los arcos aérticos de rata [15] o en el
endometrio de raton [16]. Ademas, la EPO ayuda en la preservacion de la integridad
de la barrera hematoencefalica durante una lesion, probablemente restaurando
la expresion de las proteinas de las uniones estrechas [209] y reduciendo la
inflamacion [210] y la expresion de los radicales libres [209].

Los efectos antiapoptéticosde EPOenlascélulas neuronalesrequierenlaactivacion
combinada de rutas de senalizacion, que incluyen a STATs, AKT y potencialmente
a MAPK, de un modo similar al observado en las células hematopoyéticas [211].

La EPO puede activar las rutas antiinflamatorias y antiapoptéticas, ya sea por la
interaccion con su clasico receptor EPO-R [212] o por la diana molecular responsable
de los efectos de EPO en la proteccion de los tejidos, el receptor comuin f (BcR)
[213]. EI BcR es un dominio de transduccion de sefal, que esta también presente
en el complejo del receptor para los factores estimulantes de las colonias de
macréfagos y granulocitos, IL-3 e IL-5.

Finalmente, la EPO atenua la inflamacion mediante la reduccion de los astrocitos
reactivos y la activacion de la microglia, y por la inhibicion del reclutamiento
de las células inmunes en el area lesionada. Por tanto, la EPO tiene un efecto
antiinflamatorio que contribuye a sus efectos neuroprotectores directos.

2.9. EPO y enfermedades del sistema nervioso central

Varios estudios se han llevado a cabo para poner a prueba el potencial terapéutico
de la EPO en varias enfermedades del SNC.

Diferentes estudios han encontrado que la EPO reducia la produccion de
mediadores de inflamacion, lo que reduce los infartos en la isquemia cerebral
[214] y la atenuacién de las lesiones en la esclerosis multiple [215]. Varios modelos
animales de accidentes cerebrovasculares han mostrado que la administracion
de EPO ademas de reducir el tamaiio del infarto [19], reduce del dafio histolégico
y mejora el resultado funcional tras un accidente cerebrovascular experimental
[214, 216]. La administracion de EPO en modelos experimentales de lesiones
cerebrales traumaticas y de la médula espinal, conduce a una recuperacion
morfolégica, funcional y cognitiva [217], aumentando la neurogénesis en el giro
dentado [218] y disminuyendo el edema cerebral [22]. La respuesta inflamatoria
protege al cerebro y promueve la revascularizacion para acelerar la recuperacion
del flujo sanguineo cerebral [219].
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La EPO resulté ser neuropotectora también en modelos de enfermedades
neurodegenerativas y neuroinflamatorias. Se ha demostrado en un modelo
animal de esclerosis multiple que el tratamiento con EPO puede retrasar la
apariciéon de la enfermedad y reducir su severidad mediante la administracion
profilactica [215]. Por otro lado, la administracion de EPO después de la aparicion
de los signos clinicos de la esclerosis multiple disminuye el dano del tejido y la
respuesta inflamatoria de la médula espinal, y también la permeabilidad de la
barrera hematoencefalica [28]. El tratamiento con EPO puede contrarrestar
los procesos degenerativos en la enfermedad del Parkinson y en la esclerosis
lateral amiotrofica (ELA) por la inhibicion de la apoptosis y la estimulacion de la
regeneracion axonal [31]. Otras patologias como la esquizofrenia, la retinopatia
o la epilepsia también mostraron mejorias después de la administracion de EPO.

3. Enriquecimiento ambiental

El desarrollo postnatal del sistema nervioso central se completa en dos etapas, una
genéticamente predeterminada y otra modulada por la experiencia ambiental
[220, 221]. Después del nacimiento, la experiencia modula los programas de
desarrollo de la arquitectura cortical y de la funcién [222, 223]. La experiencia
media cambios tales como el aumento en el nimero y tamano de sinapsis por
neurona [224], el aumento de la actividad neuronal [225, 226], el aumento de la
demanda metabdlica [227, 228] y los cambios de la red vascular [224, 229, 230].

Las primeras aproximaciones a los efectos del ambiente sobre el desarrollo se
remontan al siglo XIX con Lamarck y Darwin [231, 232]. Al final de siglo, tanto Cajal
y Sherrington adelantaron los efectos del aprendizaje en la plasticidad sinaptica
[233, 234]. La mayoria de los cambios corticales inducidos por la experiencia se
producen durante un periodo temprano de la plasticidad, definido como periodo
critico. Esta ventana de tiempo de la vida postnatal es especifica para cada
area cerebral, y después de esta reorganizacion mediada por la experiencia, las
funciones sensoriales alcanzan su madurez [235, 236]. El cierre del periodo critico
se completa cuando las redes perineurales se forman alrededor de las neuronas
[237].

El estudio de la modificacion de la morfologia del cerebro inducido por la
experiencia se ha realizado mediante estudios de conducta llevados a cabo en un
laboratorio, donde las condiciones ambientales se pueden modificar [238]. Desde
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los primeros estudios sobre modificaciones ambientales, los experimentos se han
realizado en dos direcciones opuestas, el enriquecimiento y la privacion.

3.1. Privacion sensorial

Aunque la influencia de la experiencia externa tiene lugar en todo el SNC, la
mayoria de los estudios de los efectos de los aportes externos se han desarrollado
en la corteza visual. El sistema visual tiene una organizacion jerarquica bien
definida que facilita el estudio de sus estructuras a través de la interrupcion de las
rutas en diferentes etapas o la privacion de los aportes utilizando cualquiera de las
técnicas invasivas —inyeccion de tetrodotoxina [239, 148]; cirugia, como la sutura
del parpado [240, 241], enucleacion bilateral o unilateral [242], la eliminacién de la
retina [243] - o técnicas no invasivas, tales como la cria en oscuridad [245, 229, 52,
244], o el uso de lentes de contacto opacas [246]. La ausencia de la experiencia
visual desde el nacimiento retrasa la maduracion normal y mantiene a la corteza
visual en un estado inmaduro [241, 247, 248]. En particular, las conexiones visuales
no se consolidan, permaneciendo plasticas tras el cierre del periodo critico
fisiologico, y por tanto, la agudeza visual no se desarrolla [237].

Otro sistema sensorial ampliamente utilizado para estudiar los efectos del
empobrecimiento ambiental es la corteza somatosensorial, especialmente la
region de los “barriles” (barrels) que reciben informacién sensorial crucial para
muchos roedores y felinos procedentes de las vibrisas o pelos del bigote de estos
animales [249, 250]. Recortar dichos bigotes empobrece las aferencias sensorial
de tal modo que se inducen modificaciones morfologicas y fisiolégicas en
dicha corteza, maxime cuando la manipulacion se desarrolla durante el periodo
critico [251, 252, 253]. Los estudios sobre los efectos de la privaciéon auditiva u
olfatoria comparten efectos similares con el sistema visual o con el sistema
somatosensorial [254]. Una caracteristica comln a toda privacion sensorial es
la plasticidad compensatoria intermodal que aumenta el rendimiento para los
sentidos restantes cuando uno es privado [255, 256].

Probablemente el método mas conocido para compensar la deprivacion sensorial
es por medio del enriquecimiento ambiental, también usado para compensar los
efectos de muchas enfermedades cerebrales [257].
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3.2. Enriquecimiento sensorial

Los primeros estudios sistematicos sobre el enriquecimiento ambiental (EA) se
pueden atribuir a Donald Hebb en 1947, el cual describié como las ratas cuidadas
como animales de compania, tenian un mejor rendimiento en las pruebas de
resolucién de problemas, que las ratas criadas en jaulas [258]. Su grupo de discipulos
en Berkeley (Rosenzweig, Krech, Bennet y Diamond) definieron el concepto de
enriquecimiento ambiental como la combinacion de complejos inanimados, la
estimulacion social y visual y ejercicio fisico. Todo ello ejerce una gran variedad de
efectos alargo plazo a nivel neuroanatémico, neuroquimicoy conductual en varias
especies de animales. Desde sus primeros estudios, el enriquecimiento ambiental
se ha aplicado utilizando jaulas mas grandes que las estandar, llenas de juguetes
de diferentes colores y formas (tuneles, rampas, refugios, material para construir
nidos, etc). Estos objetos y la colocacién de los alimentos se cambian de manera
periddica. Otro elemento que tiene una influencia sustancial, es la interaccién
social, jaulas mas amplias permiten criar a un mayor ndmero de animales que
intercambian estimulos sociales. Otro elemento del enriquecimiento ambiental
es el ejercicio fisico, forzado o voluntario, que en roedores es comunmente
implementado por el libre acceso a una rueda de ejercicio o por una cinta de
caminar [36, 37]. Aunque, algunos autores dudan si el ejercicio fisico deberia
estar incluido, cabe decir que el ejercicio fisico por si mismo induce importantes
cambios en el cerebro, por ello, la mayoria de los paradigmas sobre el entorno
enriquecido, empezando desde Hebb, han decidio incluirlo. Recientemente, se ha
puesto también de manifiesto, que el ejercicio fisico es requerido para recuperarse
de los efectos de la privacion visual [259]. Por el contrario, el papel del ejercicio
fisico se ha despreciado en los modelos cognitivos [24].

Por lo tanto, el enriquecimiento ambiental aumenta la estimulaciéon sensorial,
cognitiva, y motora, y promueve la activacion, senalizacion y plasticidad neuronal
entodas las areas del cerebro. Un aumento en el estimulo somatosensorial o visual
afecta principalmente a estas areas, asi como un aumento de la estimulacion
cognitiva afecta al hipocampo y la estimulacion motora afecta a la corteza
motora, estriado o cerebelo. No obstante, los efectos no son tan selectivos cuando
el enriquecimiento produce efectos globales por todo el cerebro [38, 31, 257]. Estos
autores usan el término “reserva cognitiva” para referirse al amplio espectro de
mecanismos neuroprotectores contra las patologias neurodegenerativas y otras
enfermedades cerebrales.
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Fig 3.- Representacion esquemadtica de una caja de enriquecimiento ambiental, de mayor tamano que

las estandar, con numerosos objetos de diversos colores y formas, donde conviven un niimero elevado de
individuos. El grdfico de la derecha sefiala algunas de las dreas donde se pueden encontrar modificaciones
debidas a la cria en estas condiciones.

La cria en ambientes enriquecidos induce efectos desde niveles celulares,
moleculares o genéticos hasta niveles de comportamiento. Los estudios del grupo
deBerkeley,demostrabanqueelenriquecimientoambientalaumentabael pesoyel
grosor cortical [260, 261], y estudios posteriores también describieron un aumento
en la ramificacion dendritica y en su longitud, nimero de espinas dendriticas y en
el tamaio de las sinapsis, sobre todo en algunas poblaciones neuronales [262,
263]. El enriquecimiento ambiental y el ejercicio fisico tienen importantes efectos
sobre la plasticidad de las conexiones neuronales, especialmente en la corteza
visual ([34, 49]. El enriquecimiento ambiental también aumenta la neurogénesis
en el hipocampo, mediada por VEGF [264]. Aunque, la mayoria de los estudios
morfolégicos se han llevado a cabo en la corteza visual, como se ha explicado
anteriormente [265, 266], otras areas sensoriales y no sensoriales experimentan
cambios morfoldgicos importantes, asi ocurre por ejemplo en la corteza auditiva
[267], la corteza somatosensorial [268], el hipocampo [269], la amigdala [270]
o los ganglios basales [271, 272]. No obstante, los efectos de criar en entornos
complejos no se limitan solo a las neuronas. Los primeros estudios refirieron que la
morfologia astrocitaria cambiaba debido a la exposicion a entornos enriquecidos
[265, 273] y estudios posteriores mostraron un aumento en el tamano y densidad
de los astrocitos [274]. El enriquecimiento ambiental también aumenta la
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densidad vascular [227, 52, 224] y la densidad oligodendroglial [274, 275]. Aparte
de estos incrementos a nivel tisular, estudios recientes han descrito la aceleracion
del desarrollo del sistema visual como una consecuencia del enriquecimiento
ambiental. La cria de animales en un entorno enriquecido induce la apertura
temprana de los ojos y tiene efectos electrofisiolégicos, tales como el desarrollo
temprano de la agudeza visual [34].

