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Prélogo

1 aumento en la esperanza de vida incrementa los efectos del envejeci-

miento de la poblacion como el principal factor de riesgo causal para las

enfermedades neurodegenerativas. Por lo que éstas han adquirido una
mayor importancia en la sociedad contempordnea.

Envejecimiento y neurodegeneracién es el cuarto volumen de la serie “Tépicos
de actualizacidon en neurobiologia”. Es producto de un curso internacional impar-
tido en la ciudad de Guadalajara durante los meses de junio y julio de 2011, el
cual fue realizado a partir de un proyecto de colaboracién entre dos redes interna-
cionales de investigacion: la Red Tematica de Envejecimiento Salud y Desarrollo
Social (RED ESDS), coordinada por el doctor Luis Miguel Gutiérrez Robledo,
Director del Instituto de Geriatria (INGER) de la Secretaria de Salud y el doc-
tor Héctor Gutiérrez Avila, Director de Investigacién (INGER); y el Grupo de
Estudio en Neurociencias Ibero-Americano en Red (GENIAR), coordinado por
el doctor Carlos Beas Zarate, Director de la Division de Ciencias Bioldgicas y
Ambientales del CUCBA, en la Universidad de Guadalajara. Los participantes,
que han venido desarrollando diversas colaboraciones, buscan la integracién y
formacién de grupos de trabajo en red que aborden esta problemadtica de manera
integral y multidisciplinaria para un mejor desarrollo cientifico, académico y tec-
noldgico de los paises interesados en este tema en particular.

El objetivo primordial de este esfuerzo es la difusién del conocimiento mds
actualizado en el campo del envejecimiento, enfocado fundamentalmente a las
enfermedades neurodegenerativas. En apoyo a dicha difusion se elaboré el pre-
sente libro escrito por los protagonistas generadores de conocimiento.

El enfoque es novedoso e incorpora en esta ocasién una perspectiva multidis-
ciplinaria en un tema donde convergen numerosas y diversas disciplinas, desde la
neurobiologia hasta las ciencias sociales.



La presente obra estd constituida por 25 capitulos, organizados en tres sec-
ciones. La primera: Investigacion bdsica del envejecimiento y las enfermedades neuro-
degenerativas (con 13 capitulos), revisa a nivel molecular la participacién, durante
el envejecimiento y en las enfermedades neurogenerativas, de diversos elementos
como los microRNAs, los radicales libres y las sirtuinas entre otros, con particular
énfasis en las enfermedades de Alzheimer, Parkinson y en la epilepsia.

La segunda parte (con 8 capitulos), se refiere a los Aspectos clinicos del enve-
jecimiento y las enfermedades neurodegenerativas, e incluye aspectos terapéuticos,
farmacoldgicos y gendémicos relacionados a diversas patologias neurales durante
la senescencia. Finalmente, la tercera parte aborda el Impacto social de las enfer-
medades neurodegenerativas y del envejecimiento, con cuatro capitulos que tratan
diferentes aspectos de la problemética social y del entorno de los pacientes neuro-
légicos de la tercera edad.

Este libro es un texto de referencia tanto para el estudiante de ciencias médi-
cas, bioldgicas y quimico-farmacobioldgicas, como para el investigador cuyo tra-
bajo se desarrolle en el imbito del envejecimiento y de las neurociencias; también
constituye una guia muy util en el imbito clinico, puesto que presenta los diversos
temas de forma integral y accesible.

Los autores de los diferentes capitulos son investigadores activos, naciona-
les e internacionales, con amplia experiencia y reconocimiento en sus respectivas
dreas, que han puesto su mejor esfuerzo, conociendo las necesidades docentes, en
generar un material de consulta claro y conciso, que incorpore y relacione concep-
tos recientes de los campos del envejecimiento y de las neurociencias.

Confiamos en que la informacién de vanguardia aqui contenida resulte de
interés al lector ylo motive a continuar desarrollando su conocimiento y actividad
en el estudio de la biologia del envejecimiento en general y de las neurociencias
en particular.

Esta obra cuenta con la aportacion de 63 autores, pertenecientes a once insti-
tuciones diferentes de cuatro paises: Cuba, Espana, México y Uruguay.

Dr. Luis Miguel Gutiérrez Robledo
Dr. Daniel Ortufio Sahagiin
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Participacion de los microRNAs
en el envejecimiento

Eunice Lépez Muiioz"?

Resumen

a senescencia celular estd involucrada en la regulacion del envejecimiento

y mantenimiento de los tejidos. Se sabe que los mecanismos regulatorios

que promueven la senescencia celular y el envejecimiento incluyen acor-
tamiento del telémero, estrés oxidativo, dano al DNA y cambios en la expresién
de diversos genes. Sin embargo, atin se encuentran en estudio las vias y las molé-
culas regulatorias que participan en este proceso.

Recientemente se han descrito un grupo de moléculas regulatorias deno-
minadas microRNAs, una nueva clase de pequeiios RNAs conservados evoluti-
vamente, que regulan la expresion génica a través del apareamiento de bases en
sitios parcialmente complementarios (principalmente en los sitios 3'UTRs) de
los RNAs mensajeros. Los microRNAs disminuyen la expresion génica ya sea por
inhibir la traduccidén y/o la estabilidad del RNA mensajero o por inducir la degra-
dacidn répida de péptidos nacientes.

La participacion de los microRNAs se ha reportado en diversas vias de regu-
lacién, dentro de las que se encuentran: apoptosis, diferenciacion celular, desa-
rrollo neuronal, temporalidad en el desarrollo, inmunidad, cdncer y senescencia
celular. Ademds, se sabe que la expresion de los microRNAs cambia conla edad y
que pueden participar en vias regulatorias tanto pro y anti-longevidad.

1 Departamento de Investigacién Bésica del Instituto de Geriatria (INGER), SSA, México, D.F.
2 Unidad de Investigacion Médica en Genética Humana, Hospital de Pediatria, Centro Médico Nacional
Siglo XXI, IMSS, México, D.E.
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Dada la reciente evidencia de la regulacién que ejercen los microRNAs en
vias que pudieran impactar en la expectativa de vida, el objetivo de este capitulo
es presentar una breve revision sobre los mictoRNAs y su participacién en el pro-
ceso del envejecimiento y algunas enfermedades relacionadas con éste.

Introducciéon

La senescencia celular es un estado de arresto proliferativo permanente, producto
del acortamiento telomérico después de multiples rondas de division celular
(senescencia replicativa: RS) o de diversas fuentes de estrés como la activacién de
oncogenes o estrés oxidativo (senescencia prematura inducida por estrés: SIPS).

Las células senescentes presentan alteraciones en la expresion génica, en el
procesamiento de proteinas y en sus procesos metabdlicos, ademds de desplegar
caracteristicas fenotipicas distintas a las células jovenes, lo que parece indicar que
la acumulacién progresiva de células senescentes contribuye tanto al proceso de
envejecimiento como al desarrollo de diversas enfermedades asociadas a éste
(Kenyon, 2010).

Las vias moleculares criticas para el control de la senescencia celular son
controladas por una red compleja que regula el remodelamiento de la cromatina,
arresto de la proliferacidn, remodelamiento celular, vias secretoras asociadas a
senescencia e inhibicion de apoptosis (Fridman y Tainsky, 2008); sin embargo
aun cuando se ha realizado un gran avance en la identificacion de las vias regu-
latorias y algunos mecanismos de induccion y control de senescencia celular, las
moléculas y los mecanismos especificos que regulan el fenotipo senescente no
han sido comprendidos completamente, por lo que actualmente se encuentran
en investigacion.

RNAs pequerios

Recientemente se ha puesto especial atenciéon en un grupo de moléculas deno-
minadas RNAs pequenos (sRNAs). El primer RNA pequefio (sSRNA) lin-4, fue
descubierto en 1993 por tamizaje genético en Caenorhabditis elegans (Lee et al.,
1993). El nimero conocido de sSRNAs desde entonces se ha incrementado subs-
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tancialmente. Las funciones de los SRNAs van desde la formacién de heterocro-
matina hasta la desestabilizacién del RNA mensajero (mRNA) y control traduc-
cional (Bartel, 2004).

El término sRNAs es arbitrario, dado que fue previamente utilizado para
otros RNAs no codificantes, tales como RNAs pequefios nucleares (snRNAs) y
RNAs de transferencia (tRNAs), e incluso para los RNAs reguladores pequefios
bacterianos, pero éstos tampoco estan relacionados con los SRNAs de eucariotes.

Lo que distingue y define a los SRNAs es su tamao limitado (20-30 nucles-
tidos) y su asociacién con la familia de proteinas argonautas (AGO). La familia de
proteinas AGO interactiia directamente con los miRINAs y con las proteinas tripté-
fano-glicina de 182 kDa (GW182), las cuales acttian como reguladoras del silencia-
miento génico. La familia de proteinas AGO puede ser agrupada en dos diferentes
clases: la subfamilia AGO y la subfamilia PIWI (Czech y Hannon, 2011).

En nuestro genoma se codifican al menos tres clases de sSRNAs y se han cla-
sificado en funcién de su mecanismo biogenético y el tipo de proteina AGO que
estd asociada con ellos: microRNAs (miRNAs), RNAs endégenos pequefios de
interferencia (endo-siRNAs o esiRNAs) y RNAs interactuantes de PIWI (piR-
NAs); sin embargo, recientemente se han realizado descubrimientos de numero-
sos sSRNAs que superan los limites de esta clasificacion (Bates et al., 2009).

MicroRNAs

Los sRNAs més estudiados son los microRNAs (miRNAs), moléculas regulato-
rias conservadas evolutivamente, de aproximadamente 18-25 nucledtidos que
regulan la expresion génica.

En animales, los miRNAs son procesados a partir de moléculas precursoras
denominadas pri-microRNAs, las cuales son transcritas por la RNA polimerasa II
a partir de regiones intergénicas, intrones, exones, exones sobrelapados y regiones
no traducidas (UTR) (Aberdam et al., 2008). Cabe mencionar que la regulacién
de la transcripcion de genes de miRNAs ocurre en forma similar a la de los genes
codificantes de proteinas, en donde un mecanismo importante en el control de
la expresion génica son las asas de retroalimentacién. Se han descrito diversos
ejemplos de la regulacién de la transcripcion de los miRNAs mediante asas de
retroalimentacién simple o doble y negativa o positiva, dada su capacidad de
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unirse directamente y reprimir RNAm que codifica para factores involucrados en
la propia biogénesis y funcién de los miRNAs (Kim et al., 2007).

Una vez que se han transcrito los pri-microRNAs, éstos se pliegan en horqui-
llas y constituyen el sustrato de dos enzimas, miembros de la familia de RNAsa
II1, Drosha y Dicer. El corte de Drosha genera un producto de aproximadamente
70 nucleétidos denominado pre-microRNA, el cual es exportado al citoplasma
donde Dicer lo procesa en un miRNA de doble cadena de aproximadamente 20
nucleétidos (Cheng et al., 2005; Krol et al., 2010). Drosha y Dicer realizan estas
funciones en conjunto con otros cofactores y proteinas accesorias que también
desempefian un papel importante en la regulacion de la expresion génica. El nivel
y actividad de estas proteinas son un mecanismo que regula a los miRNAs.

Posteriormente, una de las cadenas del miRNA de doble cadena generado por
Drosha y Dicer es degradada, mientras que la otra cadena representa al miRNA
maduro, el cual se asocia con la proteina AGO para formar el centro del complejo
de silenciamiento inducido por miRNA (miRISC), donde adem4s de otros cofac-
tores y proteinas accesorias, las proteinas AGO y GW182 son moléculas clave en
el ensamblamiento y funcionamiento del miRISC (Krol et al., 2010; Carthew y
Sontheimer, 2009).

El miRISC predominantemente silencia la expresion de genes blanco a nivel
post-transcripcional mediante la unién de la cadena sencilla del miRNA maduro a
través de complementariedad parcial o total de secuencias a la regién 3 'no tradu-
cida (3'UTR) del mRNA blanco y causa bloqueo de la traduccién y/o con menos
frecuencia degradacién del mRNA, aunque la induccién de la degradacién rapida
de péptidos nacientes también ha sido propuesta como un mecanismo regulatorio
(Kim et al,, 2009). Recientemente se ha incrementado la evidencia de que los miR-
NAs no sélo actiian como represores sino también como activadores de la traduc-
cién (Place et al.,, 2008; Vasudevan et al., 2007; Hutzinger e Izaurralde, 2011).

Por otro lado, también se ha tratado de determinar si, al igual que en el caso
de las proteinas o de las ribonucleoproteinas, la localizacidn subcelular apropiada
del miRISC es esencial para su funcién y regulacion (Krol et al., 2010).

Cada miRNA puede regular mdltiples blancos de mRNA y un mRNA puede
ser regulado por multiples miRNAs. La miR-BAse es la mayor compilacion de
secuencias de miRNAs e informacién de blancos y, hasta abril de 2011, contenia
1,424 secuencias de miRNAs humanos, cada uno de ellos con un potencial predi-
cho de regular un promedio de 1,000 genes blanco (Lafferty-Whyte et al., 2009),
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lo cual sugiere que una gran proporcion del transcriptoma (50% en humanos) esta
sujeto a regulacion por miRNAs, sin embargo es necesario confirmar cuél de estos
blancos realmente es regulado por miRNAs (Bartel, 2009; Andorfer et al.,, 2011).

Estudios funcionales han indicado que los miRNAs participan en un amplio
rango de procesos bioldgicos, incluyendo morfogénesis (Kole et al., 2011), desa-
rrollo (Zheng et al., 2011), proliferacién celular (Kaddar et al., 2009; Uziel et al.,
2009), diferenciacion celular (Zhang et al., 2009), apoptosis (Lynam Lennon
et al., 2009), respuesta inmune (Ha, 2011), angiogénesis (Liu ef al.,, 2011), res-
puesta a estrés (Scarola et al.,, 2010), metabolismo (McGregory Choi et al., 2011)
y sefializacién intracelular (Kowarsch et al., 2011), ademds de que los cambios en
su expresion estan relacionados con muchos tipos de patologfas humanas (van
Rooij, 2011).

miRNAs y envejecimiento

En los tltimos afios, se ha realizado un gran avance en el estudio de los mecanis-
mos moleculares involucrados en el envejecimiento. Dentro de éstos se encuen-
tran el control epigenético y los factores post-transcripcionales. Se han recono-
cido al menos cuatro mecanismos como determinantes de las fuerzas epigené-
ticas que modulan la expresién de los genes y vias de sefalizacion: metilacion
de DNA, acetilacion, estabilidad gendmica y regulacion dependiente de miRNAs
(Bates et al., 2009).

Enlo que se refiere a regulacion de la expresion génica dependiente de miR-
NAs y envejecimiento, existe evidencia de una correlacién directa en diversos
modelos animales. Estudios en Caenorhabditis elegans han reportado la participa-
cién del primer miRNA descrito, lin-4 y su factor de transcripcion lin-14 (identi-
ficados como genes reguladores de la temporalidad durante el desarrollo larvario)
en la regulacién de la expectativa de vida del gusano adulto (Kenyon et al,, 1993).
Boehm y Slack reportaron que en C. elegans, la sobre-expresién de lin-4 incre-
mentaba la expectativa de vida y la pérdida de lin-4 la reducia (Boehm y Slack,
2005) y mediante andlisis de microarreglos en el mismo modelo de estudio, tam-
bién se han reportado cambios en los perfiles de expresion de distintos miRNAs,
incluyendo la disminucién en la expresion de lin-4 durante el envejecimiento del
gusano (Ibafiez-Ventoso et al., 2006).
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Dado que la gran mayoria de miRNAs son evolutivamente conservados y
se encuentran en diversas especies, actualmente se estd investigando la partici-
pacion de estas moléculas en el envejecimiento de diversos modelos animales,
incluyendo gusanos, moscas, peces, ratones y por supuesto humanos (Kashyap
L,2011).

miRNAs, metabolismo y envejecimiento

La expectativa de vida es regulada por vias altamente conservadas y sensibles
a nutrientes, lo cual provee evidencia del papel de la senalizacién mediada por
nutrientes en el control del envejecimiento y enfermedades relacionadas a éste.
Se ha observado que dietas hipercaldricas acortan la expectativa de vida y acele-
ran la aparicién de enfermedades asociadas al envejecimiento como la diabetes,
sindrome metabolico, cincer y enfermedades neurodegenerativas, mientras que
la restriccion caldrica retrasa y/o atenta el envejecimiento y enfermedades aso-
ciadas (Haigis MC y Yankner, 2010; Haigis MC y Sinclair DA, 2010).

Dado que los microRNAs han sido involucrados en la regulacién de diversas
vias metabdlicas también se han asociado con cambios en la expectativa de vida
(Boehm vy Slack, 2006). Por ejemplo, estudios en C. elegans, han demostrado la
participacion de lin-4 y lin-14 en la regulacién de la expectativa de vida mediante la
via de sefializacién de lainsulina (Lee et al,, 1993; Boehmy Slack, 2005) y estudios
en Drosophila melanogaster han documentado la participaciéon de mir-278 y mir-14
en la homeostasis de energia a través de la via de sefializacion de la insulina y el
metabolismo de las grasas (Teleman et al., 2006; Xu et al., 2003; Tatar et al.,, 2001).

Por otro lado, la regulacién del metabolismo mediante miRNAs también ha
sido demostrada en modelos murinos. Poy y colaboradores reportaron la regula-
cién de la secrecién de insulina mediante la accién de un miRNA (mir-375) de
accién especifica en los islotes pancreéticos (Poy ef al., 2004). Mediante anilisis
de microarreglos, Esau et al. identificaron la regulacién negativa que ejercia mir-
122 sobre genes involucrados en la sintesis de acidos grasos y oxidacién (Esau et
al., 2006).
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miRNAs, estrés oxidativo y envejecimiento

La reduccion en la expresion o eficiencia de genes de fosforilacion oxidativa
lleva a un incremento de especies reactivas de oxigeno (moléculas responsables
del estrés oxidativo) y por lo tanto a disfuncién mitocondrial con la pérdida de
la capacidad antioxidante (Rea et al.,, 2007), misma que ha sido involucrada en
el proceso de envejecimiento (Callaghan et al.,, 2008). La pérdida de la capaci-
dad antioxidante puede deberse a la supresién post-transcripcional mediada por
miRNAs, por ejemplo, el estrés oxidativo y la induccién del factor de transcrip-
cién AP-1 se han asociado con el dafio y degradacion del coldgeno tipo Iy III
de la dermis, lo cual promueve el envejecimiento de la piel manifestado por el
adelgazamiento, sequedad, edema y pérdida de la elasticidad e integridad de la
arquitectura tisular (Callaghan ef al., 2008) y algunos miRNAs en humanos que
han sido involucrados en la morfogénesis del foliculo piloso, psoriasis, eczema y
carcinogénesis de piel son miR-146a, miR-203, miR-21 y miR125b (Bostjancic
et al., 2008).

La relacién de los miRNAs y estrés oxidativo también ha sido reportada en
otros tejidos, por ejemplo miR-125 ha sido relacionado con hipertrofia e insuficien-
cia cardiaca y miR-208 es requerido para la hipertrofia y fibrosis del cardiomiocito
(van Rooij et al., 2006; van Rooij et al.,, 2007). Por otro lado, la disminucién de
la expresion de miR-107 se ha relacionado con incremento en la expresién de la
enzima BACE]1, responsable de la generacion de B-amiloide, la cual juega un papel
importante en el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer (Wang et al., 2008).

Ademis, el estrés oxidativo ha sido involucrado en la inflamacién tisular que
conduce o resulta en un gran numero de enfermedades autoinmunes, la mayoria
asociadas a envejecimiento. Por ejemplo, miR-146a/b y miR-15S se encontraron
sobre-expresados en pacientes con artritis reumatoide (Sonkoly y Pivarcsi, 2009;
Stanczyk et al., 2008) y al parecer miR-155 est4 involucrado en la supresién de
proteinas MMP-3 y MMP-1, las cuales degradan la matriz extracelular.

miRNAs, cancer y envejecimiento

Con excepcién de algunos de la infancia, la mayoria de los cinceres conocidos que
afectan al humano generalmente se manifiestan después de la edad madura. Asi el
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cancer ha sido considerado una enfermedad dependiente de la edad, en donde el
riesgo de cdncer se incrementa conforme incrementa la edad. Mdltiples estudios
han demostrado la relacién entre epigenética, regulacion post-transcripcional y
cancer, lo cual incluye la regulacién de la expresion génica mediante miRNAs, ya
sea por la via oncogénica como por la via tumor-supresora, las cuales estin impli-
cadas en la tumorigénesis (Ventura y Jacks, 2009; Farazi et al., 2011).

miRNAs y senescencia

La senescencia replicativa ocurre en respuesta a la erosiéon del DNA telémerico y
la expresion de la telomerasa puede evitar la senescencia replicativa y conducir a
la inmortalizacién de muchas células humanas.

Diversos miRNAs han sido involucrados en la regulacion de vias que parti-
cipan en senescencia celular y ejercen importantes efectos en la progresion del
ciclo celular (Brosh et al., 2008; He et al., 2007; Kim et al., 2007; Kim et al., 2009;
Kumamoto et al., 2008; Lafferty-Whyte et al., 2009; Poliseno et al., 2008).

Maes et al. describieron el perfil de miRNA en senescencia replicativa en
comparacion con la senescencia prematura y células deprivadas de suero usando
WI-38 fibroblastos (p16 positivos), demostrando sobre-expresién de miR-373
y miR-663, asi como sub-expresion de miR-197 en células WI-38 senescentes y
quiescentes (Maes et al., 2009); mientras que Bonifacio y Jarstfer reportaron el
perfil de miRNAs en senescencia replicativa en fibroblastos humanos BJ (defi-
cientes en p16) en comparacién con fibroblastos inmortalizados BJ por la trans-
feccion estable de la subunidad catalitica de la telomerasa humana, en donde
demostraron que la telomerasa induce la sobre-expresion de uno o mdas blancos
del miR-143, alterando la concentracién de miR-143 requerida para inducir
arresto del crecimiento celular (Bonifacio y Jarstfer, 2010). Por otro lado, Hackl
et al. realizaron un microarreglo a gran escala de microRNAs de cuatro diferentes
tipos celulares en senescencia replicativa y tres diferentes tipos de tejidos ex vivo
(representando a un organismo envejecido), encontrando una via de regulacién
comuin de miR-17, 19b, 20a y miR-106a (miembros del cluster paralogo miR-17-
92), indicando que este cluster, ademas de ser un importante regulador del ciclo
celular y tumorigénesis, también lo es del proceso de envejecimiento (Hackl et al.,
2010; Grillari et al., 2010).



Participacion de los microRNAs en el envejecimiento

De esta manera resulta interesante el estudio de la relacién entre miRNAs,
telomerasa, senescencia replicativa y envejecimiento.

Por otro lado, también se ha documentado la regulacién de los miRNas en la
senescencia inducida por oncogenes. En 2006, Voorhoeve et al. demostraron que
miR-372 y miR373 rescatan a los fibroblastos humanos de la senescencia inducida
por el oncogen Ras (Voorhoeve et al., 2006) y en 2010, Borgdorff'y colaboradores
ejecutaron una tamizaje genémico de siRNAs y de miRNAs para identificar otros
mediadores de senescencia inducida por oncogenes en células epiteliales mama-
rias humanas, en donde aislaron 28 miRNAs, incluyendo todos los miembros de
la familia miR106b, miR-130b, miR302b, miR302¢, miR302d, miR512-3p y miR-
515-3p, mismos que prevenian la senescencia celular inducida por Ras (Borgdorff
et al., 2010). De esta manera, dichos estudios ilustran que la desregulacién de los
miRNAs tiene idénticas consecuencias en diferentes tipos celulares, sugiriendo
un mecanismo universal de control del crecimiento y senescencia celular mediada
por oncogenes.

En un contexto fisioldgico, es plausible que la senescencia celular se lleve a
cabo por la combinacién de la sub-expresion de algunos miRNAs que inhiben la
senescencia y la sobre-expresion de algunos miRNAs que promueven la senes-
cencia celular (Jenseny Covault, 2011).

MicroRNAs y neurodegeneracion

El cerebro humano cambia draméticamente durante el desarrollo posnatal, tanto
estructural como histolégicamente (de Graaf-Peters y Hadders-Algra, 2006;
Marsh et al,, 2008). Algunos procesos del desarrollo contindan hasta la edad
adulta y concluyen aproximadamente a los 40 anos de edad, tal como la mielini-
zacién axonal cortical. Mientras que entre el nacimiento y la edad adulta las habi-
lidades cognitivas humanas estan bajo remodelamiento considerable, al final de la
vida el cerebro comienza a cambiar en una forma destructiva (Marsh et al., 2008).
Tales cambios incluyen disminucién del volumen cerebral, pérdida de las sinap-
sis, disminucion cognitiva e incremento de la frecuencia de alteraciones neurold-
gicas (Courchesne et al., 2000; Sowell ef al., 2004; Peters et al., 2008; Salthouse,
2009). Aunque se han observado cambios relacionados entre el desarrollo y el



Eunice Lépez Mufioz

envejecimiento en histologia y funcién cognitiva, sus bases moleculares no son
bien entendidas.

Durante la dltima década, se ha utilizado la determinacién de los perfiles
de expresion de los mRNAs para identificar cambios en los niveles de expresion
de cerebros en proceso de envejecimiento, tanto en modelos animales como en
humanos. Estos estudios han identificado diversos patrones de expresién de
mRNA en el cerebro en envejecimiento, incluyendo sobre-expresion en vias de
respuesta a estrés y del sistema inmune, asi como de la disminucién en la expre-
si6n de genes involucrados en funciones neuronales y de metabolismo energético.
Muchos de los cambios observados en los niveles de expresién han sido atribui-
dos al estrés oxidativo y acumulacién de dafio al DNA, especialmente en regiones
promotoras de los genes.

Se sabe que cambios en los niveles de la expresion génica determinan la dife-
renciacién de tejidos involucrados en el desarrollo y estin asociados con la dis-
minucién funcional en el envejecimiento (Somel et al., 2011). En el sistema ner-
vioso central se ha demostrado que los miRNAs controlan diversos procesos, que
van desde la especificacion de la identidad neuronal hasta la plasticidad sindptica
(Kosik, 2006). A partir de estudios realizados en modelos animales de inverte-
brados, se ha generado suficiente evidencia del impacto de los miRNAs sobre la
formacién de la memoria (Bicker S y Schratt G, 2010). Gao et al. demostraron
que también en vertebrados, miR-134 desempefia un papel critico en el aprendi-
zaje y la memoria (Gao et al., 2010), dicho miRNA es controlado por una sirtuina
(SIRT1), la cual es una desacetilasa de histonas que se sabe regula la expectativa
de vida (Finkel et al., 2009). Asi, la idea de que los miRNAs tienen un papel en la
neurodegeneracién y envejecimiento se encuentra bien documentada (Grillari et
al.,, 2010; Bates et al., 2009).

Utilidad clinica de los miRNAs en el envejecimiento

Se han reportado diversas técnicas moleculares para determinar la expresién de
los miRNAs, entre las que se encuentran Northern Blotting e hibridizacion in
situ; sin embargo, la técnica de microarreglos ha sido uno de los métodos mas
reportados en la literatura ya que ofrece una herramienta poderosa para monito-
rear la expresion de cientos de miRNAs a la vez. Otra técnica que también ha sido
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utilizada dada su alta sensibilidad para la deteccién de miRNAs es la gRT-PCR
(reverso transcripcidn-reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa). Estas
técnicas han permitido medir los niveles de muchos miRNAs y determinar la aso-
ciacién de las alteraciones en su nivel de expresion con fenotipos particulares y
cémo pueden ser de potencial utilidad en la clinica al permitir la identificacién
de biomarcadores de diagnéstico, prondstico y blancos terapéuticos (incluyendo
la induccién y represion de miRNAs y los genes regulados por ellos) en diversas
enfermedades asociadas al proceso de envejecimiento (Budhu et al., 2010).

Conclusion

Los miRNAs actdan en diversas vias que participan en la extensién o reduccién
de la expectativa de vida, sugiriendo un papel importante en la regulacién del pro-
ceso de envejecimiento. Ademds, se han reportado cambios en la expresion de
algunos miRNAs, en donde generalmente la expresion de los miRNAs disminuye
con la edad, un pequeno grupo muestra grandes cambios en su expresién y pocos
aumentan con la edad, de tal manera que ademds de participar en la regulacién
de las vias moleculares constituyen potenciales biomarcadores tanto para el diag-
ndstico y prondstico como para los blancos moleculares del envejecimiento y las
enfermedades asociadas a éste.
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Dano oxidativo, sistemas de defensa
y reparacion del DNA
en el envejecimiento

Armando Luna Lépez' y Delia Magdalena Namihira Guerrero"

Resumen

1 envejecimiento puede definirse como la disminucién de las funciones

fisiolégicas, bioquimicas y moleculares a lo largo de la vida de un indivi-

duo. Durante décadas se ha relacionado al envejecimiento con el dafio
oxidante generado por las especies reactivas de oxigeno (ERO) que son produ-
cidas por el metabolismo aérobico de los organismos. Las defensas antioxidantes
que han desarrollado los organismos aérobicos resultan ser insuficientes frente
a los retos ambientales y propios del metabolismo, de tal manera que se genera
un desbalance conocido como estrés oxidante. Este desbalance tiene como con-
secuencia daios oxidantes en las principales biomoléculas, como lo son lipidos,
proteinas y DNA. El dafio oxidante principal es en el DNA nuclear ya que al alte-
rarse las secuencias génicas se disminuyen las funciones fisiologicas y estructura-
les de los individuos. Existen diferentes dafios al DNA como son los rompimien-
tos de SSB y DSB, las mutaciones y la produccidn de aductos de DNA. Entre los
sistemas de reparacién del DNA que se han reportado por estar relacionados con
el envejecimiento se encuentran el MMR, BER y la enzima ATM.
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Especies reactivas de oxigeno

Los radicales libres (RL) pueden ser definidos como atomos o moléculas con uno
o més electrones desapareados en alguno de sus orbitales electrénicos (Halliwell
y Gutteridge, 1999). Este electron generalmente es el que le proporciona su alta
capacidad reactiva. El oxigeno molecular (dioxigeno) tiene una configuracién
electrénica tnica y es por si mismo considerado un radical, porlo que los RL deri-
vados del oxigeno producidos por los seres vivos son considerados los radicales
mas importantes (Miller et al., 1990). Las especies reactivas de oxigeno (ERO)
son ubicuas, altamente reactivas, de tiempo de vida media muy corto, se producen
en el metabolismo del oxigeno en los sistemas bioldgicos aerdbicos y reaccionan
con las moléculas que se encuentran a su alrededor, empezando con aquéllas que
se encuentran muy cercanas a su sitio de formacién. Las ERO incluyen al radical
superéxido (02.), al radical hidroxilo (OH.) y al peréxido de hidrégeno (H,0,).
Ademas habria que considerar entre las ERO a las especies reactivas de nitrégeno
(ERN), que poseen tanto dtomos de oxigeno como de nitrégeno, e incluyen al
6xido nitrico (NO) y al radical peroxinitrito (ONOO«) entre las mas importan-
tes. Las ERN también participan en diferentes procesos bioldgicos, como en el
funcionamiento de los tejidos vasculares. Las ERO/ERN han sido consideradas
daninas por su reactividad, sin embargo, bajos niveles de éstas son necesarias para
que se lleven a cabo diferentes procesos bioquimicos, entre los que se encuentran
la sefializacién intracelular, la diferenciacion, el control del ciclo, la apoptosis, el
sistema inmune, la defensa contra los microorganismos (Ghosh, 1998; Tohyama
y Yamamura, 2004; Bae et al., 1997; Lee et al., 1998).

Antioxidantes

La exposicién a las ERO producidas por los procesos fisiolégicos o ambienta-
les ha llevado a los organismos a desarrollar mecanismos de defensas (Cadenas,
1997). Los organismos se protegen contra el estrés oxidante inducido por las
ERO con mecanismos que pueden ser preventivos, de reparacion, defensas fisicas
y defensas antioxidantes.

Este ultimo es uno de los mds importantes y estd compuesto por enzimas
antioxidantes entre las que se encuentran la superéxido dismutasa (SOD), glu-
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tatién peroxidasa (GPx) y la catalasa (CAT) y otros compuestos no enzimaticos
entre los que se encuentran el 4cido ascérbico (vitamina C), a-tocoferol (vitamina
E), glutation reducido (GSH), carotenoides, flavonoides y otros antioxidantes.

Las ERO pueden causar la muerte celular via apoptosis y/o necrosis en algu-
nos tipos celulares, las cuales pueden ser disminuidas o eliminadas por los siste-
mas antioxidantes (Carmody y Cotter, 2001; Kim et al., 2001; Jang y Surh, 2003).
La concentracién de las ERO y el microambiente celular parecen ser importantes
en determinar el tipo de muerte celular (Kim et al., 2001). En condiciones norma-
les siempre existe un balance entre las ERO y las defensas antioxidantes para que
los organismos se encuentren en homeostasis.

Estrés oxidante

Las ERO son producidas en todos los organismos aerdbicos y normalmente estin
en la célula en un estado balanceado con las moléculas antioxidantes. El estrés oxi-
dante se presenta cuando este balance es perturbado por la falta de antioxidantes,
por la generacién excesiva de ERO o por ambas. Asi que, cuando los antioxidantes
se encuentran en bajas proporciones y/o se incrementa la formacién de ERO, se
incrementa la respuesta celular para tratar de contrarrestar este evento hasta que
se puede controlar o cuando la célula no lo puede controlar, entonces activa el
proceso de muerte. El estrés oxidante puede generar un ambiente muy adverso
o condiciones extremas en los sistemas bioldgicos. Un répido indicador de que
el sistema se encuentra en estrés oxidante es determinar el incremento en la res-
puesta antioxidante y/o un incremento en los niveles de ERO endégenos. La for-
macién de ERO se incrementa como una consecuencia de diferentes condiciones
de estrés ambiental, entre las que se encuentran la radiacién electromagnética UV,
la exposicién a herbicidas, temperaturas extremas, toxinas como la cercosporinay
aflatoxina, contaminantes ambientales, metales y xenobidticos. Cuando el estrés
oxidante se presenta, la funcién de la célula es contrarrestar los efectos oxidantes
y restaurar el balance redox tratando de alcanzar los pardmetros homeostéticos.
Este tltimo evento de la respuesta celular puede activar o silenciar genes que codi-
fican para enzimas de defensa, factores de transcripcion y proteinas estructurales
(Dalton et al., 1999; Scandalios, 2004 ).
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En los eucariontes superiores, tanto plantas como animales, la respuesta al
estrés oxidante es muy compleja y estd modulada por diferentes reguladores (Scan-
dalios, 1997). El estado redox dependiente de ERO que modifica el reciclamiento
de los tioles de los residuos de cisteinas es sumamente importante para establecer
las interacciones proteina-proteina y proteina-DNA que son fundamentales para
los procesos de transduccién de sefiales y para la regulacién de la actividad de algu-
nos factores de transcripcion (Dalton et al., 1999; Scandalios, 2004; Storz e Imlay,
1999; Kiley y Storz, 2004; Ruis y Schuller, 1995; Moradas-Ferreira y Costa, 2000;
Delaunay, Isnard y Toledano, 2000), como es el caso de la activacién del factor
NF-xB y la proteina AP-1, conocidos por tener una participacién fundamental en
procesos como la proliferacion, diferenciacion y morfogénesis, los cuales pueden
ser estimulados por diferentes agentes que convergen en un mecanismo comun
que involucra la produccién de ERO. Un mecanismo que se ha descrito consiste
en que al incrementarse la produccién de H,O, se tiene como consecuencia la
activacion redox de NF-kB y en el cual participa una forma activa de la proteina
Rho que es una GTPasa que responde a la modificacion del estado redox celular
(Gabbita et al., 2000). Las fuentes de ERO, tanto extracelulares como intracelula-
res, son capaces de modular la expresion de genes. Dosis bajas de H,O, (<20uM)
pueden producir cambios en la fosforilacion de proteinas reguladoras especificas,
entre las que se encuentra la proteina cinasa B también conocida como Akt. La
accion directa de la sefalizacién por H,O, en la regulacion diferencial de genes
antioxidantes en plantas y animales es debida a las interacciones proteina-DNA
en la region del elemento de respuesta antioxidante (ARE; TGACTCA), NF-xB
y el elemento de respuesta al 4cido abscisico (ACGT) en los promotores de estos
genes. Ademds la induccidn de la expresion de genes de defensa, otros papeles del
desbalance redox en plantas incluyen muerte directa de patégenos, la modifica-
cién de la estructura de la pared celular y la induccién de la muerte celular progra-
mada (Scandalios, 1997). En levaduras y animales, el estrés oxidante puede llevar
ala detencién de la divisién celular y a la progresion del ciclo celular (Paulovich et
al., 1997). Un claro ejemplo de como las ERO pueden tener un papel benéfico fue
la observacion de que el O, desempenaba un rol importante en la infeccién por
microbios, en donde su actividad puede ser comparada con la de un antibidtico
de amplio espectro (Babior 1984). En plantas, la respuesta a la invasion por paté-
genos también involucra un desbalance redox que tiene que ver con un aumento
transitorio de grandes cantidades de ERO (Doke 1997).
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El estado de estrés oxidante generado por el incremento de ERO desempefia
papeles diferentes, y en ocasiones opuestos, durante diferentes procesos celulares.
Por ejemplo, el H O, puede actuar de una manera relevante en los procesos de
transduccion de senales por medio de la activacion de NF-kB, mientras que en
condiciones patolégicas de estrés oxidante el H,O, puede inducir la apoptosis
o la necrosis. El estado estable de los niveles de ERO en las células es critico y es
crucial para determinar si la célula debe incrementar los niveles de ERO o activar
mecanismos que modulen la respuesta antioxidante celular.

Estrés oxidante y envejecimiento

Durante décadas se ha estudiado la relacion que existe entre la generacién de
especies reactivas de oxigeno (ERO) con la acumulacién de biomoléculas oxi-
dadas, que son una de las caracteristicas que se presentan durante el proceso de
envejecimiento; esta propuesta es una de las mds aceptadas para tratar de expli-
car la disminucién en las funciones fisiol6gicas, bioquimicas y moleculares que se
presentan en el envejecimiento y fue formulada por Harman en 1956.

Se han realizado una extensa cantidad de trabajos que apoyan estd teoria,
entre ellos los realizados en nematodos, en donde se encontré que una mutacién
en una subunidad del complejo II de la cadena de transporte de electrones, la
enzima succinato deshidrogenasa, incremento la produccién de ERO, se dismi-
nuyo la respiracién y se acorté el tiempo de vida de este organismo especialmente
en ambientes con altas concentraciones de oxigeno, demostrando una correla-
cién entre las ERO y el tiempo de vida de un individuo (Ishii et al., 1998); en otro
trabajo, en donde se utilizé6 moscas como modelo de estudio, se encontrd que al
disminuirse los niveles de expresién de la enzima superdxido dismutasa tipo II
(SOD2), la cual se encuentra localizada en la mitocondria, se disminuia la loco-
mocién y el tiempo de vida (Martin ef al.,, 2009), mientras que al incrementarse
los niveles de expresién de SOD2 se incrementa la longevidad de las moscas (Sun
and Tower, 1999). En algunos trabajos en mamiferos se ha demostrado que al
sobre-expresar la enzima catalasa en la mitocondria, reduce los niveles de estrés
oxidante e incrementa el tiempo de vida. Sin embargo, la sobre-expresién de la
catalasa en el nucleo o en los peroxisomas no afecta el tiempo de vida; se pro-
pone que la mitocondria es un participante muy importante en el metabolismo
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oxidante y en la regulacién del tiempo de vida de un organismo (Schriner et al.,
2005).

El estrés oxidante es uno de los eventos principales que se encuentra aso-
ciado con el dafio celular estrechamente relacionado con la progresién de algunas
enfermedades y con el envejecimiento. El dano ocasionado por las ERO es muy
extenso e inespecifico y los mecanismos involucrados en la reparacién del daio
son ubicuos para proteinas, lipidos y DNA. Las proteinas oxidadas son reducidas
por enzimas como la metionin sulféxido reductasa (Alamuri y Maier, 2004) y la
sestrina (Budanov et al., 2004) o degradadas en sistemas especializados como lo
es el proteosoma o los lisosomas, asi como por diferentes proteasas. Los perdxi-
dos de 4cidos grasos en los fosfolipidos de las membranas son eliminados por la
fosfolipasa A2 y reducidos a alcohol por la enzima glutatién peroxidasa (GPx);
sin embargo, cuando los peréxidos reaccionan con metales complejos, se forman
diferentes aldehidos como el malondialdehido y 4-hidroxinonenal, asi como otros
hidrocarburos como el etano y el pentano, todos ellos son productos finales del
proceso de lipoperoxidacién. Finalmente cabe destacar que estos aldehidos pue-
den reaccionar con los grupos tioles y amino de las proteinas lo que producird un
dano estructural y funcional de las proteinas. Entre los danos que se presentan en
el DNA se encuentran los rompimientos de cadena, las modificaciones estructu-
rales en las bases nitrogenadas y los diferentes tipos de mutaciones en la secuencia
del DNA, éstas son reparadas por diferentes mecanismos como la unién de frag-
mentos terminales no homélogos (NHE]), la recombinacién homéloga (HR), la
reparacién por escision de bases (BER), la reparacién por escision de nucledtidos
(NER) y el sistema de reparacién por mal apareamiento (MMR). Se ha repor-
tado que la respuesta en la reparaciéon del DNA juega un papel importante en la
estabilidad del genoma, la activacion de la apoptosis o la supervivencia y el enve-
jecimiento prematuro.

Sistemas de reparacion del DNA en el envejecimiento

El mantenimiento 6ptimo del DNA nuclear es critico para el funcionamiento
celular, es por ello que los organismos han desarrollado numerosos sistemas
de reparacion para los diferentes tipos de lesiones que se presentan en el DNA.
Los rompimientos de doble cadena (DSB) y los rompimientos de cadena sen-
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cilla (SSB) son reparados a través de los sistemas NHEJ y HR; mientras que los
danos ocasionados por efecto de las ERO, en donde se producen aductos de DNA
como lo son la 8-hidroxidesoxiguanosina, la timina glicol y algunos otros pro-
ductos de alquilaciones, son reparados a través del sistema BER y NER (Lom-
bard et al., 2005). Finalmente las mutaciones que se presentan en la secuencia de
DNA, que son detectadas como malos apareamientos de las cadenas homologas
del DNA, son reparadas por el sistema MMR. Cabe destacar que la diversidad de
mutaciones, como lo son las inserciones, deleciones, transversiones y transicio-
nes, pueden ser producto del estrés oxidante. Para la reparacién del DNA existen
diferentes pasos, el primero es la deteccion de las lesiones del DNA por sensores
moleculares, en segundo lugar estd la activacion de proteinas de sefializacién que
sirven de moléculas transductoras y finalmente el agrupamiento de las proteinas
efectoras de la reparacion del DNA. Las ERO producen al aducto 8-hidroxides-
oxiguanosina y lesiones DSB, estas lesiones en el DNA son detectadas por dos
enzimas muy importantes: la ataxia telangiectasia mutada (ATM), que es una de
las proteinas mas importantes en la deteccién de lesiones DSB, y la 8-hidroxi-
desoxiguanosin DNA glicosilasa (Ogg-1), que se encarga de sensar al aducto
8-hidroxidesoxiguanosina, asi como de activar al sistema BER. Se ha reportado
que mutaciones en estas proteinas que participan en la reparaciéon del DNA pre-
sentan fenotipos de envejecimiento prematuro.

Ataxia telangiectasia mutada (ATM)

ATM es uno de los principales guardianes de la integridad del genoma. Esta pro-
teina cinasa multifuncional es la encargada de organizar intricadas respuestas celu-
lares al dafio en DNA del tipo DSB. La ausencia o la disfuncién de ATM origina
desordenes genéticos pleiotrépicos, como la ataxia telangiectasia (AT), patolo-
gias relacionadas a la degeneracién neuronal, inmunodeficiencia, envejecimiento
prematuro y susceptibilidad al cincer (Shiloh y Kastan, 2001). ATM se activa por
la aparicién de DSB y por la fosforilaciéon de diferentes sustratos involucrados en
las respuestas de reparacién del DNA, la apoptosis y la detencién del ciclo celular;
por lo tanto, ATM es una molécula clave en la estabilidad del genoma, incluyendo
la reparacion del DNA vy los sitios de regulacién de la detencién del ciclo celu-
lar. Recientemente se ha reportado que el estrés oxidante facilita la deficiencia en
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la funcién de ATM, lo que sugiere que se encuentra involucrada en la respuesta
antioxidante. La presencia de DSB activa a ATM mediante una autofosforilacién
en el residuo de Ser-1981, produciendo una disociacién dimérica (Bakkenist y
Kastan, 2003). Aunque el mecanismo preciso de activacién de ATM es todavia
incierto, se ha reportado que el complejo Mrell/RadS0/Nbs1 estd involucrado
en la autofosforilacién de ATM ( Lee y Paull, 2005). ATM activada es una cinasa
que se caracteriza por fosforilar a la proteina fosfatidil inositol-3- cinasa (PI3K)
en su region carboxilo terminal, ademas de fosforilar numerosas proteinas como
H2AX, una de las isoformas de histonas que forman el nucleosoma como H2A, la
proteina pS3, la cual juega un papel importante en la respuesta celular a diferentes
genotoxicos, puede ser fosforilada por ATM en el residuo Ser-15, lo cual tiene
como consecuencia el incremento en la transcripcion de diferentes genes involu-
crados en procesos como la detencidn en el ciclo celular, la apoptosis y la senes-
cencia en respuesta al dafio por DSB (Barzilai, 2007; Meek, 2004). Mutantes de
diferentes moléculas involucradas en la estabilidad del genoma se han reportado
por presentar fenotipos de envejecimiento prematuro. En ratones, la disfuncién
de Atm, DNA-PKcs, KU86, p53, Wrn y XpdTId/XPA, las cuales participan en la
respuesta de reparacion del DNA, causan fenotipos de envejecimiento prematuro
en diferentes tejidos y érganos, sugiriendo que las moléculas involucradas en la
reparacién del DNA tienen un papel importante en el proceso normal de enveje-
cimiento. En los humanos, la patologia de AT incluye entre sus caracteristicas un
envejecimiento acelerado. La inestabilidad genémica y defectos en la reparacién
del DNA como producto de la deficiencia de ATM podrian contribuir al fenotipo
de envejecimiento prematuro, ya que ATM participa en el mantenimiento de los
telémeros (Hande, 2004; Pandita, 2002). Se ha observado que células que pre-
sentan AT, muestran telomeros acortados, ademads de un incremento en las fusio-
nes teloméricas. Pacientes con AT pueden presentar envejecimiento prematuro,
al menos en parte, como consecuencia de la disfuncién telomérica.

8-Hidroxi-desoxoguanosina-DNA glycosilasa (Ogg 1)
El daio en el DNA se ha relacionado con la etiologia de diferentes enfermeda-

des y el envejecimiento. La reparaciéon de bases oxidadas en todos los organismos
se lleva a cabo por medio del sistema de reparacién BER. El punto principal en
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el sistema BER es el reconocimiento de las bases oxidadas, que posteriormente
seran removidas por una enzima DNA glicosilasa. Existen 2 tipos de DNA gli-
cosilasas en los mamiferos, la OGG1 y una homologa de la endonucleasa tipo
III (NTHL1), las cuales se ha descrito por tener una funcién en la remocién de
dafios oxidativos en las bases nitrogenadas (Hazra ef al., 2007). Los sustratos de
estas DNA glicosilasas son altamente especificos, pero principalmente reconocen
aductos de purinasy pirimidinas. NTH reconoce una gran cantidad de aductos de
pirimidinas, como es el caso del aducto Timidina glycol, S-hidroxidesoxicitosina,
dihidrouracil y al menos otras 6 pirimidinas oxidadas. La OGG1 es la principal
enzima que remueve los dafios oxidantes en los residuos de guanina, entre los que
destaca el aducto 8-hidroxidesoxiguanosina (8-OHdG). Se ha reportado que la
capacidad de reparacion del sistema BER se presenta disminuida en el envejeci-
miento, y que ademds se ha observado que en organismos envejecidos disminuye
la actividad de OGG1. Consecuentemente con esta disminucién en la actividad
del sistema BER, se ha observado un incremento en los niveles de concentracion
del aducto 8-OHdAG durante el envejecimiento (Chen et al., 2003). Por otra parte,
se ha reportado que en la enfermedad de Huntington, las mutaciones somaticas
asociadas ala progresion de la enfermedad se originan en una acumulacion del tri-
plete CAG, esta acumulacion, a su vez, se debe a una incapacidad del sistema para
remover los dafios en las bases oxidadas (Kovtun et al., 2007). La acuamulacién
del dafio oxidativo debido a la acumulacion del aducto 8-OHdAG es dependiente
del envejecimiento y podria ser la causa en el incremento de los tripletes CAG
mediados por la reaccién de reparacion, lo que nos sugiere que la enfermedad de
Huntington es dependiente de la edad.

MSH2

En nuestro equipo de trabajo, en un modelo murino de la cepa CD-1, se deter-
miné que el dafio oxidante en el DNA se incrementa en el envejecimiento. Estos
danos oxidativos se presentan por la acumulacién del aducto 8-OHdG y por la
presencia de rompimientos del tipo SSB y DSB (Lépez-Diazguerrero, 2005). Esta
acumulacién del dano en el DNA podria ser por una disminucion en los niveles
de expresion del sistema de reparacién MMR, en donde la enzima MSH2 desem-
pefa un papel fundamental durante la reparacion del DNA. Los niveles de expre-
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si6n de la enzima MSH2 se observan disminuidos en diferentes tejidos como el
higado, corazén y ovario de ratones envejecidos de la cepa CD-1. La disminucién
en la expresion de MSH2 es el resultado de una regulacion epigenética, en donde
observamos que el promotor de la enzima MSH2 se encuentra metilado en mayo-
res proporciones en los individuos envejecidos en comparacién con los individuos
sanos (Conde-Perezprina, 2008). Finalmente, en recientes trabajos de nuestro
grupo observamos que existe una disminucion en los niveles de expresion de la
enzima MSH2 dependiente de la edad en dos diferentes tipos de murciélagos, Des-
modus Rotundus (hematéfago) y Myotis (insectivoro) y que esta disminucién en la
expresion de MSH2 tiene como consecuencia un incremento en el daio al DNA
evaluado por la aparicién de secuencias satelitales, que es un mecanismo alterna-
tivo para evaluar el dafio oxidativo al DNA.

Conclusion

El estrés oxidante es un factor importante en la acumulacién de biomoléculas
oxidadas durante el proceso de envejecimiento. Los perjuicios que destacan en
las biomoléculas es el dafio al DNA, que puede presentarse en diferentes formas
como la aparicién de aductos, los rompimientos de SSB y DSB, asi como los dife-
rentes tipos de mutaciones. Los sistemas de reparacién del DNA cuya disminu-
cion se ha observado durante el envejecimiento son el BER, MMR vy la enzima
ATM. Es evidente que la falla en los sistemas de reparacién del DNA tiene conse-
cuencias graves en el funcionamiento bioquimico, estructural y molecular de los
individuos, lo que sin duda es una de las caracteristicas del proceso del envejeci-
miento. ;Cémo podremos disminuir los dafios oxidantes al DNA? ;Serd estd la
alternativa que estamos buscando para aminorar los efectos del envejecimiento?
Son algunas de las cuestiones que debemos resolver para comprender el proceso
del envejecimiento. Para ello es necesario que desarrollemos modelos biolégicos
en donde se pueda aumentar la respuesta para contrarrestar el dafio oxidante al
DNA, tal vez incrementando la expresion de enzimas como Oggl, ATM o MSH2,
0 quizd tratando de disminuir los niveles de ERO o aumentando la respuesta
antioxidante. Para ello podemos utilizar las herramientas moleculares con las que
contamos hasta hoy. En los ultimos tiempos han surgido nuevas estrategias para
el estudio del envejecimiento, entre las que destacan los modelos horméticos que
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se basan en adaptar los modelos bioldgicos a condiciones ligeras de estrés oxi-
dante, lo que se ha observado es un incremento en la respuesta antioxidante que
le confiere proteccidn ante restos letales. Estos y otros modelos por investigar son
los que debemos desarrollar para generar mas conocimiento sobre el proceso de
envejecimiento.
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El acetiloma y las sirtuinas:
dos reguladores maestros
del envejecimiento
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Resumen
partir del descubrimiento de que las proteinas no-histonas también
se acetilan en los grupos amino-épsilon de las lisinas de manera rever-
ible como HMG, alfa-tubulina y pS3, una gran variedad de dianas se
han anadido a la lista del proteoma que es dindmicamente regulado postraduc-
cionalmente por este tipo de modificacién y que en conjunto se denominan el
“acetiloma”. Estudios recientes estiman que cerca de 3% de las proteinas totales
y 20% de las proteinas mitocondriales en mamiferos forman el acetiloma, inclui-
dos varios reguladores de la longevidad y enzimas que participan en las diversas
vias metabdlicas. Curiosamente, combustibles extracelulares como 4cidos gra-
sos, aminodcidos o glucosa modifican los niveles de acetilacion y pueden afectar
tanto la actividad enzimdtica como la estabilidad de las proteinas diana. Ademds,
la restriccién calérica, unico régimen natural que consistentemente es capaz de
retardar los efectos del envejecimiento en la mayoria de los modelos probados,
también altera los niveles de acetilacién global.

Las sirtuinas son una familia de genes conservados evolutivamente que regu-
lan el envejecimiento y el acetiloma ya que codifican para enzimas con actividad
de desacetilasa dependiente de NAD*. Los mamiferos poseen siete sirtuinas
(SIRT1-SIRT7) con diferentes localizaciones subcelulares las cuales median el
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detrimento de diversas funciones bioldgicas dependientes de la edad, incluyendo
el deterioro cognitivo, el cincer y la neurodegeneracion. En este trabajo se dis-
cuten varios aspectos de la funcion de las sirtuinas y el acetiloma, y diferentes
aproximaciones para estudiar como estas desacetilasas regulan el proteoma en el
envejecimiento.

El acetiloma celular
La acetilacion celular: de las histonas al proteoma

Desde hace més de cuarentay cinco aios se describid la acetilacion de las histonas
como un mecanismo regulador de la expresién génica (Allfrey et al., 1964). Las
lisinaslocalizadas en las colas amino-terminales de las histonas son susceptibles de
ser modificadas reversiblemente por acetilasas (HATSs) y desacetilasas (HDACs)
de histonas, las cuales adicionan o sustraen, respectivamente, un grupo acetilo en
dicho residuo de aminodcido. La acetilacién neutraliza las cargas positivas de las
histonas y disminuye la afinidad de éstas por el DNA de carga negativa, lo cual
modifica la arquitectura de la cromatina y permite una mayor accesibilidad de
la maquinaria transcripcional a los promotores, incrementando la transcripcion.
De manera opuesta, la desacetilacion reconstituye la carga positiva de las lisinas
y promueve una mayor interaccion de las histonas con el DNA, promoviendo la
condensacion de la cromatina y el silenciamiento génico.

