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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~
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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.

agregacion
proteica

P \alla[M] '
F A XA )
. - 2 disfuncion
plegamiento = e . / mitocondrial
proteico o { :-_\‘ e
- SEROERNE —
-’hzé g il
estrés Figura 1. Eventos multifac-
hiperfosforilacin nirexidativo toriales que conducen a la
protetcs t I. Adaptado d
muerte neuronal. Adaptado de
Auerte Neuronal i P
Referencia [34].
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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].
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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,
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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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