La mayoria de estos cambios a nivel celular estan en concordancia con los
cambios en la expresion de genes involucrados en la plasticidad sinaptica. El
enriquecimiento ambiental aumenta los niveles de angioneurinas, tales como
el factor de crecimiento nervioso (NGF) [48], el factor neurotroéfico derivado del
cerebro (BDNF) [49, 50], la neurotrofina-3 (NT-3) [51] y el VEGF que juega un papel
clave en la sefalizacion neuronal [52]. Al mismo tiempo, aumenta la expresion de
las proteinas sinapticas e induce cambios en la expresion de las subunidades de
los receptores NMDA y AMPA [276].

Por ultimo, pero no menos importante, criar en entornos enriquecidos mejora
el aprendizaje y la memoria [269, 277, 278], disminuye el deterioro cognitivo
debido al envejecimiento [279, 280, 281], disminuye la ansiedad y aumenta la
capacidad exploratoria [282]. En modelos experimentales, algunos autores han
descrito como la exposicion a entornos enriquecidos evita los efectos de criar en
oscuridad, en la corteza visual de la rata [283]. Estudios recientes han destacado la
importancia de la duracion del enriquecimiento ambiental, dado que es relevante
para la persistencia de sus efectos sobre el comportamiento [284].

3.3. Enriquecimiento ambiental y enfermedades del sistema nervioso central

Debido a los efectos beneficiosos del enriquecimiento ambiental sobre el
desarrollo del cerebro, no es sorprendente que se haya postulado como una
terapia, o al menos como una estrategia neuroprotectora para la mayoria de las
enfermedades cerebrales [37, 38]. El concepto de “Reserva Cerebral Cognitiva”
postulado por Nithianantharajah y Hannah ofrece un marco general para diversas
estrategias neurorestauradoras en las enfermedades del SNC.

En los estudios realizados sobre las enfermedades neurodegenerativas, el entorno
enriquecido ha demostrado ser una herramienta util para evitar el deterioro
cognitivo inducido no sélo por el envejecimiento normal, sino que también por
la enfermedad de Alzheimer. Criar en ambientes complejos mejora las pruebas
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cognitivas en modelos de ratones transgénico de la enfermedad del Alzheimer
[285], reduce la deposicion de B-amiloide [286] y aumenta la angiogénesis,
facilitando la liberacion de B-amiloide [287]. En la enfermedad de Huntington,
el enriquecimiento ambiental mejora el déficit cognitivo en un modelo de raton
transgénico [42]. En la enfermedad de Parkinson, el enriquecimiento ambiental
aumenta la resistencia al efecto neurotéxico del MPTP, farmaco inductor del
Parkinson e induce una variedad de cambios en la expresion de genes en el
estriado. Esto es compatible con los drasticos cambios morfolégicos inducidos
por el enriquecimiento ambiental en el estriado [41, 288]. Las enfermedades
genéticas tales como el sindrome de Rett y el sindrome de Down han mejorado
las respuestas motoras y de comportamiento cuando los modelos animales son
criados en ambientes enriquecidos [288, 290, 291, 292].

Pero las mejoras del enriquecimiento ambiental no sélo estan vinculadas a las
enfermedades neurodegenerativas. En modelos de accidentes cerebrovasculares,
las secuelas motoras de dichos accidentes cerebrovasculares disminuyen con el
enriquecimiento ambiental [293].

Los estudios en modelos de traumatismo craneo-encefalico también han puesto
de manifiesto los beneficios que proporciona criar en ambientes enriquecidos.
Estos promueven larecuperacion de la funcion cognitiva tras unalesion traumatica
[43]. También reduce el dafio a la BHE inducido por una lesién quirdrgica [45] y
disminuye la muerte apoptética, neuronal ademas de mejora la vascularizacion en
el mismo modelo [45]. Los estudios en humanos muestran también los beneficios
de usar ambientes enriquecidos en la rehabilitacion neurofisiolégica [294].

Por ultimo, el enriquecimiento ambiental incluso tiene efectos beneficiosos en los
tumores. Se ha descrito recientemente que los ratones que viven en un ambiente
enriquecido muestran un crecimiento tumoral reducido y una mayor remision a
través del eje BDNF/leptina [47].

3.4. VEGF y enriquecimiento ambiental

Varios estudios han indicado que el enriquecimiento ambiental (EA) aumenta la
expresion de algunos factores troficos, tales como el VEGF o el BDNF [48, 51, 52].
Sin embargo, pocos estudios han probado los efectos de combinar la infusion
de VEGF y el EA [45]. Los pocos experimentos realizados han demostrado que la
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combinacion del VEGF y el EA tienen un efecto sinérgico mas fuerte, comparado
con la infusién del VEGF solo, tanto a nivel celular como a nivel tisular.

A pesar del aumento de la permeabilidad inducida por la administracion del VEGF,
la conservacion de los tejidos fue mejor cuando la infusion del VEGF se combino
con el EA. Ademas, parece haber un aumento en las densidades vasculares y
neuronales por la aplicacion combinada de ambas estrategias [45]. No obstante,
se necesitan investigaciones adicionales para evitar los efectos potencialmente
negativos, tales como la modificacion del periodo critico [34] o los relacionados
con los efectos secundarios del VEGF, como el edema [295].

3.5. BDNF y enriquecimiento ambiental

Numerosos estudios han informado que la exposicion a un entorno enriquecido
durante el desarrolloy en la edad adulta afecta a la expresion de las neurotrofinas,
mediante el aumento en la expresion del NGF [48], del BDNF [49] y de la
neurotrofina-3 [51] en areas cerebrales, tales como el prosencéfado basal, la
corteza cerebral, el hipocampo y el cerebelo [296, 51]. Kuzumaki y colaboradores
mostraron que un ambiente enriquecido estimula la diferenciacion neuronal a
partir de precursores en el giro dentado del hipocampo, aumentando la expresion
del BDNF con una regulacion sostenida de la cromatina en particular. La actividad
fisica también afecta a los niveles de BDNF [297, 298, 299]. Otro estudio informé
que la distribucion diferencial de los niveles de neurotrofinas en el hipocampo
dorsal y ventral puede verse afectado por el enriquecimiento ambiental, que
aumenta los niveles de BDNF [300].

El enriquecimiento ambiental en ratones+/- para BDNF esta dirigido por
mecanismos distintos en machos y hembras, siendo en los ratones macho,
donde el rescate del fenotipo emocional esta relacionado con un aumento en la
expresion del BDNF en el hipocampo [301]. Hay un estudio que demuestra como
el ejercicio mejora el aprendizaje después de la neurodegeneracion inducida en el
hipocampo por la administracion de acido kainico lo que se asocia a un aumento
de BDNF [302]. En algunos estudios, se ha observado que el ejercicio juega un
papel relevante en la modulacién de varios factores que inciden en la plasticidad
del cerebro, aumentando los niveles de BDNF [299] y en la captacion del factor
de crecimiento similar a la insulina. Estos factores implican una mejor salud del
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animal, una buena proteccion contra la muerte neuronal [303], y un aumento en
la proliferacién neuronal [304, 305].

3.6. IGF y enriquecimiento ambiental

Sobre el efecto del enriquecimiento ambiental en la expresion del IGF-I no hay
muchos estudios pero silos hay en relacion con el ejercicio habiéndose demostrado
que el IGF-I media los efectos neuroprotectores debidos a él [303, 306]. El ejercicio
aumenta la expresion del IGF en el hipocampo, estando involucrado en la
plasticidad del hipocampo, en el aprendizaje y en la memoria [172, 299, 307].

Neutralizando el IGF-I circulante bloquea significativamente la eficacia del EA
en la recuperacion funcional de la lesion de la médula espinal, apoyando la idea
de que el IGF-1 podria ser una posible ayuda terapéutica en la rehabilitacion
temprana después de una lesion de la médula espinal [306].

Un estudio reciente, ha demostrado que el tratamiento intracortical con IGF-I
unido al EA, restablece la plasticidad neuronal en el sistema visual de ratas adultas
[308]. Por tanto el IGF-I promueve la plasticidad en el sistema nervioso adulto,
pudiendo ser una estrategia para reparar el cerebro en la vida adulta.

Los niveles basales de IGF-I juegan un papel clave en la mediacion de los efectos del
EA sobre el desarrollo de la retina a través de una accion que requiere el concurso
de BDNF [309]. EI BDNF esta también implicado en las acciones del IGF-l que
median los efectos del EA 'y que podrian ser ejecutados a través de la modulacion
del circuito inhibitorio intracortical y del desarrollo de las redes perineuronales
[310]. Otros trabajo demuestra que los masajes tienen una influencia sobre el
desarrollo del cerebro, particularmente sobre el desarrollo visual, y que estos
efectos estan mediados por el IGF-1 [311]. El EA ejerce efectos sobre el receptor
del IGF-1, y se ha demostrado que regula a la alta al gen de dicho receptor en el
hipocampo y en la corteza somatosensorial de la rata adulta [312].

3.7. EPO y enriquecimiento ambiental

En experimentos llevados a cabo para establecer los efectos de la administracion
de EPO en combinacién con un ambiente enriquecido [313] observaron que el EA
produce un aumento en la expresion del gen de EPO y de EPOR durante la hipoxia.
Sin embargo, aun se desconoce si este paradigma podria mejorar los efectos
beneficiosos obtenidos por la administracion de EPO por si sola.
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4. Observaciones finales

La exposicion de pacientes a ambientes enriquecidos juega un importante papel
en la restauracion del cerebro. Esto implica un aumento de la expresion de las
angioglioneurinas que estan involucradas en la mejoria observada en varias
enfermedades.

Las neurotrofinas son una familia de proteinas que juegan un papel fundamental
en la regulaciéon de la funciéon neuronal, plasticidad, desarrollo y supervivencia.
Las neurotrofinas se caracterizaron originalmente como factores tréficos por sus
efectos en la proliferacion, diferenciacion y supervivencia de neuronas, tanto
durante el desarrollo como en la edad adulta. Mas recientemente, se ha descrito
su papel en la regulacion sinaptica y en la orientacion de los conos de crecimiento
axonales. Se han descrito también, las funciones tanto de las neurotrofinas
como de sus receptores sobre las células no neuronales, tales como las células
endoteliales, las células musculares lisas, las células inmunes y las células
epiteliales. Evidencias solidas sugieren que el BDNF participa en la regulaciéon de
la plasticidad sinaptica que surge de la actividad asociada con los procesos de
aprendizaje y memoria.

Mientras que la expresion del IGF-I esta restringida en el cerebro a las regiones
y periodos de crecimiento axonal, maduracion dendritica y sinaptogénesis,
desempenando un papel relevante en el desarrollo de los vasos sanguineos
cerebrales, como factor angiogénico. Algunas patologias cerebrales, como las
apoplejias o la enfermedad de Alzheimer, muestran resultados controvertidos
con niveles de IGF-1 alterados.

Otras de las principales angioglineurinas, la EPO, tiene un efecto antiinflamatorio
que contribuye a su efecto neuroprotector directo. Pero una aplicacion
prolongada podria causar efectos secundarios serios debido a la estimulacion de
la eritropoyesis. Para este proposito, se han desarrollado citoquinas similares a
EPO que carecen del potencial eritropoyético. Los efectos neuroprotectores de
los derivados similares a EPO se han estudiado en modelos experimentales de
isquemia cerebral y de lesion de la médula espinal [214, 217]. Se han probado los
efectos neuroprotectores del VEGF en varios sistemas neuronales, incluyendo el
sistema dopaminérgico. El VEGF juega un doble papel en diferentes patologias
neurodegenerativas (esclerosis multiple, enfermedad del Parkinson). Por ejemplo,
en el modelo de encefalomielitis experimental autoinmune (EAE) en ratas (remeda
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Esclerosis Mdultiple), por un lado la infusion en el estriado empeora la inflamacion
de la placa y por otro reduce la gravedad de la enfermedad.

La combinacion de la administracion de angioglioneurinas y del enriquecimiento
ambiental podria ser una estrategia terapéutica prometedora para solucionar
algunos trastornos cerebrales. Sin embargo, se necesitan investigaciones
adicionales para establecer el patron de sincronizacion 6ptimo con el fin de
garantizar los maximos efectos sinérgicos, evitando al mismo tiempo los
potenciales efectos secundarios de esta combinacion.
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EFECTO NEUROPROTECTOR DE LOS FARMACOS UTILIZADOS EN ANESTESIA GENERAL

RESUMEN

La principal causa de dano neuronal en el Sistema Nervioso Central es la priva-
cion de oxigeno-glucosa, la que se presenta en diversos trastornos agudos tales
como: isquemia, trauma, apoplejia o enfermedades neurodegenerativas. Muchos
de estos desordenes se presentan durante la realizacion de procedimientos anes-
tésicos, por lo cual la eleccion y uso de agentes anestésicos es fundamental, para
lograr una neuroproteccion efectiva.