Diferentes estudios han demostrado que las modificaciones de la cromatina
y por consecuencia de la expresion génica desempefian un papel determinante en
la fisiologia de los seres vivos y regulan procesos desde el desarrollo hasta el enve-
jecimiento. Diversas hipotesis, como la de la “Iisla heterocromatinica”, sugieren
que el envejecimiento es resultado de las alteraciones cromatinicas y transcrip-
cionales que ocurren con el paso del tiempo (Vijg, 2004). Investigaciones en la
levadura Saccharomyces cerevisiae han demostrado que los cambios epigenéticos
son la principal causa del fenotipo envejecido y que la desacetilasa Sir2 desem-
pena funciones importantes que integran ambos eventos. Esta mantiene silencia-
doslosloci HMR y HML que determinan el tipo sexual en la levadura y también
suprime la recombinacién de las secuencias repetidas de DNA ribosomal, la cual
genera circulos extracromosémicos que al acumularse en ésta causan el enve-
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jecimiento. Diversas condiciones como el estrés oxidativo, el daino al DNA y el
envejecimiento producen la relocalizacion de Sir2 en la cromatina, el desilencia-
miento de los genes sexuales HM y la esterilidad del microorganismo, ésta ultima
una caracteristica tipica de envejecimiento en levadura. Nuestro trabajo sugiere
que de manera similar a S. cerevisiae, la desregulacion en la expresion génica a
consecuencia de la relocalizacion de los modificadores de la cromatina, también
estd asociada con el envejecimiento en mamiferos. El estrés oxidativo induce la
relocalizacion del ortélogo de Sir2, SIRT1, en células troncales de ratén e induce
la expresion de mds de dos tercios de los genes que en condiciones normales
se encuentran silenciados por SIRT1. Estos mismos genes también se desregu-
lan con el envejecimiento en el cerebro de raton y la sobre-expresiéon de SIRT1
retarda la pérdida del silenciamiento génico que experimentan los ratones viejos
(Oberdoerffer et al., 2008). Cambios en la expresion génica con el envejecimiento
también se han reportado en el cerebro de humanos, el anlisis del perfil trans-
cripcional de la corteza frontal de sujetos entre 26 y 106 afios revel6 cambios en
los niveles de expresion en 4% de 11 mil genes estudiados (Lu et al., 2004).
Peleg et al. (2010) reportaron un mecanismo epigenético en ratones que aso-
ciala acetilacion de las histonas y los cambios de expresion génica con el deterioro
cognitivo durante el envejecimiento. Sus estudios demostraron que ratones viejos
(16 meses de edad) tenfan alterada la memoria asociativa y espacial en compa-
racién con animales jovenes (3 meses de edad) o de mediana edad (8 meses).
Este efecto se asocié a la falta tanto de un aumento transitorio de los niveles de
acetilacion de la H4K12 (lisina 12 de la histona 4) como a la modificacién de la
expresion génica en respuesta al estimulo en ratones viejos. Mientras que 2,229
genes fueron expresados diferencialmente en el hipocampo de los ratones jovenes
1 h después del condicionamiento al miedo, sélo seis genes cambiaron su nivel de
expresion en ratones viejos. Los altos niveles de expresion génica se correlaciona-
ron con el aumento de la acetilacién de H4K12 en toda la region codificante de
los genes. Esto sugiere que en ratones viejos la disminucion de la acetilacion de
HA4K12 interfiere con la elongacién transcripcional de 88% de los genes, mismos
que en contraste si se indujeron en los ratones jévenes con el condicionamiento al
miedo. Los niveles de acetilacion de H4K12, la expresion génica y las capacidades
de aprendizaje en ratones viejos en respuesta al condicionamiento clésico fueron
restaurados mediante la infusién en el hipocampo de alguno de los dos inhibido-
res de HDAC:s tipo I y II, las cuales se describen en detalle més adelante, como
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SAHA o butirato de sodio. En conjunto, estas investigaciones demuestran que la
acetilacion es uno de los mecanismos epigenéticos que regulan el detrimento de
las funciones de los seres vivos dependiente de la edad.

Hemos sabido por largo tiempo que la acetilacién desempena un papel muy
importante en la regulacién epigenética; sin embargo, apenas estamos empe-
zando a entender como ésta impacta al proteoma. En las proteinas se distinguen
dos tipos de acetilaciones: la co-traduccional en el extremo N-alfa-terminal y la
postraduccional en el grupo amino-épsilon de los residuos de lisina. La modifica-
cién del primer tipo se encuentra en 85% de las proteinas de eucariontes (Pole-
voda y Sherman, 2000) y aunque se ha relacionado con la estabilidad proteica, se
conoce muy poco sobre sus repercusiones en las funciones celulares. A diferencia
de la primera, la acetilacién en el grupo amino-épsilon de las lisinas es reversible
y se ha asociado con una gran variedad de procesos celulares relacionados con el
envejecimiento.

El grupo de proteinas cromatinicas de alta movilidad no histonas (HMG)
fueron las primeras que se reportaron acetiladas en los grupos amino-épsilon de
lisinas (Sterner et al., 1979). Afios més tarde se report9 la alfa-tubulina (Hernault
y Rosenbaum, 1985) y hace sélo 13 afios se descubrié que pS3 es regulado de
manera reversible por acetilacion en los residuos de lisinas (Gu y Roeder, 1997)
y se identificé a la acetiltransferasa p300 como la responsable de dicha modifica-
cién. Esta al interaccionar y acetilar las lisinas localizadas en la regién C-terminal
de p53, neutraliza las cargas positivas de los residuos lo que evita la interaccién
entre el dominio terminal y el de unién al DNA, confiriéndole al factor transcrip-
cional una conformacién activa. A partir del descubrimiento de la acetilacion de
P53, una diversidad de dianas se han afadido a la lista del proteoma acetilado o
“acetiloma’) esto es, el conjunto de proteinas que son dinimicamente reguladas
postraduccionalmente por acetilacién reversible (Choudhary et al., 2009).

Kim et al. (2006) realizaron el primer estudio proteémico para conocer el
tamarfio del acetiloma celular, el cual consistié en la inmunoprecipitacién global
de proteinas acetiladas con anticuerpos anti-acetil-lisina y la posterior identifica-
cién de los péptidos correspondientes con el uso de espectrometria de masas.
Para esto se utilizaron células de cancer cervicouterino, células HeLa, y mitocon-
drias aisladas del higado de ratén. Los resultados demostraron la presencia de 388
sitios de acetilacién en 195 proteinas, de los cuales 277 sitios correspondieron a
133 proteinas mitocondriales, 67 sitios a 37 proteinas del citosol y 81 sitios a 38
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proteinas de la fraccién nuclear. Estos experimentos permitieron identificar 195
proteinas acetiladas de las cuales inicamente 13 ya se habian reportado anterior-
mente.

Choudhary et al. (2009) encontraron 3600 sitios de acetilacién en 1,750
proteinas utilizando tres lineas celulares humanas diferentes: la MV4-11 de leu-
cemia mieloide aguda, la linea epitelial A549 y Jurkat de origen linfoide. Anilisis
ontoldgicos, basados en la clasificacion de las funciones de las proteinas encon-
tradas, muestran que el acetiloma esta constituido por miembros que participan
en diversos procesos celulares como la edicién del RNA (ayuste), la regulacién
del ciclo celular, la remodelacién de la cromatina y el citoesqueleto, y el trans-
porte nuclear. Las tres lineas celulares compartieron 500 proteinas acetiladas y
710 sitios de acetilacion, lo que sugiere una regulacién diferencial del acetiloma
dependiente del tipo celular.

Un tercer estudio realizado por Zhao ef al. (2010) en células humanas de
higado revel6 703 proteinas mas del acetiloma que no habian sido reportadas en
los dos trabajos anteriores. En éste se identificaron enzimas acetiladas que parti-
cipan en las vias metabolicas de la glucosa, los aminoécidos y los 4cidos grasos.

Liuet al. (2011) publicaron recientemente el Compendium of Protein Lysine
Acetylation (CPLA), una base de datos que agrupa todas las proteinas acetiladas
registradas en la literatura desde bacterias hasta mamiferos. Mientras que en pro-
cariontes el tamafio de los acetilomas reportados son de 91 proteinas para E. coli y
de 191 para Salmonella enterica (Wang et al., 2010; Zhang et al., 2009), en mami-
feros son de 3,311 proteinas con 7,151 lisinas diana. En los principales modelos
bioldgicos de envejecimiento no se han realizado estudios globales del acetiloma
por lo que son escasas las proteinas diana reportadas; por ejemplo, en la mosca de
la fruta Drosophila melanogaster se conocen unicamente cuatro proteinas acetila-
das con funciones reguladoras de la expresion génica, de las cuales tres correspon-
den a proteinas que participan en la remodelacion de la cromatina como la subu-
nidad NURF-140 del factor remodelador de nucleosomas y las histonas H3 y H4,
y la otra es el activador transcripcional dTCF. En el gusano Caenorhabditis elegans
las proteinas acetiladas descritas a la fecha son la histona H2A, la alfa-tubulina, y
la proteina pop-1 que forma parte de la via de sefalizacién Wnt. En la levadura
Saccharomyces cerevisiae se han reportado 44 proteinas dentro de las cuales algu-
nas participan en el metabolismo de hidratos de carbono y otras en la regulacién
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transcripcional como son la histonas, las proteinas no-histonas remodeladoras de
la cromatina y los activadores o represores transcripcionales.

Enla actualidad se conocen més de 25 tipos de modificaciones postraduccio-
nales reversibles e irreversibles que regulan la actividad, localizacién y estabilidad
de las proteinas como la fosforilacion, glicosilacion, sumoilacién, ubiquitinacion,
ADP-ribosilacién, nitrosilacion, hidroxilacion, carbonilacién y acetilacién. De
éstas, la fosforilacion —descrita desde hace casi cien anos— es la modificacion
proteica més estudiada. Sin embargo, los descubrimientos actuales sobre la ace-
tilacion de lisinas sugieren que esta ultima tiene un impacto celular comparable
al de la fosforilacién ya que la mayoria de las enzimas que participan en las dife-
rentes vias metabolicas son modificadas por acetilaciones reversibles en sus lisi-
nas. Ademas, tanto las proteinas como los sitios diana de acetilacion se encuentra
conservados desde bacterias hasta humanos. Por ejemplo, la acetil-coenzima A
sintetasa (Acs) muestra un residuo acetilado conservado en bacterias como E.
coli, en lalevadura S. cerevisiae, y en mamiferos como el ratén M. musculusy el ser
humano. También la alfa-tubulina presenta una lisina que se acetila en la posicién
40y la cual se encuentra conservada durante la evolucién (Kim y Yang, 2010).

A la fecha se ha encontrado que el acetiloma humano esta compuesto por
2,585 proteinas con 5,409 lisinas diana, mientras que el fosforiloma humano —
de acuerdo con la base de datos de los sitios de fosforilacion (PHOSIDA)— es de
8,283 proteinas con 24,262 sitios de fosforilacién (Gnad ef al., 2011). El tamano
del acetiloma ha aumentado considerablemente en los ultimos anos y se estima
que éste pudiera ser comparable con el del fosforiloma, siendo éstas dos las modi-
ficaciones postraduccionales mas abundantes en la célula (figura 1).
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FIGURA 1. Comparacion entre el nimero de blancos en el acetiloma y el fosforiloma humanos.
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Regulacion del acetiloma

La homeostasis del acetiloma celular es mantenida por las lisina-acetiltransferasas
(KAT) y las lisina-desacetilasas (KDAC), originalmente conocidas como acetil-
transferasas (HATs) y desacetilasas (HDACs) de histonas, respectivamente, las
cuales se encuentran conservadas desde bacterias hasta el ser humano. La ace-
tilacion es mediada por la transferencia de un grupo acetilo proveniente de una
molécula de acetil-coenzima A (Ac-CoA) al grupo amino-épsilon de un residuo
de lisina. El proceso inverso consiste en la hidrélisis del grupo acetilo y para esta
reaccion se han identificado dos mecanismos mediados por las HDACs que se
describen en la figura 2.
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FIGURA 2. Regulacidn reversible del acetiloma. La flecha gris muestra la acetilacién catalizada por una
acetil-transferasa en la que se transfiere un grupo acetilo de una molécula de acetil-coenzima A (Ac-
CoA) aunresiduo de lisina. La reaccion inversa mostrada en flechas negras cataliza la desacetilacion de
los residuos de lisina por medio de dos mecanismos diferentes. Las desacetilasas de lisinas de la clase
I'y Il mostradas en la flecha negra superior utilizan zinc y producen acetato. A diferencia de lo anterior,
las sirtuinas son dependientes de NAD* y como subproductos de la reaccidn producen 2’-0-acetil ADP-
ribosa y nicotinamida.

[51]



Shaday Michan y Juan E. Castillo

En mamiferos existen 18 desacetilasas de lisinas, las cuales de acuerdo a su
homologia se agrupan en cuatro clases, las HDACs I-IV. En la clase I se encuen-
tran las HDAC:s 1, 2, 3 y 8 que presentan homologia con la desacetilasa Rpd3 de
lalevadura, son de expresién ubicua, se localizan en el nucleo y tienen un tamafio
aproximado de 50 kDa (Mariadason, 2008). La clase II incluye los homélogos
de la Hda-1 de S. cerevisiae y se dividen en dos subclases, la Ila en la que se agru-
pan las HDACs 4, S, 7y 9; y la IIb en las que se encuentran las HDACs 6 y 10.
Los miembros de la clase II tienen un tamano promedio de 120-150 kDa y se
expresan de manera diferencial en los tejidos. Por ejemplo, las HDAC4 y HDACS
se expresan en cerebro, corazén y musculo esquelético y la HDAC6 en corazén,
higado, rifién y pancreas (Grozinger et al., 1999). Los miembros de la clase IIa
son nucleo-citoplasmaticos, mientras que dentro de la clase IIb, HDAC6 es tni-
camente citoplasmatica y HDAC10 tiene ambas localizaciones (Guardiola y Yao,
2002). La HDACI11 forma la clase IV que no presenta homologfa con alguna de
las otras.

Las clases I, I y IV son también conocidas como desacetilasas dependientes
de zinc y presentan homologia en el dominio de desacetilacién por lo que com-
parten un mecanismo enzimético similar (Hernick y Fierke, 2005).

En la clase III se encuentran los siete miembros de la familia de las sirtuinas,
SIRT1-7, homologos del generontogen o gen de longevidad de levadura, Sir2.
Estas desacetilasas son dependientes de NAD* y como productos de la reaccién
generan 2-O-acetil ADP-ribosa y nicotinamida (Hu et al., 2008). Las sirtuinas se
expresan en todos los tejidos. SIRT1 tiene localizacidon nucleo-citoplasmica, es la
mas estudiada en los mamiferos y participa en multiples funciones desde el ritmo
circadiano y la regulacién neuroendocrina hasta la hipertrofia cardiaca, tumorigé-
nesis y el metabolismo energético. SIRT2 es citopldsmica y regula el ciclo celular,
céncer y diferenciacién de oligodendroglia y adipocitos. SIRT3, SIRT4 y SIRT'S
se encuentran en la mitocondria, sin embargo a SIRT4 unicamente se le ha detec-
tado actividad de ADP-ribosil transferasa. SIRT6 se localiza en el nucleo y regula
la homeostasis de la glucosa, la cromatina, la estabilidad gendmica y los teléme-
ros. SIRT7 est4 en el nucleolo y regula la apoptosis (Michan y Sinclair, 2007; Hai-
gis y Sinclair, 2010).
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El acetiloma en el envejecimiento

La acetilacion de la lisinas en las proteinas es un regulador potencial del enveje-
cimiento y de las enfermedades relacionadas con este proceso ya que distintos
factores que regulan el “acetiloma” en la célula como las histonas desacetilasas
Iy II (HDACsS), las sirtuinas y las histonas acetil-transferasas (HATs), también
median el detrimento de diversas funciones bioldgicas dependientes de la edad,
incluyendo el deterioro cognitivo, el cincer y la neurodegeneracién (Puri y Sar-
torelli, 2010). Modificaciones en el acetiloma también estdn relacionadas con la
autofagia, mecanismo de degradacién de los componentes intracelulares por la
magquinaria lisosomal, el cual tiende a disminuir con el envejecimiento (Madeo
etal,2010).

Desde 1935 McCay demostré que la restriccion calérica incrementa la longe-
vidad en mamiferos y varios de los principales cambios experimentados por esta
dieta repercuten en el funcionamiento de las mitocondrias (McCay et al., 1989).
En el estudio de Kim et al. (2006) mencionado anteriormente, se observé que
mas de 20% de las proteinas mitocondriales del higado de raton se encontraban
acetiladas. En 2009, Schwer et al. demostraron que cambios en los niveles de ace-
tilacién de las proteinas mitocondriales del higado y tejido adiposo café (BAT)
ocurrian bajo restriccién calérica. Mientras que en el higado aumentaron los nive-
les de acetilacién, en el BAT disminuyeron. De las proteinas que se detectaron
hiperacetiladas estdn las que participan en la generacion de ATDP, el ciclo de la
urea, el metabolismo de lipidos, el ciclo de los 4cidos tricarboxilicos y la cadena
de transporte de electrones.

Por otro lado Kendrick et al. (2010) demostraron cambios en acetilacién de
proteinas mitocondriales en ratones alimentados con una dieta alta en grasa. En
esta condicién detectaron acetilacion en 193 proteinas de las cuales 90% parti-
cipan en la regulacién del metabolismo de aminodcidos, en el metabolismo de
dcidos grasos, la glicolisis, la gluconeogénesis, las enzimas del ciclo del 4cido tri-
carboxilico, la regulacién redox y la respuesta al estrés. Ademas, Zhao et al. (2010)
demostraron que combustibles extracelulares como los dcidos grasos, los aminoa-
cidos o la glucosa pueden alterar el acetiloma.

En resumen, el acetiloma a nivel molecular es regulado directamente por las
KDACs y KATs que en conjunto modifican los niveles de acetilacion celular en
respuesta a factores externos del medio, los cuales a su vez alteran el envejeci-



Shaday Michan y Juan E. Castillo

miento. A continuacién discutiremos la funcién de las KATs tipo III o sirtuinas
como reguladores maestros del acetiloma y del envejecimiento.

Las sirtuinas y sus dianas del acetiloma

Dentro de la célula los blancos de la sirtuinas incluyen proteinas localizadas en
los diferentes compartimentos celulares como el ntcleo, el citoplasma y la mito-
condria, los cuales desempeifian diversas funciones, desde las que regulan la esta-
bilidad gendémica, la reparacién del DNA y el cancer —como XPA, CtBP, pS3,
p73, STAT3, NFkB y beta-catenina—, hasta proteinas que tienen papeles impor-
tantes en el metabolismo y el estrés oxidativo —como FOXOs 1-4, el activador
de la lipogénesis SREBP-1c, malato deshidrogenasa, isocitrato deshidrogenasa
(Idh2), acil coenzima A deshidrogenasa de cadena larga (LCAD), pgc-1 alfa,
la superoxido dismutasa mitocondrial y 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA sintasa
(HMGCS2) (Michan y Sinclair, 2007; Haigis y Sinclair, 2010; figura 3).

Nuestros estudios en modelos murinos han demostrado que SIRT1 es esen-
cial para las funciones cerebrales normales como la memoria, el aprendizaje y la
plasticidad sindptica (Michan et al,, 2010). En enfermedades neurodegenerativas
se han encontrado que las dianas del acetiloma regulados por sirtuinas desempe-
fan un papel central en el mecanismo molecular que subyace a dichas patologias
como tau y el receptor de 4cido retinoico. Min et al., (2010) demostraron que la
acetilacién de tau hiperfosforilada impide su ubiquitinacién y degradacion via el
proteosoma, promoviendo la acumulacién y la formacién de ovillos neurofibrila-
res en ciertas regiones del cerebro, los cuales estan asociados a las enfermedades
de Alzheimer y de Parkinsonismo ligado al cromosoma 17. En este mismo estudio
demostraron que la sobreexpresién de SIRT1 reduce los niveles totales de tau en
células en cultivo.

Por otra parte, Donmez et al. (2010) utilizaron un modelo murino de Alzhe-
imer y describieron que la activacién de la transcripciéon mediada por SIRT1
protege contra esta enfermedad. El receptor de 4cido retinoico desacetilado por
SIRT1 activa directamente al gen ADAMI0 cuyo producto es la alfa-secretasa.
Esta ultima compite con la beta-secretasa para escindir al precursor de la proteina
amiloide. Mientras que la actividad de la alpha-secretasa protege contra la for-
macion de las placas neurofibrilares, la escision de la beta-secretasa da origen a



El acetiloma y las sirtuinas: dos reguladores maestros del envejecimiento

Proteosoma
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FIGURA 3. Regulacién del acetiloma por las sirtuinas en diferentes compartimentos celulares. En el
nucleo SIRT1 participa en la activacién o inhibicidn de factores de transcripcion como p53, 3-catenina
o el receptor de 4cido retinoico (RARB). En el citoplasma SIRT1 favorece la degradacién de tau hiperfos-
forilada y en la mitocondria SIRT3 activa la sintesis de acetil-coenzima A mientras que SIRTS regula el
inicio del ciclo de la urea.

la formacién de uno de los marcadores de esta enfermedad, los depésitos beta-
amiloides.

Todo esto sugiere que cambios globales en la acetilacién de la lisinas de las
proteinas, o modificaciones en el acetiloma regulan el deterioro de las funciones
celulares que experimentan los organismos con la edad, asi como la longevidad y
las enfermedades asociadas al envejecimiento. Se han estudiado en detalle cada
una de las diversas proteinas que son dindmicamente acetiladas/desacetiladas en
cuanto a las enzimas que las regulan, el efecto que esta modificacién postraduc-
cional tiene sobre ellas y su impacto funcional. Sin embargo, son contados los
estudios globales sobre el acetiloma, se desconoce cémo se regula con el enveje-
cimiento, cudles de las sirtuinas median dichos cambios y si éste pudiera ser un
biomarcador protedmico del envejecimiento.

[55]
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TABLA 1. Proteinas diana de las sirtuinas

Sustrato Sirtuina | Tipo de regulacion Cita
[-catenina Sirtl Inhibe su actividad (Firesteinetal.,
transcripcional y evita la 2008])
proliferacion celular.
Tau Sirt1 Permite su degradacidn por (Minetal., 2010)
medio del proteosoma.
Xeroderma Sirtl Activa el complejo de reparacién | (Fan y Luo,
pigmentosum grupo A (XPA) por escisién de nucleétidos. 2010)
p53 Sirtl Inhibe su actividad y la (Luoetal.,, 2001)
respuesta apoptética
dependiente de p53.
Transductor de sefales y Sirtl Inhibe su regulacién negativa (Nie et al., 2009)
activador de la transcripcién 3 durante la gluconeogénesis.
(STAT3
Coactivador del receptor gamma | Sirtl Activa a este cofactor (Gerhart-Hines et
activado por el proliferador de transcripcional e induce el al., 2007)
peroxisoma-1a (PGC-1at) metabolismo de &cidos grasos
Receptor del dcido retinoico Sirtl Activa al receptor y la (Donmezetal.,
(RARB) transcripcion del gen ADAM10 | 2010)
cuyo producto es un protector
contra el Alzheimer
Acetil-conenzima A sintetasa 2 Sirt3 Activa la formacién de acetil- (Hallows et al.,
(AceCS2) coenzima A 2006)
Carbomoil fosfato sintetasa 1 Sirt5 Activa CPS1 yregula el ciclode | (Nakagawa etal.,
(CPS1) laurea 2009)

Con el desarrollo de las tecnologias émicas —como la protedémica, que
incluye la aplicacién de la espectrometria de masas global (MS)— podemos
actualmente obtener una “imagen global” del proteoma, analizar sus cambios
postraduccionales en una condicién determinada y estudiar cudles de ellos son
mediados por las sirtuinas u otras enzimas que regulan la homeostasis del mismo.
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Perspectivas

La biologia del envejecimiento es un campo de la investigacion bdsica relativa-
mente joven. En la actualidad hay una gran diversidad de metodologias de punta
disponibles para explorar en detalle los procesos moleculares que subyacen al
envejecimiento indispensables para abordar adecuadamente preguntas bioge-
rontoldgicas fundamentales como: ;cudles son los mecanismos que regulan la
prolongacién del estado saludable durante el envejecimiento?, y ;cémo influyen
los distintos niveles de regulacion de las funciones celulares en el envejecimiento
como: la epigenética, transcripcional, postranscripcional, traduccional y postra-
duccional? De estas dltimas, la fosforilacion es la modificacién postraduccional
(PTM) reversible que se conoce con mas detalle, en gran parte debido a la rela-
tiva facilidad de deteccién de la fosforilacién de las proteinas in vitro e in vivo. Sin
embargo, el desarrollo de la proteémica y el andlisis de espectrometria de masas
han permitido descubrir una gran variedad de PTM:s reversibles, como la acetila-
cién, metilacién, ADP-ribosilacién, glicosilacién, ubiquitinacién y sumoilacion,
todos estos mecanismos han emergido recientemente como reguladores poten-
ciales del envejecimiento.

De éstos, la acetilacion ha despertado gran interés ya que una extensa variedad
de proteinas nucleares, citopldsmicas y mitocondriales son reguladas postraduc-
cional y reversiblemente por acetilacion, constituyendo una forma modificada del
proteoma celular conocida como acetiloma, cuya homeostasis es mantenida por
acetilasas y desacetilasas. Las sirtuinas, clasificadas dentro de estas ultimas pero
dependientes de NAD+ y los compuestos activadores o inhibidores de las mis-
mas como el resveratrol, sirtinol, EX-357 y nicotinamida, regulan la acetilacién
de lisinas de las proteinas diana, asi como también la longevidad y diversas fun-
ciones relacionadas con el envejecimiento como el aprendizaje, memoria, neuro-
degeneracion, cncer, inflamacién y metabolismo. Ademds, las sirtuinas parecen
mediar varios de los efectos positivos de la restriccion caldrica en el retraso de los
procesos de envejecimiento. Si bien, varios blancos nucleares y citopliasmicos se
han descrito de la SIRT1, la sirtuina més estudiada de mamiferos, y otros tantos
mitocondriales de la SIRT'3, la acetilacién/desacetilacion de cada uno de ellos se
ha analizado de manera independiente (tabla 1). Sin embargo, por medio de la
implementacion de tecnologias de punta como la proteémica es factible realizar
el andlisis simultidneo de multiples componentes acetilados del proteoma, lo cual
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permite identificar nuevas dianas y resulta una aproximacién experimental alta-
mente informativa, global e integral sobre la dindmica del acetiloma celular en el
envejecimiento.
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Sirtuina 1: papel en el envejecimiento
y en la enfermedad de Alzheimer

Merce Pallas Lliberia," Andrés Jiménez," David Porquet,'
Anna M. Canudas 'y Jaume del Valle!

Resumen

a alteracion de vias neuronales es una de las causas que se relaciona con

el envejecimiento cerebral y los procesos neurodegenerativos ligados al

envejecimiento, que incrementan de forma dramadtica la incidencia de
patologias neurodegenerativas, como la enfermedad de Alzheimer.

Se ha demostrado que la activacion dela familia de las sirtuinas familia de dea-
cetilasas participa en el proceso de senescencia en diferentes especies. La sirtuina
1 se ha caracterizado en los ultimos afios como una proteina reguladora clave en
la supervivencia que se activa con sustancias como el resveratrol o por modifica-
ciones en el estilo de vida, como la restriccion calérica o el ejercicio. Se conoce
que los efectos beneficiosos pueden ser, en parte, debido a la regulacion del meta-
bolismo celular y de la tolerancia al estrés, y desde hace poco se la relaciona con el
proceso de autofagia. En este capitulo se abordan estos dos mecanismos, la via de
la sirtuina y la autofagia, su papel en neurodegeneracion y sus posibilidades como
dianas profilacticas o terapéuticas en enfermedades neurodegenerativas.
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Introduccion

El envejecimiento de la poblacion y los fenémenos migratorios son los hechos
sociolégicos més importantes en este inicio del siglo XXI.

El envejecimiento poblacional empieza a ser un hecho consustancial a los
paises desarrollados. La consecuencia inmediata es el incremento de los proble-
mas sociosanitarios a los cuales contribuyen los siguientes aspectos:

1. Alto indice de envejecimiento poblacional.
2. Existencia de enfermedades asociadas de tipo crénico e incapacitantes.
3. Elevado gasto sanitario en farmacia y en atencién médica.

Hacer frente a las enfermedades relacionadas con el envejecimiento requiere
desarrollar el conocimiento de la predisposicién genética individual y avanzar en
los métodos de diagndstico precoz, asi como en la instauracién de tratamientos
eficaces.

Para ello resulta esencial, en primer lugar, investigar los cambios que se pro-
ducen en el envejecimiento fisioldgico y, por otro lado, los que se desarrollan en
las enfermedades degenerativas asociadas a la edad, como el cancer, las enferme-
dades cardiovasculares, las patologias autoinmunes y los procesos neurodegene-
rativos.

En el sistema nervioso es dificil diferenciar lo que es el envejecimiento nor-
mal del patoldgico, en concreto, a nivel cerebral. Durante el envejecimiento nor-
mal, el cerebro sufre cambios morfoldgicos y funcionales que afectan a la neuro-
transmision, la sinapsis, las neuronas, los arboles dendriticos, la circulacion y el
metabolismo. Dichos cambios se reflejan en alteraciones de los sistemas motores
y sensoriales, en el suefio, la memoria y el aprendizaje (Mariani y col., 2005).

Muchas de estas alteraciones son caracteristicas de enfermedades como el
Alzheimer o el Parkinson, la diferencia con los casos no patolégicos es eminente-
mente cuantitativa (Delacourte, 2002a). La edad desempefia un papel fundamen-
tal en las enfermedades neurodegenerativas. Un ejemplo lo constituye la enfer-
medad de Alzheimer cuya incidencia aumenta de forma exponencial con la edad,
doblandose aproximadamente cada cinco anos a partir de los 65 de edad.



Sirtuina 1: papel en el envejecimiento y en la enfermedad de Alzheimer

Envejecimiento y neurodegeneracion

Estd ampliamente descrito que tanto en el envejecimiento normal como en las
enfermedades neurodegenerativas se produce un incremento del estrés oxidativo
y una disfuncién mitocondrial, que estarian involucrados en la degeneracion de
neuronas hipocampales que desempefan un papel importante en la pérdida de
funcién cognitiva asociada al envejecimiento (Lin y Beal, 2006). Es necesario
destacar que el efecto del envejecimiento producido por el estrés oxidativo afecta
principalmente a células post-mitdticas como son las neuronas, células cardiacas
y de la matriz extracelular, causando defectos en la difusién y comunicacién inter-
celular (Brunk y Terman, 2002).

En las neuronas o en el intersticio de los cerebros de los ancianos considera-
dos normales en su rendimiento intelectual, se encuentran lesiones con acimulos
de pigmentos lipidicos, degeneracion neurofibrilar, placas neuriticas y f-amiloide
oligomerizado.

La gran mayoria de las enfermedades neurodegenerativas se caracteriza pato-
légicamente por la acumulacion de unos agregados filamentosos insolubles pro-
cedentes de proteinas solubles del sistema nervioso central. En el afio 1907, Alois
Alzheimer describi6 por primera vez la presencia de unas placas seniles, formadas
por agregados de P-amiloide y ovillos neurofibrilares de proteina tau hiperfos-
forilada, en el neocértex y en el hipocampo de una paciente que presentaba una
pérdida de memoria y un progresivo deterioro de las funciones cognitivas (Alzhe-
imer, 1907).

A la agregacion extracelular de péptido B-amiloide, formando placas seniles
se le denomina amiloidosis. El péptido f-amilode se genera a partir de la proteina
precursora de amiloide (APP), siendo de pequefio tamafio, aproximadamente de
unos 4 kDa (Beyreuther y Masters, 1991). La APP es una glicoproteina que puede
ser procesada proteoliticamente por dos vias competitivas, la no amiloidogénica
y la amiloidogénica (Kang y col., 1987). Este procesamiento de la APP se realiza
mediante la intervencién de o, B y y secretasas. En la via no amiloidogénica la
o-secretasa corta dentro del dominio AP de la APP y se produce el ectodominio
o.-APP soluble y el fragmento C83 anclado a la membrana. Por esta via se excluye
la formacién de amiloide p generando fragmentos no amiloidogénicos y una
forma de APP que es secretada (Kangy col., 1987; Verdile y col., 2007). En la via
amiloidogénica la p-secretasa libera otras formas solubles, la f-APPs y una regién
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carboxilo terminal que contiene el dominio f-amiloide. El paso final de esta via
amiloidogénica es la proteolisis por la y-secretasa que libera péptidos p-amilodes
de diferentes tamafios. Las formas mas largas, de 42 y 43 aminoécidos (AB-42
y AB-43), se agregan dando lugar a la formacién de las placas seniles (Kang y
col.,, 1987; Verdile y col., 2007). Las formas m4s cortas, de 39 y 40 aminoacidos
(AB-39 y AB-40), se pueden acumular alrededor de los vasos sanguineos (Prelli
y col., 1988) generando lo que se conoce cdmo angiopatia amiloidea cerebral. El
p-amiloide ademds de encontrarse formando depésitos, también se puede hallar
en forma soluble en el plasma y en el liquido cefalorraquideo de los enfermosy de
individuos normales.

La taupatia consiste en la asociacién intracelular de proteina tau en filamen-
tos anémalos (Goedert, 1999). La proteina tau est4 asociada a la formacién de los
microtubulos que mantienen la estabilidad estructural de las neuronas y sirven
de soporte en el transporte axonal. Esta proteina contiene un gran nimero de
serinas y treoninas, muchas de las cuales estdn fosforiladas en condiciones fisio-
légicas normales. Bajo condiciones patoldgicas tau comienza a hiperfosforilarse,
esta modificacién post-traduccional reduce la unién de tau a los microtibulos
favoreciendo su desestructuracién. Con la pérdida de la funcionalidad de tau, dis-
minuye la neurotransmision y el axén pierde su morfologia, lo que conduce a que
la neurona degenere (Grundke-Igbal y col., 1986; Lee y col., 2005). No obstante,
estudios realizados en humanos, han revelado que una gran mayoria de personas
mayores de 75 aios, sin padecer demencia, presentan taupatia en la corteza ento-
rrinal que se extiende a otras partes del cerebro a medida que avanza la edad (Del-
acourte y col.,, 2002a). Ello demuestra que, a diferencia de la amiloidosis que s6lo
se encuentra de forma consistente en condiciones patoldgicas, las agregaciones de
tau son un buen biomarcador para el estudio del envejecimiento ya que también
aparecen en condiciones fisiolégicas en la senescencia (figura 1).

La hiperfosforilacion de tau estd mediada por varias cinasas, fundamental-
mente cinasa dependiente de ciclina S (CdkS) y cinasa de la glicégeno sintasa 33
(Glycogen synthase kinase 3p, GSK3p). La activacion de CdkS$ est4 regulada por
dos proteinas p35 y p39, que son sustrato de las calpainas que las proteoliza a p25
o0 p29 respectivamente, confiriendo actividad cinasa a CdkS (Pei y col.,, 1998).
GSK3p ve modulada su actividad por fosforilaciones o bien por formacién de
complejos (Cohen y Frame, 2001).
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FIGURA 1. Correlacién entre tau y acumulacion de APP con la enfermedad de Alzheimer (Modificado de
Delacourte y col. 2002b).

Sirtuinas

Las sirtuinas son una familia de desacetilasas dependientes de NAD". Las sir-
tuinas estin sorprendentemente conservadas a lo largo de la evolucion, desde
levaduras a organismos eucariotas, hecho que indica que estas proteinas tienen
un papel vital en los procesos fisioldgicos. El primer miembro descubierto fue la
proteina reguladora 2 del silenciamiento de informacién o Sir2 de Saccharomyces
cerevisiae, su funcion principal es la de desacetilar los residuos de lisina de las his-
tonas provocando la compactacién de la cromatina (Blander y Guarente, 2004).

En humanos se han descrito siete sirtuinas con una alta homologia entre
ellas. Todas comparten un dominio catalitico formado por un dominio de unién
a NAD"y otro de unidn al sustrato acetil-lisina. Ademds, todas tienen dominios
variables en los extremos amino y carboxiterminales que regulan su localiza-
cién subcelular y su actividad catalitica (North y Verdin, 2004). Tienen diferen-
tes localizaciones subcelulares, las SIRT1, 3, 6 y 7 son nucleares, y entre ellas la
SIRT7 se encuentra en el nucléolo, yla SIRT6 en la heterocromatina. La SIRT?2 se
encuentra normalmente en el citoplasma, aunque durante la fase G2/M se une a
la cromatina del nicleo. La SIRT3 ademds de en el nticleo, también se encuentra
en la mitocondria juntamente con SIRT4y S (Yamamoto y col., 2007).
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Las sirtuinas ejercen diferentes funciones protectoras a nivel de mecanis-
mos relacionados con la muerte neuronal. Una de esas acciones es a través de la
modificacién de la cromatina ya que la desacetilacién de las histonas permite su
metilacion, silenciando la cromatina y a su vez, en algunos casos, permitiendo la
reparacién del DNA (Fernandez-Capetillo y Nussenzweig, 2004).

Sirtuina 1 regula varios procesos en mamiferos como la muerte celular, la
autofagia, la reparacién del DNA, los ritmos circadianos, el metabolismo y la
neurodegeneracion. Es posible la modulacién de la actividad sirtuina mediante
resveratrol o bien por reduccién del aporte calérico. En respuesta al dafio del
DNA por estrés oxidativo, sirtuina 1 desacetila pS3, este gen supresor de tumores
a través del incremento de la transcripcion de sus genes diana regula procesos de
senescencia y muerte celular en respuesta a diferentes estimulos. La desacetila-
cién de pS3 por sirtuina 1, provoca su desactivacion, reprimiendo la apoptosis
dependiente de p53. Otros sustratos implicados en la reparacion del DNA estin
también regulados por sirtuina 1. Por ejemplo sirtuina 1 desacetila la proteina
reparadora del DNA Ku70, induciendo a que éste interaccione con Bax, impi-
diendo asi que esta proteina proapoptotica se integre en la mitocondria y que se
active la via intrinseca de muerte celular por apoptosis (Jeong y col., 2007).

Por otra parte, sirtuina 1 regula la accién de la familia de factores de trans-
cripcién FoxO, que regulan por transactivacion la funcién de pS3 (Brunte y col,,
2004). Los factores de transcripcion FoxO (1, 3, 4 y 6) inducen la transcripcién
de diferentes genes implicados en respuesta al estrés y supervivencia, incluyendo
proteinas reparadoras del DNA, estrés oxidativo (Mn SOD), inhibicién de la
entrada en el ciclo celular (p27kip1) y apoptosis (BIM). En general, sirtuina 1
favorece senales de supervivencia reguladas a través de FoxO.

Ademés, sirtuinal puede inhibir la muerte celular modulando la actividad
NF-«B, proteina que puede conducir a la apoptosis mediando sobre todo proce-
sos inflamatorios. Dado que, como hemos mencionado, en el envejecimiento y
en la enfermedad de Alzheimer existe un incremento en la transcripcion de genes
ligados a la respuesta inflamatoria en el cerebro, la activaciéon de sirtuina 1 pro-
duce una atenuacion de dicha sobreexpresion, en parte debido al bloqueo de las
acciones proinflamatorias de NFkB (Quivy y Van., 2004).

En relacién a la formacion de placas de f-amiloide, tanto durante el proceso
de envejecimiento como en la enfermedad de Alzheimer, es de especial impor-
tancia mencionar la relacién que se ha establecido entre la actividad de sirtuina
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1 y el incremento en la activacion de las a-secretasas, proteasas implicadas en
el correcto procesamiento del APP (Quin y col., 2006). En algunos modelos de
envejecimiento se ha demostrado niveles reducidos de ADAM10, un miembro
de la familia de las a-secretasas (Gutiérrez-Cuesta y col., 2009). Este fenémeno
se correlaciona con una mayor expresién de los oligbmeros de APP-as que son
agregaciones solubles de AP que se producen en las primeras fases de la enfer-
medad de Alzheimer (Lacor y col., 2004). Concretamente, sirtuina 1 desacetila y
activa el receptor del 4cido retinoico (RARB), que una vez desacetilado estimula
la transcripcién del gen ADAMI0 que codifica para a.-secretasa. El incremento de
esta OL-secretasa, favorece la via no amiloidogénica del procesamiento de APP, y
por tanto disminuye la produccién de B-amiloide y su agregacién (Tippmann y
col,, 2009).

En cuanto a la participacion de sirtuina 1 en la hiperfosforilacion de tau, otra
de las caracteristicas histopatologicas de la enfermedad de Alzheimer, se ha demos-
trado que la activacion de esta desacetilasa en ratones que sobreexpresan la p25
humana, por ejemplo con resveratrol, se traduce en una reduccion de la hiperfosfo-
rilacién de la proteina tau, una reduccion del dafio en hipocampo y una mejora en el
proceso de cognicién en estos animales (Karuppagounder y col., 2009).

Una posible hipétesis que explicaria por qué en la enfermedad de Alzheimer
se produce una inhibicién de la sirtuina 1, serfa el hecho de que se ha demos-
trado que en las zonas cerebrales mas afectadas por la enfermedad se produce una
glucolisis aerdbica, lo que produce una deplecién importante de los niveles de
NAD* que provoca la inhibicién de sirtuina 1 (recordemos que es una deacetilasa
dependiente de NAD*). La inactivacién de sirtuina 1 producira el desequilibrio
en el procesamiento de APP hacia la via amiloidogénica, la oligomerizacién de
amiloide y su agregacion, provocando la disfuncién neuronal y en tltima instan-
cia el deterioro cognitivo (Bonda y col., 2011).

Recientemente se ha demostrado que la activacion de la sirtuina, con resve-
ratrol o con restriccion caldrica, es capaz de activar la autofagia, de forma inde-
pendiente a mTOR o pS3 y, por tanto, se postula que la accién pro-longevidad de
la via sirtuina se produce en parte a través de la autofagia celular (Morselli y col.,
2010).
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Autofagia y neurodegeneracion

La autofagia o autodigestién celular es una ruta implicada en la degradacién de
proteinas y orgdnulos que puede ser importante en la patogenia de algunas enfer-
medades (Oshumi, 2001; He y Klionsky, 2009). Disfunciones en el proceso de
autofagia se asocian con céncer, neurodegeneracion, infeccién y envejecimiento
(Madeo y col,, 2010). Paradéjicamente aunque la autofagia es un proceso de
autodigestion celular y a primera vista, asi como durante mucho tiempo, se podria
considerar un proceso de muerte celular, la autofagia es un proceso protector de la
célula (Kroemer y Levine, 2008).

No parece légico que un proceso de autodigestion pueda ser beneficioso,
pero en casos de falta de nutrientes la célula se ve obligada a utilizar sus propios
recursos para sobrevivir. Asi, por ejemplo, en la vida diaria durante los periodos
de ayuno entre las comidas, la autofagia se activa en el higado para mantener sus
funciones metabdlicas (Mizushima y Klionsky, 2007). Existen varios tipos de
autofagia entre los que se encuentran la macroautofagia, la microautofagia y la
autofagia mediada por chaperonas (CMA: chaperone mediated autofagia). En la
microautofagia se fagocitan grandes estructuras celulares a través de mecanismos
selectivos, mientras que en la macroautofagia se fagocitan de forma no selectiva.
La autofagia mediada por chaperonas es responsable de la degradacién selectiva
unicamente de proteinas solubles.

La autofagia aumenta la supervivencia celular en estados de deprivacién de
nutrientes o de factores de crecimiento, de estrés del reticulo endopldsmico, de
desarrollo, de infecciéon microbiana y de enfermedad por acumulacién de agre-
gados de proteinas (Tasdenir y col., 2008). El estrés metabélico es comtn en
los procesos neurodegenerativos —como hemos visto—, lo cual aumentaria la
autofagia y, en consecuencia, podria aumentar la supervivencia celular (Morselli
y col,, 2009). Experimentos bloqueando genes asociados con la autofagia parecen
acelerar la muerte celular; sin embargo, existen excepciones como la activacién
descontrolada de la proteina beclina 1, involucrada en la autofagia, que produce
un aumento de la muerte celular (Boya y col. 2005; Gonzélez-Polo y col., 2005).
Esto puede deberse a una activacion de la apoptosis o a una degradacién masiva
de contenido citoplasmatico. Las interrelaciones entre la autofagia que funciona
primariamente como mecanismo de supervivencia celular y la apoptosis, que es
una ruta que conduce inevitablemente a la muerte celular, son complejas (Gon-
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zélez-Polo y col., 2005; Wu y col., 2009). Los dos mecanismos son regulados por
factores comunes, comparten componentes y se influyen mutuamente. Muchas
sefiales de activacion de apoptosis inducen también autofagia y existen sefiales
que inhiben ambos procesos (Galluzi y col., 2008a). Hasta ahora los intrincados
mecanismos moleculares entre ambos estin ain por determinar.

La macroautofagia y la autofagia mediada por chaperonas (CMA) también
disminuyen con la edad (Galluzi y col, 2008b). Esto indica que la autofagia es un
proceso clave en el envejecimiento. De esta forma existen modelos de ratén con
la autofagia alterada en los que el fenotipo de envejecimiento es dramético (Hara
y col., 2006; Komatsu y col., 2006). En la misma direccién existen experimentos
en los que la restriccion caldrica reduce el envejecimiento, probablemente debido
a los bajos niveles de insulina que tienen una accidn activadora de la autofagia
(Young y col,, 2009). Este estado de deprivacién de nutrientes estimulador de
la autofagia es también el objetivo de algunos nuevos tratamientos anti-envejeci-
miento basados en firmacos anti-lipoliticos o por ejemplo la accién longeva de la
restriccion calérica (Kaeberlein, 2008).

Cada vez aparecen mas evidencias que demuestran la existencia de alteracio-
nes en los procesos de autofagia en muchas enfermedades neurodegenerativas. Es
especialmente necesaria en tejidos en los que las células no se dividen tras la dife-
renciacion, como es el caso de neuronas o miocitos (Carreira y col., 2010). Una
caracteristica comun del envejecimiento celular es la acumulacién de proteinas y
organulos danados. Estos depositos alterados son especialmente negativos en las
células diferenciadas. Estudios recientes demuestran que la degradacion de pro-
teinas mutadas que se generan en muchas enfermedades neurodegenerativas es
muy dependiente de la autofagia. Entre ellas las proteinas que contienen secuen-
cias de poliglutamina causantes de enfermedades como el Huntington o la ataxia
espinocerebelosa y las formas de alfa-sinucleina que causan el Parkinson familiar
(Rubisztein y col., 2006; Madeo y col., 2009). En la enfermedad de Alzheimer se
han observado alteraciones en los procesos de autofagia (Ling y Salvaterra, 2009).
En las neuritas distroficas que aparecen en la enfermedad de Alzheimer parece
producirse una acumulacién de estructuras de tipo autofagosomas que no aca-
ban de madurar hacia autolisosomas, porque no se unen a lisosomas (figura 2).
Ademis el f-amiloide puede producirse en estas estructuras ya que contienen las
proteasas necesarias para su produccion en los restos de reticulo endopldsmico
secuestrado que contienen (Ling y Salvaterra, 2009, 2011).
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FIGURA 2. Esquema del proceso autofagico.

Muchos autores indican que defectos en la autofagocitosis son la causa de la
agregacion proteica en diversas enfermedades, y por tanto, favorecer o potenciar
la autofagia podria tener un efecto profilictico/terapéutico. En esta linea, estudios
recientes han demostrado que inductores de la autofagia, como por ejemplo la
rapamicina y la trehalosa, reducen los agregados en ratones mutantes para hun-
tingtina (Ravikumar y col., 2004; Sarkar y col., 2007, 2009).

Es razonable pensar que la autofagia es una diana terapéutica prometedora
para algunas enfermedades neurodegenerativas (Gottlieb y Carreira, 2010). Asi,
se ha demostrado en modelos de Drosophila y ratén en que la estimulacién de
la autofagia mediante inhibidores de la proteina mTOR protege de la neurode-
generacion que se produce en los modelos de enfermedades por poliglutaminas
(Sarkar et al., 2009).

Parece demostrado que la activacién de la autofagia puede aumentar la lon-
gevidad, por tanto no es sorprendente que factores bien conocidos de longevidad
como sirtuina 1, FoxO y pS3 puedan estar implicados en la activacion del proceso
autofdgico; al contrario que mT'OR o NF«xB, que como mediadores de senescen-
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cia celular, también estdn implicados en la inhibicién del proceso autofégico (Sal-
minen y col, 2008; Jung y col.,, 2009).

Recientemente se ha demostrado que la activacién de la sirtuina, con resve-
ratrol o con restriccion calérica es capaz de activar la autofagia, de forma inde-
pendiente a mTOR o p53, y por tanto se postula que la accién pro-longevidad de
la via sirtuina se produce en parte a través de la autofagia celular (Morselli et al.,
2010; Morselli et al., 2009).

Ademas, estudios recientes parecen indicar que los genes de la beclina 1y
el gen atgS funcionan como guardianes de la integridad del genoma. Asi se ha
visto que células inmortalizadas con pérdida de uno o ambos alelos de estos genes
muestran dafio en el DNA, amplificacion de genes y aneuploidia, especialmente
si existe isquemia, ademas de elevada tumorigenicidad (Chen and Karantza-Wad-
sworth, 2009).
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Resumen

e sabe que la epilepsia es un trastorno comun en sujetos de edad avanzada y

que su tratamiento difiere del de sujetos de otras edades. Entre los factores

que interfieren con estas diferencias estan la hipersensibilidad a las drogas
antiepilépticas asi como cambios en su farmacocinética, que se producen en los
sujetos de edad avanzada. Un factor importante por considerar es el cambio que
presentan los receptores a diferentes neurotransmisores a lo largo de la vida, lo cual
redunda en que la edad de los sujetos sea esencial para el tratamiento de la epilepsia
con drogas antiepilépticas y para que haya un buen control de la misma. En el pre-
sente capitulo se describen algunos cambios en receptores de diferentes sistemas de
neurotransmision asociados a la edad, en sujetos normales y con epilepsia.

Epilepsia y envejecimiento

La epilepsia es una alteracion del sistema nervioso central que se caracteriza por
una excitabilidad excesiva de la actividad neuronal. Se manifiesta por crisis recu-
rrentes, espontdneas e impredecibles. Las crisis parciales complejas del 16bulo
temporal denominadas epilepsia del 16bulo temporal (ELT) son las més frecuen-
tes y constituyen 70% de los pacientes con epilepsia. Las bases neurobioldgicas de
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la epilepsia involucran alteraciones de las funciones neuronales a varios niveles,
con un desbalance entre sistemas de neurotransmision de tipo excitador e inhibi-
dor (Engel, 1996).

Por otra parte, el envejecimiento se define como la pérdida progresiva de
los procesos fisioldgicos necesarios para mantener la homeostasis del organismo
en condiciones 6ptimas. La epilepsia es un trastorno comun en sujetos de edad
avanzada (mayores de 75 afios), y se produce principalmente como consecuen-
cia de enfermedades cerebrovasculares. La alta susceptibilidad del cerebro viejo
a presentar epilepsia se asocia al decremento progresivo en el nimero de neu-
ronas y alteraciones en circuitos de distintas poblaciones neuronales asociados
con la edad. Por otra parte, las personas de edad avanzada presentan una mayor
susceptibilidad a sufrir dafio neuronal como consecuencia de las crisis epilépticas
(DeToledo-Morell et al., 1988).

En general, el tratamiento farmacoldgico en la vejez difiere al de otras edades
de la vida como consecuencia de cambios farmacocinéticos que se presentan con
la edad, los cuales involucran alteraciones en la absorcion, metabolismo y elimina-
cion de las drogas. Al respecto se sabe que la eliminacién de varias drogas es lenta
en los sujetos viejos, principalmente debido a una reduccion del flujo sanguineo
hepético y renal. Con respecto a los niveles de albumina sérica, éstos disminuyen
con la edad avanzada por lo que existe una baja unién de los firmacos a proteinas
séricas y se incrementa la fraccion libre de los mismos. Esta situacion alarga la
vida media de las drogas por encima de los valores obtenidos en sujetos adultos
jovenes y aumenta el riesgo de presentar efectos toxicos, especialmente para las
drogas con una unién importante a proteinas. Por lo anterior, los sujetos viejos
con frecuencia son mas sensibles a los efectos inducidos por la fraccion libre de las
drogas. En ellos, a diferencia de los sujetos jovenes, el tratamiento con farmacos
antiepilépticos debe iniciarse a dosis bajas e incrementarse de manera progresiva
(Engel, 1996).

Es importante considerar que las enfermedades concomitantes e hipersen-
sibilidad a los firmacos antiepilépticos pueden disminuir el rango terapéutico y
complicar los aspectos farmacocinéticos en esa etapa de la vida. A través del uso
de modelos animales se sugiere que la alta susceptibilidad de sujetos viejos a la
actividad epiléptica puede estar relacionada a cambios cerebrales asociados con
la edad, tales como el decremento de las neuronas GABAérgicas en el hilus del
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hipocampo (Shetty y Turner, 1998) y cambios en la microvasculatura (Moora-
dian y McCuskey, 1992).

Existen evidencias de que la integridad funcional de varios sistemas de neu-
rotransmision se altera con el proceso del envejecimiento. En particular, los cam-
bios de los receptores con la edad son relevantes debido a que, a través de ellos,
los neurotransmisores o substancias exdgenas activan sistemas de transduccién
intracelular y asi inducen efectos especificos. A continuacién se describen algunas
evidencias que existen en relacién a cambios en receptores de sistemas de neuro-
transmision especificos relacionados con el envejecimiento solo y con la epilepsia.

Receptores a dopamina (DA)

La DA es una catecolamina que cumple funciones de neurotransmisor en el sistema
nervioso central. Estd involucrada en el comportamiento y la cognicion, la actividad
motora, la motivacién y la recompensa, la regulacion de la produccion de leche, el
suefio, el humor, la atencién y el aprendizaje. Para inducir sus efectos, la DA se une
a varios subtipos de receptores, entre los que se encuentran los D1 y D2, los cuales
inducen efectos excitadores e inhibidores, respectivamente (Starr, 1996).

Estudios realizados por tomografia de emisién de positrones (PET, por sus
siglas en inglés) revelan que la unién al receptor D2 en sujetos sanos (19 a 73
afios) disminuye significativamente en el ntcleo caudado, putamen y corteza
frontal. Este efecto se relaciona con la edad ya que existe un decremento de 1%
por afio a partir de los 18 aflos (Wong et al., 1984,1997). Con respecto al receptor
D1, existe una disminucién en su unidn asociada con la edad en é4reas cerebrales
especificas, como es el nucleo caudado (6.9% por década), putamen (7.4% por
década) y corteza occipital (8.6% por década) (Wang et al., 1998). Estas eviden-
cias sugieren que los cambios en la funcién cognitiva y en la coordinacién de la
actividad motora que acompanan con frecuencia al envejecimiento se correla-
cionan con cambios en las funciones mediadas a través de la activacion de estos
receptores (Volkow et al., 1998).

Evidencias obtenidas en nuestro laboratorio indican un incremento en la
expresion de la proteina y en la unidn a los receptores D1 en la neocorteza tem-
poral de pacientes con epilepsia del 16bulo temporal mesial (ELTM). Lo ante-
rior resulta relevante en la fisiopatologia de dicho trastorno debido a que los
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receptores D1 inducen efectos excitadores (Starr, 1996), los cuales pueden estar
involucrados en la propagacién de la actividad epiléptica de la neocorteza a otras
dreas cerebrales. El aumento en la unién de los receptores D1 en los pacientes
con ELTM se correlaciona negativamente con la edad de inicio de la epilepsia,
sugiriendo mayores niveles de unién a los receptores D1 en sujetos que inician
el padecimiento en edades tempranas (Rocha ef al., en proceso), situacién que
puede estar relacionada con la farmacorresistencia de dicho trastorno.

En cuanto a los receptores D2, los cuales inducen efectos inhibidores, su
unién no se modifica en los pacientes con ELTM. Sin embargo, llama la atencion
que existe una mayor unién al receptor D2 cuando la epilepsia se inicia a edades
tardias y cuando su duracion es corta. Es posible que si los receptores D2 tienen
un papel inhibitorio en la neocorteza cerebral, éste sea preponderante al inicio del
padecimiento (Rocha et al., en proceso).