En el este capitulo se analizaran lo posibles efectos neuroprotectores de dos
grandes grupos de agentes anestésicos: aquellos de administracion inhalatoria
(agentes gaseosos como xendn y 6xido nitroso, y anestésicos volatiles, que in-
volucran productos halogenados) y agentes de administracién endovenosa (tio-
pental sédico, propofol, ketamina, etc). Ambos grupos de farmacos han demos-
trado neuroproteccion a corto plazo, la que se expresa cuando el tiempo entre
de privacion oxigeno-glucosa y la administracion del agente no supera los 7 dias.
La neuroproteccion a largo plazo, que se sucede en un tiempo superior a 1 sema-
na, exhibe resultados controversiales. Los mecanismos relacionados con el efecto
neuroprotector en los anestésicos inhalatorios incluyen: la activacién de los ca-
nales de potasio dependientes de ATP, sobreexpresion de la oxido nitrico sinta-
sa, reduccion de la tasa metabolica cerebral, aumento del flujo perisquémico y
regulacion de los factores antiapoptoticos. Es importante destacar que aunque
el principal mecanismo de neuroproteccion en los agentes endovenosos es la dis-
minucion de la tasa metabdlica cerebral, contribuyen a ésta, la facilitacion de la
sintesis proteica, la actividad GABAérgica, y una accion anti-oxidante. El tiempo
de duracién de esta neuroproteccion fluctia entre 2 a 4 semanas. Si bien es cierto
es potencialmente producida por los distintos agentes anestésicos, es también
un hecho, la existencia de estudios que aseguran resultados neurodegenerativos.
En particular, los anestésicos volatiles han demostrado una estimulacién de la
neurogénesis, sugiriendo una contribucion a la reparacion cerebral post-trauma-
tica. Otro aspecto discutible, ha sido el efecto neuroprotector de estos agentes
en modelos preclinicos en la edad perinatal, el cual se ha planteado como dosis y
tiempo dependiente.

Actualmente con la informacién disponible no se ha demostrado la superioridad
de un agente sobre otro, para ello, es imprescindible realizar estudios clinicos con-
trolados que establezcan resultados solidos e incuestionables del efecto neuro-
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protector y las ventajas comparativas de un agente en particular, mas alla de las
investigaciones realizadas en animales o in vitro.

1. Introduccion

Las neuronas del SNC son muy sensibles a cualquier deterioro de la entrega de
sustrato, especialmente durante la privacion de oxigeno-glucosa, esta alteracion
representa una de las principales causas del dano cerebral irreversible. Diversos
desordenes agudos tales como, isquemia, apoplejia o trauma y enfermedades
cronicas neurodegenerativas como, enfermedad de Parkinson, enfermedad de
Alzheimer, son causantes de dichas lesiones cerebrales. La neuroproteccion, con-
cepto que involucra un conjunto de mecanismos fisiopatologicos utilizado para
proteger el tejido nervioso de procesos celulares complejos, como apoptosis, in-
flamacion, degeneracion y deplecion energética, surge necesariamente como una
estrategia terapéutica eficiente en el tratamiento de estas enfermedades. Debido
a que muchas de estas lesiones ocurren durante el periodo perioperatorio, la pro-
teccion del cerebro en pacientes sometidos a cirugia representa uno de las preo-
cupaciones mas importantes para los anestesistas, siendo de la alta relevancia la
eleccion del agente anestésico mas adecuado para lograr la neuroproteccion [1].

En el dltimo tiempo, la anestesia intravenosa ha sido ampliamente utilizada con-
virtiéndose en la técnica de eleccion en muchos procedimientos quirurgicos en
que la neuroproteccion es una preocupacion importante para los anestesistas,
tales como neurocirugia, endarterectomia carotidea e intervenciones a corazén
abierto, sustituyendo asi casi por completo a la anestesia inhalatoria.

Durante este capitulo examinaremos la informacion disponible y actualizada so-
bre los efectos de los agentes anestésicos mas cominmente utilizados en térmi-
nos de neuroproteccion y, en particular, compararemos los farmacos utilizados
en dos protocolos anestésicos diferentes. Analizaremos los efectos neuroprotec-
tores de los farmacos anestésicos comunmente usados en la practica clinica, sus
ventajas comparativas y la interaccion de éstos en su uso asociado.

Tomando en cuenta la modalidad de administracion de los agentes anestésicos,
éstos pueden ser divididos en dos clases: aquellos administrados por una via in-
halatoria y que obedecen a agentes volatiles y aquellos farmacos administrados
por via endovenosa. En la primera clase encontramos moléculas distintas tales
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como xenon y o6xido nitroso y anestésicos volatiles halogenados tales como: ha-
lotano, isoflurano, desflurano y sevoflurano. En la segunda clase en la que se in-
cluyen los agentes intravenosos, tenemos drogas como tiopental sodico, propofol
y ketamina.

2. Agentes anestésicos

2.1. Agentes Anestésicos Voldtiles

Los agentes anestésicos volatiles son de gran importancia en la realizacion de
procedimientos quirdrgicos complejos, jugando un rol relevante en la manten-
cion de la estabilidad neurovegetativa durante la intervencion. Muchos estudios
han demostrado algun grado de neuroproteccion en la compleja red neuronal, al
intervenir en el metabolismo de cerebral en su conjunto [2].

Es importante destacar que el concepto de neuroproteccion, tomando en consi-
deracion la literatura revisada en el presente articulo, involucra dos clasificacio-
nes relevantes en base al tiempo en que se ha producido la lesion isquémica. Neu-
roproteccion a corto plazo, en la cual las medidas terapéuticas seleccionadas se
han implementado en un tiempo inferior a una semana de producida la isquemia
cerebral, este tipo de intervencién se presenta en estudios controlados de carac-
ter experimental, normalmente realizado en animales. Mientras que la neuropro-
teccion a largo plazo, se sucede en un tiempo superior a una semana de producida
la injuria isquémica, este periodo sigue siendo un aspecto controversial [3].

Los resultados obtenidos de la revision realizada sugieren que los mecanismos re-
lacionados con el efecto neuroprotector de los agentes anestésicos volatiles son
cinco, e incluyen:

+ Activacion de los canales de potasio dependientes de ATP (adenosin trifosfa-
to)

« Up regulation de la 6xido nitrico sintasa
« Reduccion de los factores de estrés excitotoxico y tasa metabélica cerebral
«  Aumento del flujo cerebral periisquémico

« Regulacion de los factores antiapopticos, incluyendo los mitégenos activados
por proteinquinasas [3]
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2.1.1. Halotano

Halotano, fue un gas anestésico ampliamente usado en la practica clinica pero
debido a su potencial hepatotoxicidad ha sido reemplazado por otros anestésicos
volatiles. Este efecto secundario, dafino al sistema se asocia a una alta tasa de
mortalidad.

Es por ello, y en consideracion a lo anterior que las investigaciones sobre los efec-
tos neuroprotectores de este agente son escasos. Nakao y cols en el ano 2003,
han demostrado como halotano, junto a otros anestésicos como isofluorano,
barbituricos y las benzodiacepinas inhibe el dano causado por los antagonistas
no competitivos del receptor NMDA en la corteza cingulada posterior y corte-
za retroesplenial de los roedores, estas regiones cerebrales se cree que son res-
ponsables de la actividad psicomimética de los seres humanos, probablemente a
través de la activacion del receptor GABAA [4]. Los efectos neuroprotectores de
halotano han sido evaluados en modelos experimentales de isquemia cerebral.

En un primer estudio realizado en ratas Sprague-Dawley se estudiaron los efectos
neuroprotectores de halotano en relacion al tamano del infarto cerebral después
de 2 hr. de realizada la oclusion intraluminal de la arteria cerebral media y durante
22 hr. de reperfusion. En este ensayo se administré halotano mediante intubacion
y ventilacion mecanica a dos grupos de ratas, uno en régimen de corta duracion,
mientras se efectuaba la preparacion del animal y otro grupo en régimen de lar-
ga duracion durante el proceso de preparacion e isquemia. En el grupo de larga
duracion el tamano del infarto, visualizado por tincion con cloruro de 2,3,5-trifenil-
tetrazolio, fue significativamente menor que el grupo ratas en que se administro
halotano en un régimen de corta duracién [5]. En un segundo estudio realizado
por Kobayashi y col, 2007, que se diseno para evaluar cuantitativamente los efec-
tos neuroprotectores de halotano en comparacion con otros agentes anestésicos
endovenosos en la isquemia cerebral, se encontré al analizar el tiempo de isque-
mia necesario para lograr el 50% del dano neuronal causado por los agentes anes-
tésicos en estudio que, tiopental y propofol necesitaron un tiempo significativa-
mente mayor que el tiempo utilizado por halotano para producir la misma injuria,
por lo que estos agentes presentaron un mayor tiempo de neuroproteccion que
halotano, sin embargo halotano presento un tiempo de neuroproteccion mayor
que el control, esto fue ratificado en el mismo estudio por técnicas histopatolo-
gicas al 5° dia de realizada la experiencia y por métodos electrofisiolégicos y de
microdialisis cerebral en la zona CA1 del hipocampo de los jerbos estudiados [6].
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En particular en el modelo anterior se demostré que halotano atenua la gravedad
de despolarizacion isquémica, dano neuronal y los niveles de glutamato extrace-
lular, siendo menos eficaz que tiopental y propofol [6].

Haelewyn y cols. en el 2003, han demostrado que halotano proporciona protec-
cion contra la isquemia cerebral local, siendo su efecto neuroprotector menor
que el producido por desflurano . Otro aspecto estudiado, fue la neuroproteccion
obtenida en cortes cerebelosos de ratas, que previamente fueron expuestas a la
isquemia experimental, fenémeno denominado pre-acondicionamiento. En una
experiencia realizada por Wang y cols., 2007 en que se estudio la potencia de un
grupo de anestésicos volatiles como inductores de pre-acondicionamiento y su
posible relacion con la capacidad de éstos mismos agentes para producir anes-
tesia, se encontré que halotano, isofluorano, desfluorano y sevofluorano produ-
jeron pre-acondicionamiento y que ésta era dosis dependiente, planteando un
mecanismo a través de la modificacion de la actividad del transportador de gluta-
mato, ya que, al usar inhibidores de este transportador el pre-acondicionamiento
no se podia obtener. Por otro lado, la administracion continua de halotano dismi-
nuye la privacion de oxigeno y glucosa que induce apoptosis neuronal en cultivos
de células corticales de ratas recién nacidas, preparadas in vitro [7].

No hay estudios prospectivos que hayan examinado los efectos de la exposicion a
halotano en la estructura neuronal y el resultado neurocognitivo durante los pri-
meros anos de vida. Anomalias conductuales transitorias se han observado, tales
como el miedo a los extranos, rabietas, busqueda de atencion, trastornos del sue-
fio, enuresis y ansiedad [8].En modelo murino, se cuantifico la densidad sinaptica
en la corteza entorrinal y subiculo de las ratas desde los 5 a 95 dias post-parto.
Estas ratas fueron descendientes de madres que habian sido sometidas a cuatro
diferentes concentraciones de halotano durante la gestacion y durante 60 dias
después del nacimiento. Las condiciones de exposicion al agente se disefiaron de
la siguiente manera: control (sin exposicion), administracion de halotano intermi-
tente y administracion de halotano continuo. Los resultados obtenidos mostraron
que la densidad sinaptica en ratas expuestas a halotano fue significativamente
menor que las ratas control y que los animales expuestos intermitentemente a
halotano tuvieron una densidad sinaptica mayor que aquellos expuestos de ma-
nera continua al agente. El retraso del desarrollo sinaptico en la corteza entorrinal
y subiculo se establecio a los 5 dias post-parto y se mantuvo hasta los primeros
9o dias después del parto. El retraso en la sinaptogénesis causada por halotano
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genero una supresion del comportamiento normal de estas ratas en la prueba de
alternancia espontanea. Por lo tanto, el retraso inicial en la maduracion sinaptica
causada por la exposiciéon a halotano en el utero puede causar permanentes dé-
ficits morfolégicos y funcionales en el cerebro [9]. Es asi, como se ha demostrado
en los experimentos de laboratorio que la exposicion prenatal a halotano en dosis
clinicas entre los dias 3 y 17 de gestacion, consecuentemente llevé a un deterioro
en el aprendizaje en la edad adulta, mientras que las dosis subclinicas generaron
una disminucién de la densidad sinaptica, pero carecieron de disfuncion cognitiva
[8,9].