Receptores a serotonina (5-HT)

La 5-HT es una monoamina que en el sistema nervioso central desempena un
papel importante como neurotransmisor en la regulacion de la conducta, la tem-
peratura corporal, el suefio, el vomito, la sexualidad, el apetito y en la depresion.
La activacién de los receptores a S-HT puede inducir efectos excitadores o inhibi-
dores, dependiendo del subtipo de receptor activado. Asi mismo, las alteraciones
en la funcién de dichos receptores durante el envejecimiento pueden contribuir a
la alta incidencia de trastornos de la conducta de las personas de edad avanzada,
tales como depresion. Al respecto, a través de estudios de PET se sabe que existe
una reduccién de mas de 50% en la densidad de los receptores S-HT,, y S-H, en
la corteza cerebral de personas de edad avanzada (61 a 76 afios), en comparacion
con personas de 18 a 29 afios de edad (Arranz et al., 1993; Rosier et al., 1996;
Meltzer et al., 1998).

En relacion a los receptores S-HT ,, estudios de auto-radiografia en tejido
post mortem sugieren que la unidn a este receptor disminuye en la corteza, hipo-
campo y nucleo del rafe de sujetos de edad avanzada (Dillon et al.,, 1991), efecto
asociado a una disminucién en su afinidad. Sin embargo, la capacidad de los
receptores Mu para estimular a la proteina G con la cual estin acoplados no se
modifica con la edad (Gonzélez-Maeso et al., 2002). Sin embargo, estos cambios
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no se reflejan en estudios de PET in vivo (Arranz et al.,, 1993), probablemente
debido alas diferencias entre las técnicas usadas para estudiar al receptor S-HT .

Conrespecto ala ELTM, se describe que los pacientes con una larga duracién
de la epilepsia presentan una mayor reduccién en la uni6n a los receptores S-HT,
(capasIII-IV) y S-HT, (capas III-1V, V-VI) (Rocha et al., 2007). Por lo anterior, es
posible que los sujetos de edad avanzada presenten niveles muy bajos de dichos
receptores después de una larga evolucién del padecimiento. Por el contrario, la
unioén al receptor S-HT |, y al transportador a S-HT no presenta ninguna correla-
cién con el tiempo de evolucién de la epilepsia, sugiriendo que los cambios aso-
ciados a esta ultima son especificos para los receptores S-HT,y 5-HT, (Rocha et
al,, 2007).

Receptores de acetilcolina

La acetilcolina es un éster de acido acético y colina que estd ampliamente distri-
buida en el sistema nervioso central y en el sistema nervioso periférico. La acti-
vacion de los receptores a la acetilcolina participa en funciones de aprendizaje,
memoria, sueo/vigilia y movimiento.

En relacion ala vejez, estudios post mortem indican una pérdida de receptores
muscarinicos y nicotinicos en la corteza frontal, y un incremento a nivel talimico
(Nordberg et al., 1992). Estudios de PET en sujetos de 18-75 afios sugieren una
disminucién de hasta 50% de la unién a los receptores muscarinicos en corteza
frontal, parietal, occipital, temporal, cuerpo estriado, hipocampo y tilamo en
sujetos de edad avanzada (Dewey et al., 1990; Suhara et al., 1993).

La activacion del sistema colinérgico se ha asociado a la generacién y propa-
gacion dela actividad epiléptica (Brudzynski et al., 1995). Utilizando la técnica de
autorradiografia, previamente describimos que en los focos epilépticos neocor-
ticales existe un aumento en la unién a los receptores muscarinicos (Ondarza et
al., 2002). Por el contrario, en pacientes con ELTM estudios de PET indican un
decremento en la unién alos receptores muscarinicos en el hipocampo epiléptico,
amigdala y corteza temporal (Boundy et al., 1996). Es posible que estos cambios
se asocien a los trastornos en aprendizaje y memoria que presentan los pacientes
con ELTM. Sin embargo, se requerirdn estudios que relacionen a la unién y fun-
cionalidad de los receptores a acetilcolina con la epilepsia y la edad.
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Receptores opiodes Mu

Los receptores a opioides Mu estin ampliamente distribuidos en todo
el sistema nervioso central humano con una ubicacién especial en ganglios basa-
les, corteza, tdlamo, columna vertebral y los nicleos del tronco cerebral (Cross et
al., 1987; Pilapil et al., 1987). Dicha distribucién anatémica permite entender las
distintas funciones de este receptor en la conducta, control motor, modulacién
de la nocicepcion y de la regulacion visceral. La evaluacién in vitro e in vivo del
cerebro de sujetos sanos de 1 a 88 afios de edad, indica que los receptores Mu
presentan un incremento en su afinidad y funcionalidad dependientes de la edad
(Gross-Isseroff et al., 1990; Gabilondo et al.,, 1995; Gonzéiles-Maeso et al., 2002;
Cuéllar-Herrera et al., 2010; Zubieta et al., 1999).

En la epilepsia, los receptores Mu median efectos duales, esto es, facilitan el
proceso de epileptogénesis, y también aumentan la refractoriedad a crisis subse-
cuentes durante el periodo postictal (Rocha y Engel, 1991). Utilizando modelos
experimentales, se sabe que en ratas viejas que han sufrido estado epiléptico por
el acido kainico existe un decremento de la unién a receptores a opioides Mu en
dreas cerebrales especificas como son la amigdala cerebral, substancia negray cor-
tezas enthorinal y piriforme (Pérez-Cruz y Rocha, 2002), las cuales estn involu-
cradas en la propagacion de la actividad epiléptica (McIntyre, 1986; McNamara
et al., 1986). Si los receptores Mu inducen un efecto antiepiléptico, su reducciéon
puede estar facilitando la actividad epiléptica en el cerebro de sujetos viejos. Por
el contrario, en pacientes con ELTM, estudios de autorradiografia in vitro revelan
que el establecimiento de la epilepsia a edades tardias de la vida se asocia con
niveles altos de unién y funcionalidad de los receptores Mu en la corteza tem-
poral, ipsilateral al foco epiléptico. Estos cambios no se observan en otro tipo de
receptores a opioides como son los de nociceptina (Rocha et al,, 2009). La dife-
rencia entre los resultados obtenidos en modelos animales y pacientes con ELTM
puede deberse a que estos tltimos fueron sujetos con epilepsia farmacorresistente
y conuna larga evolucién de la epilepsia, caracteristicas que deben de ser reprodu-
cidas en modelos animales en futuros experimentos.



Envejecimiento, receptores y epilepsia

Conclusion

En el presente capitulo se describen los cambios que la epilepsia induce en dife-
rentes receptores de neurotransmisores especificos en el cerebro humano. El estu-
dio de biopsias del cerebro de sujetos con epilepsia farmacorresistente obtenidas
durante la cirugia de epilepsia permite tener un mejor conocimiento de los cam-
bios a nivel de receptores, y asi, disefar nuevas estrategias terapéuticas enfocadas
a evitar la actividad epiléptica, la epileptogénesis y el dano neuronal que resulta
de ambas.

A pesar de que existen varias desventajas en el uso de tejido de humanos, es
posible hacer correlaciones entre los cambios obtenidos y variables clinicas de los
pacientes con epilepsia, lo cual permite sugerir factores que puedan estar involu-
crados en las alteraciones producidas por la epilepsia. Uno de estos factores es la
edad de los sujetos y los cambios cerebrales que esta condicién conlleva, tal como
la disminuci6n de la poblacién neuronal. Asi mismo, resulta relevante correlacio-
nar en los sujetos viejos alteraciones conductuales y psiquidtricas con cambios en
receptores de diferentes sistemas de neurotransmision, lo cual permitird sugerir
posibles mecanismos asociados a los trastornos que coexisten con la epilepsia, tal
como la ansiedad y depresion.

Finalmente, es importante tratar de reproducir las condiciones observadas en
los pacientes con epilepsia en modelos animales, con propésito de utilizar estos
ultimos para la busqueda de nuevas estrategias terapéuticas.
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El papel de la via intranasal en las
enfermedades neurodegenerativas

Argelia E. Rojas Mayorquin"? y Daniel Ortuiio Sahagiin®

Resumen

El sistema olfatorio tiene un papel primordial en la fisiologia y en la calidad de
vida de los animales. En diversos estudios se ha demostrado que el déficit en las
funciones olfatorias precede a los clésicos sintomas de algunas enfermedades
neurodegenerativas, como la enfermedad de Alzheimer (EA), la enfermedad de
Parkinson (EP) y el complejo parkinsonismo-demencia de Guam, sin embargo la
causa primaria de estas enfermedades contintia siendo desconocida. En particu-
lar, la EP se caracteriza por una marcada pérdida de neuronas dopaminérgicas en
la sustancia nigra pars compacta. Asi mismo, algunos reportes han identificado una
disminucién de neuronas dopaminérgicas también en los tubérculos olfatorios.
La hiposmia puede preceder a los signos motores de la EP y al déficit cognitivo
dela EA. Lo cual apoya el importante papel complementario de las pruebas olfa-
torias en el diagnéstico y manejo de las mencionadas patologias. Recientemente
se ha demostrado que el MPTP administrado por via intranasal es capaz, incluso
en una sola dosis, de producir una pérdida selectiva de neuronas dopaminérgicas
en la sustancia nigra pars compacta, lo que permite postularlo como un adecuado
modelo experimental para el estudio de la EP y reactiva la polémica en torno ala
hipétesis olfativa como una de las probables causas en el origen de enfermedades
neurodegenerativas.
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Introduccion

Elsistema olfatorio tiene un papel primordial enla fisiologia y enla calidad de vida
de muchos animales, es crucial para la provisién de alimentos, el apareamiento, el
cuidado maternal, la deteccion de predadores y muchos otros aspectos del com-
portamiento social. El érgano central del sistema olfatorio es el bulbo olfatorio,
cuya estructura y conexiones han sido objeto de numerosas investigaciones desde
los tiempos de Santiago Ramén y Cajal (Valverde, 2003).

En diversos estudios se ha demostrado que el déficit en las funciones olfato-
rias precede alos cldsicos sintomas de algunas enfermedades neurodegenerativas,
como la enfermedad de Alzheimer (EA), la enfermedad de Parkinson (EP) y el
complejo parkinsonismo-demencia (CPD) de Guam (Doty et al., 1991). En el
caso de la EP, la pérdida del olfato y las funciones cognitivas preceden a los sin-
tomas motores que la caracterizan, por lo que la realizacién de pruebas olfatorias
podria contribuir al diagnéstico temprano de esta enfermedad (Doty et al., 1988;
Stern et al., 1994; Tissingh et al., 2001; Becker ef al., 2002; Santin et al., 2010).
Por otra parte, las disfunciones olfatorias en la deteccién, discriminacion e identi-
ficacion de olores no son especificas de las enfermedades neurodegenerativas. El
olfato puede afectarse por desérdenes transitorios, como las rinitis, o por algunos
hébitos, como el tabaquismo, sin que esto conlleve al desarrollo de una patologia
como la EP. Sin embargo, se ha demostrado que las pruebas olfatorias pueden
discriminar entre pacientes con EP en comparacién con controles sanos con una
sensibilidad de 88% y una especificidad de 83% (Tissingh et al., 2001).

Entre las enfermedades neurodegenerativas, las principales alteraciones olfa-
torias han sido reportadas en la EP familiar y en la demencia de cuerpos de Lewy
(entidad clinico-patolégica recientemente descrita y con frecuencia mal diagnos-
ticada como EP o EA), pero no en la parélisis supranuclear progresiva (entidad
neurodegenerativa caracterizada por la pérdida del equilibrio y problemas para
controlar los movimientos oculares), ni en el tremor esencial (denominado “de
accién”; Liberini et al., 2000).

Aligual que en la EP, la causa primaria de muchas enfermedades neurodege-
nerativas continua siendo desconocida. Estudios epidemioldgicos han revelado
que la incidencia de la EP se ve incrementada como consecuencia a la exposicién
de ciertas toxinas ambientales (Gorell ef al., 1998). Por lo que la hipétesis del
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“vector olfatorio” postula que la EP puede ser originada o catalizada por agentes
que ingresan el cerebro a través de la mucosa olfatoria (Doty, 2008).

La pérdida del olfato en las enfermedades neurodegenerativas

La EP es una patologia neurodegenerativa, progresiva y debilitante, que se carac-
teriza en sus etapas clinicas avanzadas por un mal funcionamiento del sistema
motor, que ocasiona rigidez en las extremidades, bradicinesias o lentitud de movi-
mientos, arrastre de los pies, marcha anormal, alteraciones de la postura y pérdida
de la coordinacidn, asi como un temblor de reposo denominado “pill-rolling”. Esta
sintomatologia se acompana también de rigidez muscular facial, lo cual es cono-
cido como “rostro de méscara”. La EP afecta de 1% a 2% de la poblaciéon mayor
de 50 afios de edad y la expectativa de vida después de realizado el diagndstico es
de aproximadamente 15 anos. El curso de la enfermedad puede dividirse en una
etapa pre-sintomdtica y una etapa sintomdtica y el proceso patolégico progresa
durante varios afios (revisado en Rojas-Mayorquin y Ortufio-Sahagtn, 2010).

La caracteristica anatomica identificable en los tejidos de pacientes con EP es
la disminucién en el nimero de neuronas que contienen neuromelanina, locali-
zadas en la sustancia nigra pars compacta (SNpc) en el cerebro medio. Estas neu-
ronas dopaminérgicas proyectan sus axones tanto al cuerpo estriado como a otras
regiones subcorticales (figura 1). Los primeros sintomas clinicos se manifiestan
cuando aproximadamente 60% de las neuronas de la SNpc ya han muerto (Ger-
man ef al., 1989) y se ha reducido en 70% la capacidad de respuesta a la dopamina
(Macetal., 2002).

Algunos reportes neuropatoldgicos han identificado una disminucién de las
neuronas dopaminérgicas también en los tubérculos olfatorios (Liberini et al.,
2000). Por otro lado se ha demostrado, en modelos murinos de neurodegenera-
cién, una disminucién del nimero de neuronas positivas para la enzima tirosina
hidroxilasa (TH) en los glomérulos olfatorios (figura 2).

La disminucién de la capacidad para identificar olores se presenta en la mayo-
ria de los pacientes con EP idiopética. Esta alteracion es bilateral y estable a través
del tiempo, se presenta en etapas muy tempranas del desarrollo de la enfermedad
y lo hace independientemente de la administracién de medicamentos antiparkin-
sonianos, ademds de que no se ha relacionado con los diferentes estadios de la
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A. Normal B. Parkinson

Huclas
caudado

Via nigro-
estriatal

FIGURA 1. Neuropatologia de la enfermedad de Parkinson. (A] Representacion esquemética de la via
nigro-estriatal normal. Esta via esta compuesta por neuronas dopaminérgicas cuyos cuerpos celulares
se encuentran localizados en la sustancia nigra pars compacta (SNpc, flechas cortas). En la fotografia
se muestra la pigmentacién de la SNpc producida por la neuromelanina de las neuronas dopaminérgi-
cas. (B) Representacién esquematica de la via nigro-estriatal en la EP. En la EP la via nigroestriatal ha
degenerado (linea discontinua y linea delgada). La fotografia muestra la despigmentacién de la SNpc
producto de la pérdida de las neuronas dopaminérgicas (modificado de Dauer y Przedborski, 2003).
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Control MPTP

Bulbo olfatorio

—_—

Neuronas TH positivas
(células por campo)
.

Control MPTP

FIGURA 2. Neuropatologia en el bulbo olfatorio de modelos de EP. Se muestra la disminucién en los
niveles de TH en los glomérulos olfatorios (A) después de 20 dias de haber realizado la administracion
intranasal de MPTP en comparacién con el control. La cuantificacion (B) del nimero de neuronas TH(+)
evidencia una disminucién de 55% (Prediger et al., 2010).

enfermedad, ni conla intensidad de las disfunciones motoras y cognitivas. A pesar
de la importante disminucion en la capacidad olfativa, la mayoria de los pacien-
tes con EP no se percata de ella hasta realizar una prueba olfatoria (Doty et al,
1988,1992a, 1992b; Quinn et al,, 1987; Ward et al,, 1983).

En la enfermedad de Alzheimer (EA) la neurodegeneracién se presenta a
nivel de la corteza cerebral y regiones subcorticales. Sus principales manifesta-
ciones clinicas son el deterioro cognitivo (pérdida de la memoria y capacidades
mentales) y los trastornos conductuales (para mayor informacién revisar los capi-
tulos sobre Alzheimer en este libro). La EA se acompana de disfunciones olfato-
rias (Djordjevic et al., 2008), y éstas aparecen antes de que los sintomas clinicos
se manifiesten completamente, sin embargo se desconoce qué tan temprano en
el curso de la enfermedad ocurre dicho déficit. En un estudio clinico de segui-
miento se determind que 31% de los individuos que sdlo presentaban de un leve
amoderado deterioro cognitivo al momento de la prueba olfatoria, desarrollaron
la sintomatologia clasica de la EA (Fusetti et al., 2010).

La hiposmia puede preceder a los signos motores de la EP y al déficit cogni-
tivo de la EA. Lo cual apoya el importante papel complementario de las pruebas
olfatorias en el diagndstico y manejo de las mencionadas patologias (Eibenstein
et al., 2005).
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Modelo experimental de la via intranasal

Son varios los modelos experimentales que han sido desarrollados para el estudio
de los mecanismos subyacentes en el desarrollo de la EP: uso de toxinas, animales
transgénicos, bacterias, lesiones, etc. (revisado en Rojas-Mayorquin y Ortufio-
Sahagtin, 2010). Probablemente el modelo experimental de mayor avance es el
que utiliza las propiedades neurotdxicas selectivas del MPTP (1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetrahidro-piridina) para producir una degeneracion nigral selectiva y por
lo tanto parkinsonismo (Davis et al., 1979; Langston et al., 1983a, 1984a; Smeyne
y Lewis, 2005). Las secuelas de la degeneracién que ocurren tras la administra-
ci6on de MPTP en animales ha resultado ser un modelo util de la EP, debido a que
induce una patologia similar a la presentada en los humanos y provee del primer
modelo efectivo de la EP en primates no humanos (Burns et al., 1983, 1984).

EI MPTP es una toxina xenobidtica que ocasiona la destruccién selectiva de
las células dopaminérgicas de la sustancia nigra, lo cual se asocia a un sindrome
parkinsoniano, tanto en el ser humano como en los primates no humanos, cuando
se administra por via parenteral (Burns et al., 1983; Jenner et al., 1984; Langston
et al., 1983a, 1984a,b). Con base en esta observacion, Calne y Langston (1983)
propusieron la hipétesis de que la EP idiopatica podria ser causada por toxinas
ambientales que, como el MPTDP, serfan capaces de inducir una degeneracién
selectiva e irreversible de neuronas dopaminérgicas mesencefélicas. En roedores,
se ha demostrado que Ginicamente algunas cepas especificas de ratones son sensi-
bles a la administraciéon del MPTP (Heikkila et al., 1984; Sundstrom et al., 1987;
Riachi y Harik, 1988; Hamre et al., 1999; Mitra et al., 1994).

Se ha sugerido que la EP idiopdtica podria estar provocada por contaminan-
tes ambientales con propiedades toxicas semejantes al MPTP (revisado en Rojas-
Mayorquin y Ortufio-Sahagtn, 2010). La estructura del neurotéxico MPTP
es similar a una gran cantidad de agentes ambientales, que incluyen herbicidas,
como el paraquat (Di Monte et al., 1986) y algunos insecticidas de jardin, como
la rotenona, de los cuales se ha demostrado que inducen degeneracién de células
dopaminérgicas, sin embargo los mecanismos de accién de cada uno son diferen-
tes (revisado en Smeyne y Lewis, 2005). El estudio de los mecanismos de cada
una de estas toxinas puede conducir a la identificacion de la via comun que sub-
yace a la afectacion inducida por dichas toxinas.
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Recientemente, se ha demostrado en el modelo murino que ratones tratados
con infusién intranasal de MPTP padecen los sintomas progresivos de la EP, que
incluyen la degeneracién de neuronas dopaminérgicas (Prediger et al., 2010). En
este trabajo se demostrd que la mayoria de las alteraciones que presentan los rato-
nes C57BL/6, que previamente fueron expuestos a una unica dosis intranasal de
MPTP (figura 3), fueron similares a las observadas en las fases tempranas de la
EP. Los ratones presentaron una pérdida moderada de neuronas dopaminérgi-
cas nigrales, lo que ocasioné un déficit olfatorio y de memoria, sin la presencia,
sin embargo, de alteraciones motoras. Tal exposicion disminuyé los niveles de
la enzima TH en el bulbo olfatorio, el cuerpo estriado y la sustancia nigra a tra-
vés de mecanismos de apoptosis, reduciendo la concentracién de dopamina en
diferentes estructuras cerebrales, como el bulbo olfatorio, el estriado y la corteza
prefrontal, pero no en el hipocampo. Estos hallazgos refuerzan la idea de que el
sistema olfatorio representa una ruta particularmente sensible para el transporte
de neurotoxinas al sistema nervioso central, que podria estar relacionada con la
etiologfa de la EP.

MPTP

_ .

FIGURA 3. Modelo murino de intoxicacién intranasal con MPTP. Representacién esquematica de la admi-
nistracion intranasal de MPTP en el ratn. (Tomado de Prediger et al., 2010).

Unicamente algunos tipos celulares neurales del sistema nervioso humano son
propensos a desarrollar agregados proteicos anormales. Otros tipos neuronales,
incluso a pesar de estar localizados en la cercania de las células nerviosas afecta-
das, mantienen su morfologia y su integridad funcional. Esto significa que el dafo
neuronal en el cerebro de pacientes con EP no es aleatorio y obedece a ciertas
reglas, trazando un patrén de lesién a su paso (Braak et al., 1998; 2003). La razén

[93]



Argelia E. Rojas Mayorquin y Daniel Ortufio Sahagin

de esta marcada vulnerabilidad de algunos tipos de neuronasy de la resistencia de
otras atin no se ha dilucidado.

La EP muestra una gran afinidad por dreas corticales y ntcleos de la sustancia
gris, todos los centros somatosensoriales o viscerosensoriales del cerebro medio,
en su mayor parte, se encuentran intactos excepto las estructuras del sistema olfa-
torio. Los resultados de los trabajos antes descritos proporcionan nuevas perspec-
tivas para los modelos experimentales de la EP. La administracién i.n. de MPTP
representa un valioso modelo murino para el estudio de las primeras etapas de la
EP y para las nuevas estrategias terapéuticas con la vision de restaurar los proce-
sos sensoriales y cognitivos en la EP. Algunos autores han propuesto la teoria del
origen dual para la EP (Hawkes et al., 2007), en la cual proponen la existencia de
un agente, un neurotéxico o probablemente un patégeno neurotrépico viral, que
accede al cerebro a través de dos rutas: la via nasal a través del bulbo olfatorio,
que ademds se corresponde con la hipétesis del vector olfatorio (figura 4) y la via
gastrica, en la que el virus llega al sistema nervioso de forma retrégrada, a través
de los nervios parasimpaticos (Braak et al., 2004), en ambos casos por transporte
axonal y transmision transindptica (Saper et al.,1987; Pearson, 1996).

Corteza cerebral

Bulbo olfatorio

Tallo
cerebral

FIGURA 4. Vias olfatorias en la infeccién viral de areas especificas del sistema nervioso. La hipétesis
del “vector olfatorio” postula que la EP puede ser originada o catalizada por agentes que ingresan el
cerebro por la via de la mucosa olfatoria. CN—cavidad nasal, EO—epitelio olfatorio, G—glomérulo olfatorio,
M—células mitrales, PG—células periglomerulares, CP—corteza piriforme, BDH—banda diagonal hori-
zontal, SN—substantia nigra, RD—rafé dorsal, LC—locus coeruleus. (Tomado de Rojas Mayorquin et al.,
2009).
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Es claro que muchos virus neurotrépicos pueden acceder al cerebro a través
de la via nasal y que las condiciones del huésped son fundamentales en la modu-
lacién de la virulencia y patogenicidad del virus. Actualmente se realizan experi-
mentos en modelos animales para intentar responder a preguntas como: ;pueden
los virus persistir en el tejido nervioso o en el cerebro luego de una infeccién?, o
bien ;pueden las proteinas virales alterar la funcién sindptica?

Existen antecedentes de todos estos conceptos, por ejemplo: Howe y Bodian
(1941, 1942) demostraron que el sitio de entrada del virus de la poliomielitis
determina su tropismo en el sistema nervioso central; sélo el bulbo olfatorio y el
nucleo septal participaron de forma selectiva después de la inoculacién intrana-
sal. Por otra parte y de forma similar, Anderson y Field 1983) mostraron que la
inoculacién intranasal del virus del herpes simple tipo 1 (HSV1) afecta al bulbo
olfatorio, la corteza piriforme y el hipocampo, asi como dreas precisas del tronco
encefélico. Estas regiones no fueron afectadas cuando el virus fue inoculado por
via iv. o intracerebral.

Aun no se ha establecido con precisién qué porcentaje de los pacientes que
padecen la EP es como resultado exclusivo de factores ambientales o bien estricta-
mente una causa genética o posiblemente una combinacién de ambas (Di Monte,
2003; Steece-Collier et al., 2002). La mayoria de los estudios epidemiolédgicos
concluyen que menos de 10% de los pacientes de la EP tiene una estricta etiologfa
familiar (Payami y Zareparsi, 1998; Polymeropoulos et al., 1997; Gasser, 2001).

Las investigaciones mas recientes estan dirigidas a la prevencién de la dege-
neracion de las neuronas dopaminérgicas. A pesar de los avances en este campo,
todos los tratamientos actuales son sintomdticos y ninguno cura o retarda la dege-
neracién de las neuronas dopaminérgicas. El principal obsticulo en el desarro-
llo de medicamentos neuroprotectores es el desconocimiento de los fenémenos
moleculares especificos que ocasionan la neurodegeneracién en la EP (Dauer y
Przedborski, 2003).

Consideraciones finales
Hasta el momento, queda claro que las disfunciones olfatorias son parte de los pri-

meros signos clinicos identificables de algunas enfermedades neurodegenerativas
como son la EP idiopética, la EA, la demencia de cuerpos de Lewy y el complejo
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parkinsonismo-demencia de Guam. Se ha sugerido, por tanto, que las pruebas
olfatorias no pueden ser utilizadas para distinguir entre estas cuatro enfermedades
y que la disfuncién olfatoria de estas patologias refleja un substrato neurolégico
comun. Sin embargo, el desarrollo de pruebas olfatorias especificas podria repre-
sentar una importante herramienta para el diagndstico de las etapas tempranas de
estas patologias. Si bien la via olfatoria ha demostrado ser una puerta de entrada
“directa” para patégenos y toxicos hacia el sistema nervioso central de mamiferos,
quedan atn por esclarecer con mayor precision los mecanismos de transporte y
dano de cada uno de estos agentes.
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Resumen

n el cerebro adulto de vertebrados la existencia de neurogénesis, proceso

que involucra la generacién de nuevas neuronas, ha sido bien caracteri-

zada. En mamiferos se han definido, de forma clara, dos zonas neurogéni-
cas: lazona subventricular de los ventriculos laterales (ZSV) y la zona subgranular
del giro dentado (GD) del hipocampo (ZSG). Ambas contienen precursores neu-
rales/células madre de naturaleza glial, astrocitos, que derivan de las células neu-
roepiteliales embrionarias. La existencia de esta neurogénesis sugiere la capacidad
intrinseca del cerebro para repararse, ademds de importantes implicaciones en su
funcién y patologia. En este capitulo presentamos una revision de las alteracio-
nes neurogénicas halladas en la enfermedad de Alzheimer (EA) y en la epilepsia
dell6bulo temporal (ELT). Si bien en ambas patologias hay controversias impor-
tantes segiin el modelo experimental utilizado y el tejido humano analizado, las
modificaciones de la neurogénesis, aunque divergentes, quedan patentes. En la
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EA, la hipotesis mas aceptada hasta el momento es la existencia de un aumento
de la proliferacion asociada a una disminucién de la tasa de supervivencia de las
neuronas generadas de novo. Por lo que respecta a la epilepsia, la neurogénesis
del hipocampo incrementa en estados epilépticos agudos, ademas de inducirse
migraciones aberrantes; mientras que en la ELT cronica, la aparicién de convul-
siones espontdneas da lugar a una disminucién de la neurogénesis, en simultdneo
a un incremento de células gliales. Incidir en la terapia de estas enfermedades, a
través del control de la neurogénesis enddgena, puede aportar resultados benefi-
ciosos para el paciente.

Neurogénesis en el cerebro adulto

A partir de las observaciones de Altman y Das (1965), seguidas de las de Kaplan
y Hinds (1977) sobre el proceso de generacién de nuevas neuronas (neurogéne-
sis) en el cerebro adulto, se descarta la premisa de que “todo puede morir, nada
tiene capacidad de regenerar”. Actualmente se admite que la neurogénesis del sis-
tema nervioso central (SNC) contribuye a la regeneracién de los tejidos dafiados,
tanto en homeostasis como en estados patolégicos (Abdipranoto y col., 2008). Si
bien las dos zonas neurogénicas mejor caracterizadas son la zona subventricular
en los ventriculos laterales (ZSV) y la zona subgranular del giro dentado (GD)
del hipocampo (ZSG), continuamente se estdn localizando regiones del cerebro
con actividad proliferativa, como por ejemplo en los érganos circunventriculares
préximos a los ventriculos (Bennett y col., 2009).

La ZSV contiene células progenitoras de ciclo celular largo, conocidas como
las células de tipo B de carécter astrocitico. Una subpoblacién de estas células, las
B1 estan en la zona ventricular (ZV) en contacto con el liquido cefalorraquideo,
rodeadas por células ependimales, serfan las autenticas células madre (Mirzadeh
y col,, 2008). Estas dan lugar a células con alta actividad proliferativa, las de tipo
C, que a su vez generan neuroblastos inmaduros, las células de tipo A (figura 1).

Estos neuroblastos migran tangencialmente en cadena, formando la via
migratoria rostral (Lois y Alvarez-Buylla, 1994, Lois y col., 1996, Peretto y col.,
1997), hasta el bulbo olfativo, donde se diferencian en interneuronas (Alvarez-
Buylla y Garcia-Verdugo, 2002, Ma y col.,, 2009). Esta migracién rostral, clara-
mente definida en roedores, no ha sido descrita en cerebro humano adulto, sin
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Cilios E

FIGURA 1. Arquitectura de la zona subventricular (ZSV) en cerebro de ratén. La ZSV se localiza al lado de
los ventriculos laterales (VL). En la zona ventricular (ZV) se encuentran las células ependimales (E) y
algunas células (astrocitos) de tipo B (las B1), las células madre. A través de cilios estan en contacto
con el ventriculo. En la ZSV se encuentran las células B2, las células C, los neuroblastos (células A).
Estas células estan en contacto con la ldmina basal (LB] y los vasos sanguineos. Esquema modificado
de Ihrie y Alvarez-Buylla (2008).

embargo un estudio reciente ha evidenciado su presencia en cerebros de fetos
humanos de 20 semanas de gestacién (Guerrero-Cazares y col. 2011). Esta via de
neurogénesis estd directamente relacionada con la discriminacién y la memoria
de los olores (Gheusi y col., 2000, Magavi y col., 2005). En la ZSV ademés de los
precursores neuronales existen los gliales que migran a estriado, cuerpo calloso
y fimbria, para diferenciarse a oligodendrocitos (Menn y col., 2006). Esta via de
gliogénesis se incrementa en procesos de remielinizacién y en enfermedades neu-
rodegenerativas, como comentaremos mds adelante.

En la ZSG, situada entre la interfase del hilus y la capa de células granulares
del hipocampo, las células madre, también de cardcter astrocitico, no contactan
directamente con los ventriculos o el liquido cefalorraquideo. Pero, al igual que
ocurre en la ZSV; interaccionan con las células que derivan de ellas, las células de
tipo D. Estas tienen un caracter proliferativo y migran dentro de la capa de célu-
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las granulares (CCG) para formar nuevas neuronas granulares que se incorporan
funcionalmente en el circuito del hipocampo, estableciendo contactos sindpticos
aferentes y eferentes (figura 2) (Seriy col., 2004).

Astrocito
radial

SR
Astrocito
horizontal

FIGURA 2. Arquitectura de la zona subgranular (ZSG) del cerebro de ratén. Esta zona contiene las célu-
las madre, astrocitos B radiales y horizontales. Los astrocitos horizontales tienen una proyeccién radial
que penetra en la capa granular y procesos tangenciales, paralelos a la ZSG. D: células inmaduras que
maduran a células granulares (NG). MG: células granulares maduras. Esquema modificado de lhrie y
Alvarez-Buylla (2008).

La neurogénesis en esta zona germinativa parece tener un papel crucial en
procesos de memoria y aprendizaje (Aimone y col., 2010; Deng y col., 2009).
La posicién de las células precursoras en los nichos neurogénicos permite que
su actividad (auto-renovacién, proliferacién y diferenciacién) esté controlada por
factores celulares extrinsecos e intrinsecos (revision de Suh y col,, 2009). Entre
los factores secretados por el nicho neurogénico, cabe destacar la actividad de los
genes Notch i BMP (bone morphonetic protein) como reguladores de la neuro-
génesis (Johnson y col.,, 2009) y los ligandos de la via Wnt que participan en la
proliferacién y la diferenciacién de los progenitores neurales adultos (Inestrosa
y Arenas, 2010; Lie y col, 2005, Jessberger y col., 2009). La actividad del neuro-
transmisor GABA (4cido g-aminobutirico) que actia como sefial excitadora en
las células indiferenciadas, a diferencia de lo que ocurre en las neuronas maduras,
y es relevante para la formacién de las sinapsis y el desarrollo dendritico (Ge y
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col., 2006; 2007). El factor de transcripcién Sox2 es clave en el mantenimiento de
las células progenitoras/madre (Episkopou, 2005; Gao y col., 2009) y el NeuroD1
controla la diferenciacion y la supervivencia de las nuevas neuronas granulares
(Gao y col,, 2009). Diferentes estimulos intervienen en el control neurogénico
tales como las experiencias olfativas, que lo haran sobre la ZSV (revisién de (Ma
y col,, 2009), y el enriquecimiento del entorno, la actividad fisica, el estrés y la
depresion actuaran sobre la ZSG del hipocampo (Kempermann y col., 1997; van
Praagy col.,, 1999; Sahay y Hen, 2007).

Implicaciones fisioldgicas en la neurogénesis del cerebro adulto

Sibien estd plenamente aceptada y demostrada la actividad neurogénica en el cere-
bro adulto, quedan muchos interrogantes acerca de cémo las neuronas generadas de
novo van a desarrollar su actividad y cémo van a influenciar en la dindmica global del
cerebro. Estudios electrofisiolégicos en el hipocampo han permitido demostrar que
las nuevas neuronas, identificadas mediante inyecciones retrovirales, quedan inte-
gradas en una red neuronal preexistente, manifestando las mismas caracteristicas
eléctricas que la células granulares maduras a pesar de no conocerse sus funciones.
Sin embargo, se ha podido demostrar que el umbral para la potenciacion alargo tér-
mino, que es la mejora de la transmisién entre las neuronas, es menor que el reque-
rido en las células granulares maduras (Synder y col., 2001). Se ha sugerido que esta
caracteristica sea la que intervenga en el incremento de la plasticidad hipocampal y,
por lo tanto, esté relacionada con el control de los estados emocionales (Bannerman
y col,, 2004) y la capacidad de memorizar y aprender (Kempermann, 2008). En el
presente capitulo haremos una breve revisién de los procesos de neurogénesis en la
enfermedad de Alzheimer (EA) de acuerdo a Varela y col., (2010) y en los estados
epilépticos (revisién de Kuruba y col., 2009).

Neurogénesis en la enfermedad de Alzheimer

El Alzheimer, enfermedad neurodegenerativa (EA), es uno de los grandes males
a los que se enfrenta el siglo XXI. Se caracteriza por la aparicién de alteraciones
cognitivas, como dificultades en el aprendizaje y pérdida de memoria debida a
una neurodegeneracion generalizada en el sistema limbico y la corteza asociativa



Carme Auladell, Felix Junyent, Jaume Folch, Rafael Romero y Ester Verdaguer

(Dickson, 1997). Como caracteres neuropatolégicos de la EA hay la formacién de
ovillos neurofibrilares dentro de la neurona (filamentos de proteina tau), la apari-
cién de neuritas distroficas y la acumulacion de agregados fibrilares extracelulares
insolubles (las placas seniles) (Grundke-Igbal y col., 1986). Estos depdsitos estdn
compuestos de una proteina llamada -péptido-amiloidea (Ab) (Morgan y col,,
2004), generada por el proceso proteolitico de la proteina precursora amiloidea
(APP) (Perly col.,, 2010, Jarrett y col., 1993). Mutaciones en la APP y las preseni-
linas (PS1y PS2), que actian como nucleo catalitico en la funcién del complejo
Yy-secretasa, enzima que rompe la APD, se atribuyen como causantes del EA fami-
liar (Levy-Lahad y col, 1995). La neurodegeneracién inicial de la EA aparece en
la corteza transentorrinal, posteriormente se extiende a la corteza entorrinal y al
hipocampo y en las ultimas etapas difunde al 16bulo temporal, frontal y parietal
(Thompsony col., 2003; Thompson y Apostolova, 2007). La afectacién temprana
en el hipocampo yla presencia de un nicho neurogénico en esta drea, sugieren que
la neurogénesis quede afectada y ello pueda ser clave en la progresion de la enfer-
medad (Seaberg y van der Kooy, 2002; Chevallier y col., 2005; Lépez-Toledano y
Shelanski, 2007; Rodrguez y col., 2008,; Rodriguez y col., 2009).

Neurogénesis en modelos animales para EA y en tejido post mortem

La EA, como cualquier otra forma de demencia, es exclusiva de los humanos
(Toledano y Alvarez, 2004). Por ello, y dada la dificultad de estudiarla, se han
realizado muchos esfuerzos en la generacién de modelos EA animales que repro-
duzcan varias de las neuropatologias que se desencadenan en pacientes con esta
enfermedad, como alteraciones afectivas y/o bioquimicas (Gotz y col.,, 2004;
Moreau y col.,, 2008). La ausencia de un modelo estdndar dificulta su estudio y
explica la controversia de resultados a nivel de neurogénesis, generada a partir de
modelos de ratones transgénicos. Asi, en transgénicos que expresan la proteina
mutante precursora amiloidea (APP) se observé una disminucién de la neurogé-
nesis, tanto en el GD como en la ZSV (Feng y col., 2001; Wang y col., 2004; Wen
y col., 2004; Donovan y col., 2006; Wolf y col., 2006). Sin embargo, en ratones
transgénicos mutantes “platelet-derived-growth factor-APP(Sw,Ind)” jévenes
(3 meses) se detecté un incremento de la neurogénesis en el hipocampo (Jin y
col.,, 2004b; Lépez-Toledano y Shelanski, 2007). Aumento observado, también,
en la ZSV de ratones jévenes APP/presenilina 1 (PS1) que expresan la proteina
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mutada APP y la PS1 (Sotthibundhu y col. 2009) mientras que Zhang y col.
(2007) con este doble knock-in (APP-PS1) en edades mas avanzadas, determi-
naron una disminucién de la neurogénesis en la zona del GD del hipocampo. El
modelo transgénico triple (3xTg-AD) con tres genes mutados (para APP_ , para
PS 14 Y Para taup301L) (Oddo y col., 2003a, 2003b) ha revelado que hay una
disminucién de la neurogénesis, tanto en la ZSV como en la ZSG (Rodriguez
y Verkhratsky, 2011). Dado que los modelos animales estudiados no presentan
todos los caracteres patoldgicos asociados a la EA, es posible que las variacio-
nes observadas en la neurogénesis dependan del genotipo estudiado (Wolfy col,
2006), de la progresion de la patologfa y del marcador utilizado para definirla.

Estudios derivados del anélisis de cerebros post mortem también han dado
resultados controvertidos (Haughey y col,, 2002; Jin y col., 2004a; 2004b). Debe
tenerse en cuenta que, normalmente, el tejido procede de pacientes que estin en
las ultimas etapas de la enfermedad y que el enfermo ha seguido un tratamiento
clinico que puede enmascarar la interpretacién del proceso de neurogénesis. Estu-
dios en el hipocampo de cerebros EA preseniles revelaron un incremento de la
proliferacion, en simultaneo a una disminucién de la neurogénesis, sugiriendo un
aumento del proceso de gliogénesis (Boekhoorny col, 2006). Un estudio similar,
focalizado en la ZSV, evidencid una reduccion de los precursores neurales en esta
érea (Ziabreva y col, 2006). Se ha sugerido, también, que los pacientes con EA
presentan un incremento de la proliferacion pero una disminucién en la tasa de
supervivencia de las neuronas generadas de novo (Shruster y col., 2010). Actual-
mente es la hipotesis mas aceptada, de acuerdo con los resultados observados en
pacientes y en los modelos EA animales. Esta afirmacién puede explicarse por la
existencia de aberraciones en el ciclo celular que podrian inducir la neurodegene-
racién (Bonday col. 2010ay 2010b) .

Neurogénesis en epilepsia

Los mecanismos que inducen las convulsiones son el resultado de un desequi-
librio entre senales excitadoras (despolarizantes) e inhibidoras (hiperpolarizan-
tes). Esto da lugar a una descarga neuronal anormal, asociada a una gran libera-
cién de glutamato. El tipo de epilepsia més frecuente en humanos es la epilepsia
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del 16bulo temporal (ELT), que afecta a distintas estructuras del sistema limbico
(Engel y col,, 1989).

Debido a la dificultad que plantea el estudio de los mecanismos patolégicos
de la ELT en pacientes humanos, se han generado distintos modelos experimen-
tales animales que han permitido avanzar en el conocimiento de los procesos
celulares que se desencadenan en los estados epilépticos, en las técnicas de diag-
nostico y en el desarrollo de firmacos. Los modelos més utilizados en el estudio
de la ELT son el de kindling (Goddard, 1967) y los basados en drogas excitotéxi-
cas, como el 4cido kainico (AK) y la pilocarpina (Turski y col., 1983; Ben-Ari,
1985). A diferencia del modelo de kindling, los estatus epilépticos, inducidos con
los agentes excitotoxicos, determinan alteraciones anatémicas en el hipocampo,
similares a las descritas en los pacientes humanos que sufren la ELT (Niquet y
col., 1994; Blumcke y col., 2000; Lee y col., 2002). En este capitulo haremos una
breve revision de las alteraciones neurogénicas en la ZSG, asociadas a la induc-
cién de un estatus epiléptico.

Respuesta neurogénica hipocampal ante convulsiones agudas

Los primeros estudios neurogénicos en modelos experimentales de ELT revela-
ron un incremento neuronal en la ZSG y en la capa de células granulares (CCG)
del GD, tras convulsiones agudas inducidas con policarpina (Parent y col,, 1997)
o por estimulaciones provocadas con el fenémeno kindling (Bengzon y col,
1997). También se observé incremento después de inyecciones con AK (Gray y
Sundstrom, 1998). Estos resultados han sido refrendados por los estudios reali-
zados con otros modelos de epilepsia (Nakagawa y col., 2000; Jessberger y col.,
200S). Por tanto, en humanos podria ocurrir un fendmeno similar tras una con-
vulsién aguda. Dado que ello es dificil de evaluar, se ha analizado la tasa de neu-
rogénesis en el hipocampo de nifios con ELT. Los resultados han evidenciado un
incremento en el nimero de los precursores neurales y la proliferacién (Blumcke
y col,, 2001), lo que hace suponer un incremento de la neurogénesis hipocampal
en estadios tempranos de la ELT humana.

Tanto en modelos animales parala ELT como en pacientes con ELT, ademads de
un incremento en la proliferacién, se ha detectado una migracién anémala hacia el
hilus o la capa molecular del hipocampo, de las neuronas generadas de novo (Houser,
1990; Sloviter, 1991). Un estudio de Gong y col. (2007), sugiere que la bajada en



Neurogénesis endogena en las enfermedades neurodegenerativas

la expresién de la reelina (proteina de matriz extracelular que interviene en la guia
neuronal durante la migracién) después de convulsiones agudas, contribuye ala for-
macién de una cadena migratoria ectopica y a la integracion de las nuevas neuronas
en lugares andmalos. Al mismo tiempo, se ha observado que una fraccién significa-
tiva de las nuevas células granulares presenta un patrén dendritico basal alterado,
posiblemente involucrado en la formacién de los circuitos epileptogénicos (Shapiro
y col., 2007). Por tanto, la supresién de la neurogénesis anormal en el hipocampo
después de convulsiones agudas puede resultar beneficiosa, reduciendo la excitabi-
lidad y en consecuencia las alteraciones derivadas.

Respuesta neurogénica hipocampal ante convulsiones espontdneas crénicas

En ratas, el incremento en la neurogénesis, observado justo después de las convul-
siones agudas, revierte a los dos meses del primer episodio convulsivo (Jessber-
gery col, 2007). Sin embargo, la neurogénesis baja radicalmente en la fase cronica
de la epilepsia, cuando de forma esponténea se desarrollan numerosas convul-
siones. En esta fase, estudios de Hattiangady y col. (2004) en ratas tratadas con
AK, determinaron un descenso en la neurogénesis del GD (entre 64% y 81%);
sin embargo, la incorporacion de nuevas células en la ZSG-CCG vy su supervi-
vencia eran similares a las encontradas en hipocampos no patolégicos. Al analizar
la naturaleza de las células generadas, se detecté un incremento en astrocitos y
oligodendrocitos, sugiriendo un cambio en la diferenciacién de los precursores
neurales; en concreto 79% se diferenciaban a astrocitos o a progenitores de oli-
godendrocitos, a diferencia del 25% que ocurre en el hipocampo no patolégico.
Estos datos indican que la disminucién en la neurogénesis es debida a un incre-
mento en la gliogénesis, mds que a cambios en el mantenimiento y proliferacion
de los precursores neurales (Hattiangady y Shetty, 2010; Crespel y col., 2005).

A pesar de la dificultad para estudiar pacientes humanos, Mathern y col.
(2002) observaron una disminucién de la neurogénesis en el GD de nifios que pre-
sentaban convulsiones espontédneas muy frecuentes. Este descenso fue detectado,
también, en pacientes adultos con ELT crénica a pesar del incremento hallado de
células precursoras/madre (Musashi-1, positivas) (Crespel y col., 2005; Pirttila y
col.,, 2005). Posiblemente, el mantenimiento homeostatico de niveles bajos de la
neurogénesis contribuya a la persistencia de las convulsiones, disfunciones cogni-
tivas y estados depresivos. Terapéuticamente, el control endégeno de los procesos
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de neurogénesis podria disminuir muchas de las alteraciones asociadas a la ELT.
Elresultado final dependera de la conectividad con que las neuronas generadas de
novo restablezcan el patrén.

Conclusiones

Enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Parkinson, la enferme-
dad de Alzheimer, la Esclerosis Lateral Amiotréfica (ALS) o los estados epilépticos
crénicos, se caracterizan por una pérdida de neuronas. Se cree que la pérdida de
células es la base de la subsiguiente disminucion en las capacidades cognitivas o en
la funcién motora. El reciente descubrimiento de la neurogénesis en SNC y su afec-
tacion en las enfermedades neurodegenerativas nos plantea sila terapia sobre la neu-
rogénesis enddégena podria contribuir al tratamiento de estas patologias. Para ello
es necesario profundizar en los mecanismos celulares que controlan este proceso.
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Resumen

e ha demostrado que la obesidad y la resistencia a la insulina son factores

de riesgo en la enfermedad de Alzheimer (AD). La leptina, més all4 de

sus funciones en el control de la ingesta a nivel hipotaldmico, modula la
supervivencia neuronal. Los receptores de leptina estin ampliamente expresados
en el sistema nervioso central, comparten rutas de sefalizacion con las del recep-
tor de insulina, y ambos estarfan implicados en los procesos neurodegenerativos.
La activacion del receptor de leptina tendria efectos neuroprotectores frente al
progreso de la enfermedad de Alzheimer, inhibiendo la formacién de placas de
proteina amiloide, asi com la formacién de ovillos intracelulares de proteina Tau.
Estudios in vivo e in vitro han puesto de manifiesto que la leptina puede mejorar la
homeostasis de la proteina AP, reducir los niveles de fosforilacion de la proteina
Tau, asi como mejorar las capacidades cognitivas en modelos animales de la enfer-
medad de Alzheimer sometidos a tratamiento crénico con leptina.
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Neurodegeneracion y enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (AD) es un proceso neurodegenerativo progresivo
caracterizado por la pérdida de memoria y de capacidades cognitivas. Estos sinto-
mas incrementan su severidad a medida que la enfermedad progresa, y conducen
a la pérdida completa de las citadas capacidades. Desde un punto de vista pato-
légico, hay dos elementos que caracterizan el cerebro afectado por AD: placas
seniles y ovillos neurofibrilares (NFT). Las placas seniles estdn constituidas fun-
damentalmente por péptidos AP que polimerizan formando protofibrillas que se
asocian formando las placas amiloides. Las NFT derivan del acimulo intracelular
de neurofilamentos y de formas hiperfosforiladas de proteina tau.

Sin embargo, a pesar de las evidencias que apoyan la hipétesis amiloide, es
decir, que tanto los péptidos AP como la proteina tau son los responsables de la
enfermedad, la etiologia de la AD es demasiado compleja para ser la consecuencia
de un unico factor, y no parece razonable que los acimulos de proteina Ap puedan
explicar completamente los multiples elementos relacionados con la enfermedad
(1). En efecto, ha sido posible identificar centenares de genes implicados tanto en el
desarrollo del envejecimiento como lalongevidad yla AD (2). Por ejemplo, resulta-
dos del andlisis por técnicas de microarray de la expresion genética en hipocampo de
ratas normales, envejecidas, muestran una activacién de genes relacionados con el
catabolismo lipidico, proteolisis, transporte de colesterol y la mielinogénesis, entre
otros (3). Por el contrario, en fases iniciales del desarrollo de la AD se observa una
sobreexpresion de los genes implicados en procesos de supresién tumoral y en la
sintesis de factores de crecimiento de los oligodendrocitos (4).

Los modelos murinos transgénicos afectados por mutaciones en los genes
APP y presenilina 1 (PS1) reproducen buena parte de la complejidad del proceso
de pérdida de memoria propia de la AD, ademads de ser ttiles como modelos de
estudio de posibles terapias. Por ello, a los ratones dobles transgénicos APP/PS1
se les considera como uno de los mejores modelos para el estudio de la AD. Por
ello, nuestro grupo de investigacion se planted estudiar los genes expresados en
etapas tempranas de la amiloidogénesis en hipocampo de ratones transgénicos
APP/PS1, mediante técnicas de microarray, asi como estudiar como esos genes se
agrupaban funcionalmente (Junyent et al., articulo en preparacion).

En el estudio se plante6 determinar las funciones fisiologicas del conjunto de
genes expresados de forma temprana en ratones transgénicos APP/PS1 de tres
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y seis meses de edad. De acuerdo con todo ello, se identificaron correctamente
un total de 106 genes mediante el uso de la plataforma Database for Annotation,
Visualization, and Integrated Discovery (DAVID, http:// david.abcc.nciferf.gov/ ),
todos ellos sobre expresados en animales APP/PS1. Los transcritos regulados
negativamente no fueron incluidos en el andlisis. El andlisis de agrupaciones (clus-
ters) nos permitié identificar siete procesos principales: relacionados con mem-
branas, unién al DNA, unién de nucleétidos (ATP), captacién de iones, procesos
mitocondriales, procesos relacionados con lipoproteinas y sefializacion intracelu-

lar (figura 1).

Cell signaling
14 (13.2%) Mitochondrion
12 (11.3%)

Nucleotide (ATP)
binding
13 (12.2%)

Lipoprotein
9 (8.4%)

Non-membrane
Bounded organelle
13 (12.2%)

DNA binding
20 (18.8%)

Membrane
35 (33%)

Metal ion binding
27 (25.4%)

FIGURA 1. Asaciaciones funcionales de genes implicados en el desarrollo de la AD en ratones APP/PS1 de
tres meses de edad (Junyent et al., en preparacion).

En particular, entre los genes activados en animales de 3 meses de edad, se
encuentran moléculas implicadas en el metabolismo energético. Por ejemplo, el
enzima ATP Sintasa (Atpifl) y genes relacionados con la actividad mitocondrial
como Gpr39 y Pank4. El receptor de obestatina GPR39 estd presente en cerebro
y en la gléndula pituitaria, mientras que la obestatina juega un papel en la regula-
cién en funciones gastrointestinales y metabdlicas gracias a su interaccioén con el
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receptor de GPR39 (5,6). En efecto, recientemente se ha puesto de manifiesto la
relacion existente entre la aparicién de transtornos metabdlicos como la resisten-
cia ala insulina, obesidad o el sindrome metabdlico, con la aparicién de procesos
neurodegenerativos. Este hecho ha llevado a algunos autores a proponer que la
AD puede constituir una manifestacion neurolégica de un transtorno que tiene
un origen metabélico (7).

Obesidad, dislipemia, resistencia a la insulina y neurodegeneracion.

En la dltima década se ha puesto de manifiesto la importancia del metabolismo
lipidico entre los factores etiopatdlogicos de la AD.Diferentes estudios clinicos
ponen de manifiesto que pacientes con diabetes mellitus tienen un riesgo mayor
de presentar AD. En efecto, es bien conocida la asociacién entre obesidad y la alte-
racién de los mecanismos de sefializacién dependientes de insulina (8), y que ello
comporta una mayor susceptibilidad a sufrir procesos neurodegenerativos (9,10],
mientras que estudios in vivo con ratones obesos muestran la aparicion de altera-
ciones propias de la neurodegeneracién que se observa en la AD (11). En estos
casos, parece que tanto la hiperinsulinemia periférica como la resistencia a la insu-
lina son los factores determinantes en el incremento del riesgo de padecer AD.

Sin embargo existe controversia a la hora de determinar lar relaciones espe-
cificas entre obesidad y AD (12), y mientras algunos autores consideran que la
obesidad de la mediana edad es un riesgo de demencia (13), otros niegan la exis-
tencia de relacion entre ambos procesos (14). En efecto, previo a la aparicién de
los sintomas de la AD se observa una pérdida de peso, lo que lleva a pensar en la
influencia de un proceso metabdlico asociado ala enfermedad (15). Por otro lado,
se sabe que tanto la resistencia a la insulina, que estd asociada a un incremento en
los niveles plasmaticos de 4cidos grasos, como las elevadas concentraciones de
VLDL contribuyen a la amiloidogénesis (16).

En efecto, en animales sanos, el bloqueo de los receptores de insulina impli-
carfa también una disminucién en la fosforilacién de AKT y de GSK-3p, lo que
conduciria a un incremento significativo de la fosforilacién de la proteina Tau
(17). Por lo tanto, existirfa una base molecular que explicara la relacién que se ha
propuesto entre el desarrollo de diabetes de tipo 2 y el progreso de la enfermedad
de Alzheimer (18). Tanto la resistencia a la insulina como el péptido amiloide
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alterarian la cascada de senalizacién constituida por PI3-K, AKT y GSK-3p, con-
tribuyendo con ello a reforzar la progresion de la enfermedad.

Como se ha citado anteriormente, no solamente la insulina parece estar
implicada en la AD, sino que también moléculas implicadas en la regulacion
metabolica pueden tener un papel importante, como es el caso de GPR34 comen-
tado anteriormente. La atencidn se ha centrado particularmente en el papel de las
adipocinas tales como leptina, un polipéptido de 16 kDa producido por el tejido
adiposo e implicado en la regulacién del almacenamiento y mobilizacién y bio-
disponibilidad de los lipidos (19). En efecto, se ha descrito que la leptina puede
actuar disminuyendo la actividad beta secretasa, lo que disminuiria los dep6sitos
de péptido B-amiloide. Por otro lado, se ha descrito que la disponibilidad de lep-
tina en el cerebro de individuos obesos estaria disminuida, por dificultades en su
transporte a través de la barrera hematoencefalica (20).

Igualmente, se ha sugerido que existe una interaccién entre la leptina y las
alteraciones en el metabolismo de la dopamina en el cerebro de los enfermos de
Parkinson. La leptina ejerce sus efectos neuroprotectores mediante la activacién
de vias de supervivencia como las de JAK2-STAT3, AKT y MEK/ERK (21),y se
sabe que también ejerce sus efectos protectores incrementando la actividad de la
via PI3-K, utilizando para ello el mecanismo de sefializacion de los receptores de
insulina (22).

Las complejas relaciones entre el metabolismo lipidico y la AD se jlustran en
la figura 2. Cada factor acttia de forma independiente, contribuyendo a la sintesis
y depésito de proteina AB, o bien favoreciendo su eliminacién (7). Parece que
tanto la presencia de dcidos grasos libres, colesterol, lipoproteinas y APOE favo-
recerian la amiloidogénesis, mientras que la leptina favoreceria su eliminacién.
La intervencién en uno o varios de éstos factores podria retardar i/o limitar el
proceso de amiloidogénesis.

Funciones fisiologicas de la leptina

El gen de la leptina (OB) codifica un polipéptido de 16 kDa (23). La secuen-
cia primaria, asi como los datos cristalogréficos indican que la leptina adopta una
estructura tridimensional en hélice, y que recuerda a la de algunas citoquinas,
como la interleucina 2 (figura 3). La leptina ha sido ampliamente caracterizada
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FIGURA 2. Factores implicados en la amiolidogénesis. Los 4cidos grasos libres (FFA), colesterol, lipo-
proteinas y APOE favorecerian la amiloidogénesis, mientras que la leptina favoreceria su eliminacién.
Adaptado de Merlo etal., 2010.

FIGURA 3. Estructura tridimensional de la molécula de leptina. De Institut Européen de Chimie
et Biologie, http://www.cellbiol.net/
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como hormona adipostética. La hormona acta como elemento senalizador libe-
rado por el tejido adiposo blanco con capacidad para regular a nivel cerebral el
control de la ingesta y la homeostasis energética.

Los niveles plasmaticos de leptina estdn altamente relacionados con el volu-
men de grasa corporal, y seria la poblacién femenina la que presentaria unos nive-
les més altos en cualquiera de los diferentes grados de adiposidad corporal (24,
25). Los niveles de leptina en plasma estan comprendidos entre los 0 ng/ml (en
casos de deficiencia congénica de leptina) a mas de 100 ng/ml en casos de obe-
sidad mdbida. Por otro lado, se observan variaciones circadianas en la concentra-
cion plasmatica de leptina, mayores a ultimas horas del dia que por la manana.

El cerebro capta la leptina circulante a través del plexo coroideo, el cual la
transfiere al medio extracelular del mismo y lo concentra hasta niveles aproxi-
madamente de 0,7 nM (11,8 ng/ml) en el fluido cerebroespinal (23). La amplia
expresion del receptor de la leptina en el conjunto del tejido cerebral sugiere que
esta molécula debe ejercer otras funciones menos conocidas.

En efecto, més alld de sus funciones en el control de la ingesta a nivel hipo-
talamico, la leptina estd implicada en el control de la supervivencia de las células
neuronales (26). Se ha demostrado que el tejido adiposo no es el tnico capaz de
sintetizar leptina, y que ésta también es producida por el cerebro. En cerebros de
rata, las células que presentan niveles elevados del receptor de leptina, también
presentan niveles elevados de leptina y de su mRNA, y que éstos colocalizan con
las neuronas (27).

Senalizacion del receptor de leptina en neuronas

El receptor de leptina en humanos (Ob-R) es miembro de la superfamilia de
receptores de citoquinas de clase I (gp130) (28, 29).

Los receptores de leptina estin ampliamente expresados en el sistema ner-
vioso central, comparten rutas de sefializacién comunes a las del receptor de insu-
lina y se sabe que ambos mecanismos pueden actuar sinérgicamente mediando la
evolucion de los procesos neurodegenerativos.

En el cerebro humano, la méxima expresion de la forma larga del receptor de
leptina (Ob-Rb) tiene lugar en el nticleo arqueado y en la eminencia media del
hipotdlamo, aunque también se expresa de forma importante en el hipocampo,
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FIGURA 4. Distribucién de los Ob-Rb funcionales en el cerebro de ratén. Nucleo infundibular o arqueado
(ARC), dorsomedial (DMH], ventromedial (VMH), nucleo ventral premamilar (PMV], drea hipotaldmica
lateral (LHA), ndcleo paraventricular (PVH], el nicleo dorsomedial (DR}, sustancia gris periacueductal
(PAG), nucleo parabranquial (PBN), nucleo del tracto solitario (NTS).

en el giro dentado y en las dreas CAl, seriamente afectadas en la enfermedad
de Alzheimer (30) (figura 4). En ratones, se pueden detectar niveles elevados
del mRNA correspondiente a la isoforma Ob-Rb en el nucleo infundibular o
arqueado (ARC), dorsomedial (DMH), ventromedial (VMH) y nucleo ventral
premamilar (PMV). Niveles més moderados de expresion se pueden encontrar en
el nicleo hipotaldmico paraventricular y en el drea hipotaldmica lateral (LHA) (30).

A partir del gen del receptor de la leptina se sintetizan un total de seis isofor-
mas distintas, todas ellas proteinas de membrana con la excepcion de la isoforma
soluble Ob-Re. La forma Ob-Rb es la isoforma mads larga y la iinica responsable de
la sefalizaciéon inducida por la unién del ligando. Diferentes estudios bioquimicos
han revelado, elegantemente, la via de senalizacion de la leptina, estimulada por la
activacion de su receptor. Brevemente, la union de la leptina, o de un agonista, a su
receptor estimula la activacién de la quinasa de Jano 2 (JAK2), la cual a su vez fos-
forila residuos de tirosina en el dominio intracelular del receptor de leptina (figura
5). Ello conduce a la activacién de diferentes mecanismos moleculares, incluyendo
alos transductores de sefial y activadores de la transcripcién 3y S (STAT3, STATS)
criticos para que la leptina produzca sus efectos sobre el control del peso corporal
(31,32), la ruta de fosfatidil inositol 3 quinasa (PI3K), la quinasa AKT, la proteina
quinasa activada por mitégeno (MAPK), y la de la proteina quinasa activada por
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FIGURA 5. Mecanismo de sefalizacién del receptor de leptina. La activacién del Ob-Rb por
leptina incrementa la actividad de las quinasas JAKZ2 que fosforilan diversos sustratos intra-
celulares como Y985 y Y1138 (pertenecientes a Ob-Rb) y a YZ05 (perteneciente a STAT3).
Adaptado de Bjorbaek y Kahn, 2004.

S-AMP (30). El mecanismo de sefalizacién del receptor de la leptina est4 regu-
lado negativamente por la molécula supresora de la senalizacién por citoquinas 3
(SOCS3), y por la proteina fosfatasa de tirosinas 1B (PTP1B) (33).

Tanto STAT3, PI3K y ERK modularfan procesos transcripcionales, mien-
tras que la expresién de la molécula supresora de la sefializacién por citoquinas
(SOCS)-3 estaria regulada por STAT3. PI3k estarfa igualmente implicada en dife-
rentes procesos de la neurona, independientes de los procesos de transcripcién, y en
laliberacién de neurotransmisores. Mas recientemente, se ha propuesto que CdkS/
p35 modularian la sefializacién activada por leptina y mediada por STAT3 (34).

La leptina como agente neuroprotector

En los ultimos anos se han identificado diferentes moléculas de origen endégeno
que han demostrado poseer capacidad para revertir los efectos toxicos genera-
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dos en modelos de estudio de enfermedades neurodegenerativas. Estas molécu-
las son, ademds, interesantes por la elevada tolerabilidad a las mismas por parte
de los pacientes y por la escasa presencia de efectos adversos tras su administra-
cién. Entre éstas, la ms representativa sera la leptina (35, 36). Diferentes estu-
dios desarrollados en modelos in vitro muestran que la leptina es neuroprotec-
tora en células dopaminérgicas (37), pero también en otras 4reas cerebrales. Se
ha demostrado que la administracién exdgena de leptina revierte la perdida de
células dopaminérgicas sometidas a la accién téxica de la neurotoxina 6-hidroxi-
dopamina, y que este efecto estd relacionado con la modulacién de la via de la
quinasa mitégena extracelular (MEK) y de las quinasas reguladas extracelular-
mente (ERK) (35). En efecto, diferentes grupos de neuronas dopaminérgicas
del mesencéfalo presentan niveles elevados de receptor de leptina, como las que
forman la sustancia nigra, cuya pérdida masiva constituye el agente etioldgico de
la enfermedad de Parkinson. También se ha establecido que la leptina es capaz de
proteger a neuronas hipocampales en diferentes modelos in vitro de deprivacion
de factores tréficos (37), entre otros.

Como ya se ha comentado, la obesidad dificulta el transporte de leptina a tra-
vés de la barrera hematoencefilica (BHE), lo cual constituiria un factor de riesgo
en AD. Se ha descrito que el desarrollo de resistencia a la leptina (y el subsiguiente
aumento de peso) puede estar producido por una de las subsiguientes disfuncio-
nes: [1] disminucién de la sefializacion dependiente del receptor de la leptina por
regulacion negativa o atenuacion de la actividad de la via de JAK/STAT, o por
un aumento de la actividad de los inhibidores de la via SOCS3 y/o PTP1B; [2]
déficits en el transporte de leptina al cerebro o la unién de ésta a la forma corta,
afuncional, de su receptor (38, 39); [3] reduccién del transporte del receptor a
la membrana plasmatica de las células neuronales (40). Por ello, los tratamientos
que permitan mejorar el transporte de la leptina, o que incrementen la sensibili-
dad ala misma, pueden poseer una funcidn potencialmente protectora frente a los
procesos neurodegenerativos.

Leptina y la enfermedad de Alzheimer

La leptina puede interferir con la patogénesis de la AD de diferentes formas.
Estudios in vivo e in vitro han puesto de manifiesto que la leptina puede mejorar
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la homeostasis de la proteina AP, reducir los niveles de fosforilacién de la pro-
teina Tau, asi como mejorar las capacidades cognitivas en modelos animales de
la enfermedad de Alzheimer sometidos a tratamiento crénico con leptina. En pri-
mer lugar, parece que la leptina puede reducir la amiloidogénesis disminuyendo
la actividad del enzima responsable de la rotura de la APP en el sitio p (BACE) en
neuronas y, por tanto, disminuyendo la cantidad de proteina AP formada. Se ha
sugerido que éste efecto puede ser indirecto, y se relaciona con la actividad lipo-
litica de la leptina. Paralelamente, también la leptina puede potenciar la elimina-
cién de la proteina AP gracias al efecto de captacion dependiente de APOE. Dado
que este efecto depende del alelo APOE presente, en los portadores del alelo ¢4
la leptina no ejerceria este efecto de eliminacién de los agregados de AP con la
misma intensidad. Estas observaciones han sido corroboradas en experimentos in
vitro e in vivo tomando como modelo ratones transgénicos parala AD, a los que se
ha administrado leptina de forma crénica (41). También se ha descrito que este
efecto se relaciona con una mejora en las capacidades cognitivas y en la memoria.
Sin embargo, el efecto protector de la leptina frente a la AD, también se debe a
su capacidad para limitar la formacioén de los agregados de proteina tau, o NFT
(42). El efecto de la leptina se deberia en este caso a una reduccién de la actividad
fosforilasa de GSK3p sobre la serina 9 de la proteina tau (41).

Tanto insulina como leptina actuarian sinérgicamente a concentraciones
fisiologicas. Por otro lado, el efecto de la leptina tanto sobre la acumulacién de
proteina AB como sobre la fosforilacion de tau, parece que implica la actividad de
la quinasa activada por AMP (AMPK). La actividad anormal de AMPK podria
generar alteraciones en el metabolismo lipidico y en la composicién de las mem-
branas de las células neuronales, afectando a su fluidez. Esto tltimo podria reper-
cutir en la produccion de Ap. Estd bien caracterizado que AMPK puede inhibir a
GSK-3p, estimulando la actividad de AKT (figura 6). Por el contrario, la cascada
de sefalizacién entre AMPK y el control de AP estd menos definida. Se ha pro-
puesto que la deficiencia en leptina contribuiria a una insuficiente estimulacién
del mecanismo molecular dependiente de AMPK lo cual, a su vez, incrementaria
los niveles de AP y de Tau fosforilada, ademds de provocar un descenso en los
niveles generales de actividad metabélica (36).
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FIGURA 6. AMPK puede inhibir a GSK-3[3, estimulando la actividad de AKT, y puede inhibir los factores de
transcripcion SREBP1,2, regulados negativamente por la leptina, y que estan implicados en el control
del metabolismo lipidico. Existen evidencias de que también la insulina tiene la capacidad de modular
AMPK. Ademas de AMPK, insulina y leptina tienen como diana comun a PI3K que, a su vez, inhibe la
actividad de GSK-33 por un proceso de fosforilacién en la serina 9, lo cual impide la hiperfosforilacion
de la proteina Tau.
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Resumen

a enfermedad de Alzheimer (EA) es una alteracién neurodegenerativa

progresiva que se caracteriza por la pérdida de las habilidades cognitivas

y anormalidades en el comportamiento, lo que conduce a la muerte. La

EA se origina por la degeneracién especifica y progresiva de ciertas poblaciones

de neuronas; los hallazgos neuropatolégicos incluyen la acumulacion de placas

neuriticas (depdsitos extracelulares del péptido B-amiloide), marafas neurofibri-
lares (acumulaciones intracelulares) y pérdida de sinapsis.

En el desarrollo de la EA estdn involucradas alteraciones en el metabolismo

de la proteina precursora del amiloide (PPA) y de la proteina tau, asi como una
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disfuncion de la cadena de transporte de electrones mitocondrial, estrés oxidativo
y defectos en las membranas.

La hipétesis que sugiere que la EA es sistémica, ha conducido a la busqueda
de marcadores periféricos, tales como las plaquetas, que pueden manifestar alte-
raciones bioquimicas relacionadas con la enfermedad.

Introduccion

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la causa mas comtn e importante de enfer-
medad neurodegenerativa y de demencia. Se estima que su prevalencia es de 10%
en personas mayores de 65 anos y de 50% en adultos de mds de 85 afios. La EA
se caracteriza por la declinacién progresiva e irreversible de la memoria y por lo
menos uno de los siguientes sintomas: afasia (trastorno del lenguaje), apraxia
(incapacidad para llevar a cabo actividades motoras, a pesar de que la compren-
sién y la funcién motora estan intactas), agnosia (fallo en el reconocimiento o
identificacién de objetos, aunque la funcién sensorial se halla intacta) y trastornos
en la funcién ejecutiva (planeacién, razonamiento). La secuencia general en las
deficiencias: es memoria, lenguaje y funciones visuo-espaciales. La consecuen-
cia inevitable es la pérdida paulatina de autonomia en las actividades diarias, al
principio en las instrumentales y posteriormente en las bésicas. Esta incapacidad
funcional implica la necesidad de supervision por otra persona, inicialmente, y la
dependencia total de los demads en fases posteriores.

Esta enfermedad fue descrita por primera vez en 1907 por Alois Alzhe-
imer en un reporte andtomo-clinico de una mujer de 56 afios que murié de una
enfermedad “singular y grave de la corteza cerebral”. La paciente presenté en vida
un cuadro grave y progresivo de deterioro mental que incluy6 pérdida de memo-
ria, desorientacion temporal y espacial, paranoia, alucinaciones, delirios y len-
guaje incoherente. La autopsia de la paciente revel6 atrofia cerebral con pérdida
masiva de poblaciones neuronales, principalmente a nivel de la corteza cerebral y
del hipocampo. Las secciones histopatoldgicas de su cerebro mostraron la pres-
encia de estructuras intracelulares de neurofibrillas entrecruzadas en forma des-
ordenada (“maranas neurofibrilares”) y depésitos extracelulares llamados ahora
“placas neuriticas”, que son las principales lesiones encontradas a la fecha. A este
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sindrome, Kraepelin, en su Manual de Psiquiatria publicado en 1910, denominé
como enfermedad de Alzheimer.

Posterior a la descripcion de estos hallazgos se creia que era innecesario
determinar la composicion proteica de las maranas neurofibrilares y placas neu-
riticas, pues proporcionaria poca informacién acerca de la etiologia y patogénesis
de la enfermedad. Investigaciones subsecuentes demostraron que este supuesto
era falso.

Los cerebros de pacientes con enfermedad de Alzheimer (EA) muestran cre-
cimiento ventricular, atrofia cerebral generalizada y amplias circunvoluciones. En
ambos lébulos temporales hay atrofia simétrica de la corteza entorinal, la amig-
dala y el hipocampo, siendo este ultimo el mds severamente atrofiado. Histolo-
gicamente, se han observado numerosas placas de amiloide rodeadas de neuri-
tas distréficas, con pérdida de sinapsis, formacién de marafias neurofibrilares y
gliosis, en particular el drea del hipocampo, la corteza prefrontal y entorinal. Los
depositos extracelulares e intracelulares de proteinas filamentosas se correlacio-
nan con la eventual disfuncién neuronal y pérdida de sinapsis que conducen a
demencia. Los dep6sitos extracelulares estin formados principalmente por un
fragmento proteico de 40 a 42 aminoacidos denominado 3-amiloide, el cual, se ha
comprobado, promueve el crecimiento de neuritas, genera intermediarios reacti-
vos de oxigeno (ROI), induce estrés oxidativo citotoxico observado en concen-
traciones plasmaticas disminuidas de alfa-tocoferol y retinol y niveles elevados de
malondialdehido y promueve la activacién microglial.

A su vez, se han encontrado diversas alteraciones neuroenddcrinas en los
procesos demenciales, como el aumento en la concentracién de varios neuroqui-
micos en el SNC (receptor-1 de dopamina, monoaminooxidasa A, hormona foli-
culoestimulante, hormona luteinizante, hormona antidiurética y prolactina), dis-
minucién (dopamina, receptor-2 de dopamina, noradrenalina, serotonina, icido
alfa-aminobutirico, endorfinas, hormona del crecimiento y melatonina, entre
otros) y otros que permanecen sin alteracion (tiroxina y triyodotironina, entre
otros). El cambio neuroendocrino mas importante en la enfermedad de Alzhei-
mer parece ser una reduccion de la funcién colinérgica hipotaldmica.

Los estudios de la incidencia y los patrones de transmisién en las familias de
los pacientes con EA muestran que los parientes de individuos afectados tienen
un riesgo aumentado de desarrollar la EA cuando son comparados con miembros
de la poblacion en general. Las tasas de concordancia entre los gemelos de pro-
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bandos monocigéticos con EA son de 40 a 60%, lo que sugiere una fuerte pero no
absoluta influencia genética de la enfermedad.

Se han asociado cuatro genes con la EA: el cromosoma 21 tiene el gen que
codifica para el precursor de la proteina beta amiloide (APP). El gen de la prese-
nilina 1 (PS1), en el cromosoma 14, fue localizado al estudiar familias con EA
de inicio temprano. Otro gen, el de la presenilina 2 (PS2), se ha localizado en el
cromosoma 1. El cromosoma 12 puede tener una mutacién causal relevante para
la EA de inicio tardio, el cual se ha visto relacionado con la proteina a2-microg-
lobulina.

Se ha visto que el gen de otra proteina, la Apolipoproteina E (ApoE), se
encuentra en el cromosoma 19 y a su vez se encuentra en varias enfermedades
neurodegenerativas. El alelo de la ApoE tipo 4 (E4) se ha visto como un factor de
riesgo para la EA, con un riesgo atribuible estimado de 45 a 60%.

Marcadores bioquimico-moleculares

El enfoque racional de las enfermedades neurodegenerativas que cursan con
demencia, en particular la enfermedad de Alzheimer, ha llevado a los investiga-
dores alrededor del mundo a pensar esta entidad como un proceso sistémico que
involucre alteraciones no sélo en cerebro sino también periféricamente, por lo
que se ha comenzado a buscar los llamados “marcadores biolégicos periféricos”
Los hallazgos que pueden encontrarse en plaquetas, linfocitos, cultivos de fibro-
blastos y muestras de liquido cefalorraquideo de los pacientes afectados tienen su
fundamento en los siguientes hechos.

Uno de tales marcadores, el 8-amiloide, es un derivado degradativo y no obli-
gatorio del catabolismo de la llamada proteina precursora del 8-amiloide (8-app)
(24), y contiene secuencias de agregacién y neurotoxicidad. En su forma solu-
ble, es liberado durante el curso del metabolismo normal en neuronas, astrocitos,
células endoteliales y microglia, pero en la enfermedad de Alzheimer se generan
grandes cantidades de este péptido y se acumula a manera de fibrillas insolubles,
las que afectan, de forma primaria, a las neuronas y células microgliales. La pre-
sencia de $-amiloide, ,, en fluidos corporales como liquido cefalorraquideo y
plasma, es susceptible de cuantificarse y se ha utilizado como una ayuda en el
diagnoéstico de la EA. Se ha encontrado, ademds, su presencia en plaquetas, y se
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cree que tenga un papel en la inhibicion de los factores de la coagulacién IXa y
XIa. Ademds, se han detectado residuos especificos de la APP (residuos 1-39/40
y 17-39/43) en plaquetas. Estos residuos, conocidos como residuos insolubles y
solubles estin asociados conla EA.

En cambio, se ha visto que la actividad citosélica de la proteina cinasa C
(PKC) se encuentra disminuida en plaquetas en pacientes con EA y con demen-
cia vascular, mientras que solamente en la EA hay menor actividad citoesquelética
de la PKC. A su vez, se ha demostrado una menor actividad de la PKC tanto en
fibroblastos cultivados como en las células NK de pacientes con EA.

Por otra parte, el otro elemento importante en la neuropatologia del Alzhe-
imer, es la proteina tau. Esta es una proteina en forma de baston, que se asocia
a los microtibulos mediante proyecciones parecidas a brazos y forma parte del
citoesqueleto de las células eucaridticas, particularmente de las células nerviosas.
La proteina tau se compone de 4 a 5 polipéptidos de un peso molecular de 55000
a 62000 daltons. Mediante estudios inmunocitoquimicos se ha demostrado que
la proteina tau se localiza principalmente en axones. Se ha demostrado también
que la proteina tau altamente fosforilada da lugar a los filamentos helicoidales
apareados, elementos principales de la EA. En la prictica clinica se ha utilizado
la proteina tau como un marcador de dicho padecimiento, particularmente deter-
minando sus niveles en liquido cefalorraquideo.

El enfoque para el diagnéstico de la EA también comprende el estudio de la
apolipoproteina E (ApoE). Esta proteina de 34 kDa desempefia un papel impor-
tante en el transporte, captacion y redistribucion del colesterol. La primera suge-
rencia de que la ApoE pudiera estar involucrada en la EA provino de su localiza-
cién inmunoquimica en los depdsitos de amiloide extracelular, e incluye dep6si-
tos vasculares y neuronas con marafias neurofibrilares. En los humanos, todas las
isoformas de ApoE se codifican en el cromosoma 19: ApoE2, cuya expresion tiene
aparente funcion protectora, ApoE3 y ApoE4. La observacion clave que relacioné
ala EA con la ApoE fue la sobreexpresion del alelo ApoE4 en los pacientes con
esta enfermedad. La frecuencia del alelo ApoE4 ha sido significativamente mayor
en los pacientes con la EA que en pacientes controles, tanto en la enfermedad
de inicio tardio esporadica como en la de inicio tardio familiar. Dicha asociacién
se ha demostrado en pacientes documentados por toma de biopsias y en casos
de autopsias. Este hecho ha sido demostrado en paises como los E.E.U.U,, Japén,
Finlandia, Italia y Holanda.
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Debido ala dificultad de trabajar con tejido cerebral se han buscado alternati-
vas en el estudio de la EA. Uno de los modelos de estudio lo constituyen las célu-
las sanguineas (plaquetas, linfocitos), el cultivo de fibroblastos y el tejido cefalo-
rraquideo. A la fecha, el estudio de las plaquetas en esta enfermedad ha provocado
gran interés debido a que se ha encontrado evidencia de las similitudes que hay
entre las neuronas y las plaquetas con respecto al metabolismo de los neurotrans-
misores y a que ambas contienen y secretan a la proteina precursora del amiloide.
De manera interesante se ha encontrado una disminucién en la actividad de la
citocromo oxidasa mitocondrial en plaquetas obtenidas de pacientes con la enfer-
medad de Alzheimer, lo que se correlaciona de manera positiva con la actividad
de Ia citocromo oxidasa cuantificada en tejido cerebral.

A pesar de que se conoce la presencia de defectos genéticos en una gran varie-
dad de proteinas implicadas enla EA y de la presencia de factores adicionales que
contribuyen a esta enfermedad, la evidencia actual sugiere que el funcionamiento
deficiente de las mitocondrias es una caracteristica unificadora en la degeneracion
neuronal.

Alteraciones mitocondriales

Ademas de las mutaciones en las proteinas implicadas en la EA (particularmente
dela PPAy en las proteinas asociadas a su fragmentacién tales como las presenili-
nas) y de factores de riesgo que contribuyen a su manifestacién, se cree que el fun-
cionamiento deficiente de las mitocondrias es una caracteristica unificadora en
la degeneracion neuronal. Las primeras evidencias de esta hipétesis provinieron
de las siguientes observaciones: 1) en pacientes con la EA hay una disminucién
significativa en el consumo de oxigeno y de glucosa de las neuronas y del fosfato
inorganico conforme progresa la enfermedad; 2) el consumo de oxigeno es mayor
que el de la glucosa; 3) hay una disminucién en la actividad de la NADH deshi-
drogenasa, citocromo oxidasa, piruvato deshidrogenasa y a-cetoglutarato deshi-
drogenasa; 4) hay reducciones importantes en los niveles de los mRNA, prove-
nientes del DNA mitocondrial, que codifican para las subunidades: ND1 y ND4
del complejo I; COX1 y COXIII del complejo IV; S) hay reducciones significati-
vas en el mRNA que provienen del DNA nuclear que codifica a las subunidades
COX IV y subunidad B de la FoF -ATP sintasa; y 6) los mRNA de la subunidad
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B-actina, subunidad B de la lactato deshidrogenasa, y las subunidades 12S (mito-
condrial) y 28S (nuclear) del rRNA, permanecen sin cambios.

Laactividad dela F F -ATP sintasa en la EA es controversial. Algunos grupos
reportan un aumento ligero en la actividad hidrolitica de la enzima y otros mues-
tran que no hay cambios en la actividad de hidrélisis y de sintesis de ATP. Estos
datos no se correlacionan con la disminucién en el mRNA de la subunidad b, ni
con la disminucién en la cantidad de la enzima en hipocampo de pacientes. Por
otra parte, se ha encontrado un aumento del DNA mitocondrial y proteina en el
citoplasma y en los supuestos lisosomas donde se degradan las mitocondrias por
un proceso degradativo por autofagia. Ademads se encontré una disminucion en la
cantidad de mitocondrias en las zonas del cerebro susceptibles en la EA.

Aungque se desconoce, si las alteraciones mitocondriales son una causa o un
efecto de la EA, se ha especulado que esto es una respuesta fisiolégica normal
a una reduccion en la demanda energética en los cerebros de los pacientes. Por
otro lado, la deficiencia en enzimas clave del metabolismo mitocondrial puede
conducir a una disminucién en los almacenes de energia y contribuir al proceso
neurodegenerativo. Una reduccion en la concentraciéon de ATP y glucosa, ade-
mas de interferir con la adquisicion y consolidacion de la memoria, puede activar
proteinas cinasas especificas, que fosforilan a la proteina tau y esto conduce a la
formacién de maranas neurofibrilares; lo puede ocasionar una mayor susceptibi-
lidad de las neuronas a los aminodcidos excitatorios, y conducir a la degeneracion
neuronal por un proceso excitotdxico lento.

Estrés oxidativo y cambios en las membranas

La evidencia que muestra el estrés oxidativo en cerebros de pacientes con la EA

en comparacion de cerebros de personas sanas, proviene de incrementos signifi-

cativos en:

1. Los marcadores de peroxidacion lipidica, tales como tiobarbituratos,
4-hidroxi-2-nonenal, acroleina, malondialdehido, F2-isoprostanos.

2. La cantidad de 8-oxo-7,8-dihidro-2'-desoxiguanosina (8-OH-dG) prove-
niente del DNA mitocondrial.

3. La oxidacién selectiva de poly(A)* mRNAs.
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4. Aumento en la oxidacién de proteinas cuantificado por los productos termi-
nales en estado de glicosilacién avanzada y por nitrotirosinas.

Ademis existen los siguientes cambios:

1. Una mayor actividad de las enzimas antioxidantes (catalasa, superéxido dis-
mutasa, glutation peroxidasa), lo cual sugiere que hay una adaptacién del
tejido a una mayor produccidn de radicales libres.

2. Un contenido de hierro mayor que el normal, que participa en la generacion
de radicales libres, particularmente en aquellas 4reas del cerebro que presen-
tan severos cambios degenerativos.

3. Elcerebro esrico en 4cidos grasos muy susceptibles a la oxidacion y posee nive-
les bajos de defensas antioxidantes respecto de las halladas en otros 6rganos.

Es claro que la oxidacién de los lipidos de membrana, proteinas y dcidos nuclei-
cos afecta su estructura y funcién normal, lo que compromete la funcién celular.
Se cree que el estado prooxidativo en la EA puede provenir inicialmente de la
generacion de radicales libres por el BA fibrilar al interactuar con Fe*> o Cuy de
una disminucién en la eficiencia de la cadena de transporte de electrones mito-
condrial.

A la fecha se desconoce si el dafo oxidativo observado es una de las causas
primarias de la degeneracién neuronal o s6lo la consecuencia metabdlica de la
muerte neuronal iniciada por otros factores. Aun cuando la produccion elevada
de radicales libres sea un evento secundario, su accién es nociva y contribuye a la
disfuncién metabolica. Por ejemplo, las mitocondrias de cerebro de pacientes con
la EA muestran una disminucién en la fluidez de membrana, que no se modifica
al someter las mitocondrias a una peroxidacién adicional. En tanto que en los
controles, la fluidez de membrana mitocondrial se reduce a un valor semejante a
la de los pacientes cuando se someten a la peroxidacion.

Adicionalmente al estado oxidativo en la EA, hay los siguientes cambios en
los lipidos de la membrana neuronal:

1. Unadisminucién en los niveles de fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fos-
fatidilserina y fosfatidilinositol.

2. Un aumento de los productos de degradacion, tales como glicerofosforilco-
lina y glicerofosforiletanolamin.
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3. Unadisminucién en el cociente de los glicerofosfolipidos de etanolamina de
plasmaldégeno a no-plasmalégeno en la corteza temporal de individuos con
laEA.

Estos cambios pueden conducir a una inestabilidad de la membrana, esto es, al
desarrollo del “desajuste hidrofébico” en las membranas, que puede afectar fuer-
temente a las proteinas y a la organizacién misma de los lipidos.

Por otro lado, investigaciones recientes sugieren una relacién importante
entre el contenido de colesterol en las membranas y la produccion del BA. El
colesterol no se distribuye de manera homogénea en las membranas, sino que
tiende a colocalizarse en microdominios con baja fluidez y abundantes en esfingo-
lipidos conocidos como balsas lipidicas. Estas balsas lipidicas son los sitios donde
la PPA es fragmentada por la por las 3 y y-secretasas para producir el A, en tanto
que los sitios donde se produce la PPAs son en las regiones de membrana con
fluidez elevada y bajo contenido de colesterol.

Conclusiones

La hipétesis sistémica de la EA se ha reforzado con resultados que muestran que el
procesamiento de la PPA ocurre de manera similar en neuronas o plaquetas. Ade-
més de la formacién del BA y sus agregados, existen reducciones en el metabolismo
energético de las células que lo producen, como lo es un mayor estrés oxidativo, asi
como dafios en las proteinas, DNAmt, y membranas mitocondriales.

Es importante enfatizar que podemos analizar otros tejidos (fibroblastos san-
gre), fluidos (LCR, saliva) y células periféricas (leucocitos) como las plaquetas
de los pacientes de EA ya que pueden funcionar como marcadores ttiles en el
estudio la relacion causa efecto en los cambios metabdlicos que contribuyen a la
progresion de la EA.
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Procesamiento de la proteina
precursora del amiloide en la
enfermedad de Alzheimer

Ricardo David Quiroz Baez'?

Resumen

a etiopatogenia de la enfermedad de Alzheimer (EA) es compleja y se

han involucrado multiples factores en su origen, sin embargo parece claro

que un evento central ocurre a partir del procesamiento alterado de la
proteina precursora del amiloide (APP), lo que resulta en la sobreproduccién y
agregacion de formas neurotéxicas de la proteina B-amiloide (Af). Mas all de
los casos de origen familiar de la EA, en donde las mutaciones encontradas se
relacionan con una sobreproduccién de la AP, poco se conoce acerca de los meca-
nismos involucrados en los casos de tipo esporddico, los cuales representan casi
la totalidad (95%) de los enfermos con EA. El entendimiento de las vias meta-
bélicas involucradas en el procesamiento de la APP, asi como de las moléculas
que regulan este proceso, sin olvidar cémo éste puede verse afectado por algunas
condiciones fisiologicas asociadas al envejecimiento, es fundamental para tratar
de desarrollar estrategias terapéuticas efectivas en la EA.
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Introduccion

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una demencia neurodegenerativa progre-
siva, la cual se asocia al envejecimiento. La prevalencia de esta enfermedad es de
3% en individuos entre 60 y 70 afios, alcanzando 40% en personas mayores de 85
afios (Hebert et al., 2003). La primera descripcién clinica y neuropatolégica de
este tipo de demencia la realizé en 1906 el médico alemédn Alois Alzheimer. La
enfermedad se present6 en una mujer de 51 anos, quien murié después de cuatro
anos de padecimiento. Entre los sintomas que presentan los pacientes con la EA,
se encuentran la pérdida de la memoria a corto plazo, el deterioro cognoscitivo
progresivo, cambios en la personalidad, alteraciones en los patrones lingiiisticos,
dificultad para realizar tareas rutinarias y en etapas finales de la enfermedad, una
pérdida total de independencia. Desde el inicio de la enfermedad hasta la muerte
del individuo pueden transcurrir de 12 a 20 anos.

Histopatoldgicamente, la EA se caracteriza por una pérdida sindptica y neu-
ronal, asi como por la presencia placas seniles y marafias neurofibrilares. Las pri-
meras son depésitos extraneuronales de proteina 3-amiloide (Af), las segundas
son depositos intraneuronales de proteina tau, la cual estabiliza los microtubu-
los axonales (Selkoe, 1991). La disminucién en la densidad siniptica parece ser
un evento temprano previo a la muerte neuronal, la cual se refleja en la pérdida
de la mayoria de los componentes de las vesiculas sindpticas y de la mayoria de
los péptidos almacenados en las mismas (Arendt, 2001). Esta pérdida sinaptica
puede alcanzar hasta 75% en el hipocampo (Terry & Katzman, 2001). Por lo que
la reduccién en el contenido de la proteina sinaptofisina (asociada a las terminales
sindpticas) se ha usado como un marcador temprano en la EA.

Aunque este padecimiento tiene una patogénesis compleja y puede involucrar
multiples factores etioldgicos, la sobreproducciéon de AP parece jugar un papel cen-
tral, como ha quedado demostrado por diversos estudios genéticos, histopatoldgi-
cos y bioquimicos (Selkoe, 1991; Hsiao et al., 1996; Walsh & Selkoe, 2004 ).

El AR y las placas seniles

El AP es un péptido de 40-42 aminodcidos, que se origina a partir del procesa-
miento de la proteina precursora del amiloide (APP, por sus siglas en inglés) por
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la accién de la  y y-secretasas (Seubert ef al., 1993; Lichtenthaler et al., 1999).
Aunque la mayor parte del AP} se genera en vesiculas endociticas para ser secre-
tado posteriormente, una fraccién pequefia tiene su origen en el aparato de Golgi
y en menor proporcion en el reticulo endoplasmico. La principal forma de A3
generado es la de 40 aminoécidos (A, ), hallada en concentraciones nanomola-
res en el liquido cefalorraquideo (Vigo-Pelfrey et al., 1993). Sin embargo, la forma
de 42 aminodcidos (AP, ,) eslamds fibrogénica y se encuentra altamente enrique-
cida en los nucleos de las placas seniles en paciente y modelos transgénicos de la
enfermedad (Kuo ef al,, 1996). De hecho, el Ap alcanza una proporcién cercana a
70% en el nicleo proteico que compone el peso seco de las placas seniles (Miller
etal,1993).

Las placas seniles estin conformadas por un nicleo compuesto principal-
mente por AP, rodeadas de neuritas distréficas y procesos de células gliales reac-
tivas, éstas se observan mds frecuentemente en la amigdala, el hipocampo y la
neocorteza. Otras proteinas que también han sido identificadas son la a.l1-anti-
quimotripsina, la apolipoproteina E, proteasas lisosomales y enzimas antioxidan-
tes, aunque se desconoce si tienen participacién en la formacién de la placa o
simplemente son absorbidas por ésta. Adicionalmente, se han detectado proteo-
glicanos de heparan sulfato, los cuales podrian participar en la formacién de fibri-
llas amiloideas (Snow et al., 1990). Aunque hasta el momento no se conocen con
precision los mecanismos por los cuales se generan las placas seniles, y su papel
exacto en la etiologia de la enfermedad, la presencia de AP parece ser un factor
determinante.

Hipotesis del amiloide en la EA

Diversos estudios han llevado a la identificacién de las vias bioquimicas implica-
das en la generacién de Ap. Del total de casos de EA, s6lo entre 1% y 5% tienen
una explicacién genética (EAF). Los pacientes con la EAF presentan mutaciones
en el gen de la APP a partir de la cual se genera el AP, asi como en otras proteinas
involucradas en su procesamiento, lo cual favorece la formacién y secrecién de
AP. Asi mismo, modelos transgénicos, los cuales expresan la APP humana con
dichas mutaciones, exhiben parte de la patologia de la enfermedad y han provisto
de evidencia experimental que sustenta la correlacion entre la generacion de Ap
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y la neurodegeneracion caracteristica de la enfermedad. Sin embargo, aun no se
conoce el mecanismo por el cual AP causa el deterioro cognitivo, y si el grado de
la demencia correlaciona con el grado de pérdida neuronal.

Alos casos de la EA que no pueden ser explicados por causas genéticas se les
conoce como de tipo esporadico (EAE). Estos pacientes, al igual que los EAF,
presentan las mismas caracteristicas patoldgicas, aunque las desarrollan en etapas
mads avanzadas de la vida. El hecho de que ambos tipos de la EA presenten una
sobreproduccién de AP, ha llevado a postular una hipétesis amiloidea del origen
de la enfermedad. Esta propone que la EA es desencadenada por un desequilibrio
en la generacion o acumulacién de Ap, lo cual conduce al desarrollo de la misma.
Aunque esta hipotesis no es capaz de explicar todos los eventos que ocurren en
el transcurso de la enfermedad, estd claro que el conocimiento de los procesos
que llevan a la sobreproduccion del AP es fundamental en el entendimiento y el
desarrollo de estrategias terapéuticas en la EA.

Existen multiples evidencias en este sentido. Estudios recientes senalan que
no sélo las formas agregadas del AP pueden tener un efecto toxico, sino que for-
mas diméricas y oligoméricas solubles también pueden tener un efecto deletéreo
sobre las neuronas (Freir et al.,, 2001; Wang et al., 2002). Entre estos efectos desta-
can: la desregulacion de la homeostasis del calcio (Hartmann H., 1993; Mattson
etal, 1992);la generacion de radicales libres y la subsecuente oxidacién de lipidos
de membrana y proteinas (Behl et al., 1994; Buttterfield et al., 1994). Asi mismo,
el AP es capaz de potenciar el efecto de distintos agentes toxicos neuronales,
incluyendo el producido por los amino4cidos excitadores (Mattson et al., 1992;
Arias et al., 1995), la privacién de glucosa e inhibidores metabdlicos (Copani et
al., 1991) y el estrés oxidante (Lockhart et al., 1994; Behl & Moosmann, 2002).
También se ha reportado la capacidad del AR para promover la fosforilacién de
la proteina tau, en cultivos neuronales de corteza e hipocampo (Busciglio et al.,
1995); asi como la inhibicién de la LTP en el hipocampo de rata, tanto in vivo
como in vitro (Freir et al., 2001; Wang et al., 2004).

Proteina precursora del amiloide

La APP es una glicoproteina transmembranal del tipo 1 de entre 120-200 kD,
integrada por tres regiones (Kang et al., 1987): un gran dominio extracelular en



Procesamiento de la proteina precursora del amiloide en la enfermedad de Alzheimer

la regién N-teminal que forma una estructura globular (Rossonjohn et al., 1999);
una regién transmembranal, que contiene parte de la secuencia del AB; y un
pequeno dominio citoplasmatico en la region C-terminal. Esta proteina es ubicua
al organismo y muy conservada evolutivamente (Goldgaber et al.,, 1987; Tanzi et
al., 1987).El gen de la APP se localiza en el cromosoma 21, y existen 10 isoformas
con un tamafo que puede variar de 563 hasta 770 aminodcidos. Las neuronas
principalmente expresan la isoforma APP__(Coulson et al.,, 2000).

En el SNC, la APP puede funcionar como un factor neurotréfico, involucrado
durante el desarrollo y la vida adulta. Entre las caracteristicas celulares de la APP
se ha reportado su interaccién con los microtubulos, implicdndola en el proceso
de tréfico vesicular, ademds se ha demostrado que estd sujeta a un transporte
réapido hacia las terminales sindpticas y se encuentra presente en las uniones neu-
romusculares. Otros estudios han sefialado su capacidad de interactuar con com-
ponentes de la matriz extracelular, lo que sugiere su participacion en la fisiologia
neuronal como un receptor membranal involucrado en la adhesién celular (Ghiso
et al, 1992). De esta manera, la APP podria intervenir en el mantenimiento, esta-
bilidad y funcién sindpticas. En este sentido, Ninomiya (1993) demostr¢ la par-
ticipacion de la APP como un factor involucrado en el crecimiento y guia axonal
durante el desarrollo. Por otra lado, dentro de la regién citoplasmatica de la APP
se han identificado ciertos dominios consenso que sugieren su accién en vias de
senalizacién (Nishimoto et al., 1993; Nordstedt et al., 1993), asi como en la regu-
lacién de factores de trascripcién (Minopoli et al., 2001). En los ultimos afos
estudios in vitro ha demostrado que la APP es capaz de unir iones metalicos (Cu*,
Fe?*yZn*"),y se ha postulado su intervencién en la homeostasis de dichos iones
en el cerebro (White et al., 1999).

A nivel electrofisioldgico, algunos reportes han senalado que la actividad
transcripcional de la APP se encuentra regulada positivamente durante la induc-
cién de la LTD, y que este efecto se ve disminuido durante la vejez (Stéphan et
al., 2002). Otros trabajos realizados en rebanadas de hipocampo muestran que la
elevacion en los niveles de APP, posterior a la estimulacidn eléctrica, viene acom-
panada de un aumento en la generacién de A y una subsecuente inhibicién de la
actividad neuronal (Wang et al., 2004).
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Metabolismo de la APP

La APP es sustrato de distintas enzimasy, dependiendo cudl de ellas actue, puede
ser procesada a través de dos vias proteoliticas: la amiloidogénica y la no ami-
loidogénica (figura 1). En la via amiloidogénica, el Ap es generado por el pro-
cesamiento secuencial de la B- y la y-secretasa, las cuales producen las regiones
N- y C-terminal respectivamente. Alternativamente, en la via no amiloidogénica
la APP puede ser procesada en la membrana plasmdtica por la o-secretasa, lo cual
previene la formacién del AP y permite la generacion de un fragmento con propie-
dades neurotroficas (aAPPs).

A pesar de que el procesamiento de la APP mediado por la a-secretasa es la
principal via proteolitica, la identidad exacta de la o.-secretasa no ha sido confir-
mada; sin embargo, su actividad se ha asociado a regiones con bajo contenido de
colesterol (Kojro et al,, 2001). Estudios farmacolégicos indican que la ai-secretasa
es una metaloproteasa dependiente de zinc (Parvathy ef al,, 1998). Su actividad
enzimdtica puede ser constitutiva o inducible a través de la activacién de la pro-
teina cinasa C (PKC) (Lammich et al,, 1999). Datos recientes sugieren que la
proteina TACE (TNF-a cleaving enzyme), una metaloproteasa perteneciente a
la familia de proteinas ADAM (a disintegrin and metalloprotease), también nom-
brada ADAM17, presenta la actividad inducible de la a-secretasa (Peschon et al.,
1998; Buxbaum ef al., 1998). En este contexto, ha sido reportado recientemente
que células de neuroblastoma que presentan un ligero incremento en los niveles
de TACE muestran un efecto robusto al disminuir los niveles de AP (Tachida et
al., 2008). Por otro lado, también se ha demostrado que la proteina ADAM10
muestra actividad de o.-secretasa en el procesamiento de la APP. Asi, la expresion
de una forma dominante negativa de la ADAMI0 es capaz de inhibir la actividad
enddgena de la oi-secretasa, mientras que la sobreexpresion de la forma silvestre
dela ADAMI10 incrementa tanto la actividad constitutiva como la inducible de la
a-secretasa (Wen et al., 1997). Algunos estudios sugieren que la proteina ADAM9
podria ser otra candidata con actividad de oi-secretasa (Asai et al., 2003).

Bajo condiciones metabolicas normales, alrededor de 10% de la APP no es
procesada por la o-secretasa, entonces la APP es internalizada por los compar-
timientos endociticos y subsecuentemente procesada a través de la via amiloido-
génica (en la que participan B- y la y-secretasa). La proteina BACE (B-site APP-
cleaving enzyme) ha sido identificada como la proteina que posee la actividad de
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[-secretasa. BACE es una proteina que presenta homologia con la familia de las
pepsinas, proteasas de aspartato (Vassar et al., 1999). La proteina BACE-1 tiene
altos niveles de expresion en neuronas y parece ser la principal enzima de la via
amiloidogénica (Fluhrer et al., 2002). El uso de oligos antisentido dirigidos contra
la proteina BACE-1 reduce la generacién del AB en cultivos celulares (Vassar et al.,
1999; Yan et al., 1999). Mientras que el corte proteolitico mediado por BACE-1
ocurre en el Asp-1 del dominio del Ap, interesantemente, la proteina homologa
BACE-2 posee un especificidad distinta en el procesamiento de la APP. Fluhrer
(2002) demostré que el corte proteolitico mediado por BACE-2 ocurre en medio
del dominio del AP, entre las Phe 19 y 20. Hasta este momento, no se han detec-
tado mutaciones en la proteina BACE en los casos de tipo familiar de la EA (Cruts
et al., 2001; Nicolaou et al., 2001), sin embargo, han sido reportados aumentos en
los niveles de expresién de BACE1 en la corteza de paciente con EAE (Fukumoto
et al., 2002; Holsinger et al., 2002; Yang et al., 2003 ). Los mecanismos implicados
en esta elevacion de los niveles de BACE en algunos casos de EA de tipo espora-
dico no son del todo conocidos.

La actividad proteolitica de la otra secretasa involucrada en la via amiloidogé-
nica ocurre en la regién transmembranal de la APP. La y-secretasa es un complejo
proteico integrado por: presenilina (PS), la cual posee la actividad proteolitica
del complejo; nicastrina; Aph-1; y Pen-2 (Yu et al., 2000; Francis et al., 2002).
La participacion de estas proteinas en el complejo es critica para su funcién, ya
que cada una puede modificar su actividad y respuestas a estimulos fisioldgicos
(Parvathy et al.,, 1998). La participacién de la PS en la patogénesis de la EA se ha
demostrado en la mayoria de los casos de EA familiar, con un claro componente
genético (Price & Sisodia, 1998).

Fosforilacion de la APP

Existe evidencia de que la APP es una proteina que posee residuos fosforilables
tanto en la regién citoplasmatica (Gandy et al., 1988) como en la extracelular/
luminal (Knops et al., 1993). Aunque se han descrito al menos cinco sitios cito-
plasmiticos de fosforilacién de la APP, la Thr668 (basindose la numeracién en
laisoforma APP, ), es un blanco exclusivo de células neuronales. A nivel fisiol6-
gico, la fosforilacion de la APP se ha reportado en neuronas post-mitéticas dife-
renciadas, observindose en la forma madura de la APP (APPm); mientras que en
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FIGURA 1. Participacién de las distintas enzimas involucradas en el metabolismo de la PPA. La APP es
una glucoproteina transmembranal que puede ser procesada a través de dos vias: la amiloidogénica y
lano amiloidogénica. Bajo condiciones metabdlicas normales aproximadamente 90% de la PPA es proce-
sada por la via no amiloidogénica, generandose el fragmento sPPAal debido a la accién de la o-secretasa
en la membrana celular previniendo asf la formacién de AP. Alternativamente, en la via amiloidogénica,
el AR es generado por el procesamiento secuencial de la - y la y-secretasa, las cuales producen las
regiones N- y C-terminal respectivamente.

células en division, la fosforilacion se presenta en las formas inmaduras de la APP
(APPim) (lijima ef al.,, 2000; Suzuki et al., 1994). La fosforilacion de la Thr668
de la APP es sustrato de diversas cinasas entre las que se encuentran la CDKS
(cinasa dependiente de ciclina 5) yla GSK-3p (cinasa de la glucégeno sintasa-3()
para la APPm, mientras que las cinasa CDKI actua sobre la APPim en células en
divisién (lijima ef al., 2000; Suzuki et al., 1994). Ante estimulos estresantes, la
Thr668 de la APP puede ser fosforilada por la cinasa JNK (cinasa N-terminal de
c-jun). La Thr668 se encuentra dentro del motivo “”VTPEER®?, cuya funcién
es estabilizar una estructura de o-hélice en la regién C-terminal (Ramelot et al.,
2000), su fosforilacion induce cambios conformacionales en la region citoplas-
mitica de la APP modificando su interaccién con la proteina Fe65, permitiendo
la translocacién nuclear del dominio citoplasmico intracelular de la APP, por lo
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que se postula la participacién de esta via en la activacién genética en respuesta a
estrés (Nakaya et al., 2006).

El papel de la fosforilacién en la Thr668 de la APP es controversial, aunque
la mayoria de los reportes la han ligado con la generacién de AP} (Akiyama ef al.,
2005; Lee et al., 2005; Ando et al., 2008; Quiroz-Baez et al., 2009), otros trabajos
no encuentran una relacién entre esta fosforilacién y la produccién de AP (Sano
et al., 2006). En este sentido, Shin et al. (2007) propusieron la probable existencia
de dos alternativas en el procesamiento de la APP, una dependiente de la fosfori-
lacién de la Thr668 y otra independiente de esta para la generacion de Af.

Condiciones que propician la generacion de fragmentos
amiloidogénicos

Existe evidencia de que diferentes factores pueden alterar el metabolismo de la
APP e influir en la produccién de AP, y cuya presencia se ha documentado en la
EA (figura 2). Entre éstos destacan: modelos experimentales de dafio isquémico
(Saido et al,, 1994), excitotoxicidad (Stephenson & Clemens, 1998) y dafio sindp-
tico (Hernandez-Ortega et al., 2007); asi como la presencia de las especies reactivas
de oxigeno (ERO) (Yankner, 1996); algunos metales, como el Cu?*, Fe** y Zn*,
los cuales pueden interactuar de forma directa con el mRNA y/o la proteina APP,
ademds de ejercer un efecto sobre algunas de las enzimas involucradas en el pro-
cesamiento de la misma (Strausak et al,, 2001); y los niveles del AMPc (Lee et al.,
1999). En este sentido, existen algunos estudios epidemiolégicos en donde se ha
demostrado que situaciones que aumenten de manera crénica la concentracion de
adrenalina o noradrenalina favorecen el desarrollo de la EA. Sin embargo, hasta el
momento se desconocen de qué manera estos factores pueden inducir una sobre-
produccion de AP in vivo. Por lo tanto resulta fundamental para el conocimiento de
la etiopatogenia de la EA encontrar situaciones metaboélicas que generen un exceso
tanto en la produccién de APP como en la generacion de Af.

Estrés oxidante y produccion de Af3

Un evento clave en la patologia del la AE es el estrés oxidante, el cual se presenta
de manera temprana (Nunomura et al, 2001, 2006). Este es capaz de inducir
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Eventos que alteran el metabolismo de la APP

Inhibicién del metabolismo energético
(Velliquette et al., 2005)

Estrés oxidante
(Tong et al., 2005; Shen et al., 2008)

Isquemia APP
Said 1., 1994 —
(Saido et a ) AB

Dario simpatico
(Hernandez-Ortega et al., 2007)

Exitotoxicidad
(Stephenson and Clemens, 1998)

FIGURA 2. Factores capaces de alterar el metabolismo de la APP e incrementar la produccidn de A.

dano nuclear, proteico y membranal, ademds de contribuir en la muerte celular
(Perry et al., 2000). Las neuronas parecen ser particularmente vulnerables al dafio
mediado por radicales libres. Entre las razones que podrian explicar esta suscepti-
bilidad estan: 1) su bajo contenido de glutatién, un antioxidante celular (Cooper,
1997); 2) la alta proporcién de cidos grasos polinsaturados de la membrana neu-
ronal (Hazel & Willianms, 1990); y 3) que el metabolismo cerebral consume alre-
dedor de 20% del oxigeno corporal, con lo que se generan una enorme cantidad
de ERO (Smith et al., 1995).

La relacion existente entre la toxicidad del AP y el estrés oxidante parece ser
crucial en la enfermedad al ser ambos eventos dependientes de la edad (Floyd
& Hensley, 2002) cuyos efectos estdn interrelacionados, como lo muestran algu-
nos modelos in vivo e in vitro (Harkany ef al., 2000; Misonou ef al., 2000; Paola
et al., 2000). En este sentido, animales transgénicos que sobre-expresan la APP con
mutaciones, presentan una sobreproduccién de ERO, la cual precede a la formacién
de placas amiloideas (Pratico et al., 2001). Asi mismo, Frederikse (1996) encontrd
que el peréxido de hidrégeno (H,O, ) incrementa la produccién y acumulacion de AB
en el cristalino.
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Existen muchas evidencias mds en este sentido, y es claro que el estrés oxidante
juega un papel patolégico importante. En estudios realizados en pacientes conla EA'y
en modelos animales se ha encontrado que la inhibicién del metabolismo energético
induce un incremento en la produccién de ERO (Smith et al., 2000), lo cual exacerba
tanto la toxicidad como un aumento en la generaciéon AP. Esto es apoyado por un
trabajo de Kaido (1996), quien reporté que personas con padecimientos asociados
con mutaciones del DNA mitocondrial exhibian dafio oxidante y presentaban placas
de AP.

Estudios en cerebro de pacientes con la EA muestran un aumento en la produc-
cién de aldehidos reactivos como la acroleina, presente en las maranas neurofibrila-
res, y el 4-hidroxinonenal (4-HNE) (Markesbery & Carney, 1999), lo que confirma
un estado de estrés oxidante generalizado. En un estudio reciente se encontr6 que el
4-HNE es capaz de elevar la expresion de la proteina BACE1 y asi aumentar la genera-
cién de AP (Tamagno et al., 2005).

Actualmente se ha establecido que condiciones pro-oxidantes pueden regu-
lar el procesamiento de la APP, a través de la modulacion de la expresion y la acti-
vidad tanto de la enzima BACE1 (Tong et al., 2005; Tamagno et al., 2005, 2008;
Shen et al., 2008; Quiroz-Baez et al., 2009) como de la y-secretasa (Tamango et
al., 2008; Quiroz-Baez et al., 2009). Por otro lado, se ha reportado que la actividad
de oi-secretasa aumenta en células neuronales expuestas al compuesto antioxi-
dante miricetina (Shimmyo et al.,, 2008). En este sentido, células de neuroblas-
toma humano, las cuales expresaban la forma silvestre de la APP, al ser sometidas
a condiciones pro-oxidantes mostraron un incremento en la generacion de AP
como producto de la modulacién dual en el metabolismo de la APP. Bajo estas
condiciones, reportaron una regulacion negativa de proteinas con actividad de
o-secretasa, determinado por el decremento en la expresion de TACE, asi como
una regulacién positiva de componentes de la y- y 3-secretasa (Quiroz-Baez et al.,
2009).