2.1.2. Isofluorano

Isofluorano es un anestésico inhalatorio introducido al mercado desde hace va-
rias décadas, pero aun es ampliamente utilizado en la clinica. Al igual que otros
anestésicos volatiles exhibe un efecto neuroprotector, induciendo preacondi-
cionamiento dosis-dependiente cuando es usado previo a la exposicion. Se han
realizado estudios en células de Purkinje, en cortes histologicos de cerebelo de
ratas con el objeto de aceptar como hipétesis que el precondicionamiento de iso-
flurano reduce la muerte neuronal inducida por isquemia. Para ello, se realizé un
ensayo en que se indujo un preacondicionamiento con este agente en dosis de
administracion de 1-4% durante 15 minutos a 37°C, y se observé la disminucion
significativa de las lesiones y muerte de estas células causada por una isquemia
de 20 min. (simulando una privacién de oxigeno-glucosa). La concentracion eficaz
para lograr la mitad del efecto maximo de neuroproteccion del isofluorano por
preacondicionamiento fue de 1,17 + / -0,31% y los efectos protectores maximos se
alcanzaron en concentraciones de isoflurano al 3% o mayores. Al usar inhibidores
especificos del transportador de glutamato, éstos no fueron capaces de generar
un cambio en la muerte celular por privacion de oxigeno-glucosa inducido por la
isquemia. Resultados similares se obtuvieron al utilizar inhibidores de canales de
K+ dependientes de ATP, como la glibenclamida [9]. En otro estudio de este mis-
mo autor el 2005, en que realizé un preacondicionamiento con isofluorano al 2%
durante 30 min. antes de la estimulacion de los receptores de glutamato a distin-
tas concentraciones, se observé una reduccion significativa de la neurotoxicidad
inducida por el neurotransmisor. Al administrar dos proteinas quinasa C (PKC), cal-
fostina Cy queleritrina al cultivo celular cortical, éstas neutralizaron la proteccion
inducida por el pre-acondicionamiento generado por isofluorano. Un resultado
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similar se obtuvo cuando se adiciona al cultivo celular un inhibidor de la 6xido
nitrico sintasa (NOS), I-nitro (G) - arginina metil éster, L-NAME. Este estudio nos
permite concluir, que la neuroproteccion obtenida por el pre-acondicionamiento
con isofluorano es PKC-y NOS-dependiente [10].

Zhao y cols., 2007 administraron isofluorano en dosis de 1,5 % durante 30 min.,,
24 h antes de producir la isquemia cerebral que fue producida por la ligadura de
la arteria carétida comun izquierda, para luego administrar oxigeno durante 2 h.
El proposito de este ensayo fue evaluar la neuropatologia al mes de realizada la
isquemia, a través de pruebas de coordinacion motora, funciones de aprendizaje
y memoria. En otro grupo de ratas, tratadas de igual forma se realizo el test Wes-
tern para cuantificar la expresion de la proteina de choque térmico 70, Bcl-2, 24
h. después de realizado pre-acondicionamiento con isofluorano. Los resultados
obtenidos demostraron que el pre-acondicionamiento producido por isoflurano
atenua la isquemia que genera pérdida de neuronas y tejido cerebral, tales como
corteza e hipocampo. Es asi, como la coordinacion motora de las ratas mejoro
en un plazo menor a 1 mes después de la isquemia, al igual que las funciones de
aprendizaje y memoria, las que fueron evaluadas en test sociales y reconocimien-
to de laberinto “Y”. Por otra parte, la expresion de Bcl-2, una proteina antiapop-
totica bien conocida en el hipocampo se incrementoé después de la exposicion a
isoflurano. Este aumento se redujo al administrar al cultivo celular, inhibidores
del 6xido nitrico sintasa. Basados en estos hallazgos se puede concluir que el pre-
acondicionamiento inducido por isoflurano mejoré los resultados neurolégicos a
largo plazo después de la isquemia cerebral y que la dxido nitrico sintasa puede
estar implicada en esta neuroproteccion cerebral [11].

Isofluorano inhibe la neurotoxicidad inducida y activa durante la hipoxia el factor-
1a, inducida por la oxido nitrico sintasa, relacionadas con las quinasas 1y 2 que
protege contra el dano neuronal producido por la privacion de oxigeno y glucosa
en ratas. Por otro lado, mediante estudios de preacondicionamiento en que se
agruparon ratas con administracion de oxigeno e isofluorano en diferentes dosis,
se demostro la neuroproteccion obtenida después de 24 hr. de haber generado
una isquemia focalizada a los animales por transfixion transitoria de la arteria ce-
rebral media derecha. En esta misma experiencia, se relacion6 la administracion
de isofluorano en distintas dosis con la administracion de glibenclamida, molé-
cula que bloquea los canales de potasio dependientes de ATP, para determinar el
rol que juega en la neuroproteccion estos canales. Xiong y cols. en el afno 2003,
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concluyeron que la tolerancia isquémica inducida por el precondicionamiento con
isoflurano es dependiente de la activacion de los canales de potasio dependientes
de ATP [12].

Hasta aqui, hemos visto como isofluorano provee de neuroproteccion a los teji-
dos cerebrales mediante un preacondicionamiento, pero no sabemos que sucede
cuando este agente se administra después de producida la privacion de oxigeno
y glucosa a través de una isquemia. Es asi, como Lee y cols., 2008 disefiaron un
estudio en el cual se obtuvieron muestras histopatologicas cortico-estriatales de
ratas Sprague-Dawley que estuvieron sometidas a una isquemia cerebral durante
15 min. y una exposicion a isofluorano (2%),con el objeto de medir 24 h. después
del inicio de la reperfusion el volumen de tejido infartado, el déficit neurolégico
producido y el rendimiento en rotarod. La cuantificacion del dano celular se rea-
liz6 mediante, tincion con cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) y la via de trans-
duccion utilizada para generar tal dano se evalu6 al adicionar glibenclamida, blo-
queador de los canales de K+ mitocondriales dependientes de ATP, molécula que
verifico dicha via al potenciar el dano celular registrado. Este ensayo demostro
que el isofluorano mejora los resultados neurologicos después de una isquemia
cerebral incompleta sugiriendo que los canales de potasio dependientes de ATP
estan involucrados en la neuroproteccion [13].

Isofluorano ha demostrado en los ultimos estudios, que aunque puede reducir la
lesion neuronal isquémica después de cortos intervalos de recuperacién postis-
quémicos, esta neuroproteccion generada no logra sostenerse en el tiempo y la
demora en la muerte apoptética neuronal, mediada en parte por la activacion de
las caspasas, contribuye al aumento gradual en el tamano de la infarto. Estradiol
ha sido una de las moléculas estudiadas que ha potenciado esta neuroproteccién
producida por isofluorano. Otra de las moléculas farmacologicas investigadas ha
sido z-IETD-FMK, un inhibidor especifico de la caspasa 8, molécula que al asociar-
se con isofluorano preservo un nimero de neuronas intactas dentro de la corteza
peri-infarto significativamente mayor que el control, la cual fue estable y durade-
ra en el tiempo [14].

Otro aspecto poco estudiado, ha sido el preacondicionamiento inducido por el
isofluorano en ratas recién nacidas, Sasaoka y cols. 2009 observaron como dosis
de 1% a 2% de isofluorano administradas a ratas de 7 dias de edad exhibieron
desarrollo de tolerancia al dano neurolégico inducida por la lesion isquémica en
neuronas hipocampales y un aumento significativo en la sobrevida de estas cé-
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lulas en el sector CA1 al compararlos con los controles sin preacondicionamiento
[15].

Este efecto neuroprotector obtenido por la administracion de este agente anes-
tésico, se ha contradicho con reportes de apoptosis neurodegenerativa hecho por
diferentes autores en especies, tales como: monos Rhesus, ratas, ratones, coba-
yos y lechones recién nacidos. La evaluacion cuantitativa de cortes cerebrales a
los que se realizé inmunohistoquimica con anticuerpos de la caspasa-3 activada
para la deteccion y cuantificacion de las neuronas apoptoticas, determinaron un
aumento de las lesiones focalizadas después de 5 h de exposicion a un plano qui-
rurgico de anestesia con isoflurano en 13 veces respecto de su control.[16] Anesté-
sicos generales comunes administrados a ratas jovenes en el momento culminan-
te del desarrollo del cerebro causan neurodegeneracion apoptoética generalizada
en el cerebro inmaduro. Los estudios de comportamiento han demostrado que
esto conduce a deficiencia en el aprendizaje y memoria, los que son mas obser-
vables en la edad madura. El subiculo, una parte del hipocampo y el circuito de
Papez, esta involucrado en el desarrollo cognitivo y es vulnerable a la neurodege-
neracion inducida por la anestesia en cerebros en desarrollo. Esta degeneracion
se manifiesta por un dafno neuroapoptético agudo sustancial y pérdida neuronal
permanente en etapas posteriores de la sinaptogénesis. La formacion de sinapsis
es un componente critico del desarrollo cerebral, es asi, como en distintos ensayos
se examino los efectos de la combinacion de anestesia isoflurano, 6xido nitrosoy
midazolam observando el desarrollo ultraestructural de las sinapsis en el subiculo
de rata, encontrandose que cuando esta asociacion anestésica se administra en
el pico de la sinaptogénesis, causa un importante dano en el neuropilo subicular.
Esto se manifiesta como escasez y desorden en el neuropilo, cambios morfologi-
cos indicativos de degeneracion mitocondrial, una disminucion en el numero de
perfiles neuronales con multiples botones sinapticos y disminucién significativa
en el volumen de densidades sinapticas. Creemos que las alteraciones morfolé-
gicas observadas en las sinapsis en desarrollo pueden, al menos en parte, con-
tribuir a los déficits de aprendizaje y de memoria que ocurren mas tarde en la
vida después de la exposicion del cerebro inmaduro a la anestesia general [17].La
data obtenida por otros grupos de experimentacion han demostrado que la ex-
posicion a concentraciones minimas alveolares de isofluorano por 1 0 mas horas
gatillan neuroapoptosis en cerebros de ratones infantes[18] todas las condiciones
probadas (Isoflurano al 0,75% durante 4 horas, 1,5% durante 2 horas, 2,0% durante
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1 hora),desencadenan un aumento estadisticamente significativo de la neuroa-
poptosis comparada con las tasas de apoptosis espontanea en la camada control
[18] En humanos aunque la data anecdética sugiere al menos secuelas transitorias
después de una exposicion prolongada, ningun estudio se ha realizado para de-
terminar los efectos del isofluorano a largo plazo durante el desarrollo del cerebro

[8].

2.1.3. Desfluorano

Desfluorano es un anestésico volatil recientemente introducido en la practica cli-
nica, tiene un bajo coeficiente de solubilidad sangre/gas, coeficiente que permite
cambios rapidos en los niveles de anestesia, ductilidad que le hace ser de eleccion
en anestesia de emergencia. Una rapida recuperacion después de la administra-
cion de desfluorano, de hecho, parece ser deseable, especialmente después de
procedimientos quirurgicos prolongados, lo que permite la plena cooperacion del
paciente facilitando el diagnostico precoz de cualquier potencial déficit neurolo-
gico [19].

Investigaciones in vitro, realizadas por Wise-Faberowski y cols., 2003 en cultivo
celular de neuronas corticales obtenidas de ratas de 10 a 14 dias de edad, demos-
traron que al ser sometidas a un preacondicionamiento con desfluorano 30 min.
antes de producir la privacion de glucosa y oxigeno disminuyeron significativa-
mente la muerte neuronal, estimandose en un 98% la preservacion celular res-
pecto de su control [20]. In vivo, se realizé un estudio de isquemia cerebral incom-
pleta en ratas, en donde a los animales se les clamped la arteria carétida comun
por 10 min. y se suministré desfluorano al 6% por media hora, al cabo del cual fi-
nalizo la cirugia. Cinco dias después los animales fueron sacrificados para realizar
el analisis histopatolégico de cortes neuronales en el sector CA1 hipocampal [21],
la data obtenida demostr6 el efecto neuroprotector de este agente anestésico, el
cual fue significativamente mayor que el referido por halotano [5].