Consideraciones finales
En conjunto, los datos presentados aportan una visién general de la compleja

regulacién y los multiples componentes que participan en el metabolismo de la
APP, asi como en la generacion del AP. El entendimiento cabal de estos procesos
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permitird el desarrollo de estrategias terapéuticas efectivas capaces de prevenir la
sobreproduccién y acumulacion del AP, evento clave en el desarrollo de la pato-
logia dela EA.
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Resumen

a enfermedad de Alzheimer es un trastorno relacionado con la edad,

caracterizado por una disfuncion progresiva y alteraciones emocionales

debido ala disfuncién y degeneracion de neuronas en la region cortical y
limbica del cerebro. En estas regiones afectadas del cerebro aparece la formacién
de depésitos extracelulares de B-amiloide insoluble (placas) y agregados intrace-
lulares de la proteina Tau del citoesqueleto en forma de ovillos neurofibrilares. En
la enfermedad de Alzheimer se ha descrito que el aumento en los niveles de estrés
oxidativo y la disrupcién de la homeostasis del calcio juegan un papel importante
en la disfuncién sindptica y la muerte neuronal. Relacionado con mantener unas
concentraciones de calcio adecuadas, encontramos las proteinas de unién al cal-
cio, calbindina, calretinina y paralbumina, las cuales actian como tamponadoras
de la concentracion de calcio intracelular y su expresion estd alterada en la EA.
Una reduccidn en los niveles de expresion de estas proteinas podria conducir a
la muerte neuronal debido a un fallo en el tamponamiento de las altas concentra-
ciones de calcio intracelular que tienen lugar en el desarrollo de la enfermedad de
Alzheimer. Asi pues, es de interés el estudio de proteinas unidas a calcio por su
posible efecto neuroprotector.
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Enfermedad de Alzheimer
Introduccion

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una demencia senil de tipo severo. Actual-
mente afecta a una gran proporcién mundial de personas de edad avanzada. Se
caracteriza por un progresivo empeoramiento de la funcién cognitiva y alteracio-
nes emocionales, causando una pérdida de memoria e incapacidad para formar
nuevas memorias. El proceso de la enfermedad implica la degeneracion de las
neuronas y de las sinapsis en regiones del cerebro que tienen un papel fundamen-
tal en el aprendizaje y la memoria, como son la corteza cerebral y el sistema lim-
bico, en ellas cabe destacar la corteza entorrinal y el hipocampo (figura 1).
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FIGURA 1. Areas implicadas en aprendizaje y memoria. A) Cerebro anterior basal y el sistema limbico. B)
Detalle del hipocampo y la corteza entorrinal.

El mayor factor de riesgo de la EA es la edad avanzada. En la méas comun
forma esporadica de EA, los primeros sintomas que se manifiestan aparecen entre
los 70 y 80 afios de edad. Pero, aunque algunos tengan heredada la mutacién que
causa la enfermedad en el precursor de la proteina de -amiloide (APP) o en una
de las presenilinas (PS1y PS2), también se mantienen asintomaticos hasta alcan-
zar los 40 o 50 afios de edad (Hardy J., 2006).

Los marcadores patolégicos de la EA son la presencia de numerosos dep6-
sitos extracelulares, conocidos como placas seniles (agregados de 3-amiloide), y
los ovillos neurofibrilares (filamentos intracelulares agregados de microtubulos
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asociados a la proteina Tau). Aunque la causa precisa de la EA atin no se conoce,
una de las causas mayoritarias de muerte neuronal en pacientes de la EA es la
oligomerizacién de la proteina [-amiloide y la consecuente neurodegeneracion
(Hardy J. et al., 2002; Wirths O. et al., 2004).

Actualmente se conoce que la proteina de B-amiloide provoca la formacién
de especies reactivas de oxigeno, la inducciéon de citocinas, estrés del reticulo
endoplasmético y un incremento en los niveles intracelulares de calcio (Small
DH. et al,, 2001). En un principio se correlacionaron las placas de B-amiloide
con la pérdida cognitiva (Roth M. et al., 1996), aunque en estudios posteriores
se sugirié que era el nimero de ovillos neurofibrilares, y la pérdida de las sinapsis
de los pacientes de EA, los responsables de la disminucién cognitiva, ya que los
indices del test de cognicion eran mds cercanos a los obtenidos en individuos con
demencia (Terry RD. et al., 1991).

Formacion de la proteina de B-amiloide

La proteina [3-amiloide es un péptido de 39-42 aminoécidos. Este es secretado
mediante las B-secretasas ([3-site APP cleaving enzyme; BACE) por la rotura de la
parte N-terminal del precursor de la proteina de amiloide (APP), proteina inte-
grada en la membrana e implicada en transduccion de sefiales. La escision de APP
a través de oL 0 B-secretasas forma la parte C-terminal de la proteina amiloide, el
resto permanecerd anclado en la membrana dénde por accién de la y-secretasa
se escindird su dominio transmembrana, donde la presenilina es un componente
crucial (Thinakaran G. et al., 2008). Asi pues, una de las mayores alteraciones en
los enfermos de Alzheimer, y también en algunos modelos experimentales de EA,
es la alteracion en el proceso proteolitico de la APD, la cual implica la formacién
en exceso de las formas 40 y 42 de -amiloide, particularmente ésta ultima tiende
a formar mds agregaciones y es mds toxica para las neuronas que el fragmento
de 40 amino4cidos (Mattson MP. ef al., 1997). Ademds, se ha observado que la
ruptura de APP en la mitad de la secuencia de B-amiloide por a-secretasas estd
disminuida llevando a una disminucién en la produccién de la forma secretada de
APP (sAPP), la cual juega un papel importante en la regulacién de la plasticidad
sindptica y supervivencia neuronal. La causa o causas por las cuales se produce
una alteracién en el procesamiento de APP en los casos esporddicos de EA no
estan claras, pero se cree que puede tener un papel importante el aumento de
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los niveles de calcio intracelular. En cultivos de células expuestas a estimulos que
provocan una entrada masiva de calcio intracelular, se observé una mayor pro-
duccién de B-amiloide (Querfurth HW. et al.,1994), asi como mutaciones en la
presenilina 1 (PS1) también provocaba alteraciones en la homeostasis del calcio
e incrementaba la produccién de B-amiloide (Guo Q. et al., 1996; Guo Q. et al.,
1999). El aumento en la produccién y agregacion de las formas neurotdxicas de
[-amiloide causa degeneracion y muerte neuronal a través de procesos de excito-
toxicidad y apoptosis (Mattson MP. et al., 2000).

El proceso de agregacion de la proteina de B-amiloide tiene lugar a través de
la agregacion de los diferentes estados de péptidos amiloides que pueden ir desde
pequenias especies oligoméricas solubles, entre 2 y 50 péptidos, hasta agregados
filamentosos insolubles, a partir de los cuales se formardn las placas de B-amiloide
(Demuro A. et al.,, 2010; Roychaudhuri R. et al., 2009).

La forma monomérica de 3-amiloide (1-40 o 1-42) se considera no téxica
o incluso protectora y no provoca una masiva entrada de calcio intracelular en
experimentos realizados in vitro (Demuro A. ef al., 2005.; Kayed R. et al., 2004.;
Giuffrida ML. et al,, 2009). Los agregados intermediarios que daran lugar a los
pequenos oligdbmeros se forman a partir de unas 50 subunidades de -amiloide.
Estos agregados de bajo peso molecular se han encontrado tanto in vitro, en el
medio celular donde las células secretan B-amiloide (Xia W. et al 1997), asi como
en extractos de cerebro humano (Shankar GM. et al., 2008.; Kuo YM. et al., 1996).
Los pequefios agregados se han descrito como las formas de 3-amiloide que pro-
vocan més toxicidad y las que mds alteran la homeostasis del calcio (Kayed R. et
al.,2003.; Demuro A. et al.,,200S.; Deshpande A. et al., 2006 ). En los pacientes con
EA, en el estadio final de la agregacion de los péptidos de B-amiloide aparecen las
placas de amiloide. Aunque las placas son un marcador de la EA, su densidad no
est4 bien correlacionada con el grado de pérdida neuronal o cognitiva (Goldman
WP. et al.,, 2001). Por otra parte, se ha sugerido que las placas pueden contribuir
ala eliminacién e inactivacion de las pequenas especies solubles téxicas (Shankar
GM. et al., 2008.; Lansbury PT Jr. 1999), promoviendo un efecto potencialmente
neuroprotector a las placas de 3-amiloide insolubles, particularmente en estadios
tempranos de la enfermedad.
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Homeostasis del calcio en la enfermedad de Alzheimer
Excitotoxicidad y formacion de EROS

En los procesos de agregacion de B-amiloide se genera perdxido de hidrégeno y
radicales hidroxilo mediante reacciones quimicas que precisan iones Cu* o Fe*".
La produccién de especies reactivas de oxigeno (EROS) induce peroxidacién
lipidica de la membrana y puede afectar a la funcionalidad de las AT Pasas de Na*/
K* -Ca*, asi como a transportadores del glutamato y la glucosa provocando una
despolarizacién de la membrana y una disminucién de los niveles celulares de
ATP (Mark RJ. et al,, 1995,1997). Este efecto provoca una entrada masiva de cal-
cio debido a la continua activacion de los receptores del glutamato, dando lugar
asi a un proceso excitotéxico (Mattson MP. et al., 1992, 2003).

Peroxidacion lipidica

La peroxidacién lipidica provocada por 3-amiloide altera la homeostasis del cal-
cio por la formacién del aldehido 4-hidroxi-2,3-noneal (HNE) generado por la
peroxidacion de los dcidos grasos de la membrana. Andlisis realizados con pacien-
tes de Alzheimer demostraron que los niveles de peroxidacién lipidica y HNE
eran elevados en neuronas asociadas a depésitos de B-amiloide y también en el
liquido cerebroespinal (Lovell WD et al., 1997.; Sayre LM et al., 1997).

Una de las proteinas modificadas por HNE en la EA es la proteina Tau, ade-
mas, el HNE podria intervenir en el efecto que ejercen niveles subtdxicos de
proteina [3-amiloide sobre la funcién sindptica, como el que provoca sobre los
receptores muscarinicos de acetilcolina en neuronas corticales, provocando una
respuesta atenuada de calcio a los agonistas colinérgicos. El B-amiloide también
podria contribuir al empeoramiento cognitivo en la EA ya que una infusién de
HNE o Fe** en el cerebro anterior de ratas adultas, altera la sefial colinérgica y
afecta el aprendizaje (Bruce-Keller AJ. et al., 1998).

Permeabilidad de la membrana al calcio

Uno de los principales mecanismos por el cual el B-amiloide altera la homeostasis
del calcio celular es la alteracién de la permeabilidad de la membrana plasmaética



Ester Verdaguer, Félix Junyent, Aurelio Vazquez de la Torre, Sergi Bayod,
Jaume Folch y Carmé Auladell

al calcio. El tratamiento de células en cultivo con B-amiloide, desencadena una
entrada de calcio a través de la membrana plasmatica. Aunque no se conoce ain el
mecanismo exacto por el cual el B-amiloide interacciona con la membrana celular,
se han propuesto tres posibles vias:

« Lainteraccién con canales endégenos permeables al calcio.

« Alteracion de la integridad de la membrana lipidica.

«  Formacién de canales permeables al calcio a través del B-amiloide.

Interaccion con canales permeables al calcio

El B-amiloide puede interaccionar con distintos canales endégenos permeables
al calcio como: canales de calcio voltaje dependientes, canales nicotinicos, recep-
tores del glutamato (AMPA y NMDA), receptores de dopamina, receptores de
serotonina y receptores del inositol trifosfato intracelular (IP3Rs). Todos estos
receptores son permeables al calcio y se expresan en dreas del cerebro con elevada
funcién cognitiva como en el neocértexy el hipocampo (Terry AV Jr. et al., 2003).
Cabe destacar que se ha demostrado que el B-amiloide se une con alta afinidad
a los receptores de acetilcolina (0., y o,8,nAchRs) en las membranas sindpticas
de hipocampo y la corteza, hecho que sugiere que la acumulacién de B-amiloide
en las sinapsis colinérgicas podrfa promover la formacién de complejos AB-(a,
nAchRs) que darfan lugar a la formacién de las placas de B-amiloide (Wang HY
et al., 2000). Resultados semejantes se han descrito para el sistema glutamatér-
gico. Los receptores de NMDA son muy permeables al calcio y —como ya hemos
comentado— se localizan en regiones del cerebro donde la funcién neuronal se
encuentra afecta por el B-amiloide, ademds de ser los principales receptores impli-
cados en excitotoxicidad. El f-amiloide desencadena una entrada de calcio a tra-
vés de los receptores NMDA, los cuales alteran la transmision neuronal. En dreas
como el hipocampo una alteracién en la neurotransmision puede afectar grave-
mente a los mecanismos de aprendizaje y memoria (Li S. et al., 2009). Otra fuente
de entrada de calcio citosdlico es a través de canales de calcio voltaje dependien-
tes. El B-amiloide puede provocar un aumento en la conductancia de los canales
N, T y L causando un incremento de la respuesta postsindptica del calcio. Por
el contrario, en canales presindpticos de tipo P/Q, oligbmeros de 3-amiloide los
suprimirfan, los cuales sirven para reducir la liberacién de las vesiculas sindpticas,
la plasticidad y neurotransmisién (Nimmrich V. et al., 2008).
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Alteracién de la integridad de la membrana lipidica

El B-amiloide puede interaccionar con lipidos de membrana como fosfoinosi-
tidos, fosfatidilglicerol, fosfatidilcolina y gangliosidos. Estudios experimentales
mediante técnicas fluorescentes de espectroscopia indicaron que la interaccién
de B-amiloide con la sinapsis de la membrana plasmética producia un cambio
de fluidez debido al efecto de los péptidos de B-amiloide al incrementar la per-
meabilidad de la membrana para los iones Ca?*, Na*y K* (Miiller WE et al., 1995.;
McLaurin J. et al., 1996). Aunque hay estudios con resultados contrarios en los
cuales se ha descrito tanto un incremento, una disminucién o incluso no efecto
del B-amiloide sobre la fluidez de la membrana lipidica (Avdulov NA et al., 1997.;
Kremer J]J et al., 2000.; Mingeot-Leclercq MP et al., 2002).

Formacién de canales permeables al calcio a través del B-amiloide

El mecanismo fundamental por el cual el B-amiloide provoca neurotoxicidad estd
aun por descubrirse, pero Arispe y colaboradores demostraron una incorpora-
cién directa de B-amiloide (1-40) en la membrana artificial bilipidica para formar
canales i6nicos selectivos de cationes, incluyendo el Ca®". Asi pues, se describié
un mecanismo distinto en el cual el f-amiloide se incorporaba en el interior de
la membrana celular y la reorganizaba para la formacién de poros catidénicos no
selectivos de alta conductancia (Arispe N. et al., 1993., Quist A. et al., 2005).

Presenilina y la homeostasis del calcio

La presenilina 1y 2 (PS1 y PS2) son proteinas integradas en la membrana y se
expresan en diferentes tipos celulares entre ellos en el cerebro, donde las neu-
ronas contienen niveles elevados de éstas. Su implicacién en la EA es debido a
que se encontraron mutaciones de estas proteinas en casos al inicio del Alzhei-
mer familiar dominante autosomal (FAD). Se han descrito muchos més casos de
mutaciones de PS1 que no de PS2. Algunos estudios han relacionado la mutacién
de PS1 con la desregulacion de la homeostasis del calcio. PS1 se encuentra en
altos niveles en el reticulo endoplasmatico, éste constituye un gran reservorio de
calcio que sera liberado a través de los receptores de IP3. Mutaciones de la pro-
teina PS1 se han relacionado con los estadios tempranos de la progresién de EA,
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antes de la formacion de las placas de -amiloide, los ovillos neurofibrilares o el
dafio cognitivo (Berridge MJ. et al., 2009). Estudios en neuronas de hipocampo
de ratones knock in para PS1 confirmaron que la mutacién de PS1 provocaba una
alteracion en la regulacion del calcio del RE, ademds demostraron que provocaba
un aumento en la vulnerabilidad de las neuronas frente a procesos excitotdxicos y
apoptdticos (Guo Q. et al., 1999).

Proteinas de unién al calcio en la enfermedad de Alzheimer

La EA es una patologia compleja e implica una gran cantidad de alteraciones
moleculares, celulares y fisiologicas. Ya hemos comentado que la alteracién de
la homeostasis del calcio desempena un papel muy importante en la EA y uno
de los componentes implicados en la regulacién de ésta homeostasis son las pro-
teinas de unién al calcio. Estas proteinas actiian tamponando la concentracién
de calcio intracelular (Blaustein MP, 1998). Una disminucién de sus niveles de
expresion provocaria la muerte neuronal en la EA debido a no poder mantener las
concentraciones adecuadas de calcio intracelulares. Por lo anterior, estas protei-
nas podrian tener un papel neuroprotector en la EA (Hof PR. et al., 1999).

Las proteinas calbindina, calretinina y parvalbimina, se han utilizado no sélo
como marcadores en estudios anatémicos y de desarrollo, sino también como mar-
cadores de regiones del cerebro con una resistencia neuronal especifica a la dege-
neracion en la EA. Existen discrepancias entre los diferentes estudios sobre la loca-
lizacion y la expresion de estas proteinas, que dependen bésicamente de la regién
del cerebro de la cual se ha obtenido la muestra, la variabilidad entre los métodos
utilizados para la cuantificacion y la variabilidad en la severidad de la enfermedad.

Las proteinas de union al calcio son una familia de 240 proteinas en las cuales
se incluyen la calbindina, calretinina y parvalbumina. La proteina calbindina reci-
bid este nombre por su capacidad de unién al calcio y su expresion dependiente
de vitamina D. La calretinina fue la tltima de las tres proteinas de unién al calcio
que se caracterizd y recibi este nombre porque su primera caracterizacién fue en
la retina. La parvalbtimina fue la primera que se caracterizé y recibi6 este nombre
por su parecido en tamafio y solubilidad con la albimina. Hay evidencias que
indican que cada una de estas proteinas de unidn al calcio ejerce efectos especifi-
cos durante los diferentes estadios de la sefializacion del calcio y son expresadas
diferencialmente entre subpoblaciones de células (Mojumder DK et al., 2008).
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Hay numerosos estudios que relacionan estas proteinas con la EA. Anterior-
mente ya hemos comentado que la acumulacién de f-amiloide provocaba una
desregulacion del calcio y éste se relacionaba con las mutaciones en el gen de PS1.
Estudios experimentales in vitro de LTP (Long Term Potentiation) en un modelo
de EA, en cortes de hipocampo de ratones transgénicos para PS1-M146V, se
observo que la mutacién de PS1 intensificaba el LTP y provocaba un empeora-
miento de la funcién cognitiva en estos animales. Estos resultados se relacionaron
con un incremento en los niveles de expresion de calbindina en la regién CA1 del
hipocampo de los ratones transgénicos PS1-M146V (Oldero GL et al.,, 2010). En
estudios donde se utilizaron ratones knock out para calbindina demostraron un
empeoramiento en LTP causado por unincremento intracelular de calcio debido a
la falta de calbindina (Jouvenceau A et al., 2002). La sobreexpresion de calbindina
en ratones transgénicos APP/PS1 estabiliz6 los niveles intracelulares de calcio y
fue capaz de prevenir la apoptosis inducida por PS1 (Guo Q. et al., 1998). Por otra
parte, en estudios donde se evalud el efecto de la sobreexpresion de calbindina se
observé que también se producian alteraciones en LTP y un dafo en la memoria
espacial, hecho que sugeria que existen rangos de concentraciones homeostaticas
para el calcio donde la funcién de la calbindina se mantiene éptima (Dumas TC.
et al,, 2004). Asi pues, un tamponamiento del calcio inadecuado podria conducir
aun incremento intracelular de calcio llevando a la activacion de vias apoptéticas
y excitotoxicidad, como se demostré en estudios in vitro de células con la PS1
mutada. El hecho de que en algunos estudios en modelos de EA se haya descrito
un aumento de los niveles de expresién de calbindina y en otros una disminucién,
podria explicarse porque la expresién de calbindina varia con la edad y/o como
una consecuencia de la progresion de la enfermedad.

También se ha demostrado que la proteina calretinina estd implicada en la
EA. En un modelo de EA con ratones transgénicos para APP/PS1 se observé
una pérdida neuronal, a los 6 meses de edad, en el cortex entorrinal debido a un
incremento de los niveles extracelulares, no intracelulares, de [3-amiloide. Esta
avanzada neurodegeneracion fue previa a la observada en hipocampo a los 18
meses, como se describié también en pacientes de EA. Ademds ambas dreas en
estos animales transgénicos mostraron una temprana reduccién de las interneu-
ronas SOM/NPY (somatostatina/ neuropéptido Y) del sistema gabaérgico igual
como ocurre en cerebros de pacientes con la EA. En pacientes de EA con la enfer-
medad avanzada se observé una disminucion en la expresion de calretinina en
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la corteza entorrinal. En cambio, se ha observado la presencia de neuritas dis-
tréficas positivas para calretinina en el hipocampo de pacientes con EA, aunque
el nimero de células con calretinina parece mantenerse (Brion JP et al., 1994.;
Milloneen M et al., 1999). Baglietto-Vargas y colaboradores fueron los primeros
en demostrar que las interneruronas positivas para calretinina del hipocampo son
preferencialmente dianas tempranas en un modelo transgénico de EA. La pérdida
de neuronas puede ser inducida por el inicio de la formacién de los depésitos de
-amiloide y la induccion de la patologia axonal, aunque el mecanismo molecular
exacto responsable de esta neurodegeneracion selectiva atn estd por descubrirse
(Baglietto-Vargas D. et al., 2010)

Enun estudio realizado enla corteza entorrinal de pacientes de EA, se demos-
tré una pérdida de neuronas inmunorreactivas para parvalbimina en pacientes de
la EA con una patologia moderada. En cambio, se demostré que quedaron pro-
tegidas la neuronas calretinina positivas en los mismos casos de pacientes que
si mostraron una destruccién de las neuronas positivas para parvalbumina, sélo
se observd una reduccién de calretinina en casos ya avanzados de EA. También,
preparaciones inmunohistoquimicas para calbindina revelaron cambios mor-
folégicos que indicaban que se estaban llevando a cabo procesos degenerativos
incluso en estadios tempranos de la enfermedad, como se observé también parala
parvalbimina. Asi pues, calbindina y parvalbiimina parecen ser mas vulnerables
en la patologia entorrinal de Ia EA que no calretinina. Las proteinas de unién al
calcio en las neuronas raramente se ha encontrado que contengan ovillos neuro-
fibrilares. Mikkonen y colaboradores demostraron que en éreas del cerebro con
alta vulnerabilidad en la corteza entorrinal las neuronas eran diferencialmente
vulnerables en la EA dependiendo de cudl era la proteina de unidn al calcio que
expresaban. También se observaron diferencias en la expresién de las proteinas de
unioén al calcio en la region del giro dentado en ratones transgénicos para APP/
PS1. En este caso se observd que la expresion de B-amiloide afecta diferencial-
mente a las distintas proteinas de unién al calcio dependiendo de la capa del giro
dentado estudiada. Popovic y colaboradores demostraron que la inmunorreac-
tividad para calbindina estd mds afectada en comparacién con parvalbumina o
calretinina. Parece ser que calretinina y parvalbiimina son mds resistentes a la
toxicidad del B-amiloide. Estudios in vitro demostraron que las células positivas
para parvalbimina y calretinina eran resistentes a la toxicidad del B-amiloide y
solo las neuronas que sobreexpresaban calbindina podian contrarrestar el efecto
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neurotoxico del B-amiloide. Los resultados sugieren que los niveles elevados de
-amiloide en estos animales anulan la capacidad de las neuronas que contienen
proteinas de unién al calcio para compensar el dafio provocado por el B-amiloide.

Discusion

Un incremento de los niveles de calcio estd funcionalmente relacionado con los
mayores factores de riesgo de la EA, como pueden ser mutaciones de las protei-
nas presenlina y APP, expresion de la ApoE4, mutaciones en CALHM1 (canal de
calcio localizado en el RE), formacién de placas de 3-amiloide, hiperfosforilacién
de Tau, apoptosis y disfuncion sindptica. El calcio puede facilitar la formacion de
placas de -amiloide y en paralelo, el B-amiloide pude formar canales permeables
al calcio, interfiere también con los canales de calcio ya existentes e incrementa la
funcién de los receptores de calcio del RE (Shemer I et al.,, 2006., Supnet C et al.,,
2006). Ademas, las proteinas de unién al calcio pueden tener un papel importante
en la enfermedad de EA, su expresion varia dependiendo del drea del cerebro asi
como su vulnerabilidad en los diferentes estadios de la EA. Parece ser que las neu-
ronas positivas para calbindina son mds susceptibles que las positivas para parval-
btmina o calretinina, ademds es la que se ha relacionado mds directamente con la
mutacion de PS1 en modelos de EA. Aunque aun hay resultados contradictorios
sobre el papel neuroprotector de estas proteinas, algunos autores defienden un
efecto protector frente a la toxicidad, mientras que otros describen no efecto o
incluso un efecto perjudicial (D’Orlando C et al., 2002). El calcio, a través de la
activacion de caspasas y calpainas puede desencadenar la apoptosis, o viceversa.
Asi pues, la desregulacion del calcio puede conllevar a la activacién de diferentes
procesos donde se producird un acumulo de éste favoreciendo la formacién de
placas y ovillos neurofibrilares desencadenando la apoptosis via RE, alteracién
mitocondrial, y provocando un dafio en la funcionalidad de las sinapsis y de la
membrana plasmatica. Finalmente todos estos procesos culminardn en la pérdida
de la memoria y un deterioro de las funciones cognitivas.
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Resumen

a enfermedad de Alzheimer es una de las patologias neurodegenerati-

vas relacionada con el envejecimiento mds frecuentes en la poblacién.

Su incidencia es mds elevada en los paises desarrollados, donde la espe-
ranza de vida es mayor. En los tltimos afios la comunidad cientifica ha aportado
mucha informacién sobre esta enfermedad. No obstante, ain no se conocen los
mecanismos concretos que llevan a su iniciacién y progresion. Cabe destacar que
actualmente no existe ningtin tratamiento eficaz, hecho que indica que es necesa-
rio continuar con la investigacién de los mecanismos responsables de la muerte
neuronal en esta patologia para poder desarrollar estrategias terapéuticas eficaces.
En este capitulo se presentan los posibles mecanismos de muerte neuronal que
se han descrito hasta la actualidad en la enfermedad de Alzheimer. Ademas, se
propone como posible mecanismo la via de JNK, cuya importancia se ha obser-

Unitat de Farmacologia i Farmacognosia, Facultat de Farmacia, Institut de Biomedicina (IBUB), Centros
de Investigacién Biomédica en Red de Enfermedades Neurodegenerativas (CIBERNED), Universitat de
Barcelona, Barcelona, Espafia.

Unitat de Bioquimica, Facultat de Medicina i Ciéncies de la Salut, Universitat Rovira i Virgili, Reus, Tarra-
gona, Espana; CIBERNED.

Departament de Biologia Celular, Facultat de Biologia, Universitat de Barcelona, Barcelona, Espana.

4 Servei Anatomia Patologica, Institut de Neuropatologia, CIBERNED, IDIBELL-Hospital Universitari de
Bellvitge, Universitat de Barcelona, Hospitalet de Llobregat, Espana.

Departament de Genética, Facultat de Biologia, Universitat de Barcelona, Barcelona, Espana.
Laboratorio de Desarrollo y Regeneracién Neural, Instituto de Neurobiologfa, Departamento de Biologfa
Celular y Molecular, CUCBA, Universidad de Guadalajara, Guadalajara, Jalisco, México.

Laboratorio de Neurobiologia Celular y Molecular, Division de Neurociencias, CIBO, IMSS, México.

[181]



Felix Junyent, Luisa de Lemos, Andrea Vilar, Isidre Ferrer, Ester Verdaguer, Rafael Romero,
Carlos Beas Zarate y Carme Auladell

vado en otras patologias neurodegenerativas. Asi, se plantea esta via como posible
diana terapéutica, aunque atn es necesario investigar cudl es su papel en la inicia-
cién y progresion de la enfermedad de Alzheimer.

Enfermedad de Alzheimer y posibles mecanismos implicados

La enfermedad de Alzheimer (EA) es uno de los trastornos neurodegenerativos
mds frecuente. En las personas mayores de 65 afios es la quinta causa de muerte.
La EA es una enfermedad que conlleva el deterioro cognitivo del paciente y su
muerte entre los cuatro y diez afios después de su diagnéstico (Maccioni 2001;
Middleton et al., 2009). Se estima que 26.6 millones de personas estdn afectadas
por esta enfermedad, y que en los préximos 40 anos el nimero de afectados se
incrementar cuatro veces (Herrup 2010; Bertram et al., 2010). Por ese motivo es
necesario investigar los mecanismos moleculares de la enfermedad de Alzheimer
con el fin de desarrollar estrategias terapéuticas eficientes.

Una de las hipétesis principales sobre la patogénesis en la EA se basa en los
efectos toxicos de las placas de -amiloide que se forman en el cerebro de los
pacientes (Medina 2011). El péptido B-amiloide se produce a partir del proce-
samiento proteolitico de la proteina precursora del péptido B-amiloide (APP),
y en concreto el incremento de fragmentos 3-(1-42) podria ser clave en las fases
iniciales de la EA (Badiola et al., 2010; Castellani et al., 2010). Asi, la enferme-
dad de Alzheimer se caracteriza por la presencia de niveles elevados de péptido
[-amiloide en el cerebro, los cuales se asocian con toxicidad vascular y neuronal.
Ademis, también ocurre una hiperfosforilacién de tau, proteina asociada a los
microtubulos y los neurofilamentos H/M, generandose una alteracién y acumu-
lacién anémala de estas proteinas denominada ovillos neurofibrilares (Dolan and
Johnson, 2010; Maccioni et al., 2010).

Por otro lado, también es conocido que los procesos de neuroinflamacién y
de estrés oxidativo estdn involucrados en el dano neuronal y la progresion de la
enfermedad (Bonda et al., 2010; Lee et al., 2010; Cole and Frautschy, 2010).

En la ultima década se ha tenido un gran avance en el conocimiento de la
patofisiologia de la enfermedad de Alzheimer familiar, causada por mutaciones en
tres genes: APP, presenilina-1 y presenilina-2 (Howe 2010; Sperling et al., 2010).
Mutaciones en estos genes inducen la acumulacién de péptidos B-amiloide en
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regiones cerebrales importantes en los procesos de memoria y aprendizaje. Los
péptidos B-amiloide son un grupo heterogéneo de fragmentos proteicos genera-
dos por la fragmentacién proteolitica de la proteina APP (Li et al., 2010; Takeda,
2010).

Diferentes investigaciones indican que los péptidos [3-amiloide libres tienen
un papel pro-oxidante, contribuyendo asi al estrés oxidativo que se observa en la
enfermedad de Alzheimer (Sims-Robinson et al., 2010). En la actualidad hay un
gran namero de investigaciones acerca de la EA; no obstante, los mecanismos res-
ponsables de su iniciacién y progresién atn no se han identificado (Agostinho et
al., 2010). No existe cura para esta enfermedad, solamente se dispone de algunos
tratamientos que mejoran la sintomatologia pero no afectan a la progresion del
Alzheimer (Massoud and Gauthier, 2010). Es esencial encontrar nuevos firma-
cos que reduzcan la muerte neuronal en esta enfermedad (Camins et al., 2008;
Camins et al., 2010). Para ello hay que conocer con exactitud cudles son los meca-
nismos que la producen en dicha patologia.

Diferentes estudios han demostrado que la deposicién de péptido B-amiloide
junto con el estrés oxidativo que éste induce pueden desencadenar la iniciacién
y progresion de la enfermedad mediante la activacién de vias moleculares como
la re-entrada en ciclo celular, asociada a las ciclinas y cinasas dependientes de
ciclinas, la induccidn del factor de transcripcién E2F-1, la activacién de calpainas,
CDKS, GSK3p vy las cinasas c-Jun N-terminal (Chang et al., 2010; Hernandez et
al., 2010; Liang et al., 2010). Todas las proteinas mencionadas se han relacionado
con procesos de neurodegeneracion. Las tres ultimas estdn relacionadas con la
fosforilacién de la proteina tau. Aunque CDKS, cinasa serina-treonina, es una
proteina relacionada con el ciclo celular, también estd implicada en la guia axonal,
formacion delas capas corticales, formacién de sinapsisy plasticidad delas mismas;
siendo expresada de forma mayoritaria en neuronas postmitéticas (Mateo et al.,
2009). Una desregulacién de la proteina CDKS y su co-activador p35 mediante la
accidn de las calpainas se ha relacionado con la neurodegeneracién que ocurre en
laEA. Lainhibicién de CDKS previene la hiperfosforilacién de la proteina tau y el
dafio del citoesqueleto (Camins ef al., 2006). GSK3p es otra cinasa que fosforila a
la proteina tau, y su relaciéon con la EA también se ha demostrado. A su vez, JNK
es otra cinasa involucrada en la fosforilacién de tau e igualmente se ha relacionado
con la neurodegeneracion que ocurre en la EA. Asi, las tres vias comentadas estin
implicadas en la progresion de la EA.
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Ademés, otras vias también se han relacionado con la neurodegeneracion.
Asi, la activacion de vias de supervivencia celular PTEN/AKT podrian resultar
una estrategia para prevenir la muerte neuronal. De este modo, un buen firmaco
para la prevencion de la muerte neuronal deberia inhibir vias apotéticas y/o
activar vias de supervivencia.

Genes involucrados en la enfermedad de Alzheimer

En diferentes estudios realizados recientemente en cerebros de pacientes que
padecieron la EA, se ha demostrado la implicacién de diversos genes en esta enfer-
medad. No obstante, estos estudios se realizan en fases muy avanzadas de la enfer-
medad y dificultan la identificacion de los genes implicados en la iniciacién y pro-
gresion inicial. Por este motivo, nuestro grupo esta realizando anélisis de expresion
génica en modelos experimentales de Alzheimer en las fases iniciales de esta enfer-
medad. Identificar los mecanismos iniciales de la enfermedad es clave para poder
desarrollar estrategias terapéuticas mas eficientes. A su vez, nuestro interés también
se centra en el efecto de la deficiencia de JNK3 en Alzheimer. Nuestro grupo ana-
liz6 los cambios de expresion génica en ratones deficientes de JNK3 en los que se
observé neuroproteccién frente al efecto neurotéxico del 4cido kainico (de Lemos
etal,,2010). Otro estudio nos mostré que diversos genes estaban diferencialmente
expresados en ratones deficientes para JNK3, algunos de ellos relacionados con
procesos de supervivencia neuronal, neuroproteccién y apoptosis (Junyent ef al.,
2011; tabla 1). Entre los genes que incrementaban su expresion destacan: pik3cb,
relacionado con supervivencia celular; banp, que protege de la apoptosis inducida
por radicales libres; skpla y rsg9, relacionados con la enfermedad de Parkinson;
ptpra, que se ha relacionado con la apoptosis; |srebp2, que se ha visto alterado
en modelos de neurotoxicidad por 4cido kainico. De los genes que disminuian su
expresion destacan: dysf, que codifica para la proteina disferlina, que se ha encon-
trado acumulada en cerebros de enfermos de Alzheimer; ip6k2, relacionado con
muerte celular y Enl, relacionado con la enfermedad de Parkinson.

Estos cambios de expresion inducidos por la falta de JNK3 podrian tener una
relevancia en la enfermedad de Alzheimer. Asi, parte de la investigacion que se
esta realizando en el grupo se centra en el efecto de la deficiencia de JNK en la
iniciacion y progresion en la enfermedad de Alzheimer.
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TABLA 1. Genes diferencialmente expresados en el hipocampo de ratones deficientes para JNK3

*

Ndmero de registro en | Simbolo del gen | Nombre del gen” z-score | DS
el GenBank number
AK012938 Tmem 107 transmembrane protein 107 2.79 | 0.08
AK013609 Zdhhc4 zinc finger, DHHC domain containing | 2.61 | 0.06
4
AK003230 Pik3cb phosphoinositide-3-kinase, catalytic,| 2.55 | 0.61
beta polypeptide
NM 016812 Banp BTG3 associated nuclear protein 240 | 0.36
NM 011543 Skpla S-phase kinase-associated protein 2.31 | 0.38
1A
NM 008980 Ptpra protein tyrosine phosphatase, 2.29 | 0.20
receptor type, A
NM 019473 0lfr155 olfactory receptor 155 2.22 | 0.15
AF374267 Srebf2 sterol regulatory element binding
factor 2
NM 007674 Cdx4 caudal type homeobox 4 09 O
AK007679 1810033B17Rik | RIKEN cDNA 1810033B17 09 0.0
NM 011268 Rgs9 regulator of G-protein signaling 9 04 0.0
AK019660 4930488B04Rik | RIKEN cDNA 4930488B04 0 0.06
AF282278 0Ifr893 olfactory receptor 893 0 0.04
AF188290 Dysf dysferlin 0.08
AK005708 Cox8c cytochrome c oxidase, subunit Vlllc 0.06
AK005166 Ipbk?2 inositol hexaphosphate kinase 2 6 0.08
AK013367 2810459M11Rik | RIKEN cDNA 2810459M11 0.0
NM 010133 Enl engrailed 1 0.14
AK006550 1700030103Rik | RIKEN cDNA 1700030103 0
AK020104 Rnf170 ring finger protein 170 4 0
AK018452 Rbm?22 RNA binding motif protein 22 0.19
AK015928 4930528J11Rik | RIKEN cDNA 4930528J11 68 0.6

Por razones de precisién, los nombres de los genes se citan en inglés (N. del E.)

JNK y neuroproteccion

La via de JNK se ha relacionado con modelos experimentales in vivo e in vitro de
neurodegeneracion inducida por glutamato, dcido kainico y deprivacién neuro-
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trofica (Behrens et al., 1999; Yang ef al., 1997). Ademds, la activacién de la via
JNK se ha descrito en patologias neurodegenerativas como en las enfermedades
de Alzheimer, Parkinson y Huntington (Bozyczko-Coyne et al., 2002; Garcia et
al., 2002; Liu, 1998; Resnick and Fennell, 2004).

Existen tres isoformas de JNK (JNKI, 2 y 3). La JNK3 se expresa de forma
mas especifica en cerebro y se ha relacionado con procesos apoptoticos neuron-
ales (Brecht et al., 2005; Kuan et al., 2003; Yang et al., 1997).

Laimplicacién de JNK en la excitotoxicidad se observé en ratones deficientes
para JNK3 en los que se reducian las convulsiones y la muerte apoptética induc-
ida por 4cido kainico (Brecht et al., 200S; de Lemos et al., 2010; Yang et al., 1997).
Esta resistencia a la muerte neuronal inducida por excitotoxicidad también se ha
observado en ratones con una forma inactiva de c-Jun (Jun AA, con alaninas en
vez de serinas en las posiciones 63 y 73 de la proteina) (Behrens et al., 1999).
Dichos resultados sugieren que JNK tiene un papel relevante en la muerte neuro-
nal, y es por este motivo que se ha generado un interés en desarrollar firmacos que
inhiban esta via como CEP-1347, un inhibidor de las proteinas MLK y SP600125,
un inhibidor de la actividad de JNK.

Laactivaciéon de JNK conllevalafosforilacién de multiples sustratos (Bogoyevitch
and Kobe, 2006), muchos de ellos factores de transcripcién como c-Jun, Elk-1; pS3,
ATE-2; JDP2, c-Myc entre otros (figura 1). El sustrato més estudiado de JNK es
c-Jun, y éste se ha relacionado con procesos apoptdticos en el desarrollo embrion-
ario (Sun et al.,, 2005), la isquemia (Wessel ef al,, 1991) y en epilepsia (Morgan and
Curran, 1988). La induccién de este factor también se ha descrito en enfermedades
como el Alzheimer (Pearson et al., 2006; Thakur et al., 2007), la esclerosis lateral ami-
otréfica (Migheli et al,, 1997) y en la exposicion a MPTP, téxico que induce la degen-
eracion de neuronas dopaminérgicas en la sustancia nigra, un modelo experimental
de Parkinson (Oo et al., 1999; Saporito et al., 2002).

Nuestro grupo ha determinado que la deficiencia de JNK3 previene de la
muerte neuronal inducida por dcido kainico. Este fenémeno también se ha obser-
vado en ratones deficientes para JNK1. Sin embrago, la falta de JNK3 no previene
la muerte neuronal en todos los modelos experimentales. Asi, hemos observado
que la neurotoxicidad en el estriado inducida por 4cido 3-nitropropionico no se
reduce en ratones deficientes para JNK3.

Actualmente tenemos dos cuestiones a las que dar respuesta: ; JNK es rele-
vante en la iniciacién y progresién de la enfermedad de Alzheimer? Y ;existen
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Stress Cytokines Growth factor  TLRligands
(UV, heatshock)  (TNFiL-1)  (bFGF) (LPS)
N N ¥
Upstream Cdc4?, Rac1, PAK-1
MAP3Ks MLKs, ASK1, TAK1, MEKK1/4
MAP2Ks MEKK4/?
MAPK JNK (1-3)

Downstream c-Jun, ATF2, EIk1, p53, NFAT1/4

Gene transcription
TNF, IL-1, IL-6, COX, iNOS...

FIGURA 1. La activacion de JNK en las células puede darse por diversos estimulos como el estrés, las
citocinas inflamatorias y factores de crecimiento, entre otros. La activacién de los receptores respec-
tivos para los estimulos anteriormente mencionados conlleva su interaccion con diversas moléculas
(Cdc4?2, Racl, PAK-1, p21Rho-GTPase). Estas moléculas activaran a las MAP3K (MLKs, ASK1, TAK1,
MEKK1yMEKK4), y consecutivamente se activaran las MAP2K (MKK4 y MKK?). Por dltimo, estas cina-
sas seran las responsables de activar la cinasa JNK que fosforilara diversos sustratos como c-Jun, Elk-1,
p53, ATF-2, c-myc, NFAT.

diferencia entre las isoformas de JNK? Para dar respuesta a estas cuestiones, el
grupo ha generado un ratén con mutaciones en los genes APP y presenilina 1
junto con la deficiencia de JNK3 o JNKI. De este modo, se podra determinar si la
falta de JNK tiene una influencia enla iniciacién y progresion de la enfermedad de
Alzheimer, y si existen diferencias entre las isoformas JNK3 y JNK1.
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Enfermedad de Parkinson: nucleo,
mitocondria y envejecimiento

Agustin Lugo Radillo’

Resumen

a enfermedad de Parkinson es el segundo padecimiento neurodegene-

rativo mds comun en la poblacién general. Su etiologia no es conocida

auny se considera hasta el momento de caracter multifactorial. Las muta-
ciones relacionadas con parkinsonismo sélo responden a una pequena propor-
cion de pacientes, en donde el padecimiento tiene un patrén hereditario, pero
no explican el inicio de la enfermedad en el resto de los pacientes. Los factores
ambientales también se encuentran directamente relacionados en una minoria de
los afectados. Los dafios producidos por alteraciones metaboélicas deberian afec-
tar al total de la poblacion pues los procesos son comunes. Nuevas mutaciones
en genes relacionados han sido encontradas recientemente, sin embargo esto no
explica aun el grueso de los casos idiopaticos. Pacientes en los que se ha estudiado
el estado de integridad de los dcidos nucleicos muestran un incremento signifi-
cativo en el dano al DNA, comparado con individuos sanos del mismo rango de
edad; estos cambios se extienden a mitocondria y se incrementan con el avance
de la edad. Este capitulo aborda de manera general dichos hallazgos y plantea la
necesidad de investigar a fondo este aspecto atn ignorado de la enfermedad.

! Departamento de Investigacion Bésica, Instituto de Geriatria (INGER), SSA, México DF.
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Generalidades de la enfermedad de Parkinson (EP)

La EP es un padecimiento neurodegenerativo que afecta al 1% de la poblacién
general. Se caracteriza clinicamente por la triada de bradicinesia, tremor y rigidez
postural. Su inicio es mds frecuente durante la sexta y la séptima décadas de la
vida. El deceso se presenta comtinmente 10 afios después del inicio de la enferme-
dad, con una edad promedio a la muerte de 75 anos. Su etiologia es desconocida y
varios factores se encuentran asociados con ésta. Evidencia reciente muestra que
también un dafo a los materiales nucleicos se presenta durante el desarrollo de
la enfermedad, tanto en el niicleo como en la mitocondria. Atn se desconoce si
tal daio es una consecuencia del dafo global a la célula afectada o si quizd es uno
de los fendmenos iniciales de la enfermedad, debido a que la cantidad de datos
relacionados es aun insuficiente y no concluyente. En este capitulo se revisa bre-
vemente la enfermedad desde el enfoque de eventos de dafio y reparacién detec-
tados en células de pacientes con EP.

Presentacion clinica de la EP

La EP puede iniciar en cuatro formas distintas:

o Desorden de la marcha: se caracteriza por movimiento asimétrico de los bra-
zos, lentitud asimétrica, desbalance minimo o ausente y con arrastre de pies.

«  Una pierna débil o torpe: comienza asimétricamente en 75% de los pacien-
tes, sin embargo las pruebas de fuerza aplicadas reflejan resultados normales.
La destreza de golpeteo de dedos o pulgares de pies presenta una cadencia
irregular que se incrementa conforme el ejercicio continua. La amplitud de
movimiento y la velocidad se encuentran progresivamente reducidas. Los
movimientos finos son los primeros en ser afectados al igual que los movi-
mientos repetitivos.

«  Pierna con disconfort o rigida: un malestar o dolor en una pierna, de carcter
vago, puede presentarse.

o Tremor: al descanso su frecuencia es de 4-6Hz. Generalmente desaparece
con el movimiento voluntario. Se presenta mas comunmente en la mano y
es normalmente asimétrico. Se considera el signo patognomonico de EP en
la ausencia de otros signos, pero estd ausente en 25% de los casos. Se puede
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presentar solamente en mandibula, mentén o lengua por afectamiento de
los musculos craneales. La reduccién de la amplitud y velocidad en la mano
producida por tremores en pacientes con EP ocasiona que éstos tengan una
escritura pequeia e irregular.

A pesar de que estos sintomas son generalmente los indicadores clinicos inequi-
vocos de la EP, otros sintomas aparentemente no relacionados con las alteraciones
motoras pueden aparecer aios antes. Puede presentarse una triada consistente
en una postura de flexién rigida del codo con balanceo reducido de brazo, dedos
aducidos y flexionados levemente y un rostro de pdquer. Por otra parte, diez aios
después de la enfermedad generalmente, suelen desarrollarse alucinaciones e ins-
tabilidad postural (1).

Epidemiologia de la EP

La EP afecta a 1-2% de la poblacién mayor de 65 afios y a 3-5% de la mayor de
85 anos. Su incidencia oscila del 8.6 a 19.0 casos por 100 mil habitantes por ano.
Antes de los 50 afios de edad, aproximadamente 4% de los pacientes inician con
la enfermedad. El incremento del riesgo de padecer EP es de 3 a 4 veces para los
familiares de estos pacientes comparados con el resto de la poblacién (2).

Patologia

La principal caracteristica de la EP desde el punto de vista histoldgico es la pér-
dida de neuronas dopaminérgicas (ND), en especial las del cuerpo estriado. El
drea tegmental ventral se encuentra también danada, aunque en una menor pro-
porcion. La pérdida de sustancia negra en la pars compacta y la disminucion de
los niveles de dopamina en el putamen son directamente proporcionales ala seve-
ridad de la rigidez postural y la bradicinesia. La pérdida de ND es 8 a 10 veces
mayor en EP que durante el envejecimiento. Esta pérdida comienza cinco a diez
anos antes de que los sintomas aparezcan. Una vez que la pérdida de células en la
pars compacta es mayor de 30% y de 70% en el drea ventrolateral, los sintomas se
presentan. El 50% de estas células desaparece durante los primeros cinco afios de
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la enfermedad y posteriormente la pérdida es de 7% por afio, alcanzando el limite
diez anos después de que se presenta clinicamente la enfermedad. Otro signo his-
tolégico comun es la presencia en el soma de las neuronas de diversas regiones
cerebrales de agregados de fibras con un nicleo compacto compuesto principal-
mente de ubiquitina y con un halo abundante en alfa-sinucleina llamados cuerpos
de Lewy. Estos se presentan también en la panencefalitis subaguda esclerosante,
parkinsonismo heredado autosémicamente dominante y en la enfermedad de
Alzheimer. Un 20% de la poblacién mayor de 80 afios presenta estos cuerpos sin
estar asociados a ninguna enfermedad (3).

Etiologia

La etiologia se considera de cardcter multifactorial, con posible interacciones
metabolicas, genéticas y ambientales.

Factores metabdlicos

La dopamina es catabolizada por la enzima monoamino-oxidasa (MAO) produ-
ciendo como subproductos agua y dihidroxifenilacetaldehido (DOPAL). Estos
subproductos reaccionan produciendo radicales hidroxilo, los cuales interactian
con los 4cidos nucleicos entre otras moléculas, formando bases oxidadas, princi-
palmente 8-oxo-dG. Los radicales hidroxilo también son formados a través de la
reaccién de Fenton después de la accién de la catalasa con el perdxido de hidré-
geno. Por otra parte, el DOPAL provoca el incremento de agregados de AS. Esta
ultima proteina regula la produccién y acumulacién de DOPA en las vesiculas
sindcticas mediante la interaccién con la DAT y la tiroxina hidroxilasa (TH). Los
agregados protofibrilares de AS incrementan la permeabilidad de las vesiculas
sindpticas, lo cual produce una fuga de dopamina al citoplasma en niveles anor-
males y produce radicales oxidativos y DOPAL después de su metabolizacién por
la MAO. Ademds DOPAL incrementa la permeabilidad mitocondrial, generando
la liberacién al citoplasma de citocromo C (4).
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Factores genéticos

Un porcentaje del S al 10% de los pacientes con EP tienen una mutacién rela-
cionada. Las mutaciones que se han encontrado relacionadas pertenecen a genes
presentes en el nicleo, sin embargo, la mayoria de estos genes acttian directa-
mente en la mitocondria y sus mutaciones ejercen algunos de sus efectos adversos
en este mismo organelo.

Pink-1 (Probable cinasa 1 PTEN-inducida):

Este gen forma el locus PARKG y se encuentra en el cromosoma 1, p35-p36.
Algunas mutaciones en este gen predisponen a EP autosémico recesivo de ini-
cio temprano. Su principal funcién conocida es la regulacién de la localizacién
y actividad de Parkin, TRAP y HtrA2/Omi. A través de esta interaccién se regu-
lan finalmente la divisidn, funcionamiento y muerte mitocondrial. PINK es una
probable serina-treonina cinasa de la familia calmodulina de Ca2+ y contiene
un dominio de cinasa serina-treonina y un motivo de diana mitocondrial N-ter-
minal. Los niveles mitocondriales de Parkin son regulados por su fosforilacién
por PINK-1. Esta fosforilacién permite la traslocacion de Parkin a la mitocon-
dria. TRAP es normalmente fosforilado por PINK-1 para evitar su activacion, lo
cual desencadenaria en su caso la liberacién de citocromo C de la mitocondria
y la activacion subsecuente de apoptosis. La actividad de HtrA2/Omi es incre-
mentada por la fosforilacién por PINK-1 y regula a su vez en retroalimentacién
a PINK-1. Las mutaciones que producen disfunciones en la actividad de cinasa
de PINK-1 producen mitocondrias dismoérficas con ausencia de crestas o con un
numero reducido de ellas, una actividad de aconitasa reducida, un incremento en
la produccién de radicales oxigeno, un decremento en la funcién de los complejos
Iy II y una alta susceptibilidad a apoptosis. Los ratones con defectos en Pink-1
desarrollan defectos en la potenciacién de largo plazo del estrato cortical y evoca-
cion de liberacién de dopamina disminuida. La sobreexpresion de Pink-1 protege
ala célula ante la exposicién a MPTP por un mecanismo desconocido (5-7).

Alfa-sinucleina (SNCA):

Se encuentra en q21-q23 del cromosoma 4, en el locus PARK1 y PARK4. Muta-
ciones en este gen suman el 2% de casos familiares de EP, los cuales tienen un
patrén hereditario autosdmico dominante. Las principales mutaciones son dupli-
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caciones y triplicaciones del locus SNCA. Las funciones de esta proteina son su
implicacién en el reciclaje de vesiculas sindpticas y posible acumulacién de dopa-
mina y modulacién de los complejos I y III de la cadena respiratoria. Normal-
mente la dopamina estabiliza a esta proteina; cuando dicha estabilizacion falla, las
protofibras se agrupan formando agregados (cuerpos de Lewy). Esta agregacién
también puede producirse por su sobreexpresion. Las protofibras provocan poros
en la membrana celular, mitocondrial y de organelos. Cuando su acumulacién
sucede en la mitocondria ésta incrementa su susceptibilidad a los inhibidores del
complejo Iy provoca la falla de los complejos I y IV e incrementa la formacién de
radicales oxigeno. La substancia negra de pacientes con EP muestra altas concen-
traciones de esta proteina. Su knockout disminuye la funcién del complejo Iy su
sobreexpresion reduce la funcién de los complejos Iy IV (5, 8, 9).

Cinasa 2 rica en repeticiones de leucina (LRRK2):

El 3% de los casos idiopaticos de EP son debidos a mutaciones en este gen, al
igual que el 10% de casos autosémicos dominantes. Se localiza en el cromosoma
12, p11.2-q13.1. Su funcién es atin desconocida, aunque al parecer consiste en la
formaciény transporte de vesiculas y en la degradacion proteosémica. Esta cinasa
se encuentra en las membranas de organelos y libre en el citoplasma. Se expresa
en todas las neuronas cerebrales, a excepcion de las ND de la sustancia negra pars
compacta. Las mutaciones que incrementan la actividad de su dominio cinasa
producen muerte neuronal por un mecanismo desconocido, muy probablemente
autofagia (5, 7-9).

DJ-1:

Algunas mutaciones en este gen estin asociadas a EP de inicio temprano. Este gen
expresa una proteina con actividad antioxidante, de modulacién transcripcional
y de estabilizacién proteica. Se encuentra en el cromosoma 1, p36. Se expresa
en todos los tejidos. La localizacion de esta proteina en la célula es generalizada,
con la particularidad de que en el citoplasma se encuentra asociada con CHIP y
Hsp70. Como chaperdn, estabiliza proteinas e impide su agregacion en el citosol.
Reprime la traduccién de los miembros de la cascada de cinasa PTEN/P13, pro-
teinas implicadas en el metabolismo de glutation y varias proteinas mitocondria-
les. Bajo estrés oxidativo se desliga de los mRNAs reprimidos y permite de nuevo
su traduccién, ademds de promover la transcripcién de Mn-SOD y bloquear la
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transcripcion de pS3, disminuyendo de esta manera la expresion de Bax ademds
de que los niveles de DJ-1 en mitocondria aumentan. Cuando DJ-1 es disfuncio-
nal la célula es més susceptible alos inhibidores del complejo I'y el dafio oxidativo
aumenta. Su knockdown hace susceptible a la célula a MPTP, bloquea la senaliza-
cion de receptores de dopamina D2, incrementa los niveles de recaptura de dopa-
mina y clinicamente produce hipokinesia. La ausencia completa de su expresion
genera estrés del reticulo endopldsmico, inhibicién del proteasoma e incrementa
la susceptibilidad celular al estrés oxidativo. Su sobreexpresion confiere protec-
cién contra MPTP (S, 8, 9).

Parkin (PARK2):

E1 50% de pacientes con EP familiar tienen mutaciones en este gen. Se encuentra
en el cromosoma 6, q25. Se hereda con un patrén autosémico recesivo. Por lo
general, los pacientes afectados inician mostrando sintomas en la tercera década
de la vida y posteriormente muestran una progresion lenta. Dichos pacientes no
presentan cuerpos de Lewy. Su principal funcién es en el proceso de ubiquiti-
nacién como una ligasa de ubiquitina E3. Protege también a la mitocondria de
apoptosis inducida por ceramidas, disminuyendo la expansién mitocondrial y la
liberacion de citocromo C. Cuando hay una reduccién en el potencial de mem-
brana mitocondrial y también después de ser fosforilada por PINK-1, es interna-
lizada a mitocondria y participa en su degradacién por mitofagia. La expresion de
Parkin aparentemente regula también la expresion de enzimas antioxidantes, sin
embargo no existe evidencia suficiente atin para asegurarlo. Su reduccién también
produce una reduccién en la funcién de complejo Iy IV, mientras que su sobreex-
presion incrementa la funcién de complejo I'y reduce la acumulacidn de radicales
oxigeno (S, 8, 10).