Finalmente en un estudio prospectivo realizado en pacientes humanos que fue-
ron sometidos a craneotomias bajo la accién anestésica de desfluorano, a los
cuales se les inserté una sonda neurotrend para medir presion de gases tisulares
y pH en una region de tejido con riesgo de desarrollar isquemia, se observé un
aumento en un 70% pO2 tisular sin generar una disminucion del pH. Por lo que es
factible concluir que desfluorano posee efectos metabdlicos y vasodilatadores en
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el cerebro que le permite mejorar la oxigenacion de los tejidos y atenuar la reduc-
cion de pO2 tisular frente a una privacion oxigeno-glucosa localizada, inhibiendo
asi la acidosis lactica isquémica que disminuye el pH tisular [22].

2.1.4. Sevofluorano

Sevofluorano es corrientemente considerado como el agente inhalatorio volatil
de eleccion en anestesia general, siendo ampliamente usado en neuroanestesia.
Aliigual que desfluorano, in vitro, sevofluorano reduce la muerte neuronal por pri-
vacion de oxigeno y glucosa [20], provee preacodicionamiento dosis-dependiente
cuando se administra previo a la exposicion [7] y en modelos animales muestra
efectos de proteccion cerebral cuando se administra después de la isquemia [21].
En un modelo de asfixia perinatal, ésta se indujo 4 h. después del preacondiciona-
miento con dosis analgésicas de sevofluorano (1,5%) al cabo del cual se determiné
el tamano del infarto cerebral 7 dias después y la funcion neuromotora fue eva-
luada a los 30 dias post-isquemia en cohortes separadas. En cultivos celulares de
neurona y neurona-glia se realizé una privacion controlada de oxigeno-glucosa
24 h. después de realizar el preacondicionamiento con sevofluorano, observando-
se un incremento en la viabilidad celular via fosfoinositida-3-quinasa al reducir el
tamano del infarto cerebral, el que fue evaluado por examenes de citometria de
flujo determinando la muerte celular por apoptésis mediante el uso de anexina
V'y por necrosis al usar la tincion yoduro de propidio. En este mismo estudio el
preacondicionamiento combinado de sevoflurano con xenén resulté en una neu-
roproteccion funcional a largo plazo asociado con un aumento en la fosforilacion
del adenosin monofosfato ciclico (APMc) en respuesta a la senalizacion de ele-
mentos ligados a proteinas, el que fue evaluado mediante inmunotransferencia.
Estos resultados nos garantizan la neuroproteccion a largo plazo contra el dano
neuronal después de un periodo no predecible de asfixia perinatal [23].Un estudio
mas especifico realizado por Ye y cols. 2009 demostré que el preacodicionamien-
to con sevofluorano induce un retraso en la neuroproteccion contra la isquemia
cerebral localizada en ratas por una regulacion negativa del factor de necrosis
tumoral a (TNFa), interleukina 13 (IL 1B) y proteinas mensajeras de expresion del
RNAm [24]. El rol del glutamato y las especies reactivas de oxigeno en la neuro-
proteccion mediada por sevofluorano ha sido investigada in vitro, por Canas y cols
[25]., quién demostré en un modelo de cultivo de células corticales neurona-glia,
la reduccion significativa de la liberacion de lactato deshidrogenasa y el aumento
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de la viabilidad celular mediante una disminucion de las concentraciones de glu-
tamato en el espacio sinaptico, al detener la inactivacion de los transportadores
giales de glutamato potenciando asi la recaptacion de este neurotransmisor. De
este estudio se desprende que el transportador glial GLT1 estaria involucrado al
menos en parte, en las propiedades anti-excitotoxicas que sevofluorano expre-
sa durante la privacion de oxigeno y glucosa y por la reduccion de las especies
reactivas de oxigeno durante la reoxigenacion. Estudios recientes de poscondi-
cionamiento de sevofluorano en combinacion con aportes de albimina fueron
evaluados mediante técnicas histologicas y neuroconductuales, en los cuales se
observé un aumento significativo de la expresion de la proteina Bcl-2, lo que per-
mitié concluir que la combinacion estudiada proporciona efectos aditivos neuro-
protectores después de una isquemia general transitoria en cerebros de ratas y
que este efecto se logra mediante la disminucion de la apoptdsis[26]. Se postula
que estos efectos protectores contra lesiones isquémicas cerebrales transitorias
estan mediados por la activacion de la via candnica de senalizacion Notch, a tra-
vés de un aumento en la expresion del dominio intracelular de Notch 1y las trans-
cripciones de Hes1y Hes 527.

Finalmente, la anestesia con sevofluorano durante la cirugia en nifios pequenos
ha sido asociada con cambios conductuales en el post-operatorio, tales como au-
mento de las rabietas, trastornos del suefio y pérdida de apetito[28]. Sin embargo,
contrastando con estos efectos deletéreos producidos por sevofluorano, la data
preliminar en ratones neonatos sugiere que sevofluorano no causa degeneracion
neuroapoptotica en el cerebro en desarrollo después de una exposicion clinica
significativa en tiempo y concentracion [29].

2.2. Gases Anestésicos

El mecanismo de accion actualmente aceptado para los anestésicos generales es
mediante su interaccion con receptores especificos, el mas comun es el receptor
GABAA, aunque existen otros receptores que participan del efecto depresor, tal
como el subtipo del receptor de glutamato, que potencia la neurotransmision in-
hibitoria e inhibe la neurotransmision excitatoria, respectivamente [30].

Oxido nitroso y xenén son gases anestésicos que tienen distintos perfiles far-
macologicos. Debemos considerar que la base molecular para la accion de estos
anestésicos aun no esta dilucidada, estos gases se comportan en forma muy dife-
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rentes a otros agentes anestésicos generales, ya que tienen poco o ningun efecto
sobre los receptores GABAA, pero inhiben poderosamente los receptores NMDA.
Por esta razon estos gases se clasifican en un grupo especifico de anestésicos con
efectos sobre los receptores NMDA, particularmente sobre aquellos receptores
que contienen la subunidad NR1a/NR2D, sin embargo, estas moléculas carecen de
interaccion efectiva sobre los receptores GABAA [31]. Incluso los receptores nico-
tinicos de acetilcolina (nAChR) especialmente aquellos que tienen la subunidad (32
han sido indicados como objetivos potenciales para éxido nitroso y xenén [32]. De
hecho los nAChR fueron inhibidos por los anestésicos gaseosos con diferencias de
sensibilidad entre los receptores a4B2 y a4f4: por ejemplo 6xido nitroso inhibe
los receptores a4B2 en un 39% y los receptores a4p4 en un 7% [32].

Otros mecanismos moleculares involucran a ciertos miembros de la superfamilia
de los canales de potasio de doble poro que representan un nuevo e importante
objetivo para estos anestésicos gaseosos. TREK-1 es una canal de K+ marcadamen-
te activo mediante concentraciones clinicamente relevantes de 6xido nitroso y
xenon. Por el contrario, TASK-3, un miembro de esta familia que es muy sensible
a los anestésicos volatiles, como halotano, es insensible a los gases anestésicos
xenon y oxido nitroso. Se demuestra que el dominio C-terminal citoplasmatico
no es un requisito absoluto para las acciones de los gases, a pesar de que clara-
mente desempena un papel modulador importante. Finalmente, se muestra que
Glu306, un aminoacido que ha demostrado ser importante en la modulacion de
TREK-1 por el acido araquidonico, estiramiento membrana y el pH interno, es criti-
co para los efectos de activacion de estos gases anestésicos [33].

2.2.1. Oxido nitroso

El 6xido nitroso es un agente anestésico débil y por esta razon se administra en
combinacién con farmacos anestésicos volatiles mas poderosos, tales como sevo-
fluorano, desfluorano, isofluorano o halotano. Estudios preliminares han demos-
trado la accion neuroprotectora del 6xido nitroso especialmente sobre el dano
neuronal cuya accién es mediada por el receptor NMDA[34].

Sin embargo, debido a sus posibles efectos neurotdxicos y proneurotoxicos obte-
nido en condiciones particulares, y a la caracteristica principal de ser un agente
con un débil rendimiento en concentraciones anestésicas, no se han realizado in-
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vestigaciones exhaustivas respecto de las propiedades potencialmente neuropro-
tectores de 6xido nitroso[35].

David y cols. el 2003, investigaron si 6xido nitroso, un anestésico gaseoso con un
perfil clinico notablemente seguro y que se ha demostrado como un inhibidor
eficaz del receptor de NMDA, puede reducir las siguientes alteraciones:

« El dano cerebral in vivo, inducido por isquemia, cuando se administra este
agente después de la oclusion de la arteria cerebral media, un modelo nece-
sario para verificar si los farmacos anestésicos son potencialmente neuropro-
tectores y presentan propiedades terapéuticas eficaces, o

« La entrada masiva Ca2+, inducida por la activacion de los receptores NMDA
en cultivos de células corticales, evento muy importantey a la vez criticoen la
muerte neuronal excitotoxica. Los autores han demostrado que 6xido nitroso
al 75% reduce la muerte neuronal isquémica en la corteza en un 70% y dismi-
nuye el influjo de Ca2+ inducida por NMDA, en un 30% [36].

Por ejemplo, en ratas sometidas a isquemia cerebral transitoria al suministrar oxi-
do nitroso al 50%, éste ofrece una completa neuroproteccion tanto a nivel his-
tologico como neurolégico, cuando se administra hasta 2 h. post-isquemia, en
tiempos mayores este efecto se pierde [35].

Sin embargo, la proteccion inducida por otros anestésicos presenta un efecto ne-
gativo al ser coadministrado junto al 6xido nitroso [1]. El efecto neuroprotector
de isofluorano en la isquemia o derrame cerebral, por ejemplo se ve significativa-
mente alterada durante la coadministracién con 6xido nitroso y viceversa [2]. Del
mismo modo, los barbituricos mostraron un efecto limitado como agente neuro-
protector en estudios con animales experimentales en donde se us6 6xido nitro-
so como parte del protocolo anestésico, a diferencia de los estudios en que no se
utilizé este gas y en cual se pudo apreciar un efecto beneficioso [1].

En relacion a la investigacion en cerebros en desarrollo, como es el caso de aque-
llos estudios en que los fetos fueron expuestos a 6xido nitroso en su vida intrau-
terina durante el 3er trimestre de la prenez o durante la realizacion de la cesarea
[37], se apreciaron secuelas neurolégicas de caracter transitorio, observado por un
incremento del tono muscular, acostumbramiento a los estimulos audibles, resis-
tencia a los abrazos y menor presencia de sonrisas en el corto y mediano plazo [8,
28]. En estudios en animales, el aumento de la neurodegeneracion apoptética se
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encontro en ratas tratadas con éxido nitroso al 50%, 75% o 150% (en camara hi-
perbarica) por 6 horas [38]. Sin embargo la administracién in vivo de 6xido nitroso
a la dosis de 75% exacerba la neuroapoptosis causada por isofluorano al 0,75%
[38]. Finalmente algunos estudios recientes indican que durante la post-isquemia
el 6xido nitroso no inhibe el factor activador del plasminégeno a nivel tisular, ori-
ginando hemorragias cerebrales y rupturas de la barrera hematoencefalica, y por
lo tanto no reduce el dano isquémico cerebral del mismo modo que lo hace xenén
durante su administracién post-isquémica [39]. Es por ello, que se sugiere precau-
cion durante la administracion de 6xido nitroso.

2.2.2. Xenoén

Xenon es un gas inerte con propiedades de antagonismo de los receptores NMDA,
lo que le permite exhibir efectos neuroprotectores, similar a otros anestésicos,
tales como, dxido nitroso y ketamina que poseen el mismo mecanismo de ac-
cion. Pero a diferencia de estos agentes, xendn esta desprovisto tanto de neuro-
toxicidad como de efectos hemodinamicos adversos [30]. Por el contrario, xenén
parece ser un agente antagonista de los receptores ionotropicos inespecificos de
glutamato ya que no solo antagoniza receptores NMDA, sino también receptores
AMPA y Kainato en las neuronas corticales, es asi, como xen6n mostré un efecto
inhibidor sobre las corrientes de membrana inducidas por el receptor de kainato
de las células SH-SYs5Y transfectadas con la subunidad GluR6 de este receptor [40].