Factores ambientales

Varios factores ambientales han sido relacionados con la etiologia de EP, en
especial neurotoxinas. Es importante mencionar que las tres neurotoxinas més
comunmente relacionadas con la EP —rotenén, paraquat y 1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetrahidropiridina (MTPT)— ejercen su principal accién téxica en mito-
condria, produciendo potencialmente un dafo secundario a los 4cidos nucleicos
que ésta y el nicleo contienen por la elevacion en la produccién de radicales oxi-
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geno. Estas tres neurotoxinas producen sintomas y caracteristicas histopatologi-
cas parecidas a la presentes en EP. El rotenén y el paraquat inhiben el complejo I
de la cadena respiratoria de todas las neuronas. MPTP produce sélo el bloqueo
del complejo I de ND, causando la muerte especifica de esta estirpe neuronal.
Su selectividad es debida a que después de ser metabolizado en astrocitos por la
monoaminooxidasa B a 1-metil-1-4-fenil-1,2,3-dihidropiridiumion, éste requiere
el transportador DAT para ser internalizado, el cual sélo estd presente en ND.
La disrupcién del complejo I disminuye la produccién de ATP e incrementa la
fuga de electrones con la subsecuente elevacion de radicales oxigeno, en especial
superdxido (11).

Dafio al DNA en las neuronas

Las neuronas generan mas radicales oxidativos que el resto de las células por el incre-
mento en el metabolismo que se lleva a cabo dentro de ellas y, por consiguiente, el
elevado consumo de oxigeno en comparacion con otros tipos de células.

El porcentaje de oxigeno que se transforma en radicales libres se encuentra
en el rango del 1 al 5 % del total del oxigeno consumido. El tipo de dafio que
los radicales libres una vez formados pueden causar al interactuar con los dcidos
nucleicos son: cambios quimicos directos en las bases, creacion de sitios apurini-
cos/apirimidinicios (12) y rupturas de cadena sencilla y doble. De los cambios
bioquimicos de bases, el mds frecuente es la modificacién de la guanina. Esta es
particularmente susceptible al daio por radicales libres debido a que posee un
potencial de oxidacién mucho menor a cualquiera de las otras bases nucleicas y
por lo tanto es afectada mds ficilmente. La oxidacién también puede ser produ-
cida por otras fuentes como radiacién ionizante, en la que la adenina es la més
susceptible a dicho cambio; sin embargo, la cantidad de bases afectadas es mucho
menor en comparaciéon con la guanina, en especial en neuronas, las cuales no
estdn directamente expuestas a este tipo de radiacién por su topologia tisular(13).
El cerebro es un érgano particularmente susceptible a dafio oxidativo debido a
la concentracién de neuronas y su inherente consumo elevado de oxigeno, pero
ademds debido a su alto contenido de acidos grasos poli-insaturados, los cuales
son facilmente oxidados por los radicales libres. Las bajas concentraciones de glu-
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tation peroxidasa y reductadas presentes en el cerebro en comparacién con otros
dérganos incrementa la susceptibilidad de oxidacién de estos 4cidos(13-16).

Daflo a DNA en EP
Dafio a DNA nuclear

Aligual que el resto de las células, las neuronas también se encuentran expuestas al
dafio de sus materiales nucleicos. Esto se debe principalmente a su alta formacién
de radicales oxidativos debido a su alto consumo de oxigeno, particularmente en
el cerebro. Las neuronas, al igual que otras células, cuentan con mecanismos para
limitar el dafio al DNA y también para repararlo. Al igual que otras células post-
mitdticas, éstas son especialmente susceptibles a su acumulacién debido ala situa-
cién de su cardcter estacionario en el ciclo celular y los riesgos que esto implica
cuando de reparacion se trata. Ademds, existe una acumulacién incrementada de
dano al DNA con el avance de la edad. Pacientes con EP tienen un mayor grado
de dafio oxidativo que individuos sanos de la misma edad. De la misma manera,
sus cerebros muestran un elevado numero de rompimientos de cadena sencilla
(SSB) y doble (DSB) de DNA, comparados con el resto de la poblacién. El mayor
dafo tanto de rupturas de cadena como de oxidacién de DNA, lipidica, de catecol
y proteica se encuentra en el mesencéfalo. En estudios previos, los segmentos del
cerebro con mayor nimero de rupturas sencillas de cadena en orden decreciente
son: corteza frontal > tilamo > ntcleo caudato y putamen > hipocampo > cere-
belo > mesencéfalo > corteza occipital > corteza temporal. Y de rupturas de doble
cadena (en orden decreciente): corteza frontal > tdlamo > cerebelo > mesen-
céfalo > hipocampo > nucleo caudato y putamen > corteza temporal > corteza
occipital. Especialmente importantes son las rupturas de doble cadena, pues si
no se reparan conducen a la célula a su muerte. Los cerebros de pacientes con EP
también muestran un mayor cantidad de 8-oxo-dG, hemo-oxigenasa-1, proteinas
glicosiladas, carbonilos proteicos, hidroperéxido de colesterol lipido y malondial-
dehido, mientras sus niveles de glutatién reducido estan disminuidos. Los nive-
les de 8-0xo-dG y de oxidacion lipidica también estin aumentados en plasma y
liquido cefalorraquideo en estos pacientes. El daino oxidativo del cerebro se incre-
menta conforme avanza la edad del individuo. Ejemplos de este incremento son
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los altos niveles de 4-hidroxi-2-nonenal (HNE) y malondialdehido (MDA) en
neuronas y astrocitos de ancianos comparados con controles jévenes; en otras
palabras, la peroxidacion lipidica citoplasmdtica aumenta con el tiempo de vida
del organismo. Los patrones de acumulacién de dano al DNA en el cerebro no se
explican por la evidencia actual, aunque existen multiples teorias acerca de estos
patrones de distribucién. La acumulacién de dafio al DNA con el tiempo puede
deberse a que el dafio no reparado sucede en regiones no transcritas, a mecanis-
mos de reparacién deficientes o a ambos. Es obvio que el umbral de dafio en las
neuronas es amplio y es necesario que se rebase o que éste se presente en regiones
transcritas para entonces conducir a la célula a apoptosis(14, 16-22).

Dafio a DNA mitocondrial

Las neuronas de pacientes con EP muestran mayores niveles de deleciones mito-
condriales y deficiencia de citocromo C oxidasa que individuos sanos, las dele-
ciones son mayores en ND. Ademas de estas deleciones, las mutaciones también
aumentan con la edad. Dichas mutaciones siguen un patrén topografico, con el
mesencéfalo y el putamen como las regiones con el mayor nimero de lesiones de
este tipo. El DNA mitocondrial se encuentra més expuesto a sufrir dafio oxidativo
debido a su cercania con el sitio de formacién de radicales oxigeno, en donde el
90% de ellos es formado. De esta manera se explica que exista un mayor dafo en
este DNA que en el DNA nuclear, ademds que el DNA nuclear se encuentra més
protegido por las estructuras con las que se encuentra asociado y por su plega-
miento (12,15, 17,20,21).

Reparacion del daio al DNA en neuronas

Al contrario de las células que llevan a cabo mitosis, las neuronas, al ser células
post-mitdticas solamente llevan a cabo algunos procesos de reparacién de acidos
nucleicos. Si a este dato sumamos que la capacidad de reparacién de estos meca-
nismos disminuye con el avance de la edad, nos damos cuenta que estas células
enfrentan un reto enorme para mantenerse viables ante el embate de los insultos
internos y externos. Las neuronas llevan a cabo la reparacion de DNA por rever-
sién directa, reparacién por escisién de base (BER), reparacién por escisién de
nucleétidos y reparacién de impares (MMR). La reparacién por recombinacién
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homologa y de unién de extremos no homologos se lleva a cabo s6lo después de
apoptosis o de isquemia con apoptosis subsecuente. BER es el principal meca-
nismo de reparacién en neuronas, al igual que en las células mitdticas. La mayor
parte del daino al DNA producido por alkilacién, deaminacién y dafio oxidativo
se repara de esta manera. La actividad de la actividad de reparacion global del
genoma (GG-BER) y la expresién del componente OGGI se encuentran redu-
cidos, el resto de componentes de BER mantienen niveles normales. Siendo la
reparacion del daio oxidativo mucho mas eficiente en la mitocondria que en el
nucleo, lo cual es observado indirectamente a través de los niveles fluctuantes de
8-0x0-dG; sin embargo, el dano neto es mucho mayor en el DNA mitocondrial y
dicho dafio aumenta con la edad del individuo. La actividad de BER en el nucleo
también disminuye con la edad, pero no asi en la mitocondria en donde sus nive-
les de reparacion se mantienen constantes. La actividad y eficiencia de BER en el
cerebro varfa dependiendo de la region y el tipo celular. En neuronas, la actividad
de NER disminuye posterior a la diferenciacion, pero la Reparacién Acoplada a
la Transcripcién (TCR) se lleva a cabo en niveles similares a los de células mitdti-
cas. Otro mecanismo de reparacion identificado en neuronas es la reparacion de
impares. Los impares se forman por la insercién incorrecta de una base debido a
un error de la polimerasa beta después de una reparacion previa, por deamina-
cién esponténea o por generacién de un asa de insercién-delecién (IDL) después
de un derrapamiento de cadena. La MMR se ejecuta en neuronas con la misma
intensidad que en células mitéticas y a través de un mecanismo modificado que
integra la TCR y la Reparacién de Diferenciacién Asociada. La evidencia que
indica que MMR se lleva a cabo en neuronas es la reparacion de mispares G:U'y
G:T in vitro y el incremento en la expresion de algunos de sus componentes des-
pués de la presencia de estrés oxidativo(15, 20, 23-36).

Conclusiones

El elevado dafio a los 4cidos nucleicos en la EP es un hecho que no cuenta con
suficiente evidencia para ser declarado atn una caracteristica més de este pade-
cimiento. Sin embargo, los datos existentes son consistentes y extrapolables. Es
necesario realizar mas estudios para determinar si éste es un hecho comun y ver-
daderamente generalizado, ademds de determinar la secuencia de eventos que
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llevan a ello y su lugar en la linea temporal de alteraciones subcelulares que acom-
panan a la patologia. La gravedad de tales lesiones y su reparacién crucial para la
continuidad de la célula hacen de la investigacion de este fenémeno un evento
primordial.
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El deterioro cognoscitivo como un
sindrome geriatrico

Mario Ulises Pérez Zepeda'

Introduccion

La pérdida o falta de memoria es una de las quejas mds comunes entre los ancia-
nos. También suelen mencionar la falta de orientacién espacial (se pierden facil-
mente), asi como la dificultad para encontrar palabras y/o entenderlas. M4s alld
de atribuir este tipo de sintomas a la edad o a un trastorno demencial, son un
indicador de que se debe llevar a cabo una evaluacion extensa para encontrar las
causas que provoca la queja.

Definicion

El deterioro cognoscitivo es cualquier déficit de las llamadas funciones mentales
superiores, que puede o no ser corroborado por pruebas neuropsicolédgicas y sin
alteraciones en las actividades de la vida diaria del sujeto. El mds comun es la queja
de memoria, sin embargo —como se menciond previamente— no es exclusiva y
la mayor parte de las veces se acompania de pruebas cognoscitivas normales. Se ha
definido al sindrome geridtrico como una manifestacién que tiene multiples cau-
sas; es decir, lo contrario a lo que se conoce como sindrome, que es un conjunto
de signos y sintomas con una sola causa. En el caso del deterioro cognoscitivo, las
causas mas frecuentes son: trastornos del estado de 4nimo (ansiedad y depresién,
principalmente), déficits sensoriales (auditivo y visual), efectos secundarios de
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medicamentos, comorbilidades (como el hipotiroidismo subclinico), delirium,
deterioro cognoscitivo leve y demencia. Una de las caracteristicas tipicas de los
sindromes geriatricos es que se encuentren varias de las causas simultineamente.

La funcién cognoscitiva de los ancianos va desde los cambios propios del
envejecimiento, pasando por el deterioro cognitivo leve (DCL), hastala demencia
[1,2]. Uno de los cambios més reconocidos que suceden con el envejecimiento es
la ralentizacion de los procesos mentales. La velocidad de estos procesos depende
de cuatro factores: érganos de los sentidos, atencion, procesamiento central y res-
puesta motora; sin embargo, se ha determinado que es el procesamiento central el
que se encuentra ralentizado en los ancianos. Esto se puede evidenciar mediante
pruebas psicologicas: en aquellas que requieren el desempefio en un tiempo
determinado, el anciano se desempena con menor velocidad que los jovenes; sin
embargo, en el resto de las pruebas no sucede esto: las calificaciones suelen ser
iguales o muy cercanas a las obtenidas por adultos més jévenes [3]. Contrario alo
que se piensa, los ancianos pueden aprender informacién nueva; sin embargo, a
partir de la adultez la habilidad para aprender nueva informacion y recordarla des-
pués disminuye aproximadamente 10% por década [4]. Asimismo, en las nuevas
guias para el diagnéstico de enfermedad de Alzheimer se ha definido una fase pre-
clinica, en donde se puede detectar beta amiloide mediante estudios de imagen
(PET) pero atin no existen datos de dafio neuronal ni clinicos [5].

EIDCL se define como queja de pérdida de memoria subjetiva, sin alteracién
en las actividades de la vida diaria, con una disminucion en el desempeno en prue-
bas neuropsicolégicas, 1.5 desviaciones estdandar por debajo de la media ajustada
para edad y escolaridad [2]. Este trastorno se encuentra relacionado con un incre-
mento en el riesgo de desarrollo de enfermedad de Alzheimer (EA) y usualmente
representa una etapa muy temprana de la misma; no obstante, ya se considera
una fase clinica de la enfermedad de Alzheimer, donde ademds de existir placas
amiloideas, se tiene evidencia de dafo neuronal. De los pacientes con DCL, 10%
a 15% por aflo evolucionan a EA, mientras que los pacientes de la misma edad
sin DCL evolucionan a EA en sélo 1% a 2% [6]. El DCL no sélo representa una
etapa temprana o previa de EA, ya que se ha observado que también puede ser el
prédromo de otros tipos de demencia [7].

La demencia es una enfermedad adquirida, con evolucién crénica, de dete-
rioro en la memoria y al menos otra funcién cognoscitiva (p. ej. lenguaje, praxias,
gnosias, funcién ejecutiva), que afecta la realizacion de las actividades de la vida
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diaria [8]. Las principales causas de la demencia en el adulto mayor son: EA,
demencia vascular (DV), enfermedad por cuerpos de Lewy (ECL), demencia
asociada a Parkinson (DAP) y demencia frontotemporal (DFT). Asimismo, se
pueden encontrar diferentes tipos de etiologias de la demencia en un mismo
sujeto, lo que constituye la demencia mixta (DMX). La combinacién més comtn
es entre la EA y la DV. Por si mismas, la EA y la DV son la etiologia de mas de la
mitad de las demencias en los adultos mayores. Sin embargo, existen muchas otras
causas de demencia, mucho menos frecuentes en los ancianos y con una presenta-
cién clinica diferente [9, 10].

Epidemiologia

En diversos estudios se ha reportado una frecuencia de 6.2% a 78.6%. La dife-
rencia en las frecuencias se encuentra dada por la diversidad de quejas que puede
llegar a presentar un anciano [11]. Como se mencioné previamente, las causas
que pueden motivar una queja de memoria son multiples, y no se circunscriben
unicamente a la demencia; sin embargo, un importante porcentaje de los sujetos
con queja subjetiva de memoria tienen demencia.

En el caso del hipotiroidismo, se ha reportado en una muestra pequefia de
ancianos mexicanos, hasta 27.3% de problemas cognoscitivos (no demencia) en
sujetos con tirotropina elevada; sin embargo, algunos otros estudios en diferentes
poblaciones no han encontrado asociacién [12]. En el caso del delirium, la mayor
parte de los pacientes que lo padecen presentan alteraciones en el estado cog-
noscitivo, pero de manera temporal y con asociacién comérbida clara (infecciosa
la méds comun). En un estudio realizado en poblacién espanola se encontré una
frecuencia de hasta 52.8% de problemas cognoscitivos (no demencia) asociado a
depresion. No existen reportes hasta la fecha de la asociacion de déficits sensoria-
les y problemas cognoscitivos. No obstante lo anterior, muchos de los problemas
causales de deterioro cognoscitivo pueden evolucionar hacia una demencia, pero
no necesariamente.

La mayor parte de los estudios coinciden en que la prevalencia de la demen-
cia se incrementa al doble cada cinco afios a partir de los 60 afios de edad; comen-
zando desde 10%, con un pico en los mayores de 85 afios de hasta 45%, siendo
mayor este porcentaje en residencias geridtricas (>50%) [10, 13-16]. Los estu-



Mario Ulises Pérez Zepeda

dios referidos, asi como uno realizado en pacientes italianos, coinciden en que
la incidencia aumenta al pasar los afios y va desde seis por mil personas/aio, en
menores de 75 anos, hasta 48.9 por mil personas/afio en los pacientes mayores de
85 afios de edad; esto es, que aumenta ocho veces la incidencia de la demencia en
tan sélo una década[13, 14, 17].

Un estudio de la ciudad de México muestra que la prevalencia de demen-
cia se acerca a 5% en los mayores de 65 afos, incrementdndose hasta 45% en los
mayores de 80 afios de edad. La encuesta de Salud, Bienestar y Envejecimiento
(SABE) encontré que 8% de pacientes entre los 60 a 74 afios de edad tuvieron
una calificacién del Examen Minimo del Estado Mental (EMEM) menor a 13;
en el grupo de mayores de 75 afios se encontr6 20% con calificacién de EMEM
menor a 13 [18]. Dichas cifras se deben tomar con cautela debido al alto porcen-
taje de analfabetismo de nuestra poblacién, que en esta encuesta fue de 18.45%.
Esta relacion se demostro al dividir los grupos por afios de escolaridad; en analfa-
betas el deterioro cognitivo corresponde a 22%, en aquellos con menos de 7 afios
de escolaridad a 9% y aquellos con més de 7 afios de escolaridad es unicamente
1% [19]. Esto también se corroboré en un estudio realizado en California, en un
grupo compuesto predominantemente por mexicanos con baja escolaridad (pro-
medio de 6 afios); encontréndose una alta prevalencia (49%), con un promedio
de edad relativamente bajo (69 afios) [17]

En este mismo estudio realizado en California (estado norteamericano con
mayor densidad de poblacién mexicana), se entrevisté a 100 pacientes y sus respec-
tivos cuidadores. Se encontré 49% con diagnéstico compatible con demencia; de
los cuales 38.5% fue EA, 38.5% DV, 9.2% DFT, 4.6% DMX 4.6%y 3.1% DAP [17].

Fisiopatologia

Las distintas causas que puede llegar a motivar una queja cognoscitiva, en general,
se dan por problemas en la atencién o falla de algtin sistema aferente, lo que da
como resultado una falta de registro de la informacién, més alld de una falla enla
memoria o en la recuperacién de la informacién.

La demencia no es consecuencia del proceso de envejecimiento; no obstante,
se ha postulado que los mecanismos de envejecimiento pueden estar ligados a
la fisiopatologia de la demencia [20], principalmente por pérdida de la comple-
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jidad del sistema nervioso central. La disminucién de diversos neurotransmi-
sores, principalmente la acetilcolina, es uno de los mecanismos principalmente
implicados en la fisiopatologia de la demencia [21]. La destruccién neuronal que
comienza con la acumulacién de placas de amiloide, se perpetua con la deficien-
cia de este neurotransmisor; no obstante también se ha encontrado deficiencia de
serotonina y dopamina, principalmente implicados en los sintomas del compor-
tamiento [22,23].

En el caso de la demencia vascular, el dafio principal se da por problemas
en la vasculatura cerebral expuesta crénicamente a presiones elevadas o a cam-
bios subitos de la misma, que provoca una pérdida de la autorregulacion de esta
vasculatura y la consecuente isquemia y muerte neuronal, que se suele perpetuar
también por la deficiencia de los neurotransmisores [24, 25].

Evaluacion

La evaluacién permite hacer un diagndstico especifico (més all4 de las demen-
cias “reversibles”), facilita la iniciacién de intervenciones de manera temprana,
asi como proveer de informacion al sujeto y la familia de tal manera que puedan
tomar decisiones a futuro. Se reporta que la demencia sigue pasando inadvertida
aproximadamente para 25% de los médicos y 21% de los familiares. La farmacote-
rapia puede mejorar la calidad de vida de un paciente, extender el periodo con una
relativa buena funcién y retrasar el ingreso a un asilo, reduciendo, por lo tanto, los
costos de cuidado del paciente [3].

Lamemoria se puede dividir segin la temporalidad de aprendizaje de la infor-
macién o del tipo de informacién aprendida. En la primera categoria se encuen-
tran las memorias de corto plazo, la memoria reciente y la memoria remota. La
segunda categoria (que tiene correlacién topogréfica) se divide en semantica, epi-
sddica, de trabajo y de procedimientos. La memoria primaria es de las primeras
en alterarse, sin embargo, conforme avanza la enfermedad, la afecciéon mnésica
suele ser global. El lenguaje se define como la habilidad de descifrar y expresar
una serie de cédigos contenidos dentro de un determinado idioma. En sus fases
mas tempranas, la afasia se manifiesta por la dificultad para encontrar los nombres
de personas y objetos; siendo imposible articular palabra alguna en las fases més
tardias. La expresion oral se vuelve vacia, con presencia de circunloquios y exceso
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en el uso de términos indefinidos tales como “cosa” y “eso” [26]. Asimismo, la
comunicacién con el paciente suele dificultarse ya que deja de entender el sentido
de las palabras en etapas intermedias y severas de la enfermedad. La praxia es la
habilidad de ejecutar actividades motoras aprendidas, con un aparato musculoes-
quelético intacto. Cuando existe apraxia, a pesar de que el paciente comprenda lo
que tiene hacer y no tenga dificultad fisica en hacerlo, no lo puede llevar a cabo.
Lo anterior suele evidenciarse en la vida cotidiana, cuando a los pacientes se les
llega a dificultar peinarse o, en casos extremos, vestirse. Cuando se tiene una per-
cepcidn intacta y no se puede reconocer un objeto, se le llama agnosia. Esta falta
de reconocimiento puede extenderse de los objetos a las personas. Las gnosias
pueden ser tactiles: pierden la capacidad de reconocer un objeto Ginicamente con
el tacto (p. ¢j. diferenciar entre monedas) [27]. La funcién ejecutiva se refiere a la
habilidad de planeacién de metas, programacién de pasos para alcanzar las metas,
motivacion para ejecutar dichos pasos y la capacidad de darle seguimiento a esos
pasos para determinar si se van a alcanzar las metas previstas [7]. Sus principales
componentes son: pensamiento abstracto, planeacion, iniciacion, secuenciacion,
monitorizacién e inhibicién. La disfuncién ejecutiva se puede manifestar por pro-
blemas del paciente para alcanzar nuevos objetivos, asi como la evasion de tareas
que requieren el procesamiento de datos nuevos y complejos. La disfuncion eje-
cutiva también es aparente en la habilidad mental reducida de cambiar de escena-
rios mentales, generar nueva informacién verbal o no verbal y la ejecucion de acti-
vidades motoras seriales [22]. Aunadas a las principales caracteristicas generales
se encuentran también: alteraciones visuoespaciales, juicio pobre, agnosognosia
(falta de percepcién de enfermedad), impulsividad y sintomas conductuales o
neuropsiquidtricos [28]. En general, en los cuadros de deterioro cognoscitivo que
no se deben a demencias s6lo se encuentra un problema en la atencioén, sin tener
otro tipo de alteraciones cognoscitivas en las pruebas neuropsicoldgicas.

Los estudios de imagen auxilian en el diagndstico diferencial, en el segui-
miento de la enfermedad y en la evaluacién de la severidad. La tomografia axial
computarizada o la imagen por resonancia magnética pueden desvelar atrofia
cerebral, lesiones focales cerebrales (infartos corticales, tumores, hematomas
subdurales), hidrocefalia o lesiones cerebrales periventriculares [29]. Los estu-
dios como el Positron Emission Tomography (PET) y el Single Proton Emission
Computed Tomography (SPECT), auxilian de manera mas fina en el diagnds-
tico diferencial, para tener una localizacién especifica de la alteraciéon [30]. Final-
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mente, se ha desarrollado un marcador de amiloide para utilizarlo con PET, que
hasta el momento ha revelado utilidad en el diagnéstico diferencial entre DCL y
EA; sin embargo, faltan mds estudios para que sus resultados puedan ser generali-
zados y utilizados de manera rutinaria en la clinica [30]. El diagnéstico etioldgico
es util para delimitar las diferentes caracteristicas del tipo especifico, ya que exis-
ten més de 5SS causas que pueden provocar el sindrome demencial [31].

Las pruebas de funcién tiroidea son indispensables si se sospecha hipotiroi-
dismo. La determinacién de folatos y vitamina B12 se han asociado con proble-
mas de memoria, al igual que la homocisteina [32]. La determinacién de las lipo-
proteinas puede auxiliar en el reconocimiento de sindrome metabolico, que se ha
asociado tanto a la demencia vascular como a un peor pronéstico de enfermedad

de Alzheimer.

Tratamiento

Las causas no demenciales tienen su tratamiento especifico: el hipotiroidismo
mediante la reposicion de hormona tiroidea, los déficits sensoriales mediante una
adecuada utilizacion de dispositivos auxiliares, asi como la suspension de medi-
camentos cuyos efectos secundarios puedan provocar alteraciones cognoscitivas.

El tratamiento de la demencia es multimodal y se guia principalmente por la
etapa de la enfermedad y la presencia de sintomas especificos manifestados por el
paciente. Se puede orientar a disminuir la progresién del deterioro cognitivo o al
manejo de las manifestaciones secundarias, tales como los sintomas conductuales
y el colapso del cuidador. Debe comenzarse con la educacién de los miembros
de la familia y de los cuidadores acerca del diagnéstico, prondstico y las opciones
de intervencidn, incluyendo las fuentes para apoyo y cuidado. En la actualidad
se encuentran disponibles los inhibidores de colinesterasa (rivastigmina, galanta-
mina, donepezil), que han demostrado su utilidad, en EA leve a moderada. Mien-
tras que los agonistas N-metil-D-aspartato (NMDA), como la memantina, sélo
han mostrado eficacia en la demencia leve, de predominio vascular pero con una
ligera mejorfa en la EA [4, 32, 33].

Las intervenciones psicosociales tienen como objetivo mejorar la calidad de
viday optimizar la funcidn a través de la psicoterapia, ejercicios cognitivos y terapias
de estimulacién (musica, cambios en el ambiente, manejo con mascotas) [34, 35].
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Complicaciones

No obstante que los sintomas neuropsiquidtricos no son parte formal de los crite-
rios de demencia, tienen una frecuencia de 80% a 90% en el transcurso de la enfer-
medad y desempenan un papel significativo en el diagnéstico, curso, severidad y
tratamiento para muchos tipos de demencia. Asimismo, son los principales con-
tribuyentes a la aparicion de colapso de cuidador, disminuyen la calidad de vida 'y
son un factor de riesgo de institucionalizacién [36]. A pesar de que los sintomas
cognitivos han abarcado el panorama de las demencias, en los tltimos 15 anos la
importancia de los sintomas no cognitivos se ha reconocido ampliamente [37].
Incluso, comienza a haber reportes que sugieren que se puede diagnosticar mds
temprano la demencia mediante la deteccion de esta sintomatologia, aun antes
de que aparezca cualquier problema cognitivo [38, 39]. En cuanto a la calidad
de vida, se ha observado que no sélo disminuye la del paciente sino también la
del cuidador; la depresién es uno de los sintomas que tienen mayor repercusion
sobre ésta tltima [36].

No representan una entidad solitaria u homogénea, sino cortejos sintomati-
cos que pueden estar presentes en otras enfermedades, pero suelen distinguirse
por su cardcter temporal y de inicio después del problema cognitivo. Los cambios
del estado de dnimo y la apatia aparecen temprano en la enfermedad y contintian
alolargo de ella. La agitacion y la psicosis son mas comunes en las etapas medias
y tardias de la enfermedad [35, 40]. En el Diagnostic and Statistical Manual for
Mental Disorders IV (DSM-IV) en sus criterios de demencia se asocian a delirium,
ideas delirantes o 4nimo deprimido. Del mismo modo la International Classifica-
tion of Diseases (ICD) clasifica al diagnéstico de demencia con sintomas deliran-
tes, alucinatorios, depresivos o mixtos [8, 41].

Pronéstico

No obstante que la causa del deterioro cognoscitivo no sea demencia, una vez que
un sujeto comienza con problemas de memoria, se debe dar seguimiento —al
menos anual— para la deteccién temprana de trastornos demenciales. La demen-
cia se sigue considerando como una enfermedad terminal, dado que hasta la fecha
no se ha encontrado un tratamiento efectivo para detener su progresion.



El deterioro cognoscitivo como un sindrome geriatrico

Referencias

10.

11.

12.

13.

14.

Masoro, E.J. and S.N. Austad, Handbook of the biology of aging. 6th ed. The handbooks
of aging2006, Amsterdam ; Boston: Elsevier Academic Press. xx, 660 p.

Petersen, R.C., Mild cognitive impairment : aging to Alzheimer’s disease2003, Oxford ;
New York: Oxford University Press. xiv, 269 p.

Moore, M.J., CW. Zhu, and E.C. Clipp, Informal costs of dementia care: estimates from
the National Longitudinal Caregiver Study. J Gerontol B Psychol Sci Soc Sci, 2001.
56(4): p. S219-28.

Mendez, M.F. and ].L. Cummings, Dementia : a clinical approach. 3rd ed2003, Phila-
delphia, PA: Butterworth-Heinemann. xxiii, 654 p.

Sperling, R.A., et al, Toward defining the preclinical stages of Alzheimer’s disease:
Recommendations from the National Institute on Aging and the Alzheimer’s Association
workgroup. Alzheimer’s & dementia : the journal of the Alzheimer’s Association,
2011.

Kawas, C.H., Clinical practice. Early Alzheimer’s disease. N Engl ] Med, 2003. 349(11):
p- 1056-63.

Geldmacher, D.S. and P.J. Whitehouse, Evaluation of dementia. N Engl ] Med, 1996.
335(5): p. 330-6.

American Psychiatric Association. and American Psychiatric Association. Task Force
on DSM-1V,, Diagnostic and statistical manual of mental disorders : DSM-IV-TR. 4th
ed2000, Washington, DC: American Psychiatric Association. xxxvii, 943 p.
Subjective memory deficits in people with and without dementia: findings from the 10/66
dementia research group pilot studies in low- and middle-income countries. ] Am Geriatr
Soc,2009. 57(11): p.10.2118-24.

Ferri, C.P. and M. Prince, 10/66 Dementia Research Group: recently published survey
data for seven Latin America sites. Int Psychogeriatr, 2010. 22(1): p. 158-9.

Coley, N,, et al., Memory complaints to the general practitioner: data from the GuidAge
study. The journal of nutrition, health & aging, 2008. 12(1): p. 66S-72S.
Cardenas-Ibarra, L., et al,, Cross-sectional observations of thyroid function in geriatric
Mexican outpatients with and without dementia. Archives of gerontology and geria-
trics, 2008. 46(2): p. 173-80.

Meguro, K., et al,, Incidence of dementia and associated risk factors in Japan: The Osaki-
Tajiri Project. ] Neurol Sci, 2007. 260(1-2): p. 175-82.

Ravaglia, G,, et al., Incidence and etiology of dementia in a large elderly Italian popula-
tion. Neurology, 2005. 64(9): p. 1525-30.



Mario Ulises Pérez Zepeda

1S.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

2S.

26.

27.

28.

29.

30.

Mejia, S., et al., Cognition, functional status, education, and the diagnosis of dementia
and mild cognitive impairment in Spanish-speaking elderly. Appl Neuropsychol, 2004.
11(4): p. 196-203.

Fitzpatrick, A.L., et al., Incidence and prevalence of dementia in the Cardiovascular
Health Study. ] Am Geriatr Soc, 2004. 52(2): p. 195-204.

Fitten, L.J., F. Ortiz, and M. Ponton, Frequency of Alzheimer’s disease and other demen-
tias in a community outreach sample of Hispanics. ] Am Geriatr Soc, 2001. 49(10): p.
1301-8.

Albala, C,, et al,, [The Health, Well-Being, and Aging (“SABE”) survey: methodology
applied and profile of the study population]. Rev Panam Salud Publica, 2005. 17(5-6):
p. 307-22.

Mejia-Arango, S., et al., [Cognitive impairment and associated factors in older adults in
Mexico]. Salud Publica Mex, 2007. 49 Suppl 4: p. S475-81.

Drachman, D.A., Aging of the brain, entropy, and Alzheimer disease. Neurology, 2006.
67(8): p. 1340-52.

Inouye, S.K. and L. Ferrucci, Elucidating the pathophysiology of delirium and the inte-
rrelationship of delirium and dementia. ] Gerontol A Biol Sci Med Sci, 2006. 61(12): p.
1277-80.

Cummings, J.L., Alzheimer’s disease. N Engl ] Med, 2004. 351(1): p. 56-67.

Assal, E, et al,, Association of the serotonin transporter and receptor gene polymorphisms
in neuropsychiatric symptoms in Alzheimer disease. Arch Neurol, 2004. 61(8): p. 1249-
S3.

Roman, G.C., Cholinergic dysfunction in vascular dementia. Curr Psychiatry Rep, 200S.
7(1): p. 18-26.

Roman, G.C., Brain hypoperfusion: a critical factor in vascular dementia. Neurol Res,
2004. 26(S): p. 454-8.

Holsinger, T, et al., Does this patient have dementia? JAMA, 2007. 297(21): p. 2391-
404.

Geldmacher, D.S., Differential diagnosis of dementia syndromes. Clin Geriatr Med,
2004.20(1): p. 27-43.

Swanberg, M.M., et al., Executive dysfunction in Alzheimer disease. Arch Neurol, 2004.
61(4): p. 556-60.

Bartzokis, G., et al., White matter structural integrity in healthy aging adults and patients
with Alzheimer disease: a magnetic resonance imaging study. Arch Neurol, 2003. 60(3):
p- 393-8.

Yuan, Y, Z.X. Gu, and W.S. Wei, Fluorodeoxyglucose-positron-emission tomography, sin-
gle-photon emission tomography, and structural MR imaging for prediction of rapid con-



31.

32.

33.

34.

3S.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

El deterioro cognoscitivo como un sindrome geriatrico

version to Alzheimer disease in patients with mild cognitive impairment: a meta-analysis.
AJNR Am ] Neuroradiol, 2009. 30(2): p. 404-10.

Mendez, M.F. and J.L. Cummings, Dementia : a clinical approach. 3rd ed2003, Phila-
delphia, PA: Butterworth-Heinemann. xxiii, 654 p., [10] p. of plates.

Weiner, M.F,, A.M. Lipton, and American Psychiatric Publishing., The American Psy-
chiatric Publishing textbook of Alzheimer disease and other dementias. 1st ed2009, Was-
hington, DC: American Psychiatric Pub. xviii, 557 p., 11 p. of plates.

Pathy, M.SJ., A. Sinclair, and ].E. Morley, Principles and practice of geriatric medicine.
4th ed. / editors, M.S. John Pathy, Alan J. Sinclair, John E. Morley. ed2006, Chiches-
ter: Wiley. 2 v. (xxiv, 2016, lviii p.).

Ayalon, L., et al,, Effectiveness of nonpharmacological interventions for the management
of neuropsychiatric symptoms in patients with dementia: a systematic review. Arch Intern
Med, 2006. 166(20): p. 2182-8.

Ballard, C.G,, et al., Management of agitation and aggression associated with Alzheimer
disease. Nat Rev Neurol, 2009. 5(5): p. 245-5S.

Shin, 1S, et al., Neuropsychiatric symptoms and quality of life in Alzheimer disease. Am
J Geriatr Psychiatry, 2005. 13(6): p. 469-74.

Petry, S., et al., Personality alterations in dementia of the Alzheimer type. Arch Neurol,
1988.45(11): p. 1187-90.

Cummings, J.L., The impact of depressive symptoms on patients with Alzheimer disease.
Alzheimer Dis Assoc Disord, 2003. 17(2): p. 61-2.

Chow, TW,, et al., Apathy symptom profile and behavioral associations in frontotemporal
dementia vs dementia of Alzheimer type. Arch Neurol, 2009. 66(7): p. 888-93.
Gauthier, S., C. Ballard, and S. Lovestone, Management of dementia. 2nd ed2009, New
York: Informa Healthcare. iv, 164 p.

World Health Organization., International statistical classification of diseases and rela-
ted health problems. 10th revision, 2nd edition. ed2004, Geneva: World Health Orga-
nization.






Uso de ansioliticos
en el anciano

Alfonso Martin del Campo Laurents," Isabel Cristina Gonzdlez Salas’
y Juan José Bustamante Rojano®

Resumen

Este capitulo considera los aspectos diagnésticos y de tratamiento que se refieren
al anciano sano y al paciente psiquidtrico anciano. La prescripcion de psicofarma-
cos a pacientes psiquidtricos ancianos puede presentar varios problemas. Sabemos
que la capacidad metabdlica se disminuye con la edad, la concentracién sérica de
proteinas puede ser menor, provocando una concentracién del firmaco libre (no
unido a proteinas) relativamente mds alta, son més sensibles a los efectos secun-
darios periféricos (i. e. hipotensién, estrefiimiento) que los pacientes jévenes con
la misma dosis o concentracién sanguinea, y también hay mas posibilidades de
que se presenten efectos secundarios centrales como son: confusion, temblor, o
disquinesia tardia. También tratamos los aspectos de farmacocinética y farma-
codinamia en el anciano, los cuales presentan grandes diferencias con el adulto
joven. Dentro de los psico-tratamientos que se utilizan en el adulto mayor estdn
los antidepresivos y la terapia electroconvulsiva, los ansioliticos e hipnéticos y los
antipsicéticos, los anti-demenciales. Hablaremos tnicamente de ansioliticos. Se
incluyen algunas tablas con los nombres de los medicamentos y se hace referencia
a la forma de administrar este tipo de medicamentos en diferentes condiciones
médicas. Al final se agrega una lista de referencias.
Se basa en cuatro aspectos basicos del anciano:

! Instituto de Geriatria (INGER), SSA, México DF.
? Servicio de Salud Mental, Hospital General de México.
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«  Cambios psicoldgicos con la edad.

«  Trastornos psiquidtricos en la tercera edad.
«  Elpaciente con demencia.

«  Elpaciente que se muere.

Introduccion

En la actualidad, la psicofarmacologia es una estrategia muy utilizada en toda la
poblacién. Esto se debe a que contamos con firmacos seguros, eficaces y espe-
cificos. La poblacién de adultos mayores ha ido incrementdndose y asi seguird
durante los préximos 100 afios, por lo que debemos estar preparados para el uso
frecuente de los psicofirmacos en este segmento de la poblacién. Sin embargo,
la prescripcion de psicofirmacos tanto en ancianos “sanos” como en pacientes
psiquidtricos ancianos presenta diferencias con el adulto joven, incluso pueden
suscitarse varios problemas.

Cambios fisiologicos del envejecimiento

Los ancianos son especialmente sensibles a los efectos de todo tipo de farmacos.

Existen varias razones para ello:

«  Funcién cardiaca, presenta una disminucién del gasto cardiaco y de la perfu-
sién a otros drganos.

« Funciénrenal, la cual se encuentra disminuida debido a bajos niveles de flujo
sanguineo renal y de rango de filtracién glomerular.

«  Funcién hepitica, la cual se encuentra frecuentemente comprometida.

«  Funcién cerebral, la cual también puede encontrarse comprometida debido
auna variedad de factores.

Por otro lado, sabemos que la capacidad metabdlica disminuye con la edad, la
concentracion sérica de proteinas puede ser menor, provocando una concentra-
cién del farmaco libre (no unido a proteinas) relativamente mas altas, son mds
sensibles a los efectos secundarios periféricos (i. e. hipotensién, estrefimiento)
que los pacientes jévenes con la misma dosis o concentracion sanguinea, y tam-
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bién hay mdés posibilidades de que se presenten efectos secundarios centrales
como son: confusion, temblor, desequilibrio, o disquinesia tardia.

Por estas razones, antes de prescribir cualquier firmaco psicoactivo, el médico
debe estar al tanto del status fisico del paciente anciano. De la misma manera el
médico deberd hacer una detallada historia del uso de firmacos que ha tenido el
paciente. Esto incluye tener una lista completa de los medicamentos y dosis que
ha tomado el paciente en los ultimos 6 meses, incluyendo los medicamentos sin
receta (over the counter) que los ancianos utilizan con frecuencia para auto-medi-
carse, los remedios naturales y el uso de alcohol y otras substancias. Una buena
historia del uso de medicamentos nos permite confirmar el uso de varios firma-
cos recetados por diferentes médicos, los cuales no saben que otros médicos han
estado recetando. Todo esto nos ayudara a:

o Identificar firmacos o manejos innecesarios.
«  No-adherencia.
« Interacciones farmacoldgicas adversas potenciales o actuales.

Con respecto a este ultimo aspecto, la interaccién entre psicotrépicos y otros fér-
macos es un asunto frecuentemente complicado. Incluso, algunas enfermedades
pueden interferir con el uso de psicotrdpicos. Por ejemplo, el uso de antipsicoti-
cos atipicos puede ser complicado en pacientes ancianos diabéticos.

Aspectos farmacodinamicos y farmacocinéticos

Existe un acuerdo general en relacién a que los pacientes ancianos represen-
tan una poblacién dificil para manejar la administracion de psicofarmacos. Los
cambios fisicos que acompafan al envejecimiento frecuentemente producen
alteraciones en las acciones farmacolédgicas de los farmacos, como por ejemplo
la sensibilidad de los receptores. Ademds de esto, la absorcion y distribucion se
modifican debido a un flujo sanguineo alterado, a la composicion del cuerpo, al
metabolismo hepético, ala unidn a proteinas y a la excrecién renal. Otros factores,
como el consumo de alcohol o cafeina, pueden tener un impacto en la accién de
estos farmacos. Debido a estos cambios relacionados con el envejecimiento, el
médico que prescribe deberd tener en cuenta:
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 Iniciar el tratamiento a dosis bajas.

«  Aumentar la dosis gradualmente con pequenos incrementos cada varios dias
0 semanas.

« Vigilar regularmente si el paciente ha presentado el efecto terapéutico
deseado o algtin afectos adverso.

Tratar de individualizar y simplificar lo mejor posible el régimen farmacolo-
gico.

«  Garantizar un esfuerzo conjunto entre paciente, cuidadores y médico para
lograr el mejor apego al tratamiento y reducir errores en la administracion de
medicamentos.

Uso de ansioliticos y sedantes-hipnéticos en el adulto mayor
Abordaje farmacoldgico con ansioliticos
Ansioliticos serotoninérgicos

Existen una variedad de firmacos ansioliticos no-benzodiazepinicos. Tal es el
caso de los llamados ansioliticos serotoninérgicos, como la buspirona, que es un
agonista parcial del receptor SHT 1A el cual se utiliza en pacientes con ansiedad
crénica y persistente, en pacientes con abuso de substancias como trastorno co-
morbido, y en pacientes adultos mayores, porque es bien tolerada y no tiene inte-
racciones farmacocinéticas significativas. Este medicamento muestra eficacia en
la ansiedad y la AG en algunos modelos animales, lo cual apunta hacia un papel
importante de la serotonina en mediar sintomas de ansiedad a través del receptor
SHT1A. También se ha visto que la buspirona tiene un papel como apoyo en el
tratamiento de la depresion resistente.

Ansioliticos noradrenérgicos

Cuando se estimula eléctricamente el locus coeruleus para hacerlo hiperactivo
se crea un estado andlogo a la ansiedad en animales de experimentacién. Por lo
tanto, se cree que la hiperactividad de las neuronas noradrenérgicas es el meca-
nismo subyacente de los estados de ansiedad. Ciertamente hay ejemplos de sinto-



Uso de ansioliticos en el anciano

mas ansiosos que consisten en hiperactividad noradrenérgicas como son la taqui-
cardia, el temblor y la sudoracién.

Si la hiperactividad de las neuronas noradrenérgicas del locus coeruleus se
asocia con la ansiedad, es de suponerse que la administracién de un alfa-2 ago-
nista actuarfa de manera similar a la accién de la misma noradrenalina en los
autoreceptores alfa-2 presindpticos. Por lo tanto, la ansiedad puede ser reducida
debido a que los agonistas alfa-2 estimulan los autorreceptores alfa-2, poniendo
un freno a la liberacién de noradrenalina. De hecho la clonidina, un alfa-2 ago-
nista, tiene acciones ansioliticas reconocibles. La clonidina es especialmente util
en bloquear los aspectos noradrenérgicos de la ansiedad (taquicardia, dilatacién
de pupilas, sudoracién y temblor).

La hiperactividad de las neuronas noradrenérgicas durante los estados de
ansiedad crea una gran actividad de noradrenalina postsinaptica particularmente
en los receptores beta. Como esto es consistente con la hipdtesis de un estado de
exceso noradrenérgicos durante la ansiedad, es posible reducir los sintomas ansio-
sos en algunos casos con la administracién de bloqueadores beta-adrenérgicos.
Esto puede ser especialmente til en el tratamiento de la fobia social (tabla 1).

TABLA 1. Recomendaciones de tratamiento para algunos de los trastornos psiquidtricos en el adulto
mayor

Trastorno Recomendacion Evitar
Ansiedad Benzodiazepinas, buspirona Antidepresivos, antihistaminicos,
barbituricos
Depresion ISRS, ADT de aminas secundarios, | IMAO (a menos de que se trate de una
trazodona, bupropion depresion atipica)
Insomnio Benzodiazepinas, zolpidem Antidepresivos, antihistaminicos

(incluyendo OTC), barbitdricos,
hipnéticos no-barbitdricos

Mania Litio, acido valpréico —
Psicosis, Antipsicdticos, trazodone, Antihistaminicos, barbituricos,
agitacion anticonvulsivos benzodiazepinas, ISRS

Abreviaturas: ISRS = inhibidores selectivos de la recaptura de serotonina; ADT = antidepresivos
triciclicos; IMAO = inhibidores de la recaptura de serotonina; OTC = Over The Counter (sin receta).
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Las benzodiazepinas

Las benzodiazepinas son, con notable diferencia, los psicofirmacos mds prescri-
tos en adultos y adultos mayores, aunque en los ultimos afios se haya observado
un ligero descenso. Ello es debido, sin ninguna duda, a las muchas recomendacio-
nes que recientemente se han venido haciendo sobre el uso mas racional de estas
sustancias, y que pueden resumirse en los siguientes puntos:

«  Deben prescribirse a partir de un diagndstico claro y como farmaco de pri-
mera eleccion. Hay que evitar su administracién cuando sélo pretendemos
efectos coadyuvantes (es habitual observar cémo la ansiedad, que casi siem-
pre acompaiia a las depresiones, mejora al poco tiempo de tratamiento con
antidepresivos sin necesidad de administracién de benzodiazepinas).

«  Se debe evitar el efecto de tolerancia y dependencia, desaconsejandose su uso
crénico, las pautas demasiado flexibles y la autoadministracién. Hay que
poner especial cuidado en pacientes con historia de abuso de fdrmacos.

« Deben evitarse los efectos adversos, en especial los efectos sobresedativos,
excluyéndose las dosificaciones altas, reservindolas para casos absoluta-
mente necesarios durante cortos periodos de tiempo.

La accién de las benzodiazepinas en el SNC sobre el mds importante sistema
central inhibitorio GABA (4cido gamma amino butirico), y las acciones sobre los
demds monoaminas derivadas de la estimulacién GABA, constituyen la base neu-
roquimica del efecto ansiolitico y de los efectos secundarios de estos fairmacos de
eleccion en el tratamiento de la ansiedad.

En el adulto mayor, la ralentizacién en la absorcién de benzodiazepinas es
muy discreta y sin traduccién clinica significativa. Sin embargo, la distribucién
y la eliminacion de estas sustancias si sufren alteraciones de importancia con la
edad. La vida media plasmética se alarga de 3 a 4 veces entre los 20 y los 80 anos
de edad. Esta prolongacion se debe a una reduccién del aclaramiento hepatico y a
un mayor volumen de distribucién del firmaco. Lo anterior tiene especial impor-
tancia en los fdrmacos més insolubles y en los que se metabolizan por el sistema
microsomal hepético (tabla 2).
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TABLA 2. Vida media de las benzodiazepinas

Compuestos de vida Vida media |Caracteristicas

media “larga” (long plasmdtica

acting) en horas

Clordiazepoxido 5-30 Acumulacién del metabolito principal, mas alla de 3-4

Diazepam 20-100 semanas

Medazepam Se transforma en diazepam

Clorazepato Se transforma en el metabolito del diazepam,
desmetildiazepam

Prazepam No alcanza circulacidn sistémica. Precursor del
desmetildiazepam

Pinazepam Pro-desmetil diazepam

Flurazepam 50- 100 Comercializado como hipnético, por su vida media tan larga
no es adecuado como hipnético pero si como ansiolitico

Flunitrazepam 20-30 Uso como hipnético

Clonazepam 24-48 Comercializado como antiepiléptico. Excelente como
hipnético y como ansiolitico, y sus dos metabolitos son
inactivos. Por su vida media no tan larga, puede ser ideal.

Clobazam 18- 50 Su metabolito desmetilclobazam se acumula hasta 8

veces mas que el clobazam. Pocos efectos adversos

Compuestos de vida media “intermedia-corta” (short acting]

Nitrazepam 20-30 Hipnético, vida media no muy larga.

Bromazepam 10- 20 Compuesto pro-nordiazepam pero de vida media més corta

Estazolam 10- 30

Alprazolam 6- 20 Accidn rapida pdntica y ansiolitica. Riesgo de tolerancia y
dependencia

Temazepam 8 Réapidamente absorbido y eliminado, con pico de 1 hora,
hipnético ideal

Lorazepam 10-15 Metabolitos inactivos. Indicados en cirréticos y adultos

Oxazepam 4-15 mayores de edad avanzada. Riesgo de rebote y

dependencia

Compuestos de vida media “ultra-corta” (ultra-short acting ]

Triazolam

2

Igual al Temazepam. Hipnético ideal

Midazolam

2

En el adulto mayor es frecuente el fendmeno de sobresedacién por acumula-

cion de dosis, y son mds intensos los efectos derivados de la interaccién con otras
sustancias. Por todo ello, la eleccion de la benzodiazepinas —tedricamente ideal
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en el adulto mayor— la realizaremos segun sus caracteristicas farmacocinéticas,

su efecto farmacodindmico y teniendo en cuenta el estado fisico previo del sujeto.
La clasificacién farmacocinética en benzodiazepinas de vida media larga,

corta o ultracorta se ha hecho popular. En principio parece légico suponer que las
de vida media més corta conllevan menos riesgos de acumulacién, ya que su eli-
minacién es ripida y sus metabolitos son inactivos (temazepam, lorazepam, oxa-
zepam, triazolam), aunque existe uno de vida media no tan larga (clonazepam)
cuyos metabolitos no se acumulan, lo que las convertiria en las benzodiazepinas
de primera eleccién en el adulto mayor (tabla 3). Sin embargo deben hacerse
algunas puntualizaciones:

«  Una vida media mds corta no significa un efecto ansiolitico més reducido
en el tiempo, ya que éste depende de la velocidad de distribucion; asi, el
efecto ansiolitico de las primeras dosis de diazepam puede tener un tiempo
de accién mds corto que el del oxazepam, a pesar de que su vida media sea
mucho mayor, porque el diazepam tiene una distribuciéon mucho mas rapida
que el oxazepam y el lorazepam.

«  Conlas benzodiazepinas de vida media mds corta y ultracorta pueden apare-
cer mds fenémenos de ansiedad-rebote, pudiendo ser ésta mds intensa que la
ansiedad basal de la que parte el adulto mayor.

«  Losriesgos de las benzodiazepinas de vida media larga pueden evitarse espa-
ciando las dosis, lo que en muchas ocasiones revierte en un mejor cumpli-
miento de las érdenes médicas.

Accién farmacodindmica de las benzodiazepinas

Ademads del efecto ansiolitico, las benzodiazepinas tienen, en mayor o menor
grado, efectos miorrelajantes, anticonvulsivantes, hipnéticos y producen disfun-
ciones en el rendimiento intelectual. Este dltimo punto es de gran importancia
en el adulto mayor, ya que de por si es mds vulnerable a sufrir alteraciones de la
esfera cognitiva.

Las alteraciones mas frecuentes son las mnésicas, sobre todo en cuanto a la
memoria anterdgrada, y cierta disminucion en la capacidad de decision. Estas alte-
raciones se han observado tanto con benzodiazepinas de vida media larga como
en las de vida media corta. Tales efectos suelen ser mayores durante las primeras
semanas de tratamiento, y s6lo con el clonazepam se ha observado que dichos



Uso de ansioliticos en el anciano

efectos adversos no se presentan en dosis bajas y en pacientes que no hayan desa-
rrollado tolerancia.

TABLA 3. Nombres comerciales, genéricos, laboratorios y dosis recomendadas en el adulto mayor de
benzodiazepinas disponibles en México

Nombre comercial |Nombre genérico Laboratorio Dosis en el adulto mayor
Dormicum Midazolam; compr Roche 5-7.5mg
Dormicum Midazolam; sol. iny Roche 5-75mg.
Halcion Triazolam; tabletas Pfizer 0.125 mg.
Imovane Zopiclona; compr Aventis Pharma 3./5-75mg.
Lindormin Brotizolam; compr Boehringer Ingelheim |0.125 mg.
Nocte Zolpidem; tabletas Armstrong 5-10mg.
Stilnox Zolpidem; tabletas, Sanofi-Synthelabo 5-10mg.
Valium 10 Diazepam; sol. iny Roche 2.5-5mg.
Alzam Alprazolam; tabletas Psicofarma 0.25-0.50 mg.
Atarax Hidroxizina; tabletas ucB 10-25mg.
Ativan Lorazepam; tabletas Wyeth 0.5-1mg.
Farmapram Alprazolam; tabletas IFA 0.25-0.50 mg.
Irizz Alprazolam; tabletas Probiomed 0.25-0.50 mg.
Lexotan Bromazepam; compr Roche 1.5-3mg.
Neupax Alprazolam; comp subl Armstrong 0.50 mg.
Neupax Alprazolam; tabletas Armstrong 0.25-0.50 mg.
Otedram Bromazepam; tabl Psicofarma 1.5-3mg.
Tafil Alprazolam,; tabletas Pfizer 0.25-0.50 mg.
Tafil Ap Alprazolam; tab lib prol Pfizer 0.50 mg.
Tranxene Cloracepato Dipotasic; caps, | Sanofi-Synthelabo 5-10mg.
Victan Loflacepato De Etilo; comp | Sanofi-Synthelabo 05-1mg.
Rivotril Clonazepam; comp Roche 0.5mg.

Rivotril Clonazepam; gotas Roche 0.5mg.