El flujo sanguineo cerebral puede verse comprometido en una variedad de proce-
dimientos anestésicos y complicaciones cerebrales isquémicas y representan la
principal causa de morbilidad después de realizadas las cirugias cardiovasculares.
Con la creciente importancia de las estrategias neuroprotectoras, Schmidty cols.,
el 2005 disenaron un estudio para determinar si xendn reduciria las lesiones ce-
rebrales producidas por un paro cardiaco en cerdos [41], para ello, se anestesiaron
dos grupos de cerdos de 12 a 16 sem. de edad , uno grupo se anestesio con xenon
al 75% y oxigeno al 25% y el otro con anestesia total intravenosa combinada con
oxigeno al 25%, a ambos grupos se les indujo un paro cardiaco por 4 min., luego
se reanimaron durante 60 seg. y una vez concretada la desfribilacion se evaluo
el tamano de la lesion cortical producida para lo cual se us6 como marcador de
danio tisular al glicerol, ademas se midi6 el impacto neuroquimico de la hipoxia
por técnica de microdialisis cerebral. Los resultados obtenidos en esta experien-
cia determinaron que las concentraciones de glicerol durante la reperfusion eran
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significativamente mas bajos y rapidamente mas normalizada en el grupo de xe-
nén en comparacion con el grupo de anestesia total intravenosa, por otro lado,
la microdialisis cerebral mostré que xenoén induce un beneficio diferencial neuro-
quimico en el dano celular y el metabolismo cerebral, en comparacion con anes-
tesia total intravenosa in vivo durante la reperfusion cerebral después de un paro
cardiaco en un modelo porcino [41].

Otros estudios en animales, también han demostrado que el uso de xenén ate-
nua el dano cerebral que produce la isquemia in vivo después de la oclusiéon de
la arteria cerebral media, mostrando como es capaz de reducir la lesion isquémi-
ca del cuerpo estriado, una estructura subcortical resistente a las intervenciones
neuroprotectoras que se destinan para mejorar tanto el resultado histologico
como funcional del tejido afectado [36]. Xendn en modelos de lesion hipdxico-
isquémica atenua en el curso de una lesion neuronal tanto in vitro como in vivo.
Es asi, como después del preacondicionamiento en un cultivo mixto de células
neuronales y glia, se observé como el incremento de la unién del factor de trans-
cripcion CREB a los elementos de respuesta a AMPc en el genoma que corriente
abajo aumenta las proteinas reguladoras que promueven la supervivencia de las
células contra las lesiones neuronales, ademas la supervivencia celular se pudo
apreciar por un aumento en la expresion de la proteina Bcl-2, factor neurotrofico
cerebral que se incrementé cuando a los individuos se les administré xendn [42].

En los altimos anos, |a aplicacion de xenén solo o en combinacién con otros agen-
tes anestésicos ha sido analizada en un gran numero de estudios. David y cols.,
2010 en estudios en roedores demostraron que xen6n puede ser un agente neu-
roprotector muy prometedor para el tratamiento del accidente vascular encefa-
lico. Sin embargo, una propiedad fisico-quimica no apreciada en el xenon ha sido
que este gas también se une al sitio activo de una serie de proteasas de serina.
Debido a que el sitio activo de las serina proteasas posee una estructura estable,
para ello se investigd la hipotesis si xenon puede alterar la eficiencia catalitica
del Activador tisular del Plasminégeno (tPA), una serina proteasa que es la Unica
terapia aprobada para el accidente cerebrovascular isquémico hasta el dia de hoy.
En este ensayo en que se usé un modelo molecular in vitro y estudios in vivo, se
demostr6 que xendn es un inhibidor de tPA. La administracion de xenén duran-
te la isquemia debe evitarse debido al riesgo de la supresion de los beneficios
brindados por la terapia con tPA, mientras que la administracion post-isquémica
de xendn se podria constituir en una estdndar de oro para el tratamiento de la
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isquemia cerebrovascular aguda por sus propiedades neuroprotectoras y anti-
proteoliticas (antihemorragicas), permitiendo el bloqueo tanto de los procesos
excitotoxicos como de la toxicidad propia del tPA [43]. Luo y col., el 2008 investi-
garon el uso de xenén y sevofluorano, de manera independiente o en combina-
cion para atenuar el dano isquémico perinatal. Estos autores demostraron que el
preacondicionamiento con estos agentes proporcionan una neuroproteccion de
larga duracion en un modelo hipoxico-isquémico y puede representar un método
viable para prevenir el dano neuronal después de una inesperada asfixia durante
el periodo perinatal [23].

En los altimos anos, estudios sobre la manipulacion de diversos gases anestésicos
inertes durante trastornos de isquemia y/o reperfusion han demostrado que la
administracion de estos gases pueden ser beneficiosos en el tratamiento de la
isquemia cerebrovascular aguda y trastornos isquémicos por hipoxia perinatal. Si
bien es cierto, existe un consenso general que dentro de estos gases xenon es un
estdndar de oro el posible uso clinico generalizado de este gas experimenta gran-
des obstaculos, debido a dificultades de disponibilidad y el alto costo de produc-
cion [44]. David y cols., el 2009, demostraron que el helio bajo ciertas condiciones
de temperatura pueden proporcionar neuroproteccion contra el accidente cere-
brovascular isquémico agudo in vivo, y considerando estos resultados se sugiere
que la combinacion de helio con xenén pueden ayudar a reducir el excesivo costo
del tratamiento con xenén mientras se asegura el mismo nivel de neuroprotec-
cion [44].

Ma. y cols. el 2005, en un estudio in vivo y en cultivo neuronales sometidos a pri-
vacion de oxigeno-glucosa a los que se les administré xendn en condiciones con-
troladas de hipotermia por 4 h. después de generada la lesion hipoxico-isquémica
en ratas neonatales, proporcion6 una neuroproteccion sinérgica la que fue eva-
luada por criterios morfologicos, histopatologicos y por estudios de funcionalidad
neurolégica hasta 30 dias después de producida la lesion. El mecanismo protector
de esta combinacion en modelos tanto, in vitro como in vivo, ha supuesto una
accion antiapoptotica. Si se aplica a los seres humanos, estos datos sugieren que
dosis subanestésicas de xen6n en combinacién con hipotermia leve puede pro-
porcionar un tratamiento seguro y eficaz para la asfixia perinatal [45]. Los efectos
de xenodn sobre la estructura neuronal y el perfil neurocognitivo no han sido estu-
diados en ninos pequeiios [8, 28]. En estudios en animales, se ha observado que
durante la exposicion de éstos al gas xenon, este agente no incrementa la muerte

275



NEUROPROTECCION EN ENFERMEDADES NEURO Y HEREDO DEGENERATIVAS

neuronal apoptoética en ratas neonatales y a la vez atenua el efecto neurotdxico
de isofluorano y 6xido nitroso [38].

2.3. Agentes anestésicos intravenosos
2.3.1. Barbituricos

Los farmacos barbituricos actian sobre el SNC como depresores, produciendo un
amplio espectro de efectos que van desde la sedacion leve hasta la anestesia.
Durante mucho tiempo se ha investigado a estos farmacos como una alternativa
terapéutica en el tratamiento de la lesion neuronal isquémica, la cual se caracteri-
za por la muerte temprana de las neuronas afectadas debido a la excitotoxicidad
y en el caso de muerte neuronal retardada, dicha muerte se produce por apopto-
sis. La evidencia actual indica que los barbituricos, propofol y otros agentes como
algunos anestésicos inhalatorios pueden proteger a las neuronas contra la lesion
isquémica causada por la excitotoxicidad. En el caso de estos ultimos agentes, la
neuroproteccion puede ser sostenida si la lesion isquémica es relativamente leve,
sin embargo en lesiones de caracter moderado o grave esta proteccion neuronal
no se mantiene después de un periodo de recuperacion prolongado. Esto sugiere
que los agentes volatiles y propofol no reducen la muerte neuronal retardada
causada por apoptosis. Los efectos a largo plazo de los barbituricos sobre la lesion
cerebral isquémica no estan aun definidos. La isquemia cerebral se caracteriza
por la pérdida neuronal continua por un largo tiempo después producida la lesion
isquémica inicial, por lo tanto en las investigaciones de isquemia cerebral la dura-
cion del periodo de recuperacion debe ser tomada en consideracion en el analisis
de los efectos neuroprotectores de los agentes anestésicos utilizados [46].

Estudios preliminares de neuroproteccion sugieren que los barbitdricos realizan
su proteccion celular mediante la reduccion de la tasa metabdlica en el tejido
afectado. Sin embargo, la magnitud de la supresion de la tasa metabdlica cere-
bral no se correlaciona con los efectos neuroprotectores de los anestésicos, lo que
sugiere que otros factores ademas de la reduccion en la tasa metabdlica cerebral
contribuyen a la neuroproteccion. La facilitacion de la sintesis de proteinas, la ac-
tividad GABAérgica, y una accion anti-oxidante son factores a los que se les ha
atribuido efectos beneficiosos de los barbituricos y propofol. Aunque el cerebro
esta protegido durante la anestesia, los anestésicos no pueden realizar acciones
lo suficientemente eficaces para recuperar los danos causados por la isquemia se-
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vera[47]. Otro factor que puede jugar un rol importante, es el hecho que durante
la administracion de barbituricos y otros depresores del SNC que comparten su
accion GABAérgica, en el espacio extracelular se acumula una gran concentracion
de adenosina, un neuromodulador inhibitorio de la neurotransmision excitatoria,
esto se logra por el bloqueo de los transportadores especificos de adenosina, que
facilita su concentracion y unién post-sinaptica a los receptores A1 que modulan
dicha neurotransmision [48]. Ademas, se postula que los canales de K+ depen-
dientes de ATP que se expresan ampliamente en las membranas citoplasmaticas
de las neuronas, participan en la neuroproteccion contra el dano celular durante
la hipoxia, isquemia y excitotoxicidad, mediante un proceso de hiperpolarizacion
de la neurona y la reduccion de la excitabilidad, los efectos de los barbituricos
sobre este tipo de canal neuronal , también lo ha investigado Ohtsuka y cols. el
2006 quienes demostraron que los barbituricos a altas concentraciones, pero no
a concentraciones clinicamente relevantes inhiben los canales de K+ sensibles a
ATP activados por el agotamiento intracelular de ATP en la substancia nigra, en
ratas [49].

Pentobarbital y tiopental sédico son algunos de los barbitaricos mas frecuente-
mente usados en la practica clinica. El primero parece ser eficaz en términos de
controlar la hipertension intracraneal refractaria en pacientes con lesion cerebral
traumatica, y provee neuroproteccion conductual contra la neurotoxicidad indu-
cida por el acido kainico. Mientras que tiopental proporciona maxima neuropro-
teccion en los cultivos corticales expuestos a prolongados episodios hipoxicos
cuando se administran en ambientes hipotérmicos [50].

La evidencia actual de los efectos neurolégicos adversos producido por barbitu-
ricos en el cerebro humano en desarrollo se limita solo a informe de casos, por lo
general atribuido a los sintomas neurolégicos y de abstinencia a largo plazo, cuyo
seguimiento es deficiente [8]. Estudios en animales sin embargo, indican que los
barbituricos parecen estar asociados a la neurodegeneracion dosis dependiente.
En ratas recién nacidas, aumenta la neurodegeneracion, observada después de
las inyecciones de pentobarbital 5-10 mg/Kg o fenobarbital 40-100 mg/kg mien-
tras que el fenobarbital en dosis bajas (entre 20 y 30 mg/kg) no produjo neurode-
generacion [8].

Tiopental es un agente anestésico barbiturico de corta accion y rapido inicio. Es
comunmente usado como agente neuroprotector y sus propiedades farmacolé-
gicas han sido ampliamente investigadas. A fines de 1990, investigaciones reali-
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zadas de manera independiente demostraron que tiopental sodico genera pro-
teccion al tejido cerebral frente a la isquemia experimental inducida en perros y
jerbos. Ademas, Hoffmann y cols. en 1998 demostraron que el tiopental al igual
que el desfluorano , aumenta la oxigenacion del tejido cerebral e inhibe la acido-
sis lactica de origen isquémico que disminuye el pH tisular, cuando se administra
como neuroprotector durante la oclusion de la arteria cerebral en pacientes some-
tidos a craneotomias en cirugias cerebro-vasculares [22]. En los Ultimos afios, se
ha demostrado en modelos animales que el tiopental proporciona un gran efecto
supresor del dano neuronal cuando se produce idéntica despolarizacion isquémi-
ca a la observada con propofol [6]. Estudios realizados por Chen y cols. el 2003,
en el que investigaron la accion neuroprotectora de tiopental sédico, propofol y
midazolam sobre la isquemia-reperfusion focalizada en cerebro de rata y su im-
pacto en las concentraciones de una amplia variedad de aminoacidos tales como:
aspartato, glutamato, glicina, taurina y acido gama-aminobutirico (GABA), revel6
en sus resultados que propofol y midazolam atentan los déficits neurologicos dis-
minuyendo el tamano del infarto y el volumen del edema. Propofol mostré una
mejor proteccion neurologica que midazolam mientras que el tiopental sodico
no mostré ningun efecto protector. Tanto propofol y midazolam disminuyeron la
acumulacion aminoacidos excitatorios, mientras que el propofol aumenté GABA
en las zonas isquémicas durante la reperfusion. Por ello, los autores concluyeron
que propofol y midazolam, pero no tiopental sédico, puede proporcionar efectos
protectores contra el dano por reperfusion en ratas sometidas a isquemia cere-
bral focalizada. Esta proteccion neurolégica podria ser debido a una disminucion
de los aminoacidos excitatorios en el espacio sinaptico durante la reperfusion [51].

Se han realizado estudios con anestésicos GABAmiméticos como, propofol y tio-
pental sédico comprobando su proteccion contra la accion neurodegenerativa
irreversible producida por potentes antagonistas NMDA, dizocilpine (MK801) [52].
Ademas, al estudiar la relacion de tiopental en las vias de senalizacion se observo
detenidamente el comportamiento de una quinasa de adhesion focal (pp125 FAK),
que no pertenece al receptor de tirosina y que se activa por la fosforilacion del
residuo de tirosina Tyr 397. Esta quinasa ejerce un control importante sobre las
vias de senalizacion y puede acoplar rapidos eventos, tales como, generacion de
potencial de accion y liberacion de neurotransmisores, para el logro de cambios
de larga duracion en la fuerza sinaptica y la sobrevida celular. La activacion de la
isoforma especifica neuronal pp125FAK (llamado FAK) se consigue mediante di-
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versas senales extracelulares, incluyendo la estimulacion de N-metil-D-aspartato
(NMDA) o receptores nicotinicos. Ahora, este estudio demostré que la deplecion
de energia lograda por la privacion de oxigeno-glucosa disminuye el proceso de
fosforilacion dependiente de ATP de pp125FAK, y este fenémeno es atenuado por
tiopental e isoflurano [53]. El uso de tiopental sédico en combinacion con dosis
reducidas de ketamina ha sido sugerido por Shibuta y cols. el 2006 para aumen-
tar la proteccion de las neuronas corticales del cerebro durante la isquemia y la
neurotoxicidad inducida por los receptores NMDA [54]. La eficacia de tiopental en
términos de controlar la presion intracraneal refractaria en pacientes con dano
cerebral traumatico severo ha sido investigada también para analizar los efectos
adversos en el tratamiento con analgésicos[55]. No obstante el hecho que los re-
sultados podrian ser interpretados con precaucion debido al desequilibrio en las
caracteristicas patologicas del paciente frente a las diferentes dosis empleadas,
en este estudio se ha demostrado que el barbitirico mas eficaz es tiopental sodi-
co incluso por sobre pentobarbital [55].

Recientes estudios, han atribuido al aumento de la concentracion citosoélica de
Ca2+ mediada por el incremento en la disponibilidad de éxido nitrico, (NO) la per-
dida neuronal durante excitotoxicidad, es asi, como en el trabajo realizado por
Jain y cols, el 2012 determinaron la accion de la melatonina sobre las neuronas
hipocampales de ratas Wistar a las que se les indujo excitotoxicidad mediante la
administracion de acido kainico. Estos investigadores demostraron que los gru-
pos a los que se les administro melatonina protegieron las areas hipocampales
CA1y CA3y el giro dentado, mediante la interferencia por parte de la esta hormo-
na en la produccion de NO reduciendo el daiio oxidativo [56].

Finalmente la exposicion neonatal al tiopental en dosis de 5 a 25 mg/kg dos ve-
ces al dia, no deriva en una neurodegeneracion, problemas de comportamiento a
largo plazo o trastornos de aprendizaje en ratones [8, 28].

2.3.2. Propofol

El propofol es un derivado fendlico que estructuralmente no esta relacionado con
otros agentes sedativos. Es un agente intravenoso ampliamente utilizado para
induccion de la anestesia general en pacientes pediatricos mayores de tres anos
de edad, en la mantencion de la anestesia general en adultos y ninos mayores
de 2 meses de edad, y en la sedacion en pacientes adultos durante la ventilacion
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mecanica en la unidad de cuidados intensivos. El perfil farmacocinético del pro-
pofol se caracteriza por un rapido comienzo y una accion ultra-corta que controla
el estrés y propiedades amnésicas, lo que permite ser un agente hipnético ideal
para su uso durante los procedimientos quirurgicos. El propofol es un depresor
completo del SNC que activa directamente los receptores GABAA, inhibe los re-
ceptores NMDA que modulan los influjos de Ca2+, ha demostrado efectos neu-
roprotectores relacionados con una disminucion de las necesidades de oxigeno
en el metabolismo cerebral y otras propiedades farmacolégicas [57]. Ito y cols, en
1999, disend un estudio de isquemia-reperfusion en jerbos ocluyendo las arterias
carétidas comunes por 4 minutos, con un preacondicionamiento con agonistas
GABAA , agonistas GABAB y antagonistas GABAA, el farmaco principal de este es-
tudio fue el propofol demostrando que el dafio masivo producido por la isquemia
en el area hipocampal CA1y la corteza parietal era significativamente atenuado
por la activaciéon de subunidades especificas del receptor GABAA con las que in-
teractua el propofol [58]. Por otro lado, un estudio realizado por Grasshoff y Gi-
llessen en cultivos cerebrocorticales de rata en donde se estimul6 los receptores
NMDA incrementado asi las concentraciones citosélicas de Ca2+ para favorecer la
presentacion de excitotoxicidad, el propofol en altas dosis logré inhibir la accion
de este receptor produciendo una neuroproteccion efectiva [59].

En general, el efecto del propofol sobre la isquemia cerebral ha sido investigado
en muchos modelos experimentales, in vitro o in vivo. Durante la despolarizacion
isquémica en jerbos, el propofol ha reportado menos efectos supresores del dano
neuronal que tiopental6. Una técnica conocida para determinar la lesion isqué-
mica celular ha sido evaluar la presentacion de tumefaccion de la membrana mi-
tocondrial en las células del area CA1 hipocampal, es por ello, que en un estudio
realizado con esta técnica por Adombriy cols, el 2006, reporto6 que el dano neuro-
l6gico producido en modelos de isquemia cerebral in vitro e in vivo era atenuado
por la accién de propofol [60].

Las experiencias realizadas en la linea celular feocromocitoma N° 12(PC12) propo-
fol protege contra el dano celular producido por la privacion de oxigeno-glucosa
y este efecto se incrementa cuando se anade acido etilendiaminotetraacético
(EDTA), el cual protege contra el daiio neuronal isquémico, posiblemente debido a
su capacidad de quelar el zinc [61].

Los estudios experimentales de la lesion cerebral traumatica son limitados y me-
nos alentadores. A pesar de los escasos resultados experimentales los efectos
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son positivos sobre la fisiologia cerebral. Propofol reduce el flujo sanguineo en el
cerebro pero al mismo tiempo mantiene el acoplamiento con la tasa metabdlica
cerebral y la presion intracraneal disminuida, estos efectos permiten desarrollar
condiciones 6ptimas para enfrentar las intervenciones neuroquirdrgicas. Ningun
estudio clinico ha senalado todavia al propofol como un agente superior a otros
anestésicos para mejorar el resultado neurolégico después de una lesion cere-
bral aguda. Por lo tanto, propofol no se puede indicar como un neuroprotector
clinicamente establecido per se, sino se puede acotar como un farmaco capaz de
desempenar un papel importante en la neuroproteccion multimodal enmarcado
en una estrategia general para el tratamiento de la lesion aguda cerebral, la que
incluye la preservacion de la perfusion cerebral, control de la temperatura cor-
poral, prevencién de infecciones, y el estricto control de la glicemia[62]. Por otra
parte, algunos estudios en animales apuntan a las propiedades neurodegenera-
tivas dosis-dependiente de propofol en el cerebro de ratas desarrollo [8]. Cattano
y cols. el ano 2008 demostraron que dosis subanestésicas (un cuarto de la dosis
requerida para la anestesia quirirgica) de propofol inducen neuroapoptosis en
cerebro de rata lactante [63], mientras que Pesic y cols. el 2009 investigaron los
mecanismos moleculares que contribuyen a la accion apoptotica al anestesiar
con la dosis de 25 mg /kg de propofol el cerebro de ratas juveniles de 7 dias de
edad, demostrando asi, que la apoptosis fue inducida por una via extrinseca por
la cual se sobre-expresé el factor de necrosis tumoral (TNF), que condujo a la ac-
tivacion de caspasa-3 en corteza y talamo [64].

2.3.3. Ketamina

Ketamina es un antagonista no-competitivo de los receptores NMDA, la cual se
ha documentado muy bien respecto de sus efectos neuroprotectores contra las
lesiones isquémicas cerebrales y lesion cerebral por glutamato. La evidencia ini-
cial para ketamina y sus efectos neuroprotectores derivado de estudios de cultivo
celular demostré que la administracion de ketamina: (i) incrementa la viabilidad
neuronal y de la astroglia; (i) preserva la morfologia celular (iii) reduce la inflama-
cion celular subsecuente a la anoxia-hipoxia o lesiéon por glutamato (iv) preserva
las fuentes de energia celular después de la lesién isquémica y (v) preserva la pro-
duccién de ATP [65]. Otros estudios en que se investigd a ratas recién nacidas ex-
puestas al dolor inflamatorio repetitivo y los mecanismos analgésicos por el cual
la ketamina atenua el deterioro cognitivo en la edad adulta, fueron examinados.
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Para ello, se observo la relacion entre la expresion de proteinas, supervivencia
neuronal y plasticidad en el cerebro de rata neonatal, y se correlacioné con los
cambios en el comportamiento cognitivo en la edad adulta. El reporte de este tra-
bajo establecié que la ketamina parece atenuar los comportamientos cognitivos
deteriorados que resultan de la muerte celular acentuados en los campos corti-
cales y del hipocampo de las ratas recién nacidas expuestas a dolor inflamatorio
repetitivo. La muerte celular observada en once diferentes regiones corticales no
parece ser principalmente dependiente de las proteinas de apoptosis asociadas
caspasa-3, Bax o Bcl-2, pero se correlacioné con la activacion glial, como se indica
por la expresién de la proteina acida fibrilar glial (GFAP). Los efectos analgésicos
y antiinflamatorios de ketamina pueden ser neuroprotectores en el entorno de
dolor inflamatorio neonatal, asociado con los efectos a largo plazo en la conducta
cognitiva en la adultez [66]. Ademas la ketamina tiene efectos neuroprotectores
contra las lesiones por privacion oxigeno-glucosa en tejido cerebral cortical, en
rata [51].