Tratamiento del insomnio en el adulto mayor

Como ya se menciond anteriormente, existen dos tipos: 1) insomnio primario o
psicofisiolégico y 2) el insomnio secundario (a algan problema medico), por lo
que se hace imprescindible el diagndstico clinico global en que éste se enmarca.
De tal manera que cuando el insomnio es secundario a un sindrome depresivo
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(insomnio de la 22 0 32 etapa de la noche, despertar de madrugada o matutino
temprano), no debemos sorprendernos si la administracién de hipnéticos tenga
un efecto escaso, y que aun tras la administracién de hipnéticos potentes, incluso
a dosis superiores a las recomendadas, el paciente siga despertindose alas2 o a
las 3 dela madrugada. En el caso de la depresion, el insomnio mejora concomitan-
temente con los otros sintomas depresivos, incluso algo antes, por lo que podria
decirse que, en estos casos, el mejor hipnético pudiera ser el propio antidepresivo
y que un tratamiento con benzodiazepinas sdlo estaria justificado al inicio, cuando
existen niveles de ansiedad elevados o cuando el paciente presenta una accién
hipnética adecuada con dosis bajas. Esto nos hace reflexionar sobre la preocupa-
cion de algunos familiares, o del mismo paciente adulto mayor que durante algun
tiempo ha tomado dosis bajas de una benzodiazepina antes de dormir logrando
un suefo satisfactorio, a “volverse adicto” a esos medicamentos. Es claro que si el
paciente lleva meses o incluso afios tomando una dosis baja y siempre la misma (el
famoso “un cuartito de tableta”), no le va a pasar nada si sigue tomando la misma
dosis del mismo medicamento, pero corresponde al médico tratante explicarlo a
la familia y al mismo paciente y asi continuar con un tratamiento seguro y eficaz
del insomnio. En el caso del insomnio por un cuadro psicético, los hipnéticos de
eleccién serdn los propios antipsicéticos.

Las quejas mds frecuentes de los adultos mayores que reciben benzodiaze-
pinas son: resaca por las mafianas, embotamiento intelectual, disminucién de la
coordinacién motora, desequilibrio, somnolencia diurna, mayor riesgo de acci-
dentes. En este sentido probablemente los hipnéticos de vida media corta (clo-
nazepam, triazolam, midazolam, temazepam) précticamente estan desprovistos
de estos efectos, por lo que pudieran ser los medicamentos mds aconsejables en el
adulto mayor insomne (tabla 4).
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TABLA 4. Agentes sedantes-hipnéticos

No-benzodiazepinas nuevas
Inicio rdpido, accién-corta
Zaleplon, Zolpidem, Zopiclone

Benzodiazepinas

Inicio répido, accién ultra-corta
Triazolam

Inicio retardado, accion corta
Temazepam, Estazolam

Inicio rapido, accién larga
Flurazepam, clonazepam

Antidepresivos sedantes
Triciclicos

Trazodona

Mirtazapina

Nefazodona

Antihistaminicos sedantes

(pueden estar disponibles sin receta = 0TC)
Difenhidramina

Doxilamina

Hidroxizina

Anticolinérgico sedantes (0TC)
Escopolamina

Productos naturales
Melatonina
Valeriana

Te de Tila

Sedantes-hipnéticos antiguos
Hidrato de cloral

Sedantes-hipnéticos y antipsicdticos
Haldol
Melleril
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Disposicion de los farmacos
en el anciano

Pietro Fagiolino," Rosa Eiraldi' y Marta Vizquez'

a calidad de vida y el bienestar de la poblacién de las sociedades moder-

nas forman parte de los objetivos y metas tanto de los gobiernos locales

como de las organizaciones internacionales. Son multiples las tasas esta-
disticas o indices que se miden regularmente para evaluar y seguir el desarrollo
de las poblaciones. Asi es como se han definido indicadores que contemplan, por
ejemplo, aspectos econémicos, educacionales y de salud. La mortalidad infantil y
la expectativa de vida al nacer son parte de esta tltima categoria de indices.

Una baja tasa de mortalidad infantil por toda causa y una esperanza de vida
superior alos 70 anos, parcialmente se asocian a una calidad de vida deseable a ser
alcanzada por una comunidad. A partir de la estructura etaria social una amplia
franja de poblacién afosa es traducida como una sefial, parcial al menos, de desa-
rrollo social. Importa por lo tanto conocer las particularidades de esta edad en
cuanto a la absorcién y disposicidn de los medicamentos, con el objetivo de hacer
un mds seguro y eficaz uso del mismo en el paciente geridtrico.

Estructura temporal de las funciones vitales

Desde un punto de vista evolutivo, a partir del nacimiento de una persona y hasta
su fallecimiento tienen lugar cambios sucesivos en su fisiologfa. La maduracién,
funcionamiento éptimo y declinacién de las funciones vitales van sucediéndose

Biofarmacia y Terapéutica, Departamento de Ciencias Farmacéuticas de la Facultad de Quimica. Univer-
sidad de la Republica (Uruguay).

[231]



Pietro Fagiolino, Rosa Eiraldi y Marta Vazquez

al pasar las décadas, no sélo desde la performance o comportamiento de la funcién
propiamente dicha, sino también en relacion a su estructura temporal y ciclica
(Haus & Touitou, 1997).

La estructura temporal de las funciones vitales no es un patrimonio de la
especie humana. Los ciclos fisiologicos refieren a la adaptacién al entorno cam-
biante. La sobrevida se traduce como capacidad de adaptacion y se encuentran
variaciones ciclicas de distinta frecuencia en las funciones de seres unicelulares y
en medios de cultivo in vitro (Moore, 1997; Smolensky & Peppas, 2007).

Sibien la cronobiologia estudia las frecuencias ultradianas, circadianas, infra-
dianas, circaseptanas, estacionales y anuales del comportamiento de los seres
vivos, es fundamentalmente en relacién a los ritmos circadianos que se ha enfo-
cado la mayoria de los estudios en humanos. Desde esta perspectiva, sobrevivir es
aprender desde lo més profundo de la fisiologia individual a cambiar acompasa-
damente con el medio ambiente, en sincronia con el entorno. Adaptarse es saber
traducir las sefiales de transformacién externa del medio en la oportuna modifica-
cién fisioldgica interna que permita la adecuacién del organismo a la nueva situa-
cion ambiental. Este proceso de aprendizaje es individual y comienza ya desde la
vida intrauterina (Haus & Touitou, 1997; Hastings, 1997).

Mientras un recién nacido va desarrollando sus funciones vitales en un pro-
ceso no homogéneo de maduracién, también las va estructurando en el tiempo.
En las mejores condiciones, al cabo de 24 meses aproximadamente desde su naci-
miento la mayoria de sus ritmos vitales progresan desde una frecuencia ultradiana
como neonato a una frecuencia fundamentalmente circadiana, semejante a la
estructura temporal del adulto joven. Este aprendizaje de transposicion de ritmos
es esencial para su desarrollo y adaptacién (Haus & Touitou, 1997).

Décadas después, durante el envejecimiento, los cambios consecuentes a la
declinacién de las funciones vitales promueven otra transposicién paulatina de
los ritmos internos, desde una estructura circadiana a infradiana. La maduracién
desarrollada en la infancia y pubertad se caracteriza por ser un proceso no homo-
géneo. Del mismo modo la declinacién de las funciones vitales durante el enveje-
cimiento es un proceso altamente heterogéneo, variando en velocidad e intensi-
dad érgano a érgano y sistema a sistema en un mismo individuo, y también entre
individuos de la misma edad y condicién.

La alta variabilidad del proceso individual de envejecimiento hace de la
poblacién anciana un desafio continuo en la adecuacién del tratamiento medica-
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mentoso a la mejor respuesta farmacoldgica y atn asi, a pesar de los esfuerzos, en
ocasiones dicha respuesta es a veces tragicamente sorprendente (Greenblatt et al.,
1991). La clave para entender la diferente disposicién de los firmacos en la pobla-
cién geridtrica estd en la adaptacion alos cambios propios del envejecimiento que
el individuo realiza de su funcién cardiovascular. Los alimentos y el oxigeno que
provienen del medio externo se internalizan por medio del sistema cardiovascular
hacia los diferentes tejidos corporales. El aparato circulatorio participa también
de la detoxificacion de sustratos generados por la maquinaria bioquimica que sos-
tiene la vida. Los medicamentos no son ajenos a este proceso, y por ello lo que
suceda con la funcién cardiovascular repercutird en la absorcién y disposicién de
los farmacos.

Mecanismos de adaptacion de la funcion cardiovascular

La estructura del reloj bioldgico interno comporta un reloj central conformado
por un conjunto de neuronas especializadas, individualizado como Nucleo Supra
Quiasmatico (NSQ) ubicado en el hipotilamo, y ademas multiples relojes perifé-
ricos que en condiciones normales funcionan acompasadamente con el reloj cen-
tral. Cada célula del tejido cardiovascular, incluyendo corazén y aorta, cardiomio-
citos, células del musculo liso vascular y las células endoteliales tienen un ritmo
bioldgico intrinseco (Hastings, 1997; Moore, 1997; Takeda & Maemura, 2011).

La base molecular de la estructura temporal de las funciones vitales com-
prende un modelo de feedback en la transcripcion de ciertos genes reloj especi-
ficos. El producto de esta transcripcién son proteinas que se comportan como
sefales positivas o negativas de la misma transcripcion. El resultado es una varia-
cién ciclica de las funciones vitales, con una oscilacién de amplitud y frecuencia
definidas.

A su vez, hay sefales externas disparadas por mediadores extracelulares que
pueden alterar el ciclo de la transcripcién de estos genes. Se dice que estas sefiales
con capacidad de encarrilar o desencarrilar el reloj biol6gico son marcadores de
la oscilacién: timekeepers o en aleman zeitgebers. Se cree que la luz (el ciclo luz-
oscuridad) es el marcador mas poderoso. La actividad fisica y mental, la ingesta
de alimentos son otros marcadores, sefiales externas que encarrilan, estructuran
los ritmos internos.
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Estas sefales externas provenientes del entorno son convertidas en media-
dores quimicos enddégenos que son zeitgebers enddgenos de las células consti-
tuyentes de los relojes central y periféricos. En el mejor de los casos la oscilacién
armonica, encarrilada en lo interno y sincronizada con el ambiente, constituye la
adaptacion.

Los zeitgebers periféricos parecen ser sefiales territoriales. Por ejemplo, hay
genes reloj especificos en las células endoteliales y en las células del musculo liso
vascular. En ellas la Angiotensina II se comporta como zeitgeber, mientras que
en los cardiomiocitos el oscilador intrinseco dispone de la noradrenalina como
zeitgeber (Takeda & Maemura, 2011).

La presidn arterial posee un ritmo circadiano que ha sido intensamente estu-
diado, con un marcado descenso en los valores tanto sistélicos como diastélicos
durante la noche en personas normotensas, que poseen actividad diurna, con
un pico fundamental durante las primeras horas de la manana y otro secundario
inmediatamente después del mediodia (Hermida et al., 2007).

La variacion ciclica de la presién arterial se considera como resultante de la
sefializacién tanto de factores intrinsecos (dentro de los cuales figuran activacién
adrenérgicay oscilacién del cortisol, renina, aldosterona, péptido vasoactivo intesti-
nal y péptido natriurético atrial) como de factores extrinsecos (ciclo de suefio-vigi-
lia, actividad fisica, estado emocional, ingestas, etc.) (Takeda & Maemura, 2011)

En pacientes hipertensos hay una gama de perfiles de variacién diaria de los
valores de la presion arterial (abarcando todas las horas de la noche subjetiva y
del dia subjetivo) constituyendo subpoblaciones de hipertensos de acuerdo a que
sus valores nocturnos desciendan respecto del dia: dippers; o por el contrario, se
eleven durante el descanso nocturno: non dippers.

La pérdida del adecuado y oportuno descenso nocturno de la presion arte-
rial durante las horas de reposo configura un escenario de riesgo significativo de
dano en distintos érganos. Los pacientes hipertensos non dippers presentan mayor
riesgo de hipertrofia ventricular izquierda, insuficiencia cardiaca, infarto agudo de
miocardio, accidente vascular encefdlico y albuminuria en relacién con el riesgo
correspondiente a los pacientes hipertensos dippers. Los non dippers son més
susceptibles al dafio cardiaco y renal. El cociente entre los valores de la presién
arterial durante las horas de vigilia y de suefio en relacion a los de vigilia parece
definirse como el mejor predictor de riesgo cardiovascular. Podria interpretarse
como que la desorganizacién del acoplamiento entre las horas de descanso y los
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niveles de presion arterial correspondientes, predisponen a menor calidad de vida
y mayor riesgo de complicaciones cardiovasculares (Hermida et al., 2007; Takeda
& Maemura, 2011).

La resincronizacion, como reorganizacion de la distorsion del ciclo mediante
el ajuste de la hora de la toma de la medicacién antihipertensiva fue evaluada en el
estudio MAPEC (Ambulatory Blood Pressure Monitoring for Prediction of Cardio-
vascular Events). Aquellos pacientes que ingerian por lo menos un medicamento
antihipertensivo al acostarse presentaron un menor riesgo de enfermedad car-
diovascular que aquellos que ingerian toda la medicacién antihipertensiva por la
mafiana (Takeda & Maemura, 2011).

Los ritmos bioldgicos son oscilaciones autosostenidas de origen enddgeno.
Ritmos y relojes bioldgicos son estrategias adaptativas: se organiza el medio
interno segin el medio ambiente en una anatomia temporal que permita adecua-
ciones a la variacién del entorno (Smolensky & Peppas, 2007).

La organizacién normal de los ritmos circadianos endégenos es critica en el
mantenimiento de la homeostasis. La alteracién de los ritmos circadianos induce
ala progresion del dafio orgénico.

Con la edad, la habilidad para mantener la hemodinamia y los ciclos de la
homeostasis deriva en menos eficacia. En tanto proceso paulatino que transcu-
rre con multiples variaciones en pardmetros y funciones bioldgicas, el envejeci-
miento se puede asociar a una pérdida de la capacidad de adaptacién, a una desin-
cronizacién paulatina (Turheim, 2003; Fagiolino et al., 2006; Vizquez et al., 2010;
Mayersohn, 1994).

En el anciano las funciones se mantienen por encima de un nivel basal pero
los ajustes del sistema como respuesta a una situacion de stress son insuficientes;
los mecanismos que posibilitan la autorregulacién de la temperatura corporal, pH
de la sangre, presion arterial, perfusion sanguinea de los érganos individuales y
ritmo cardiaco estdn restringidos. La reserva funcional varfa ampliamente en la
poblacién afiosa (Turheim, 1998; Turheim, 2003).

Simultdneo con el declive no homogéneo de las funciones biolégicas, durante
el envejecimiento se promueven cambios en la farmacocinética y en la farmaco-
dinamia de los firmacos. La relacién entre la concentracién plasmitica, la con-
centracion en la biofase, el efecto y la respuesta farmacoldgica puede diferir con
respecto al adulto joven, volviendo a veces el ajuste de concentraciones en plasma
alos intervalos terapéuticos estandares una herramienta riesgosa, si no engafosa.
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Las diferencias en la disposicion de los firmacos en el anciano y la pérdida de
los mecanismos de ajuste de la homeostasia se reflejan en la mayor intensidad de
la accién farmacolégica y la severidad de las reacciones adversas de medicamen-
tos utilizados frecuentemente en esta franja etaria (Turheim, 2003; Hajjar, 2005).

La resincronizacién promueve un restablecimiento del equilibrio adaptativo
entre el medio interno y el ambiente. De ahi la importancia de la cronoterapia:
administrar los medicamentos necesarios bajo una forma de liberacién y a una hora
del dia convenientes, de forma de colaborar en la reversién de la desincronizacién
causada por la patologia, reorganizando la estructura temporal de las funciones vita-
les para prevenir y controlar mejor la enfermedad (Hermida et al.,, 2007).

Impacto del envejecimiento sobre la farmacocinética de los
medicamentos administrados por via oral

Absorcién

El proceso de absorcién de un medicamento, segtin esta via, involucra etapas que
se desenvuelven en la luz del tracto digestivo (estémago, intestino) y etapas que
se llevan a cabo fundamentalmente en el tejido gastrointestinal y hepético. Final-
mente, como resultado del proceso el farmaco se hace disponible por todos los
o6rganos de la economia mediante suministro de una concentracién idéntica en
todas las arterias de la gran circulaciéon. La biodisponibilidad de la molécula admi-
nistrada podria afectarse en el anciano tanto en velocidad como en cantidad.

Velocidad de absorcién

La disolucién de la droga puede verse comprometida en virtud de las menores
secreciones digestivas del paciente geridtrico (Mayersohn, 1994), tanto en volu-
men como en la concentracién hidrogeniénica estomacal (aclorhidria). Esta
situacién lleva a una mds lenta liberacion desde la forma farmacéutica. Asimismo,
la disminucién de la motilidad gastrointestinal ralentiza la aparicién de la molé-
cula disuelta en las primeras (duodeno) y siguientes porciones del intestino del-
gado, sitios desde donde el proceso de permeacion hacia el medio interno tiene
su mayor intensidad. Una vez alojada la sustancia en el torrente sanguineo de los
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vasos mesentéricos se transporta a la velocidad que le proporciona el incesante
bombeo cardiaco. Dado que el gasto cardiaco estd disminuido en el anciano
(Cheitlin, 2003), dicho transporte es més lento que en el adulto joven. Estos fac-
tores determinan en buena medida la mas lenta velocidad de absorciéon que se
verifica para la mayoria de los firmacos.

La menor expresién de transportadores de eflujo en las membranas del borde
apical de enterocitos y hepatocitos (barrera hepatobiliar) reduciria el retorno de
la molécula a la luz intestinal. Sin embargo, este fenémeno de mayor permeacion
que presentaria el anciano no resulta suficiente como para contrarrestar los lentos
procesos mencionados anteriormente.

Cantidad absorbida

Los mismos fenémenos enunciados previamente inciden de manera directa en
la fraccién de dosis que se hace biodisponible en sangre. La mds lenta disolucion
podria ser de tal magnitud que impidiera la total liberacién del ingrediente activo
desde la formulacién. El mds lento vaciamiento géstrico y de movimiento peris-
taltico intestinal podria, por otro lado, aumentar la estadia en tramos digestivos de
muy alta tasa de absorcién (duodeno, yeyuno, ileon), y de este modo aumentar el
rendimiento en la permeacion hacia el medio interno. La mds reducida expresion
de transportadores de eflujo haria menos restringida la difusion hacia el interior
celular de la mucosa intestinal, y por ende mds saturables los procesos biotrans-
formadores catalizados por las enzimas alli localizadas, conduciendo a una menor
eliminacién presistémica (McLean & Le Couteur, 2004), es decir, a una mayor
biodisponibilidad en el anciano.

Actuaria en contra de este aumento de biodisponibilidad el lento pasaje por
los capilares hepéticos (Zoli et al., 1989), permitiendo que el higado pudiera
extraer més eficientemente parte del contenido portal y asi contribuir de manera
significativa a la eliminacién metabdlica presistémica. Sin embargo, algunas inves-
tigaciones sugieren que el endotelio sinusoidal hepatico pierde permeabilidad
con el envejecimiento (Le Couteur ef al., 2005) al cerrarse ventanas para la trans-
ferencia hacia el intersticio (espacio de Disse), y con ello perderia eficiencia la
extraccion hepética. No obstante, las drogas de alta lipofilia muy probablemente
no sufran este impedimento, pues difunden a través de las membranas de las célu-
las endoteliales y por tanto podrian igualmente acceder al hepatocito. Las eviden-
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cias experimentales muestran un significativo aumento de biodisponibilidad oral
en el anciano, por lo que esta hipotesis quizds no sea de suficiente peso para pri-
mar en esta etapa farmacocinética.

En resumen, la biodisponibilidad oral en el paciente geriatrico estaria ralenti-
zada pero con cierto aumento de la fraccién de dosis biodisponible (Hammerlein
et al., 1998).

Disposicion

Cuando la droga esta circulando en la sangre se somete a la interaccion con las dife-
rentes estructuras orgénicas (receptores, transportadores, enzimas, etc.) , las cuales
disponen de ella para distribuirla a los diferentes niveles de profundidad tisular, o
para eliminarla del organismo, ya sea excretdndola al medio externo de manera irre-
versible o biotransforméndola a una entidad quimica diferente (metabolito).

Distribucién

El pasaje desde el espacio intravascular al extravascular requiere que la molécula
se encuentre en un estado termodindmico apto para la transferencia a nivel capi-
lar. Libre en plasma y no ionizada son las formas més apropiadas para transferirse
al espacio intersticial en aquellos territorios donde la barrera endotelial se inter-
pone al paso dejando tan s6lo membranas citoplasmaticas o poros intercelulares
pequefios (cerebro, por ejemplo). En otros érganos la extravasacién discurre sin
mayores obstdculos, como en el higado, o con alguna restriccion estérica como
sucede a nivel de los glomérulos renales, donde podrian filtrarse drogas de alta
hidrofilia y peso molecular menor a 60 kDa.

Albtmina y alfa-1-glicoproteina 4cida son las dos proteinas plasmaticas mds
importantes para ligar firmaco e incrementar su concentracién plasmatica en los
pacientes. En los ancianos la cantidad de albiimina en sangre puede disminuir,
pero més debido a enfermedades que se hacen frecuentes en dicha etapa de la vida,
que debido a la propia edad del individuo. Por el contrario, la alfa-1-glicoproteina
4cida, que liga preferentemente sustancias bédsicas como el caso de propranolol,
mantiene su tasa en el anciano o incluso podria incrementarse (Hammerlein et
al., 1998). En un sentido u otro, la eventual modificacién en la unién a proteinas
plasmaticas que conllevaria el caso, sélo traerfa aparejado un aumento (menor
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fraccion libre) o una disminucién (mayor fraccién libre) de la concentracién plas-
matica total de la droga, pero no alteraria su concentracién plasmética libre, ya
que se disminuiria o aumentaria, respectivamente, tanto la distribucion a érganos
no eliminadores como a érganos eliminadores y por tanto el clearance libre no
sufrirfa ningtin cambio. Tampoco, por este concepto, modificaria la respuesta far-
macodindmica al firmaco ya que la concentracién tisular media en tratamientos
crénicos no sufriria alteracion.

Otras proteinas plasmdticas, como las lipoproteinas, ligan a algunos firmacos
(ciclosporina) y a ciertas sustancias endégenas (colesterol), y tienen la particula-
ridad de penetrar a las células dianas (linfocitos) y a los hepatocitos mediante el
uso de transportadores que reconocen al complejo en la cara externa de la mem-
brana citoplasmatica. Este caso ejemplifica una situacién en donde la droga libre
en plasma no constituye el requisito necesario para que la misma sea dispuesta
por el organismo. En el anciano se conjugan los aspectos propios de la edad en
cuanto a este mecanismo de transporte, con los aspectos derivados de la medi-
cacién que frecuentemente se prescribe para el tratamiento de las dislipidemias,
y por lo tanto no puede ficilmente concluirse el impacto del envejecimiento en
la eliminacién de ciclosporina. La difusién desde el torrente circulatorio hacia el
espacio extravascular estd también mediada por transporte facilitado (glucosa
hacia el cerebro, por ejemplo) y por transporte activo. El transporte de membrana
es el caso mds nombrado, tanto de ingreso al interior celular de la barrera capi-
lar (cara luminal) como de egreso hacia el intersticio (cara basal). El camino se
transita también en sentido inverso, sin la necesidad de haber completado todo el
trayecto, y por lo tanto ni bien ingresado al interior celular una bomba de eflujo
puede revertir la difusion y hacer que menos cantidad de droga ingrese definiti-
vamente al 6rgano considerado. Este mecanismo a nivel de la barrera capilar se
reproduce en zonas mds profundas del tejido, habiéndose detectado transpor-
tadores de eflujo en tejidos no eliminadores de fairmaco, tales como miocardio
y cerebro. En el anciano se reporta una menor expresion de transportadores de
eflujo, y asi como se mencioné al tratar la absorcién, la distribucién de ciertas
drogas que son sustrato podria estar incrementada en el miocardio y en el cerebro
(Bartels et al., 2009).

Otro mecanismo consumidor de energia para la extravasacion de drogas es
el propio aparato circulatorio, en donde la bomba cardiaca propulsa el fluido san-
guineo, y las arterias, ajustando su didmetro, distribuyen el gasto de manera dife-
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rencial y variable entre los diferentes 6rganos. Esta variable distribucién de flujos
sanguineos entre los diferentes territorios vasculares promueve que la energia
consumida en la contraccion miocardica se utilice para localizar mayor o menor
fraccién de las moléculas circulantes en determinados érganos, y asi aumentar la
transferencia hacia el espacio intersticial de dichos tejidos (Fagiolino et al., 2006).
Si bien el gasto cardiaco disminuye con la edad, algunos érganos reducen menos
que otros su aflujo de sangre (Mc Elnay & D’Arcy, 1996; Delp et al., 1998), y por
tanto la fraccion del gasto cardiaco puede en tales 6rganos verse aumentado en el
anciano en relacién con el adulto joven. Este mecanismo es muy importante para
explicar la incrementada transferencia de formacos hacia el cerebro de pacientes
geridtricos, provocando efectos exacerbados ante la misma concentracion plas-
matica libre de la droga que la observada en el individuo joven.

En lo concerniente a la distribucién no sélo estd aquello que promueve o
restringe el acceso al espacio extravascular desde la sangre, sino también aquellos
otros factores que retienen en mayor o menor medida a la droga en el parénquima
tisular. Por ejemplo, la proporcién de grasa respecto a sustancia magra, lo cual
varfa alo largo dela vida, determina la capacidad de retencién de drogas por parte
del individuo segun las caracteristicas lipofilicas o hidrofilicas de la molécula.
Dada la mayor relacién grasa/musculo que presentan los ancianos respecto a los
jovenes (Mayersohn, 1994 ), vilido también para las mujeres versus los hombres
(Soldin, 2011), habria una mayor distribucién hacia el espacio extravascular de
drogas lipofilicas y una menor distribucién de drogas hidrofilicas por kilogramo
de peso, a medida que progresa el envejecimiento de la persona.

Eliminacién

Durante el envejecimiento el riego sanguineo de rifiones e higado decrece mds
que el riego de otros érganos, como por ejemplo el cerebro (Mc Elnay & D’Arcy,
1996). Este fenémeno se explica por la adaptacién que realiza el individuo frente
al descenso de la presion arterial que ocasiona la progresiva reduccién del gasto
cardiaco. Los vasos que reciben la mayor porcién del gasto (6rganos esplacnicos
30% y rifiones 20% aproximadamente, en condiciones basales) responden a la
accion adrenérgica contrayéndose, lo cual determina un riego menor de todas las
regiones espldcnico-renales con excepcién del suministro proporcionado por la
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arteria hepdtica. Se arriba asi a una menor fraccién de flujo sanguineo en tracto
gastrointestinal y rifiones, al tiempo que el flujo sanguineo decrece.

Para el higado la situacién es peculiar, por un lado se disminuye el riego portal
pero por otro se aumenta el riego arterial en términos relativos al gasto cardiaco.
Si bien el balance de la fraccién de flujo sanguineo hepdtico decrece durante la
vejez, la menor extraccion gastrointestinal de moléculas hace que el higado reciba
una fraccién del total de droga circulante (por vena porta mas arteria hepatica) que
no difiere practicamente de la fraccién que recibia durante la edad adulta (Fagiolino
et al,, 2006). Este fenémeno preservaria las funciones trascendentes que se desen-
vuelven en el higado para la sobrevivencia del individuo. Todo discurre a un ritmo
més lento durante la vejez, pero érganos tales como higado, miocardio y cerebro
son resguardados en el reparto de oxigeno, a menos que un fenémeno patolégico se
instale. Hay que tener presente que el envejecimiento es un proceso natural y adap-
tativo que conlleva menores potencialidades del anciano, que aunque sano, por las
menores reservas que posee es més propenso al estado de enfermedad que el joven.

La consecuencia farmacocinética es inmediata: 1) aquellos firmacos que son
altamente extraidos de la circulacién sanguinea por el érgano eliminador (intes-
tino, higado, rifiones) serdn menos depurados del organismo en virtud de poseer
un clearance flujo sanguineo dependiente; 2) aquellos firmacos que son de extrac-
cién baja serdn depurados de acuerdo a la capacidad que brinda el 6rgano para
llevar a cabo el proceso y de la disponibilidad de sustancia que le ofrece el orga-
nismo en su conjunto (Turnheim, 2003). El primer grupo de sustancias posee
una velocidad de eliminacién tan importante en el érgano que la velocidad de
suministro por parte de la circulacién sanguinea se transforma en el paso limitante
del proceso, y por consiguiente, ante un gasto cardiaco disminuido en el anciano,
la eliminacion se ralentiza. El segundo grupo contiene sustancias cuya velocidad
de depuracion intrinseca en el érgano eliminador es baja y por lo tanto el arribo
mads o menos velozmente al sitio no configura un factor decisivo en el proceso. En
cambio, cualquier situacién que afecte el rendimiento intrinseco de la maquinaria
eliminadora en el propio 6rgano, o la fraccién de moléculas que se expone conti-
nuamente a dicha maquinaria, determinaran el rendimiento global de la depura-
cién en el individuo.

Las conclusiones que se pueden sostener para el segundo grupo de fairmacos
no han sido firmes por las muchas contradicciones existentes en la bibliografia,
las cuales se deben a la enorme variabilidad que existe entre los individuos y al
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inadecuado pardmetro farmacocinético tomado en cuenta para la comparacién
joven-anciano. La semivida de “eliminacién” no es resultado exclusivo de Ia eli-
minacién del firmaco, sino también de su distribucién. Es asi que el diazepam,
presentando una semivida mds larga en el anciano, no tiene modificado su clea-
rance en ambas edades (Mayersohn, 1994). La concentracién plasmética total de
una droga altamente ligada a las proteinas plasmadticas no constituye una buena
medicién, ya que varfa muy pronunciadamente ante cualquier cambio en la unién
sin por ello reflejar necesariamente los quizéds imperceptibles cambios de su per-
manencia en el organismo (Butler & Begg, 2008). La concentracién libre serfa
el objeto de medicidn en estos casos. Es imposible medir con certeza el clearance
(CL) de una molécula cuando la misma sélo puede administrarse por via oral.
En estas circunstancias el pardmetro estimado (CL/F) es un hibrido entre el
verdadero clearance y la biodisponibilidad (F). Por consiguiente, un aumento de
biodisponibilidad arrojard un valor de clearance oral més pequefio, aun cuando
la depuracion pudiera estar realmente sin cambios o incluso incrementada pero
en menor proporcion. Se agrega, como dato complementario para el anélisis que
se haré seguidamente, que las reacciones de fase II (conjugaciones) del metabo-
lismo de firmacos no sufririan modificaciones (Turnheim, 1998; McLean & Le
Couteur, 2004).

Lo anterior nos sugiere que la ausencia de incremento de clearance en el
anciano, segun coinciden todos los reportes, podria ser debido a que realmente
las drogas de baja extraccién tienen reducida la eliminacién en el anciano, o a que
tales drogas tienen incrementada la biodisponibilidad sin certezas acerca de su
depuracion sistémica, o que en realidad para algunos de esos firmacos tanto el
clearance como la biodisponibilidad permanecen sin cambios durante el enveje-
cimiento.

Fuertes evidencias consignan que la pérdida de biodisponibilidad oral estd
ligada al metabolismo presistémico intestinal (Lin et al.,, 1999), y que los firmacos
pasibles de tales pérdidas son sustratos de transportadores de eflujo. Sin abundar
mas sobre lo ya dicho en el apartado de absorcidn, los ancianos tienen para este
grupo de firmacos incrementada la biodisponibilidad oral. Algunas enzimas tie-
nen importante presencia a nivel intestinal (CYP3A4, CYP2D6, CYP2C19 en
menor grado) en tanto otras presentan localizacion preferencial en el higado (con-
jugaciones y otros procesos de fase I mediados por enzimas del citocromo P450).
La metabolizacion intestinal por arribo sistémico adquiere relevancia cuando la
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sustancia es sustrato de transportadores que lo dirigen desde la cara basal ala cara
apical del enterocito, o cuando es derivado desde el higado por medio del trans-
porte hepato-biliar. De lo contrario, la biotransformacién a nivel intestinal es de
muy poca relevancia en el conjunto del metabolismo sistémico.

Algunos firmacos son practicamente metabolizados en su totalidad, en tanto
otros tienen eliminacién mixta: metabolizacién y excrecién. La excrecidn tiene
fundamentalmente asiento en el rifién (filtracién glomerular y secrecién tubu-
lar). En el higado, la excrecién sélo puede ser asumida para drogas que no pueden
reabsorberse desde el intestino tras la secrecién biliar, por impedimento fisicoqui-
mico o por metabolizacidn en la luz intestinal. La excrecién intestinal tiene simi-
lares connotaciones, agregando como otra posibilidad aquella referida al menor
tiempo disponible para la reabsorcién, cuando la secrecién tiene lugar en la parte
baja del intestino.

Dada la menor fraccién de flujo sanguineo intestinal, aquellos firmacos de
baja extraccién que se eliminan por intestino (sustratos de transportadores de
eflujo) presentarian menor clearance sistémico en el anciano. Firmacos eliminados
preferencialmente por el higado mantendrian el clearance sistémico sin cambio en
el anciano respecto al adulto joven. Drogas que tienen un componente renal en la
eliminacidn sistémica verian reducido su clearance, en virtud de la menor fraccién
renal del gasto cardiaco.

Impacto de la farmacocinética alterada en el anciano
en la respuesta farmacodinamica

Sin entrar en el vasto y complejo entramado que implica la accién farmacodina-
mica (Levy, 1998), en tanto nimero de receptores, sensibilizaciones y transduc-
cién de la accidn hasta transformarse en respuesta clinica, brevemente daremos
cuenta de la importancia que tienen las concentraciones de firmaco en la biofase
enrelacién con la informacién que habitualmente nos reportan sus concentracio-
nes plasmdticas libres.

Si se analiza la respuesta a una dosis, queda muy en evidencia la mayor inten-
sidad de efectos que se desencadenan en el anciano respecto al joven. En buena
parte se debe al incremento de la dosis biodisponible, ya comentada anterior-
mente, y ala mayor dosis por kilogramo de peso que recibiria el paciente geridtrico
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si no se adecuara la dosis nominal a la progresiva reduccién del tamafio corporal
que se registra durante el envejecimiento. La reduccién del clearance sistémico se
agrega como factor en aquellas drogas que presentan este cambio segun lo visto
previamente. A todo esto deben sumarse los considerandos que siguen.

Sise analiza la respuesta a una concentracion plasmatica libre, debemos tener
presente el aumento del factor tejido/plasma que se registra con el avance de la
edad en algunos érganos, donde se alojan los receptores de accién, en funcién de
la redistribucién del gasto cardiaco. En particular interesa resaltar un aumento de
dicho factor a nivel del encéfalo, el cual podria estar sinergizdindose con la menor
expresion de transportadores de eflujo en la barrera hematoencefélica para princi-
pios activos que son sustrato. Sin embargo, sobre este aspecto, no habria que olvi-
dar la capacidad inductora de la expresién de transportadores que podria poseer
la propia droga, lo cual antagonizaria el impacto de la mayor distribucion del gasto
cardiaco cerebral en la eventualidad de que su incidencia adquiriera mayor relieve
como fruto de la mayor localizacién del agente inductor sobre dichas estructuras.
Este es un fendmeno en continuo debate. El futuro de las investigaciones en el
campo de la neurociencia dard mayor luz a la conclusién certera del punto.
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Gendmica del envejecimiento
neuroloégico

Talia Wegman Ostrosky' y José Sanchez Corona'

Resumen

1 envejecimiento se caracteriza por la disfuncion gradual de los diferentes

sistemas del organismo. Los factores involucrados en el envejecimiento

son numerosos y se extienden desde los genéticos y moleculares hasta
factores ambientales y sociales. E1 25% a 30% de la longevidad estd determinado
por factores genéticos y epigenéticos y aproximadamente 100 genes son los que
se han relacionado con una esperanza de vida mayor. Los biomarcadores de enve-
jecimiento celular incluyen disfuncién telomérica, activaciéon de ATM, heterocro-
matizacion del genoma nucleary B-galactosidasa, entre otros.

Durante el envejecimiento, el nimero de células estaminales neuronales dis-
minuye de manera significativa, al igual que el nimero de neuronas que se pro-
ducen.

Durante el envejecimiento cerebral estdn alteradas las siguientes vias meta-
bolicas: inflamacidn, sistema inmune, genes involucrados en la mielinizacién,
metabolismo del colesterol y tréfico de fosfolipidos, metabolismo de hierro, genes
involucrados en la trasmision sindptica y neurogénesis.

Centro de Investigacion Biomédica de Occidente, IMSS.
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Definicion de envejecimiento

El envejecimiento se caracteriza por la disfuncion gradual de los diferentes siste-
mas de organismo. El envejecimiento como proceso, también llamado envejeci-
miento normal o fisioldgico, se define como los cambios biolégicos que se origi-
nan por la edad y que no estdn influenciados por las enfermedades.

Las definiciones de viejo, tercera edad, mayor y envejecimiento no son uni-
versalmente aplicables; son términos especificos para cada pais, género, cultura
y persona. Son tan variables como las definiciones cronoldgicas en las que de
manera categorica se establece que viejo es aquel mayor de 60 o 65 anos o defi-
niciones en funcién de la capacidad de trabajo, como es el caso de Ghana donde
la tercera edad se define en relacion con la capacidad de trabajar y los atributos
sociales de la experiencia y el liderazgo.

Independientemente de la definicién de envejecimiento, se trata de un pro-
ceso por el que todos los tejidos del cuerpo de un individuo sufrirdn con el paso
del tiempo. El tejido nervioso no es la excepcion. En las siguientes paginas dis-
cutiremos cémo la genética y la gendmica estdn involucradas en el proceso de
envejecimiento neuroldgico.

{Genética o genémica del envejecimiento?

La genética es la ciencia de la diversidad y la genética humana es la rama de la
biologia que estudia las diferencias entre los individuos, determinadas por las
diferencias en el material genético. Genémica es un término relativamente nuevo,
que se utilizé por primera vez en 1986 para nombrar una revista cuyos temas a
tratar incluian a los genes, los cromosomas y la localizacién de los genes. Desde
entonces el término gendmica se utiliza para referirse al estudio de material here-
ditario completo de un individuo, incluyendo la interaccién de los genes, los cro-
mosomas, los mecanismos epigenéticos, la regulacion génica y como interactda el
ambiente con los genes. En conclusién, podemos decir que se utiliza el término
genética cuando estudiamos a un gen y el efecto de sus variaciones en el fenotipo,
mientras que el término gendmica se refiere al estudio de la totalidad de material
genético. Como es de esperarse, lalinea entre la genética y la gendmica es delgada,



Gendmica del envejecimiento neurologico

porlo que no es raro que al hablar de genética terminemos hablando de genémica
y viceversa.

Los factores involucrados en el envejecimiento son muy numerosos. Se
extienden desde los genéticos y moleculares hasta factores ambientales y sociales.

Estudios sobre longevidad han concluido que se trata de un rasgo complejo
en el cual hay mds de un gen involucrado, porlo que no se trata de un rasgo mono-
génico en el que las leyes mendelianas se aplican, sino que multiples genes y fac-
tores ambientales estdn relacionados, por lo que el patrén de herencia es multi-
factorial.

Por medio de estudios en gemelos monocigdticos y dicigdticos se ha esti-
mado que entre 25% y 30% de lalongevidad estd determinada por factores genéti-
cos y epigenéticos, y aproximadamente 100 genes son los que se han relacionado
con ésta.

En diferentes estudios de cohorte en familias longevas se ha encontrado que
los individuos con larga expectativa de vida tienen baja incidencia de enfermeda-
des cronico-degenerativas como diabetes mellitus, hipertension, cancer, Alzhei-
mer, etc. y como es de esperarse, en estas familias longevas se encuentran en baja
frecuencia o no se encuentran polimorfismos y mutaciones de riesgo para estas
enfermedades.

Envejecimiento y mitocondria

En 1979 se propuso que el envejecimiento celular podria estar causado por muta-
ciones en el DNA mitocondrial. Diferentes mutaciones se van acumulando en el
DNA mitocondrial durante el ciclo de vida de la célula, lo que produce inestabi-
lidad del genoma mitocondrial, es decir de todo el material genético contenido
dentro de la mitocondria, esto es consecuencia de un desequilibrio entre la repa-
racién mitocondrial y los radicales libres.

Si el dafio gendmico es extenso termina por disminuir la cantidad de mito-
condrias en una célula, por lo tanto disminuye la cantidad de ATP, lo que llevaala
célula a entrar en senescencia y eventualmente a la muerte celular.

Los radicales libres reactivos formados dentro de las células pueden oxidar
biomoléculas y conducir a muerte celular y dafio tisular. Las reacciones perjudi-
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ciales de los radicales libres se producen sobre todo en los lipidos, los cuales son
los més susceptibles.

Biomarcadores de senescencia

Pero para realizar investigacién de la senescencia se requiere de biomarcadores,
es decir pardmetros bioldgicos medibles que a nivel celular puedan indicarnos de
manera precisa que una célula estd envejeciendo. Cabe mencionar que el enve-
jecimiento celular no es sinénimo de envejecimiento del individuo, ya que cada
tejido tiene una vida diferente; por ejemplo un eritrocito vive aproximadamente
tres meses, a diferencia de una neurona que vive décadas. Los biomarcadores de
envejecimiento celular son disfuncién telomérica, activaciéon de ATM, heterocro-
matizacion del genoma nuclear y -galactosidasa.

Eltelémero es la Gltima porcién de todos los cromosomas, tiene una longitud
especifica y cada vez que la célula se reproduce el telémero se va acortando.

El gen ATM es una ciclina involucrada en el control del ciclo celular. La pro-
teina ATM se encuentra en el nicleo celular. Las células progenitoras neuronales
que se estan dividiendo constituyen ejemplo de su maxima expresién. Esta pro-
teina estd implicada en importantes funciones como la transduccién de sefiales
mitdticas, la condensacion del cromosoma, la recombinacién meidtica, asi como
en la reparacion y la regulacién de los puntos de control del ciclo celular, en res-
puesta a diferentes estimulos no inflamatorios de dafio celular como el bloqueo
de la replicacion del DNA, la ruptura de su doble hélice, asi como la accién de
radiaciones ionizante.

La heterocromatina es la cromatina en donde los genes no se estin expre-
sando. Cambios epigenéticos asociados con una alteracién global de la hetero-
cromatina durante la senescencia se han relacionado con la irreversibilidad que
caracteriza la respuesta senescente. Esta alteracion estd iniciada por el gen RB y
resulta en una estable y permanente represion de genes cruciales en la prolifera-
cidén, como son los factores de transcripcion de la familia E2F. Estas alteraciones
genomicas pueden ser visualizadas microscépicamente y se conoce con el tér-
mino de focos de heterocromatina asociada a senescencia o heterocromatizacion.

El biomarcador mds utilizado para senescencia es la deteccién de la actividad
de la B-galactosidasa a pH 6.0, llamada SA-3-gal. La actividad de la $-galactosi-
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dasa se deriva del aumento del contenido lisosomal de las células senescentes, que
posibilita la deteccion de la 8-galactosidasa lisosomal a pH sub6ptimo.

{Qué quiere decir envejecimiento para la célula?

El envejecimiento a nivel celular es conocido como senescencia, es el proceso en
el que la célula sale de forma irreversible del ciclo celular y por lo tanto ya no
puede reproducirse més. La célula entra en senescencia por diferentes estimulos.
Una de las teorias sobre este proceso es que la célula entra en senescencia cuando
hay estimulos que promueven el crecimiento celular, pero no hay senales que pro-
muevan el ciclo celular.

Existen dos tipos de senescencia descritos: la dependiente de telémero y la
independiente del telomero. La dependiente del telémero se induce cuando el
acortamiento pasa un umbral, también es conocida como senescencia replicativa.
Laindependiente del telémero se induce por dafo al DNA, en la cual se expresan
vias de senalizacién involucradas con el control del ciclo celular y la apoptosis
como p16INK4a, p53, p21WAP/CIP y cinasas Chkl y Chk2, que controlan el
ciclo celular en respuesta a dafio al DNA.

Durante el envejecimiento, las células senescentes se acumulan en los tejidos
humanos, por lo que se ha sugerido que este proceso participa en la regulaciéon
del envejecimiento celular y el mantenimiento de los tejidos. Ademas, actua como
una defensa para la inmortalidad celular y la formacién de tumores y, por lo tanto,
contribuye a la supervivencia del organismo.

iComo se expresa el envejecimiento en el sistema nervioso central?

En general, las personas envejecidas se desempenan de una manera més deficiente
en pruebas de funcionamiento mental en comparacién a grupos mds jovenes. Las
funciones superiores mas afectadas son la velocidad de procesar y ejecutar fun-
ciones y la memoria.

Existe controversia acerca del momento cronoldgico en que comienza el
envejecimiento cognitivo. Algunos autores siguieren que podria ser después de
los 60 anos, mientras que otros mencionan que podria ser tan temprano como los
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30 afios. Sin importar la edad, es claro que el proceso de pérdida cognitiva tiene
una gran variabilidad entre cada individuo.

Muchas personas presentan deterioro cognitivo durante el proceso de enve-
jecimiento, otras no demuestran ningun efecto y un pequeno grupo incluso llega
a presentar funciones superiores cognitivas a sus contrapartes mds jévenes.

Han quedado atrés los tiempos en que se creia que el tejido nervioso cen-
tral del adulto no podia reproducirse. Regiones cerebrales especificas presentan
fendmenos neurogénicos a lo largo de la vida. Estas nuevas neuronas se generan
a partir de células estaminales neuronales localizadas en la zona subventricular y
subgranular de los ventriculos laterales y el giro dentado del hipocampo, respec-
tivamente.

Durante el envejecimiento, el nimero de células estaminales neuronales dis-
minuye de manera significativa, al igual que el numero de neuronas que se produ-
cen. Esto se ha relacionado con reduccién de la actividad enzimética de la telome-
rasa y un incremento en la expresiéon p16 INK4a, un inhibidor del ciclo celular.

Pero no sélo las neuronas estin implicadas en el proceso de envejecimiento.
Estudios realizados en cerebros de ancianos han demostrado deterioro estructu-
ral de las células microgliales. Varios trabajos han estudiado la relacién entre las
células dela glia y el envejecimiento, recalcando algunos mecanismos moleculares
como incremento en citocinas pro-inflamatorias, disminucién en la expresion de
proteinas de los peroxisomas, activacién de genes supresores de tumor y dismi-
nucién de proteinas anti-inflamatorias. Se ha encontrado en trabajos realizados
en ratones viejos, evidencia que sugiere un estado de senescencia replicativa en
células de microglia.

Al ser la microglia la principal linea de defensa ante un dafio o enfermedad en
el sistema nervioso central, el deterioro de este tipo celular podria contribuir al
desarrollo de procesos neurodegenerativos.

{Cuales son las vias moleculares involucradas en el proceso
de envejecimiento neurolégico?

El desarrollo de microarreglos ha permitido que se estudie la expresion de miles
de genes al mismo tiempo. Esta tecnologia se ha aplicado tanto en modelos ani-
males como en caddveres para estudiar el envejecimiento.
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Numerosos genes y cascadas de senalizacion se activan durante el aprendi-
zaje, la memoria y la plasticidad sindptica. Aquellas vias que se han descrito alte-
radas durante el envejecimiento cerebral son inflamacidn, sistema inmune y genes
involucrados en la mielinizacién, metabolismo del colesterol y tréfico de fosfo-
lipidos, metabolismo de hierro, genes involucrados en la trasmision sindptica y
neurogénesis. También se ha estudiado la produccion de radicales libres, especies
reactivas de nitrégeno, peroxidacién de lipidos y daio oxidativo. Ain no hay sufi-
ciente informacién como para concluir si estas vias alteradas son causa o efecto
del envejecimiento

Ademas, el envejecimiento parece estar involucrado en una disminucién de
la transcripcion de proteinas relacionadas en el trasporte activo intra y extracelu-
lar de iones y nutrientes, esto genera mayor susceptibilidad al dafio oxidativo y a
deficiencias metabolicos que terminan en dafio al DNA. Este mecanismo se ha
descrito no sélo en el envejecimiento, sino también en enfermedades neurodege-
nerativas y en dafio a neurona motora.

Sindromes genéticos

Existen algunos sindromes genéticos mendelianos poco frecuentes en los que
los pacientes presentan envejecimiento prematuro. Estos son excelentes modelos
para poder entender el envejecimiento fisioldgico, ya que probablemente las vias
moleculares afectadas en estos pacientes también lo estén en el individuo anciano.
El clasico ejemplo es la progeria. Pero existen algunos otros conocidos como simi-
lares a la progeria, como son los sindromes de Wiedemann-Rautenstrauch, Coc-
kayne, Werner, Emery-Dreifuss, Rothmund-Thomson y Seckel.

Progeria

La progeria, conocida también como sindrome Hutchinson-Gilford, es una enti-
dad genética rara en la que existe un envejecimiento prematuro que comienza
desde el afio de edad. Por lo general, los enfermos fallecen a los trece anos debido
a enfermedad coronaria (OMIM #176670 ). La frecuencia es de 1 en 1, 000,000
a 1 en 4, 000,000.
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Los pacientes afectados tienen a edad tempranala apariencia de personas dela
tercera edad. Esto es producido por defecto en la proteina Laminina A (LMNA),
la cual es una proteina de l]a membrana nuclear involucrada en el mantenimiento
estructural de la cromatina y la regulacion de la expresion génica.

La mayoria de los casos de esta patologia son producidos por un cambio
del nucledtido de citocina por timina en la posicion 1824 del gen de la Lami-
nina A. Este cambio de una sola base produce un defecto en el proceso de corte
y empalme, lo que provoca una proteina 50 aminodcidos més pequefia, llamada
progerina. En fibroblastos se ha observado la acumulacién de progerina, lo que
produce estructuras nucleares aberrantes y posicionamientos de los cromosomas
alterados, por lo que estos fibroblastos muestran una gran sensibilidad al estrés
por calor, asi como altos indices de apoptosis, hiperproliferacion y, de manera
prematura, una alta incidencia de senescencia celular.

Los sintomas empiezan a aparecer entre los 12 a 24 meses, y los pacientes
tienen una esperanza de vida de 10 a 15 anos. Estos pacientes desarrollan varias
patologias distintivas de edades mayores como defecto vascular, arterosclerosis,
piel esclerdtica, contracturas en las articulaciones, alopecia y retraso en el creci-
miento. La causa de muerte a temprana edad es generalmente consecuencia de
infarto en el miocardio.

Sindrome de Werner

Es una enfermedad autosémica recesiva que presenta rasgos progeroides como
pérdida y encanecimiento del pelo, desarrollo de diabetes, cataratas, osteoporosis
y enfermedades cardiovasculares a temprana edad. A nivel celular, en los fibro-
blastos se observa re-arreglos complejos cromosémicos, acumulacién de dano
oxidativo y senescencia temprana. El gen responsable de esta enfermedad WRN
codifica para una helicasa. Esta proteina tiene actividad exonucleasa 3°- 57, lo
cual es una importante funcién en la reparacion y replicacién del DNA, manteni-
miento del telémero y trascripcion. Finalmente la proteina WRN regula la estruc-
tura de la cromatina. La pérdida de la funcidn de esta proteina resulta en inesta-
bilidad cromosémica, una expectativa de vida corta en cultivo y un acortamiento
acelerado de los telémeros. Cabe agregar que en los tejidos no afectados por este
sindrome no se encuentran células senescentes.
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Conclusiones

Durante el envejecimiento ocurren diferentes cambios fisiologicos. Las células
envejecidas, en general de todo el organismo y en particular de las células del sis-
tema nervioso, muestran acumulacién de dafo al DNA, dafno oxidativo, acorta-
miento de los telémeros, activaciéon de genes supresores, asi como inflamacién
crénica.

Los sindromes genéticos de envejecimiento prematuro son buenos mode-
los para estudiar lo que sucede en el envejecimiento normal. La implantacién
de nueva tecnologia ha permitido entrar a la era gendmica, en la que se estudian
multiples genes al mismo tiempo. Conocer los procesos involucrados en el enve-
jecimiento normal permitird, en un futuro, modular la expresién de genes para
mejorar la calidad de vida y la cognicién en individuos envejecidos.
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Resumen

as enfermedades neurodegenerativas atraviesan por varias fases, una de

las cuales es la etapa terminal. La duracién de ésta tltima se ha incremen-

tado gracias a los diversos avances en la terapéutica médica, lo que vuelve
necesario formular una definicién adecuada para la identificacién temprana de
la etapa terminal y asi se implementen acciones orientadas a paliar la mayoria de
los sintomas que se presenten. Una de las enfermedades mas estudiadas a este
respecto es la demencia. Ultimamente se estan aclarando mucho més los criterios
para definir en qué momento un enfermo con demencia entra en esta etapa. Asi-
mismo, es comun que dichas enfermedades presenten dilemas éticos al final de la
vida, los cuales deben abordarse en cualquier texto que trate de esta etapa.

Introduccion

La diversidad de la atencién que brinda el personal de salud se circunscribe a
tres actividades basicas: curacién, mantenimiento de la funcionalidad y alivio del
sufrimiento. Es en este dltimo aspecto donde los cuidados paliativos tienen su
campo de accidn, una vez que la probabilidad de curacién y mantenimiento de
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la funcién se vuelve casi nula (1). En este sentido, algunas enfermedades suelen
requerir cuidados paliativos en etapas de la enfermedad generalmente llamadas
terminales. A lo largo del tiempo se ha reconocido alas enfermedades oncolégicas
como paradigma de la enfermedad terminal; sin embargo, muchas otras pueden
adquirir esta calidad.

Dentro de las patologias no neoplasicas se encuentran las neurodegenera-
tivas, la insuficiencia cardiaca, la enfermedad pulmonar obstructiva crénica, la
insuficiencia renal, la insuficiencia hepética, entre otras. Caracteristicamente,
este grupo de enfermedades no neopldsicas tienen manifestaciones circunscritas
al 6rgano afectado; contrario a lo que sucede con las enfermedades neoplasicas,
donde las manifestaciones clinicas suelen ser multiorganicas (2). En el caso de las
enfermedades neurodegenerativas, tres grandes grupos de sintomas son los que
predominan: cognoscitivos, conductuales y del movimiento. En mayor o menor
medida esta sintomatologia se presenta a lo largo de la patologia, sin embargo en
las etapas terminales parecieran converger todas a un alto grado de discapacidad,
dependencia e impacto en los cuidadores y familia (3).

En cuanto a los lineamientos generales del manejo paliativo, una de las pri-
meras etapas es conocer las expectativas de los sujetos y sus familias respecto a
su enfermedad, asi como intentar saber cudles son sus preferencias en la toma de
decisiones al final de la vida (1). Asimismo, el cuidado médico continuo de las
comorbilidades no debe ser soslayado por la relevancia que sigue teniendo para el
mantenimiento adecuado de las condiciones de salud, asegurando el bienestar del
sujeto y alejandolo del sufrimiento (4; figura 1).

Demencias

A pesar de ser un grupo heterogéneo de patologias, se igualan hacia las etapas
finales, cuando el impacto que sufre el enfermo en su funcionalidad y capacida-
des cognoscitivas lo lleva a la dependencia total (). Existen criterios de clasifica-
cién ampliamente aceptados (como los GDS-FAST) que son ttiles para ubicar
la etapa en donde se encuentra el sujeto con demencia. Aunque no hay criterios
definidos de terminalidad, se ha intentado definirlos con base en el pronéstico de
supervivencia a mediano plazo (6 meses); otros factores que se han tomado en
cuenta para esta clasificacion son la presencia de discapacidad y/o dependencia
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FIGURA 1. Ambitos de intervencién en los cuidados paliativos.

total, deterioro cognoscitivo profundo, infecciones recurrentes y trastornos de la
deglucién (6). Recientemente se encontré la asociacion de tres eventos pivote
que se presentan con mayor frecuencia en el ultimo afio de vida de pacientes
con demencia: trastornos de la deglucion, fiebre y neumonia. En este estudio se
observé una asociacidn casi lineal entre la sobrevida y la presencia de trastornos
de la alimentacién, con una mortalidad a seis meses de casi 90% (7). En cuanto a
la discapacidad, y en comparacion con otras enfermedades crénicas, se ha cons-
tatado que la demencia conlleva en el Gltimo afio de vida una discapacidad severa
y persistente, lo que contrasta con otras entidades, tales como las neoplésicas,
donde la discapacidad severa se da en los dltimos meses de la enfermedad (8).
Por lo anterior, se podria decir que un sujeto con demencia de cualquier etiologia,
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que tiene discapacidad severa y presenta problemas en la deglucidn, se encuentra
en las etapas finales de su vida.