Es sabido que la ketamina reduce la actividad de la endotoxina (LPS) inducida
por la produccion de citoquinas proinflamatorias, incluyendo el factor de necrosis
tumoral-alfa (TNFa), en varios tipos de células inflamatorias, incluyendo monoci-
tos y macrofagos. Es conocido también el hecho que la transcripcion de los genes
que codifican la produccion de estas citoquinas proinflamatorias es regulada por
el factor nuclear kappa B (NF-kappaB). Proteina citoplasmatica B que se activa
por la endotoxina LPS, asi como por el TNFa, permitiendo que la proteina B migre
al nucleo de la célula para activar la transcripcion de genes que aumentan estos
mediadores inflamatorios. Debido a NF-kappaB es probable que participe en el
desarrollo de |a lesion cerebral y enfermedad neurodegenerativa inflamatoria, tal
como esclerosis multiple se estudio si la ketamina inhibe LPS inducida por la acti-
vacion de NF-kappaB en células de glioma humano in vitroy en células intactas de
cerebro de raton in vivo. Dicho estudio concluy6 que la ketamina inhibe la endo-
toxina y con ello la expresion NF-kappaB en las células cerebrocorticales tanto in
vivo como in vitro y se sugiere que esto puede tener implicaciones en los efectos
neuroprotectores [67]. De manera similar, la inhibicién de la actividad del factor
de transcripcion c-Jun parece estar involucrada en efectos neuroprotectores de
este anestésico en contra a las lesiones neuronales en células PCi2 inducidas por
glutamato [68].
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Sin embargo, contrariamente a los efectos neuroprotectores descritos anterior-
mente, la ketamina intraisquémica no provee neuroproteccion en un modelo
experimental de isquemia en medula espinal [69]. Por otra parte, recientes da-
tos experimentales obtenidos en animales en desarrollo apuntan a que el efecto
neurodegenerativo depende del tiempo de exposicion y la dosis administrada [8,
28). En sus estudios Zou y cols. por ejemplo, demostraron que los efectos neu-
rotoxicos no son significativos si la duracion de la anestesia fue de tres horas,
mientras que la infusién de ketamina tanto para 9 o 24 hr. incrementa signifi-
cativamente la muerte neuronal en los estratos Il y Il de la corteza frontal de
monos y ratas [70,71]. Del mismo modo, efectos neurotéxicos no significativos
fueron detectados en los estratos Il y lll de la corteza frontal del cerebro de ratas
en desarrollo a las que se les administro una, tres o seis inyecciones de 5 0 1omg/
kg de ketamina, mientras que en ratas a las que se les administro seis inyecciones
de 20 mg/Kg de ketamina generé un incremento significativo en el numero de
caspasa-3 y fluoro-jade C-positivo las que pudieron ser observadas en neuronas
de la corteza frontal. Soriano y cols. el 2010 confirmé también estos hallazgos,
resaltando como la ketamina induce un ciclo celular aberrante de reingreso que
conduce a la muerte celular apoptética en cerebro de rata en desarrollo [72]. No se
dispone de informacion con respecto a los efectos de dosis clinicas de ketamina
en la estructura neuronal o funciones neurocognitivas en nifios pequefios [8]. Por
ultimo, aunque la ketamina muestra gran potencial neuroprotector varios efec-
tos desfavorables hacen que sea muy inadecuado de administrar en pacientes
con isquemia cerebral [54].

2.3.4. Dexmedetomidina

Dexmedetomidina es un agonista del receptor az2-adrenérgico que se ha desa-
rrollado para su uso clinico en humanos como anestésico y sedante. Sus efectos
neuroprotectores se cree que estan relacionados tanto con su agonismo a los re-
ceptores a2- adrenérgicos como en su union a los receptores 1y 2 imidazolinicos
[73]. Dexmedetomidina redujo la liberacion de lactato deshidrogenasa a partir de
cultivos neuronales corticales de raton expuestos a privacion de oxigeno y gluco-
sa. En el mismo estudio, una combinacion de xen6n y dexmedetomidina redujo
del area de infarto y mejor6 en forma significativa el estado neurologico de las
ratas sometidas a isquemia focalizada [73]. Ademas dexmedetomidina redujo la
toxicidad producida por isoflurano en ratas recién nacidas, esto se pudo apreciar
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al medir la expresion de caspasa 3 mediante técnica de inmunohistoquimica [74].
En ese estudio, se evalu6 la funcién cognitiva de las ratas sometidas experimen-
talmente a la administracion de isoflurano, registrando su deterioro, el cual fue
atenuado cuando se administr6 asociado a dexmedetomidina. Dexmedetomidi-
na también disminuy6 las lesiones neuronales inducidas por isquemia cerebral
focalizada, en conejos [73].

Varios estudios se han centrado en los mecanismos que subyacen a la neuro-
proteccion de dexmedetomidina. Este agente farmacolégico aumenté Bcl2 (una
proteina antiapoptética) y redujo la proteina asociada a Bax (una proteina proa-
poptética) en el hipocampo de ratas Sprague-Dawley machos, que se sometieron
a una isquemia cerebral incompleta [75]. Este anestésico también disminuyé la
expresion de caspasa 3 (un indicador de apoptosis) y la fluorescencia reducida
de yoduro de propidio (un tipo de evaluacion de la muerte celular) en cortes de
hipocampo expuestas a privacion de oxigeno y glucosa [76]. Ademas dexmedeto-
midina aumento los niveles basales de fosforilados ERK1/2 por medio de un me-
canismo independiente al receptor a2-adrenérgico, dado que la yohimbina anta-
gonista a2-adrenérgico no pudo evitar este aumento de pERK1/2 después de la
administracion dexmedetomidina en cortes hipocampales de rata. Sin embargo,
efaroxan (un antagonista del receptor a2-adrenérgico y del receptor de imida-
zolina 1) bloqued la fosforilacién inducida por dexmedetomidina de ERK1/2. Este
resultado sugiere que la accion de dexmedetomidina sobre el receptor de imida-
zolina para inducir la fosforilacion de ERK1/2 y se indica que las acciones neuropro-
tectoras de dexmedetomidina pueden requerir la interaccion con los receptores
1 imidazolinicos[77]. Por el contrario, dexmedetomidina ha demostrado reducir
lesiones en la materia blanca de la corteza cerebral provocado por la excitotoxina
ibotenato (agonista de glutamato que actia sobre receptores NMDA) en rato-
nes knockout de los receptores a2C-adrenérgicos. Estos hallazgos sugieren que la
dexmedetomidina requiere de los receptores a2A-adrenérgicos para expresarse
como un agente .neuroprotector eficaz[78]. Por lo tanto, aunque los datos son
un tanto contradictorios, dexmedetomidina claramente afecta la viabilidad neu-
ronal y se debe utilizar con precaucion en vista de su capacidad para influir en el
resultado experimental de estudios de neuroproteccion.
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3. Anestesia intravenosa versus anestesia inhalatoria y su potencial neuropro-
tector

Basados en los actuales conocimientos sobre las propiedades neuroprotectoras
de los agentes anestésicos individuales, el proximo paso esencial es comprender
la idoneidad de cada agente individual en la practica clinica, especialmente en el
contexto del protocolo de anestesia realizada. Desde este punto de vista, varios
estudios han comparado la neuroproteccion ofrecida por agentes inhalatorios e
intravenosos. Hans y Bonhomme en el ano 2006 demostraron que pacientes con
tumores cerebrales sometidos a craneotomia, al usar propofol como anestésico
endovenoso se asocid con una menor presion intracraneal y menor inflamacion
cerebral que la anestesia inhalatoria, ademas de proporcionar excelente recupe-
racion asi como minimos efectos adversos (menor incidencia de nduseas y vomi-
tos)[79]. Durante la realizacion de cirugias de bypass cardiovascular, sin embargo,
propofol no parece ofrecer ninguna ventaja sobre el isofluorano, especialmente
en la proteccion cerebral, después de la implantacion de un injerto bypass, debi-
do a que se pudo observar modificaciones en los resultados neuropsicologicos
para ambos anestésicos[80]. Del mismo modo, en un estudio donde se comparan
los resultados obtenidos de 7 agentes anestésicos después de generar una lesion
traumatica experimental en ratas machos adultos. Statler y cols. el 2006 demos-
traron en un primer momento que, el uso de isofluorano durante una lesion cere-
bral post-traumatica, a pesar de sus incovenientes logisticos, puede ser mas neu-
roprotector que otros sedantes y analgésicos cominmente utilizados (diazepam,
fentanilo, ketamina, morfina, pentobarbital y propofol)[81]. En particular, se ob-
servo que ratas tratadas con isofluorano tuvieron mejor recuperacion cognitiva
(p <0,05) y sobrevivencia de las neuronas hipocampales (p <0,05) que los agentes
intravenosos estudiados. Por otra parte, la ketamina tuvo una gran muerte de
neuronas hipocampales (p <0,05) Morfina y propofol fue asociada con una pobre
funcién motora en los dias 1 al 5 post-trauma (p <o,05) [81].

Comparado con propofol, los anestésicos volatiles como sevofluorano también
disminuyeron el flujo plasmatico cerebral, no aumentaron la presion intracraneal
(propofol la disminuye), y disminuyeron el metabolismo cerebral [82]. Kobayashi
y cols. el 2007 investigaron en jerbos, los efectos neuroprotectores en la isque-
mia cerebral de propofol y tiopental sédico comparando estos 2 anestésicos con
halotano [6]. En particular, ellos reportaron que la duracion de la despolarizacién
isquémica disminuy6 igualmente con tiopental sédico y propofol al compararlo
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con halotano en donde la severidad del dano neuronal con idéntica duracién de
la despolarizacion isquémica, es mas atenuado por tiopental que propofol y los
niveles maximos de glutamato son significativamente reducidos en ambos anes-
tésicos respecto de halotano [6]. Chen y cols. analizaron también los efectos del
propofol, tiopental y midazolam sobre los resultados de la isquemia-reperfusién
en zonas cerebrales localizadas, cabe destacar como propofol y midazolam, pero
no en el caso de tiopental, proporcionan efectos neuroprotectores contra las le-
siones producidas por la reperfusién en ratas sometidas a este tipo de lesiéon[50].

Por lo tanto, es posible afirmar que agentes inhalatorios e intravenosos, obvia-
mente con excepciones menores, puedan jugar un importante rol en términos de
neuroproteccion durante los procedimientos quirdrgicos. Sin embargo, los datos
parecen ser insuficientes para recomendar un agente anestésico especifico como
un agente neuroprotector éptimo.

Conforme a los datos experimentales reportados anteriormente, en pacientes
con elastancia intracraneal reducida causada por lesiones que ocupan este es-
pacio, con elevada presion intracraneal y compleja aproximacion quirurgica, pro-
pofol parece ser el agente de 1? opcién, mientras que pacientes neuroquirirgicos
con presion intracraneal normal quien esta en riesgo de hipoperfusion, sevofluo-
rano es la alternativa [82].

4. Conclusiones

En la literatura revisada, hay evidencia que afirma que tanto los agentes anes-
tésicos inhalatorios e intravenosos pueden ser instrumentos utiles en garantizar
el grado de neuroproteccion requerido [2]. FArmacos como barbituricos, propo-
fol y dexmedetomidina asi como los anestésicos volatiles y gaseosos (halota-
no, isofluorano, sevofluorano, desfluorano y xenén) demuestran efectos neuro-
protectores que protegen el tejido cerebral ante eventos adversos, tales como,
apoptosis, degeneracion, inflamacion, y falla energética, causada por enferme-
dades neurodegenerativas , isquemia o trauma en el SNC. La duracion de esta
neuroproteccion bajo las circunstancias correctas, ronda las 2-4 sem. y depende
del modelo experimental, parametros de control fisiolégico y una adecuada re-
perfusion. Ademas los anestésicos (especialmente los volatiles) han demostrado
que aceleran la neurogénesis, lo que sugiere que ellos pueden aumentar los pro-
cesos reparativos endégenos en la lesion cerebral[83]. Sin embargo, también es
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cierto que varios estudios en cerebro de animales en desarrollo han demostrado
que algunos anestésicos volatiles e intravenosos fueron asociados con efectos
neurodegenerativos [12,13]. Farmacos individuales, especialmente halotano, Iso-
fluorano y ketamina, o una combinacion de ellos, parece causar muerte celular
en el cerebro y disfuncion neurocognitiva a largo plazo en ratas recién nacidas
de manera dosis-dependiente y tiempo-dependiente. Por lo tanto, cada farmaco
exhibe ventajas y desventajas, las cuales junto a la historia médico-quirurgica pa-
rece ser decisiva en la eleccion del anestésico mas adecuado para una situacion
especifica [84]. En la actualidad, los datos experimentales disponibles no apoyan
la seleccion de algin agente anestésico por sobre otro. Obviamente, esto no es
sorprendente. En ausencia de estudios controlados que demuestre la superiori-
dad de una técnica sobre otra, creo que es normal la diferencia de interpretacion
de los diferentes datos disponibles, tales como opiniones sobre la mejor eleccion
farmacolégica.

Por ultimo, dado que mucho de los estudios en la literatura se han realizado en
animales o in vitro, creo que es prematuro cambiar la practica clinica, ya que el
tema no ha sido estudiado actualmente en humanos. Se requieren obviamente,
investigaciones adicionales.
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