No obstante los datos previamente mostrados, donde se evidencia que existe
una etapa terminal de la demencia, no suele considerarsele una enfermedad que
requiera cuidados paliativos o en la cual se tengan que dejar de hacer ciertos tra-
tamientos invasivos inapropiados. En 2006 Richardson et al. analizaron a 169,036
ancianos para determinar la frecuencia de utilizacién de intervenciones “agresi-
vas” en pacientes con demencia avanzada; encontraron una frecuencia de admi-
sién a terapia intensiva de 31%, asistencia mecénica ventilatoria 13%, cateterismo
pulmonar 1.4%, cateterismo cardiaco 1.1% y dilisis de 3.9% (9) (figura 2). Por
otro lado, en un estudio donde se compar6 un grupo de pacientes con cdncer
terminal con ancianos con demencia avanzada, los sujetos con demencia tenfan
mas sintomas (molestias) y se les practicaban mas maniobras innecesarias (toma
de muestras, nutricién parenteral, sujecidn, etcétera) (10).

35%
31%
30%
25%
20%
15% 13%
10%
3.90%
5%
0% — I
Terapia intensiva Asistencia Cateterismo Cateterismo Dialisis
mecdnica cardiaco pulmonar
ventilatoria

FIGURA 2. Porcentaje de intervenciones “agresivas” en enfermos con demencia terminal.

En cuanto a la evaluacién de estos enfermos, se han desarrollado diferentes
escalas para dar una dimensién objetiva a los problemas que presentan en esta
etapa, tales como sufrimiento, sobrecarga del cuidador, manejo de sintomas,
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satisfaccion con el cuidado y calidad de vida, entre otros. El émbito en el que
se llevan a cabo los cuidados de un paciente con demencia va desde la atencién
domiciliaria hasta los servicios hospitalarios de alto nivel; y en particular en las
etapas avanzadas se diversifican aun mds, incluyendo los hospitales de crénicos,
las residencias geriatricas, los hospitales y centros de dia, entre otros. Dado que el
objetivo primordial de los cuidados paliativos es evitar el sufrimiento y mejorar
el bienestar de los sujetos, se ha intentado definir el sitio ideal para el cuidado
de estos pacientes. Por ejemplo, en un estudio realizado en 2003 se refiere que
los pacientes con demencia avanzada que permanecian en su hogar presentaban
menos sintomas del comportamiento y mejor control de sintomas médicos, que
aquellos que eran atendidos en residencias geriatricas (11). Sin embargo, hasta el
momento no existe un consenso del sistema de salud ideal para el manejo de este
tipo de pacientes.

Las intervenciones se pueden dividir en farmacoldgicas y no farmacoldgicas.
Dentro de las primeras se encuentran los medicamentos que son propiamente
para la enfermedad y aquéllos que son para las comorbilidades. Los inhibidores
de acetilcolinesterasa y la memantina estan entre los firmacos utilizados habitual-
mente para incidir en la demencia, sin embargo en la actualidad no existe infor-
macién con respecto a su uso en las etapas finales de la enfermedad (12). Por
otro lado, la utilizacién de antipsicéticos para el control de los sintomas del com-
portamiento y agitacién es controversial, sin embargo la evidencia sugiere que
no son de utilidad (13). En cuanto a inhibidores de recaptura de serotonina y
moduladores del estado de dnimo, entre otros, no se tiene informacion de su uti-
lidad en etapas avanzadas de la demencia para manejo de sintomas del comporta-
miento. Disminuir la prescripcién inapropiada de medicamentos y optimizacién
del manejo de las comorbilidades es el principal objetivo del resto del tratamiento
farmacoldgico (12). En cuanto a las intervenciones no farmacolégicas, se han
encontrado varias aproximaciones efectivas. Se destacan aquellas que proveen de
un apoyo continuo para los cuidadores, con el fin de mejorar el entendimiento de
la enfermedad, manejo de sintomas del comportamiento y la reaccién que pro-
vocan en la familia. El grupo de Mittelman ha estudiado una estrategia multidi-
mensional en la atencién de estos pacientes y ha encontrado que es efectiva en el
manejo de estos pacientes y sus cuidadores (14). Por otro lado, las intervenciones
directas en los enfermos involucran su atencién como persona: llamdndola por su
nombre, vinculdndola con otros enfermos, recordindole situaciones gratificantes



Mario Ulises Pérez Zepeda

de su vida, entre otras cosas. Entre estas intervenciones destaca la del grupo de
Volicer llamada “Namaste Care”, y que ha mostrado evidencia de mejoria en la
interaccion social, delirium y agitacion (15).

En conclusién, los cuidados paliativos para los enfermos con demencia avan-
zada o terminal aiin tienen muchos vacios en el conocimiento, pero comienzan
a llenarse poco a poco y a integrarse, articulando asi un sistema de atencién ade-
cuado para este tipo de enfermos.

Enfermedad de Parkinson

Es la segunda patologia neurodegenerativa mas comun, sélo detrds de la enfer-
medad de Alzheimer. Se presenta en aproximadamente 1 en 1,000 de la pobla-
cién general y su frecuencia es arriba de 1% en los mayores de 65 afios (16). Sus
manifestaciones motoras suelen ser incapacitantes al final de la enfermedad, y han
sido clasificadas en cinco estadios (tabla 1). Debido a que en las etapas finales de
la enfermedad de Parkinson se presenta una menor respuesta a medicamentos
dopaminérgicos, se han buscado opciones para su tratamiento. Se ha tratado la
rigidez terminal con apomorfina, escopolamina, difenhidramina y metilfenidato,
con mejorfas discretas (17-20). Independientemente de los sintomas motores,
los problemas conductuales y los sintomas psicoticos empeoran la calidad de vida
de estos sujetos. La apatia y la fatiga son dos de los principales sintomas que pre-
sentan en etapas finales, cierta evidencia apunta a que también el metilfenidato
puede ser util para este fin, asi como algunos inhibidores de recaptura de seroto-
nina (21). Asimismo, el modafinil ha sido ttil para el manejo de la somnolencia
diurna y la fatiga de estos enfermos (22). Para los sintomas psicéticos es aceptada
la utilizacién de neurolépticos especificos, que no empeoren la rigidez y los sinto-
mas motores, tales como la clozapina y la quetiapina (23).

La demencia asociada a Parkinson se presenta con mayor frecuencia en eta-
pas finales, y existen datos que muestran que el donepecilo y la memantina pue-
den ser utiles en la mejorfa de sintomas cognoscitivos en estos pacientes (24).
Dentro de los tratamientos no farmacoldgicos, al igual que en los enfermos con
demencia terminal, se debe hacer énfasis en la familia y cuidadores, asi como en el
bienestar global del sujeto (20).
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TABLA 1. Escala de Hoehn y Yahr para la clasificacién de la enfermedad de Parkinson.

Estadio 1

Signos y sintomas en un solo lado.

Sintomas leves.

Sintomas molestos pero no incapacitantes.

Presencia de sintomas con temblor en alguna extremidad.
Se notan cambios en la postura, expresidn facial y marcha.

Estadio 2

Sintomas bilaterales.

Minima discapacidad.

La marcha y la postura estan afectadas.

Estadio 3

Significante ralentizacién de los movimientos corporales.
Dificultad para mantener el equilibrio tanto de pie como al andar.
Disfuncién generalizada moderadamente severa.

Estadio 4

Sintomas severos.

Todavia puede andar cierto recorrido.

Rigidez y bradicinesia.

No puede vivir solo.

El temblor puede ser menor que en los estadios anteriores.

Estadio 5

Estadio caquéctico

Invalidez total.

No puede andar ni mantenerse de pie.
Requiere cuidados de una enfermera.

No obstante las multiples estrategias farmacoldgicas que se han desarrollado
para la mejoria de sintomas particulares en los pacientes con Parkinson terminal,
se debe observar que la polifarmacia es un problema frecuente en estos sujetos,
llevando a mayor frecuencia de efectos adversos, interacciones medicamentosas,
falta de apego, entre otras; por tanto, los manejos deben ser individualizados y con
base en metas con los cuidadores y los enfermos (25).
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Esclerosis lateral amiotréfica

También conocida como enfermedad de Lou Gehrig, es una enfermedad cuya
incidencia es de dos casos por 100,000 personas al afio y prevalencia de seis casos
por 100,000 personas. Se caracteriza por iniciar como un sindrome de neurona
motora superior: espasticidad, hiperreflexia y reflejo extensor (26, 27). No obs-
tante que es una enfermedad que aparece principalmente en adultos jévenes,
su forma esporddica puede tener una supervivencia de hasta veinte afios, lo que
incrementa la probabilidad de encontrar ancianos sobrevivientes de esta enferme-
dad y con manifestaciones tardias de la misma (27). Una de las enfermedades con
mejor estructuracién en cuidados paliativos es la esclerosis lateral amiotréfica.
Integra equipos de salud multidisciplinarios que se enfocan al tratamiento par-
ticular de sialorrea, sintomas pseudobulbares, calambres y espasticidad. Por otro
lado, el miedo y los problemas del estado de 4nimo son manejados con diferentes
intervenciones farmacoldgicas y no farmacolégicas (28).

Tiene particular relevancia el manejo de los problemas de la alimentacién y
de la respiracion, los cuales son discutidos desde el inicio de la enfermedad con
la familia, para la planeacién adelantada de las decisiones que se tomardn en el
momento en que se presenten estos trastornos (27).

Otras

Aunque poco descritas en los ancianos, algunas otras enfermedades neurodege-
nerativas comienzan a ser vistas en este grupo de edad, tales como la enfermedad
de Huntington y la esclerosis multiple. Practicamente no existen datos del manejo
de estas enfermedades en etapas terminales en ancianos, y lo que se hace hoy en
dia es usar las estrategias en sujetos més jovenes (29, 30).

Referencias

1.  Hughes]C. Promoting palliative care in dementia. Lancet Neurol. 2010 Jan;9(1):25-7.
2.  Morrison RS, Meier DE, Capello C. Geriatric palliative care. Oxford ; New York:
Oxford University Press; 2003.



10.

11.

12.

13.

14.

1S.

16.

17.

18.

Cuidados paliativos en demencia y otras enfermedades neurodegenerativas

Watson MS. Oxford handbook of palliative care. 2nd ed. Oxford ; New York: Oxford
University Press; 2009.

Jordan A. Extending palliative care to patients with dementia. Br ] Hosp Med (Lond).
2010 Jan;71(1):31-5.

Weiner MF, Lipton AM, American Psychiatric Publishing. The American Psychiatric
Publishing textbook of Alzheimer disease and other dementias. 1st ed. Washington,
DC: American Psychiatric Pub.; 2009.

Mendez MF, Cummings JL. Dementia : a clinical approach. 3rd ed. Philadelphia, PA:
Butterworth-Heinemann; 2003.

Mitchell SL, Teno JM, Kiely DK, Shaffer ML, Jones RN, Prigerson HG, et al. The
clinical course of advanced dementia. N Engl ] Med. 2009 Oct 15;361(16):1529-38.
Gill TM, Gahbauer EA, Han L, Allore HG. Trajectories of disability in the last year of
life. N Engl J Med. 2010 Apr 1;362(13):1173-80.

Richardson SS, Sullivan G, Hill A, Yu W. Use of aggressive medical treatments near
the end oflife: differences between patients with and without dementia. Health Serv
Res. 2007 Feb;42(1 Pt 1):183-200.

Mitchell SL, Morris JN, Park PS, Fries BE. Terminal care for persons with advan-
ced dementia in the nursing home and home care settings. J Palliat Med. 2004
Dec;7(6):808-16.

Volicer L, Hurley AC, Blasi ZV. Characteristics of dementia end-of-life care across
care settings. Am ] Hosp Palliat Care. 2003 May-Jun;20(3):191-200.

Parsons C, Hughes CM, Passmore AP, Lapane KL. Withholding, discontinuing and
withdrawing medications in dementia patients at the end of life: a neglected problem
in the disadvantaged dying? Drugs Aging. 2010 Jun 1;27(6):435-49.

Schneider LS, Dagerman K, Insel PS. Efficacy and adverse effects of atypical antips-
ychotics for dementia: meta-analysis of randomized, placebo-controlled trials. Am J
Geriatr Psychiatry. 2006 Mar;14(3):191-210.

Mittelman MS. Psychosocial intervention for dementia caregivers: what can it
accomplish? Int Psychogeriatr. 2003;15 Suppl 1:247-9.

Simard J, Volicer L. Effects of Namaste Care on residents who do not benefit from
usual activities. Am J Alzheimers Dis Other Demen. 2010 Feb;25(1):46-50.

Savitt JM, Dawson VL, Dawson TM. Diagnosis and treatment of Parkinson disease:
molecules to medicine. ] Clin Invest. 2006 Jul;116(7):1744-54.

Perez LM, Farriols C, Puente V, Planas J, Ruiz I. The use of subcutaneous scopola-
mine as a palliative treatment in Parkinson’s disease. Palliat Med. 2010 Sep 3.
Dellapina E, Gerdelat-Mas A, Ory-Magne F, Pourcel L, Galitzky M, Calvas F, et al.
Apomorphine effect on pain threshold in Parkinson’s disease: A clinical and positron
emission tomography study. Mov Disord. 2010 Oct 19.



Mario Ulises Pérez Zepeda

19.

20.

21.

22.

23.

24.

2S.

26.

27.

28.

29.

30.

Gonzalez F. Diphenhydramine may be useful as a palliative treatment for patients
dying with Parkinson’s disease and tremors: a case report and discussion. Am J Hosp
Palliat Care. 2009 Dec-2010 Jan;26(6):474-5.

Klivenyi P, Vecsei L. Novel therapeutic strategies in Parkinson’s disease. Eur J Clin
Pharmacol. 2010 Feb;66(2):119-25.

Auriel E, Hausdorff JM, Giladi N. Methylphenidate for the treatment of Parkin-
son disease and other neurological disorders. Clin Neuropharmacol. 2009 Mar-
Apr;32(2):75-81.

Lou]JS, Dimitrova DM, Park BS, Johnson SC, Eaton R, Arnold G, et al. Using moda-
finil to treat fatigue in Parkinson disease: a double-blind, placebo-controlled pilot
study. Clin Neuropharmacol. 2009 Nov-Dec;32(6):305-10.

Thomas AA, Friedman JH. Current use of clozapine in Parkinson disease and related
disorders. Clin Neuropharmacol. 2010 Jan-Feb;33(1):14-6.

Linazasoro G, Lasa A, Van Blercom N. Efficacy and safety of donepezil in the
treatment of executive dysfunction in Parkinson disease: a pilot study. Clin Neu-
ropharmacol. 2005 Jul-Aug;28(4):176-8.

Bainbridge JL, Ruscin JM. Challenges of treatment adherence in older patients with
Parkinson’s disease. Drugs Aging. 2009;26(2):145-5S.

Perry JJ, Shin DS, Tainer JA. Amyotrophic lateral sclerosis. Adv Exp Med Biol.
2010;685:9-20.

Bedlack RS. Amyotrophic lateral sclerosis: current practice and future treatments.
Curr Opin Neurol. 2010 Oct;23(5):524-9.

Baumrucker SJ. Palliative care in amyotrophic lateral sclerosis: a new tool in the fight
against an old enemy. Am J Hosp Palliat Care. 2001 Mar-Apr;18(2):81-2.

Deniz E, Kokat AM, Noyan A. Implant-supported overdenture in an elderly patient
with Huntington’s disease. Gerodontology. 2009 Oct S.

Awad A, Stuve O. Multiple sclerosis in the elderly patient. Drugs Aging. 2010 Apr
1;27(4):283-94.



Evaluacion de la actividad
antagonista glutamatérgica y
neuroprotectora de nuevos
compuestos policiclicos

Francesc X. Sureda Batlle' y Marta Lpez Querol'

Resumen

as enfermedades neurodegenerativas siguen constituyendo un enorme

reto para la farmacologia, puesto que los firmacos disponibles poseen

una actividad escasa en este tipo de trastornos. Ademds, se prevé que la
incidencia de estas enfermedades se incremente de forma importante en las proxi-
mas décadas, ya que la mayoria de ellas estin relacionadas con el envejecimiento.
Por lo tanto, urge desarrollar nuevos firmacos neuroprotectores y que pue-
dan constituir una alternativa al tratamiento de procesos como la enfermedad de
Alzheimer (EA) o de Parkinson. No obstante, el desarrollo de nuevos compues-
tos se ve dificultado por un todavia incompleto conocimiento de las diferentes
rutas bioquimicas implicadas en la neurodegeneracién. Una de las vias sobre la
que se ha investigado mas profundamente es la que implica a la neurotransmisién
glutamatérgica. Es bien conocido que la sobreactivacion de receptores glutama-
térgicos provoca un fenémeno denominado excitotoxicidad, y que tal proceso se
halla presente en la EA u otras enfermedades neurodegenerativas, como parte de
los trastornos que conducen a la muerte neuronal. Es por ello que se ha dedicado
un enorme esfuerzo a desarrollar antagonistas de receptores glutamatérgicos que
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fueran a la vez eficaces y seguros para el tratamiento de enfermedades neurode-
generativas.

El presente trabajo describe una estrategia vélida para la determinacién de
actividad antagonista sobre receptores glutamatérgicos, tomando como modelo
el tnico firmaco que hasta ahora se ha desarrollado para minimizar el proceso
neurodegenerativo en la EA: la memantina.

Introduccion

Se estima que en Europa hay actualmente unos cinco millones de personas afec-
tadas de la principal forma de demencia, la enfermedad de Alzheimer (EA) (Con-
durasy cols., 2010). Una caracteristica destacable de estas enfermedades es que se
trata de trastornos crénicos y que los tratamientos existentes tan sélo ejercen un
efecto paliativo y limitado, retrasando levemente la aparicién de sintomatologia
como el declive cognitivo (Daviglus y cols., 2010).

Las enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por la pérdida selectiva
y progresiva de poblaciones neuronales especificas, y que son caracteristicas de
cada una de estas entidades nosoldgicas. Esta muerte neuronal puede ser iniciada
por sefiales extrinsecas o intrinsecas, pero a nivel molecular se cree que existen
posibles desencadenantes como la excitotoxicidad y el incremento de calcio intra-
celular asociado, las alteraciones del metabolismo energético, el estrés oxidativo,
o la acumulacién de agregados proteicos caracteristicos (Dusart y cols., 1991;
Marty y cols., 1991).

Excitotoxicidad y neurodegeneracion

Desde los anos setenta se estableci6 el efecto del 4cido glutimico como agente
capaz de inducir neurodegeneracion. A partir de los estudios de Olney y sus cola-
boradores (Olney y Ho, 1970) pudo establecerse que la excitotoxicidad inducida
por glutamato contribuye a gran nimero de trastornos cerebrales como isquemia,
epilepsia, traumatismos craneoencefélicos, demencia asociada al sida y a la apari-
cién de patologias neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer (EA)
(Hynd y cols., 2004), de Parkinson (EP) (Caudle y Zhang, 2009), de Huntington
(EH) (Estrada-Sénchez y cols., 2007), entre otras (Young, 2009).
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Las neuronas glutamatérgicas comprenden alrededor de 80% de la poblacion
total de neuronas de la corteza cerebral (Guimaraes y cols., 2009). Asi, las neu-
ronas glutamatérgicas forman el principal sistema excitador en el cerebro, y éste
desempefia un papel fundamental en diversas funciones neurofisiologicas. El glu-
tamato interviene en el aprendizaje, la memoria y la funcién cognitiva. También
es un neurotransmisor clave en la percepcion primaria.

El efecto excitador del glutamato se ejerce a través de la activacion de dis-
tintos receptores de membrana (Molinuevo J y cols., 2005). Estos receptores
se hallan acoplados o bien a canales i6nicos (receptores ionotrdpicos) o bien a
proteinas G (receptores metabotrépicos). Ambos realizan sus acciones especial-
mente a través de la facilitacidon de la entrada de calcio desde el exterior, o bien a
partir de su movilizacién desde reservorios intracelulares como el reticulo endo-
plasmitico (figura 1).

B Glulamaio
4 Cakcio

& Sodic

FIGURA 1. La transmisién glutamatérgica. Mecanismos sindpticos de liberacién, actuacién sobre recep-
tores postsinapticos y recaptacién por transportadores especificos en glia.

[269]



Francesc X. Sureda Batlle y Marta Lépez Querol

Para su normal funcionamiento fisioldgico, la correcta homeostasis del glu-
tamato es esencial y su disfuncion o falta de control puede tener consecuencias
patolégicas, debidas a la desregulacion en las concentraciones de Ca** intrace-
lular. De hecho, existe un delicado equilibrio entre dos procesos conflictivos, los
mecanismos que permiten la entrada de Ca** fisioldgica y aquellos que limitan el
exceso de calcio intracelular para evitar los procesos neurodegenerativos. El des-
equilibrio entre ambos puede determinar la pérdida de viabilidad de la neurona
(Foster, 2007). Los efectos neurotdxicos del glutamato son debidos fundamen-
talmente a la excesiva activacién de los denominados receptores NMDA, puesto
que son los més permeables a calcio, si bien actdan de forma cooperativa con los
receptores de tipo AMPA-kainato, fundamentalmente permeables a sodio (Salin-
ska y cols., 2005). Se han sintetizado numerosos antagonistas de los receptores
NMDA, con la finalidad de disminuir la entrada de calcio a través de estas dianas
y disminuir el proceso excitotdxico. Si bien los primeros estudios fueron prome-
tedores, su desarrollo clinico se ha visto obstaculizado por la aparicién de efectos
adversos importantes, que dificultarian su implantacién en terapéutica (Muir,
2006). No obstante, firmacos como la memantina si han llegado a ser utilizados
en clinica en enfermedades neurodegenerativas, si bien se conoci6 su mecanismo
de accién con posterioridad a su uso terapéutico.

La memantina como fdrmaco neuroprotector

La memantina es un derivado estructural directo de la amantadina. La amanta-
dina fue el primer miembro de la familia de moléculas llamadas aminoadaman-
tanos que tuvieron aplicacion clinica. En los afios sesenta se comercializ6 por
primera vez para el tratamiento de infecciones respiratorias debidas al virus de la
influenza A, pero de manera casual se observaron sus efectos beneficiosos sobre
sintomas extrapiramidales en pacientes de enfermedad de Parkinson (Kalia y
cols., 2008). Inicialmente se asumi6 que sus efectos antiparkinsonianos se basa-
ban en su actividad dopaminérgica. Pero mds tarde algunos estudios mostraron
que el mecanismo de accién predominante para ese efecto de la amantadina
eran sus propiedades antagonistas sobre los receptores NMDA, actuando como
un bloqueador de la apertura del canal (Kalia y cols., 2008). La memantina es el
1-amino-3,5-dimetiladamantano. Fue registrada y autorizada en Alemania para el
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tratamiento de varios trastornos del sistema nervioso central en 1978 (Molinuevo
y cols., 2008, Parsons y cols., 2007).

A diferencia de los antagonistas competitivos o no competitivos del recep-
tor NMDA, la memantina no presenta efectos adversos importantes en el mar-
gen de dosis utilizado en terapéutica, lo que ha permitido hipotetizar que es su
baja afinidad por los receptores NMDA, con una rdpida velocidad de disociacién
del canal, la responsable de su seguridad y falta de efectos adversos. De alguna
manera, parece ser que en condiciones fisioldgicas se liberan elevadas concentra-
ciones de glutamato de forma puntual, que consiguen desplazar la memantina de
sus lugares de unién, por lo que no se ven afectadas dichas funciones fisioldgicas.
Sin embargo, frente a la presencia de concentraciones de glutamato quiza no tan
elevadas, pero si mds persistentes, situacion que si se darfa en procesos neurode-
generativos, la memantina si permitiria mitigar en cierto modo la excesiva activa-
cién del receptor NMDA bloqueando la entrada de calcio a través del canal iénico
asociado.

Por todo ello, el interés de la comunidad cientifica sobre los antagonistas del
receptor NMDA se ha centrado especialmente en antagonistas de tipo no compe-
titivo, pero de baja afinidad. Es ahi donde la memantina parece demostrar carac-
teristicas Unicas que ofrecen una oportunidad de intervencién terapéutica para
retrasar la neurodegeneracion presente en la EA y trastornos similares (Koch et
al., 2004).

Desarrollo de nuevos antagonistas NMDA de baja afinidad

Aunque util, la memantina ofrece una eficacia clinica limitada y sus caracteristicas
farmacocinéticas son mejorables, por lo que es evidente que puede ser optimi-
zado su perfil farmacoldgico. Para ello, es preciso sintetizar compuestos que, con
base en su similitud estructural con memantina, puedan aportar mejoras en este
sentido.

La estructura tridimensional del receptor NMDA no se ha determinado con
seguridad todavia, puesto que se trata de la combinacioén de cuatro subunidades
diferentes que conforman el receptor, lo que dificulta enormemente esta tarea.
Por lo tanto, no se ha podido aplicar una estrategia de disefio y sintesis basada en
QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationship). En cambio, se ha optado
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por una estrategia de sintesis basada en la generacién de compuestos con eviden-
tes similitudes estructurales con memantina, pero con contracciones, expansio-
nes o alteraciones mds profundas de la estructura policiclica central.

En total, se han evaluado mds de 120 compuestos con supuesta actividad
sobre receptores glutamatérgicos de tipo NMDA.

Un modelo in vitro para la determinacion de actividad
antagonista NMDA

Una de las técnicas mas utilizadas para el screening de firmacos es el andlisis de
la unién de compuestos a su receptor mediante radioligandos. Brevemente, esta
técnica consiste en la evaluacion de la afinidad de los nuevos compuestos frente a
un sustrato bioldgico que suele ser constituido por un homogeneizado de tejido
procedente del cerebro; de una region rica en receptores NMDA, en este caso.
Sin embargo, esta técnica no es utilizable puesto que la unién de los posibles
compuestos al receptor es dependiente de voltaje, y no es posible controlar este
pardmetro en los sustratos biolégicos homogeneizados. Se requiere pues, de un
sustrato “vivo’, que pueda ser representativo de la funcionalidad que se halla pre-
sente en el sistema nervioso central de humanos.

Por ello, se opt6 por utilizar cultivos primarios de neuronas granulares de
cerebelo, un sustrato in vitro ampliamente establecido en la bibliografia y que per-
mite evaluar la funcionalidad del receptor NMDA (Olmos et al., 1999; Griffiths et
al., 2000). En concreto, estos cultivos procedentes de ratas de siete dias de edad
y madurados in vitro durante unos siete dias, se incubaron con el fluorocromo
Fura-2 AM, un indicador de las concentraciones intracelulares de calcio. Esta
sustancia es un acetoximetiléster extremadamente liposoluble que se incorpora
al interior celular, para ser desesterificado posteriormente en el citoplasma, para
formar Fura-2 4cido. Esta sustancia es muy polar, por lo que permanece atrapada
en el citoplasma de la neurona. Puesto que posee capacidad para quelar calcio, y
que sus caracteristicas fluorescentes varian segtn la cantidad de calcio presente
en el interior de la neurona, la determinacién de su fluorescencia permite evaluar
de manera precisa y sin danar la neurona cudl es el efecto de diferentes sustancias
sobre la neurotransmision glutamatérgica, cuyo efecto més plausible es el incre-
mento de la concentracién intracelular de calcio.
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Detalles metodologicos

Se parte de unas cinco o seis ratas de unos siete dias de edad, a las que se extrae
el cerebelo en condiciones asépticas, para finalmente preparar cultivos primarios
de células granulares de cerebelo segtin protocolos bien establecidos (Schousboe
et al., 1989). Las neuronas se hacen crecer en portaobjetos de cristal de 10 mm
de didmetro, polilisinizados, situados en placas de 24 pocillos. Transcurridos de
siete a 12 dias, los cultivos ya pueden utilizarse para los ensayos de movilizacién
de calcio con Fura-2.

Para el ensayo, se anade Fura-2 AM a la concentracién de 5 microM y se
incuba a 37°C durante 30-45 minutos. Transcurrido el periodo de incubacién,
el portaobjeto se incorpora a un soporte especial para su insercién en una cubeta
estandar de cuarzo para espectrofluorimetria, que contiene 1,3 mL de tampén
de ensayo (Locke-Hepes sin magnesio). Posteriormente, se inserta en un espec-
trofluorimetro PerkinElmer LSS0B equipado con un accesorio Fast-Filter para
la lectura répida a 340-380 nm de excitacién y lectura a 510 nm. El software de
lectura (FLWinLab, PerkinElmer) permite la determinacién en tiempo real de
las oscilaciones de fluorescencia, medidas como cociente (ratio o R) de fluores-
cencias 340nm/380nm, que son directamente proporcionales a la concentracién
intracelular de calcio en las neuronas del cultivo.

La exposicién de glicina (10 microM) y glutamato o NMDA (100 microM)
a la muestra produce un incremento importante y sostenido de la concentra-
cion intracelular de calcio, que permite la realizacién de curvas de inhibicién de
la entrada de calcio acumulativas, mediante la incubacién de concentraciones
sucesivamente mayores de los compuestos de estudio, desde 0,1 a 1000 microM
(figura 2). Con ello, y si el compuesto es activo, se inhibe de forma dependiente
de concentracidn la entrada de calcio al interior de las neuronas de cultivo. Una
vez realizado el experimento, se procede a la cuantificacién de la inhibicién de
la senal respecto al valor méximo para cada una de las concentraciones del com-
puesto ensayado, para al final someter los datos a una regresién no lineal mediante
software adecuado (GraphPad Prism 5.0) con un modelo de regresién para curvas
de inhibicién dosis-respuesta de pendiente variable. Con ello, se obtiene la con-
centracién inhibitoria S0 (CI,,), que definiré la potencia inhibidora para cada uno
de los compuestos que hayan ocasionado una respuesta inhibidora de més de 50
% de la entrada de calcio inicial.
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FIGURA 2. Efecto de |a adicién de sucesivas administraciones de memantina sobre el incremento de la
concentracién intracelular de calcio inducido por NMDA en presencia de glicina en cultivos de neuronas
granulares de cerebelo.

Nuevos antagonistas del receptor NMDA derivados de memantina

Mediante la técnica descrita se pudo determinar la actividad de 120 compuestos
de nueva sintesis, mas dos compuestos de referencia (amantadina y memantina).
Estos compuestos (109) fueron sintetizados por el grupo del doctor Santiago
Vazquez de la Unidad de Quimica Farmacéutica de la Facultad de Farmacia de
Barcelona (Universidad de Barcelona) y por el doctor Antoniés Kolocouris (11),
de la Universidad de Atenas (Grecia). Todos los compuestos fueron disefiados
teniendo en cuenta que existieran similitudes estructurales con memantina, ya
fuera porque compartieran el nticleo principal (adamantanos, 21 compuestos),
bien porque se hubiera sustituido un carbono por un oxigeno en dicha estructura
(oxadamantanos, 19 compuestos) o bien porque se hubiera reducido el nimero
de carbonos en el niicleo (noradamantanos, 18 compuestos, y bisnoradamanta-
nos, 16 compuestos). Finalmente, se sintetizaron también algunos compuestos
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que pese a mantener similitudes evidentes con el compuesto de referencia, ya
presentaban variaciones més profundas desde el punto de vista estructural (pen-
taciclos, 18 compuestos, benzohomonoradamantanos, 9 compuestos, y benzoho-
mooxadamantanos, 19 compuestos). En la figura 3 se presentan las estructuras de
los compuestos evaluados.
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FIGURA 3. Memantina y estructuras basicas de los compuestos investigacionales evaluados.

Los compuestos que presentaron mejores valores de inhibicién en general
pertenecieron al grupo de los benzohomooxaadamantanos, si bien otros com-
puestos con estructuras diferentes también demostraron actividad neuroprotec-
tora. Estos ensayos se realizaron con el mismo tipo de cultivo neuronal. Se expu-
sieron los cultivos a 200 microM de glutamato, en ausencia de glucosa, durante
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1 h en presencia o ausencia del compuesto de estudio. Transcurridas 24 horas, se
evalud la muerte neuronal mediante la prueba de MTT. Si bien no todos los com-
puestos fueron evaluados, debido a limitaciones en la cantidad disponible, si se
pudo determinar que compuestos de ambos grupos (benzohomooxadamantanos
y pentaciclos) presentaron actividad neuroprotectora en este modelo.

Comparacion con otros sustratos biolégicos

Los cultivos de células granulares de cerebelo son, por lo tanto, un excelente sus-
trato bioldgico para evaluar la actividad farmacoldgica de nuevos compuestos con
posible actividad antagonista sobre receptores glutamatérgicos y su posible activi-
dad neuroprotectora. No obstante, poseen algunos inconvenientes, como puede
ser la necesidad de obtenerlos a partir de animales, o el lapso de tiempo necesario
para su madurez (6-7 dias) o el limite temporal que supone su pérdida paulatina
de viabilidad, que empieza a ser patente a partir del duodécimo dia in vitro. Es por
ello que quisimos evaluar otros modelos neuronales in vitro para la determinacién
de la actividad antagonista glutamatérgica.

Los cultivos primarios de neuronas corticales de rata, o de neuronas hipocam-
pales de ratdn, si bien podrian ser alternativas viables a los cultivos de cerebelo, no
suponen ventajas importantes a ellos y su preparacion es mas complicada. Los resul-
tados obtenidos tampoco fueron consistentes por lo que se refiere a la movilizacién
de calcio inducida por agonistas glutamatérgicos, por lo que se descartaron para el
screening rutinario de firmacos antagonistas sobre receptores de glutamato.

Otra alternativa la constituyen las lineas celulares, que pueden mantenerse
en cultivo por un cierto numero de pases sin necesidad de utilizar animales de
experimentacion. Por ejemplo, en las lineas celulares tumorales; una vez que se
ha conseguido la densidad deseada en la placa de cultivo, estas células pueden
diferenciarse a neuronas mediante la aplicacion de factores de crecimiento o dife-
rentes firmacos. En nuestro laboratorio probamos dos tipos diferentes de lineas
celulares: las denominadas SH-SYSY, de neuroblastoma humano, y las STHdh,
neuronas estriatales inmortalizadas de un ratdn knock-in. En este caso, se trata de
células que deben cultivarse a 33°C, puesto que expresan un lentivirus que las
hace susceptibles al proceso excitotdxico tras estimulacion de receptores NMDA
(Ginés et al., 2003).
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Con ninguno de estos dos sustratos bioldgicos se consiguieron resultados
aceptables para nuestros objetivos. En el caso de lalinea SH-SYSY, si bien se con-
siguié cargar la sonda fluorescente en las células, aparentemente la exposicion a
glutamato o NMDA no consigui6 incrementar las concentraciones intracelulares
de calcio, lo que se puede justificarse con base en la ausencia de la expresién de
receptores glutamatérgicos en esta linea, si bien se utilizaron tanto células sin dife-
renciar como células diferenciadas con dcido retinoico.

En el caso de las células STHdh, ninguno de los subtipos que se probaron,
STHdhY, la linea celular control, o la STHdh¥" portador de un gen de hunting-
tina mutada (con 111 glutaminas) fue apto para nuestros estudios. En la mayoria
de los casos, fue imposible conseguir una carga de Fura-2 aceptable debido a la
temperatura de cultivo habitual, de s6lo 33°C, y en los casos en que ello fue posi-
ble (a temperaturas mayores, o con periodos de incubacién mas prolongados), no
se obtuvo ninguna sefal tras la incubacién con glutamato.

Conclusion y retos actuales

La determinacién de la concentracién intracelular de calcio con Fura-2 en cultivos
de células granulares de cerebelo de rata constituye un excelente modelo para la
determinacién de actividad antagonista de nuevos compuestos sobre receptores
de glutamato. Si bien no es un sustrato bioldgico libre de limitaciones, si parece
ser el mds adecuado para la determinacion de este tipo de actividad. Continta
siendo un reto para la neurobiologia desarrollar lineas celulares que expresen la
maquinaria caracteristica de la neurotransmisién glutamatérgica (especialmente
receptores) y que sean ficiles de mantener y constituyan una alternativa real a la
utilizacién de cultivos primarios procedentes de animales de experimentacion.
Ello permitiria cumplir con mayor rigor los postulados de Russell y Birch en refe-
rencia a la reduccion, reemplazo y refinamiento de los experimentos cientificos
con animales de experimentacion.
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2 Efecto de la estimulacion magnética
transcraneal terapéutica sobre
la actividad eléctrica cerebral en
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Resumen

mite la estimulacion cerebral basado en los principios de la induccién
electromagnética. Esta técnica permite modular la actividad de la corteza
cerebral, demostrando un alto potencial terapéutico en multiples enfermedades,
entre ellas, la epilepsia, la depresion, el dolor, el tinnitus, la migrafia y la enferme-
dad cerebrovascular (ECV). Este efecto modulador puede incidir positivamente
en la recuperacién de funciones en pacientes con lesiones cerebrales, y mejorar el
resultado de la aplicaciéon de los métodos de rehabilitacién fisica.
Las técnicas de mapeo cerebral han contribuido a la comprension de los
mecanismos moleculares, celulares y funcionales de la recuperacion después de

I a estimulacién magnética transcraneal es un método no invasivo que per-

un accidente cerebrovascular. Entre estas técnicas se encuentra el magnetoence-
falograma (MEG), y el electroencefalograma (EEG). La actividad electroence-
falografica es una de las herramientas mds sensible para medir el impacto sobre

! Centro Internacional de Restauracion Neuroldgica, La Habana, Cuba.
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el cerebro de la EMT, de tal forma que el EEG se ha utilizado bdsicamente con
dos objetivos: a) evaluar la seguridad de la aplicacién de la EMT y b) determi-
nar los efectos especificos que produce este tipo de estimulacion en la actividad
eléctrica cerebral. En este trabajo se revisan las evidencias sobre la aplicaciéon de
la EMT como alternativa terapéutica, asi como el efecto que se produce en la
actividad electroencefalografica en pacientes con infarto cerebral. Se abordan las
experiencias preliminares de los autores en la utilizacién de la EMTr a baja fre-
cuencia adjunta a rehabilitacién multifactorial intensiva en pacientes con infartos
cerebrales, haciendo énfasis en el impacto en la evolucién clinica y en la actividad
electroencefalografica.

Introduccion

La estimulacién magnética transcraneal es un método no invasivo y gene-
ralmente bien tolerado que permite la estimulacién cerebral basado en los
principios de la induccién electromagnética. Segtn el tipo de pulso magné-
tico utilizado, puede ser a pulso tnico, pareado y repetitivo (1, 2). A dife-
rencia de las dos primeras la estimulacién magnética transcraneal repetitiva
(EMTr) puede inducir cambios en la excitabilidad cortical y en la activi-
dad neuronal que perduran mads alld de la duracién del estimulo por minu-
tos u horas (3), esto justifica su uso como herramienta terapéutica (4).
Se asume que estos efectos se pueden utilizar para modular la actividad neuronal
en un 4rea cortical dafiada para obtener un beneficio funcional (2). Los efectos
inducidos por la EMT dependen de la frecuencia, intensidad y la duracién del
estimulo. En general se postula que la EMTr de baja frecuencia (< 1 Hz) reduce la
excitabilidad cortical, tal como lo evidencian los reportes de aumento en la dura-
cién del periodo silente cortical (5) y la reduccién de las amplitudes potencial
evocado motor (6). En tanto la estimulacién a altas frecuencias (mds de 5 Hz)
aumenta la excitabilidad cortical (7). Estos efectos son una reminiscencia de la
depresion y la potenciacién a largo plazo (LTD y LTP del inglés), dos formas de
plasticidad sindptica evidenciadas en los circuitos corticales de modelos animales
por estimulacion a baja y alta frecuencia respectivamente.

Aunque este marco tedrico es atractivo, cabe senalar que en realidad existe
poca evidencia de que de que la EMTr induzca la LTD en el cerebro humano,
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en tanto otros mecanismos —incluyendo el aumento de la inhibicién GABAér-
gica— pueden estar involucrados en la accién antiepiléptica (7) mayoritaria-
mente atribuida a la disminucién de la excitabilidad cortical provocada por la
EMTr a baja frecuencia (8-11).

Se reporta que tanto la EMTr, como la estimulacién continua Theta Burst
(del inglés) en individuos con factores de riesgo puede provocar la aparicién
de crisis epilépticas, entre otros efectos adversos leves (12, 13). En un articulo
reciente, donde se realiza una revisién de la literatura, se concluye que incluso
en pacientes con epilepsia el riesgo de aparicién de crisis tras la EMTr es bajo y
que la aparicion de otros efectos adversos ligeros resulta comparable al observado
cuando se aplica la técnica en otras patologias. Asi las cosas, esta técnica parece
ser igual de segura en pacientes con epilepsia como en individuos no epilépticos,
garantizando su aplicacion en la investigacion y en la terapéutica (1).

El efecto modulador de la EMT en la actividad de la corteza cerebral puede
tener una duracion aproximada de 1 a 2 horas después de una sesion de estimula-
cidn; esto se ha demostrado con métodos electrofisiolégicos y de imdgenes funcio-
nales. Su aplicacién de forma repetitiva y seriada aumenta la ventana temporal del
efecto sobre el cerebro, debido a un efecto sumatorio, esto ofrece alternativas segu-
ras y eficaces para el tratamiento de varias patologias, demostrando un alto poten-
cial terapéutico en las epilepsias, la depresion, el dolor, el tinnitus, la migrana y la
enfermedad cerebrovascular (ECV) (14-18). Este efecto modulador podria incidir
positivamente en la recuperacion de la funcién motora en pacientes con lesiones
cerebrales, y mejorar el resultado de la aplicacién de los métodos de rehabilitacion
fisica; sin que exista evidencia suficiente para recomendar su uso con este fin (4).

Enfermedad cerebrovascular e infarto cerebral

Las ECV constituyen un grupo heterogéneo de entidades que afectan al cerebro
como resultado de un proceso mérbido de los vasos sanguineos y/o su contenido,
y que pueden cursar con lesion de la pared vascular, oclusion de la luz por trom-
bos o émbolos, ruptura de vasos, incremento de la viscosidad sanguinea, altera-
cion de la permeabilidad de la pared vascular u otros cambios en la calidad de la
sangre. El infarto cerebral representa aproximadamente 85% de toda la ECV y
aparecen secundariamente a la alteracion cualicuantitativa del aporte circulatorio
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aun determinado territorio encefdlico, provocando un déficit neuroldgico de més
de 24 horas de duracidn, expresion de una necrosis tisular (19).

La evolucién clinica espontinea de los pacientes con infarto cerebral se
observa en un periodo de semanas a meses después del infarto (20), con dife-
rentes patrones de tiempo segin el dominio de las funciones neurolédgicas. Se
ha observado que la mdxima recuperacién funcional en miembros superiores se
alcanza espontineamente en 95% de los pacientes aproximadamente a las 9 sema-
nas. Las habilidades del lenguaje se recuperan en 95% de los casos alrededor de las
6 semanas postinfarto (21). La mejoria clinica dependiente de la reorganizacién
funcional neuronal obedece a varios factores, como el sitio de la lesién y la fun-
cién cortical que desempefia el drea lesionada.

Las crisis epilépticas se encuentran entre las secuelas neurolégicas més comu-
nes de la ECV. Aproximadamente 10% de los pacientes con ECV puede presentar
crisis epilépticas durante el curso de la enfermedad (22-24).

De los pacientes que sobreviven a un infarto cerebral, de 30% a 40% tiene una
incapacidad importante, de naturaleza motora, sensorial y cognitiva, consideran-
dose la causa més frecuente de incapacidad de todas las enfermedades neurolégi-
cas. La estrategia a seguir en cuanto al tratamiento del infarto cerebral radica en
la intervencion en la etapa aguda, basada en la terapia trombolitica, radiolégica-
intervencionista y la rehabilitacién precoz, con lo cual se han logrado avances
satisfactorios (19).

Tanto en las etapas subagudas como en las crénicas se han implementado
multiples métodos y técnicas de rehabilitaciéon con impacto en la evolucién cli-
nica (25-28). El tratamiento rehabilitador permite que un alto porcentaje de estos
pacientes a pesar del grado de déficit que padezca alcancen una funcién neuro-
légica normal y se reinserten en las actividades de la vida diaria. Los resultados
observados aunque prometedores son aun insuficientes, principalmente en el
paciente crénico donde el éxito de la terapia rehabilitatoria en la recuperacién
funcional es limitado. Una de las razones de esta limitacion es el reto de medir y
orientar la plasticidad del cerebro después de la lesién (26,27).

En la busqueda de alternativas terapéuticas se insertan nuevas formas de
rehabilitacién como el uso de la robética asistida y la realidad virtual (29), o los
métodos de estimulacion cerebral como la electroacupuntura y la estimulacién
eléctrica cerebral (30). En este contexto la EMT como técnica neurofisiolégica se
perfila con fuerza actualmente en la rehabilitacién neurolégica (EMT) (31) (32).
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Constituye una herramienta terapéutica prometedora para reducir al minimo el
déficit motor, del lenguaje, cognitivo, y del estado de animo. Dilucidar cémo la
EMT puede ayudar a comprender los mecanismos de recuperacién neuroldgica, y
como se puede utilizar para evaluar y modular la plasticidad después de un insulto
cerebral adquirido continua siendo un tema de debate en la actualidad (33).

Estimulacion magnética transcraneal y su uso en el tratamiento
del infarto cerebral

El uso de la EMT en pacientes con infarto cerebral provoca modificaciones en
diferentes regiones del cerebro, tanto en el hemisferio lesionado como en el con-
tralateral, y se ha utilizado en diferentes fases evolutivas después del infarto (34,
35). Basandose en la teoria de la “rivalidad interhemisférica”, se utilizan diferentes
protocolos de estimulacién con el objetivo de inhibir el hemisferio contralateral
a la lesion o excitar el hemisferio afectado. Se han descrito experimentos en los
que la inhibicién de un hemisferio, mediante EMTr a bajas frecuencias, facilita la
ejecucion de tareas motoras en las que participa el otro hemisferio (36).

Otro efecto potencial de la estimulacién cortical se basa en la neuropro-
teccion. En pacientes con ECV, la estimulacién cortical es capaz de incremen-
tar la expresion y liberacién de sustancias neurotransmisoras en el cerebro que
promueven la neuroproteccion al reducir la degeneracion celular provocada por
excitotoxicidad. Se ha planteado que la EMT podria modular el umbral neuronal
e incluso provocar un aumento en la eficiencia de la transmision sinéptica. Estos
mecanismos estin expresados como una forma de plasticidad funcional o meta-
plasticidad (37, 38).

Las experiencias del uso de la EMT en pacientes con infartos cerebrales
comenzaron con Khedr et al., quienes describieron resultados satisfactorios en
cuanto a la recuperaciéon motora en un ensayo realizado en 52 pacientes con infar-
tos isquémicos agudos del territorio de la arteria cerebral media, tratados durante
10 dias con EMTr estimulando el hemisferio afectado. Este mismo grupo reportd
recientemente el efecto dela EMTr a corto y largo plazo en la recuperacién motora
de pacientes con ECV (39, 40).
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Efecto de la EMT terapéutica sobre la actividad eléctrica cerebral
en pacientes con infarto cerebral

Las técnicas de mapeo cerebral han demostrado ser vitales para comprender los
mecanismos moleculares, celulares y funcionales de la recuperacién después del
accidente cerebrovascular. Entre estas técnicas se encuentra la RMN especial-
mente las imégenes con tensor de difusién (DT1), la espectroscopia por resonan-
cia magnética (MRS), tomografia por emisién de positrones (PET), tomografia
por emisién de fotén tnico (SPECT), el magnetoencefalograma (MEG) y el elec-
troencefalograma (EEG) (41).

Los cambios que sufre el cerebro tienen una expresiéon inmediata en el EEG
(42), de tal forma que el EEG es hoy una de las herramientas més sensible para
medir el impacto de la EMT sobre el cerebro y se utiliza bdsicamente con dos
objetivos: a) evaluar la seguridad de la aplicacién de EMT y b) determinar los
efectos especificos que produce este tipo de estimulacion en la actividad eléctrica
cerebral (43-45).

La mayoria de los estudios se basan en la utilizacién conjunta de estas técnicas,
el registro del EEG antes e inmediatamente después de la estimulacion y los regis-
tros EEGraficos evolutivos para ver la duracién en el tiempo de los cambios regis-
trados (46, 47). Las primeras aproximaciones del uso conjunto de estas técnicas se
utilizaron para determinar la seguridad de la EMT. El efecto adverso mds temido es
la precipitacion de crisis epilépticas, gracias a estos estudios se conoce que la asocia-
cién de la EMT y las crisis es menos de 1%, la induccion de puntas epileptiformes
en el EEG por el uso de la EMT se ha observado en estudios con animales. Ciertos
cambios en el EEG son indicativos de susceptibilidad aumentada para la ocurrencia
de crisis epilépticas, como la ocurrencia de descargas epileptiformes y la persisten-
cia de ondas lentas focales. La aparicién de estas anomalias en el curso de la estimu-
lacién son indicativos de la aparicién inminente de crisis (12) .

El registro conjunto del EEG durante la EMT ha demostrado ademas ser una
fuerte herramienta investigativa para discernir los patrones de conectividad del
sistema nervioso central, permitiendo observar con alta resolucién temporal los
patrones de activacion EEGraficos tras la EMT (48).

Otra drea potencial del uso del EEG conjuntamente con la EMT es en la
determinacién del efecto local sobre la actividad eléctrica cerebral en un sitio de
estimulacion especifico, usando diferentes protocolos de estimulacion a intensi-
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dades, duraciones y frecuencias disimiles. En la EMT a pulso tnico se ha descrito
en el drea de estimulacidn que a altas frecuencias el EEG muestra signos de desin-
cronizacién de la actividad (transito de bajas frecuencias y grandes amplitudes
a altas frecuencias y pequefias amplitudes), esta respuesta es de activacién. Por
otra parte la estimulacién a bajas frecuencias provoca sincronizaciéon del EEG
(desarrollo de bajas frecuencias y altas amplitudes) y sugiere inhibicién de la zona
estimulada, observados tanto en vigilia como en registros EEGréficos de suefio
(43,49).

En el EEG los cambios producidos por la EMT persisten alrededor de 15 a
70 minutos segin el protocolo de estimulacién empleado y son similares a los
registrados en fendmenos fisioldgicos como la fatiga y el aprendizaje muscular.
Diversos autores refieren que el efecto sobre la actividad eléctrica cerebral de la
EMT se debe mayoritariamente a un mecanismo compensatorio global de regio-
nes corticales no estimuladas directamente, que son funcionalmente normales,
esto sucede en sujetos sanos (46, 50).

Recientemente se han inducido oscilaciones cerebrales en el EEG a la misma
frecuencia del estimulo utilizado en la EMT, gracias a esto se ha abierto un campo
de investigacion para determinar la génesis de los ritmos cerebrales y su rela-
cién con estados conductuales; haciendo énfasis en las propiedades endogenas
de los circuitos cerebrales activados y la actividad de las conexiones subcortico-
talamico-corticales, esto se ha discutido en los ultimos afios principalmente en
afecciones neuropsiquidtricas (46, 50).

El EEG resulta ser, entonces, una herramienta que contribuye a dilucidar los
mecanismos que median en el efecto de la EMT sobre el cerebro. Las medidas
del EEG que se han utilizado para evaluar el impacto de la EMT en el cerebro se
han basado principalmente en técnicas de andlisis cuantitativo de la actividad de
base: anlisis espectral de banda ancha y coherencia intra e interhemisférica (S0-
52). La evaluacién de la actividad epileptiforme solamente se ha realizado en los
estudios que abordan el uso de la EMT en pacientes con epilepsia y los resultados
obtenidos son controversiales (9, 53).

En un ensayo clinico que realiza nuestro grupo (datos no publicados) en el
Centro Internacional de Restauracién Neurolégica (CIREN) se conformé una
muestra constituida por pacientes con diagnéstico de infarto cerebral distribuida
en dos grupos mediante aleatorizacién simple. Uno recibi6 el programa rehabi-
litacién multifactorial intensiva asociada a EMT placebo, y al otro se le aplico
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un esquema de 21 sesiones de EMTr (1Hz) en el hemisferio sano antes de cada
sesion de rehabilitacion multifactorial intensiva. Se evaluaron las escalas clinicas
Escandinava y Barthel y se realiz6 un andlisis de la actividad EEGriéfica de base y
la actividad epileptiforme interictal (AEI). Mediante un andlisis cuantitativo del
EEG se determind el indice delta alfa (IDA), a mayor indice: mayor energfa para
las frecuencias en el rango delta y menor energia para la banda alfa. Al comparar
los resultados clinicos pre y posterapia encontramos que los pacientes que reci-
bieron EMTr (1Hz) presentaron una tendencia a la mejoria clinica reflejada en
una disminucién de las discapacidades cognitivo-motoras, evaluadas a través de
la escala Escandinava (p=0.06). El anilisis del EEG revel6 una tendencia a la dis-
minucioén del IDA en el grupo sometido a rehabilitacién y EMTr, constatindose
23% mayor de variacién del IDA en comparacién al grupo que recibi6 rehabi-
litacién y EMTr placebo, denotando una respuesta de activacion (figura 1). El
IDA no se habia evaluado anteriormente en estudios de EMT en pacientes con
infarto cerebral. Un estudio de metanélisis sobre el efecto de la EMT en la acti-
vidad electroencefalogréfica expone que la magnitud de los cambios luego de la
EMT a bajas frecuencias estan en el rango de 30% a 35 % (46).

Enrelacién conla evaluacion dela AEI el grupo de pacientes al que se le aplicé
EMTr-1Hz y rehabilitacién evidenciamos también una tendencia al aumento de
la frecuencia de descarga absoluta total (FDT) de AEI sin la aparicién de crisis
epilépticas (p=0.067). En ninguno de los pacientes de la muestra se produje-
ron crisis epilépticas u otro efecto adverso durante las sesiones de EMTr. En los
pacientes que se sometieron a EMTr placebo y rehabilitacién no se constataron
modificaciones en la amplitud ni en la FDT de la AEL

El fundamento neurofisiolégico por al cual la EMTr a bajas frecuencias pro-
duce modificaciones en la AEI no se conoce, una explicacién plausible podria
ser un efecto modulador de los circuitos intracorticales inhibitorios (depresién a
largo plazo) y reforzamiento de la inhibicién GABAérgica (14). Se describe que
este efecto ocurre también en regiones cerebrales distantes a la estimulada (54).
La presencia de AEI se asocia a cambios neurofisiolégicos, neurometabdlicos,
neurovasculares y neuroquimicos resultando en trastornos cognitivos, conduc-
tuales, afectivos sin que necesariamente se produzcan crisis epilépticas (55). La
evaluacion de la AEI en pacientes con infarto cerebral sometidos a EMTr carece
de reportes en la literatura revisada.
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FIGURA. 1 Espectro de frecuencia del EEG para las derivaciones del sistema internacional 10-20 en un
paciente con infarto cerebral sometido a rehabilitacién multifactorial intensiva y EMT-1Hz. Curvas espec-
trales negro antes de la terapia. Curvas rojo después de las 21 sesiones de terapia. N6tese el predominio
de las altas frecuencias y en el espectro de frecuencia posterapia.

A pesar de que existen algunos puntos de contacto y similitudes en la patogé-
nesis de la actividad epileptiforme registrada en pacientes después de un infarto
cerebral y en algunos tipos de epilepsias, no es plausible asumir que el efecto
modulador que produce la EMTr sobre neurotransmisores especificos como el
GABA vy sus receptores en estas epilepsias con la consecuente disminucion de la
AFI se pueda traspolar linealmente a lo que sucede con la AEI en el infarto cere-
bral. Los reportes publicados en pacientes con ECV isquémica no han demostrado
relacion entre la frecuencia de descarga de AEI y la evolucion clinica, e incluso no
existen evidencias de que el dafo isquémico se incremente con el aumento de
hiperexcitabilidad eléctrica de la membrana del tejido cicatrizal o necrético en los
estadios subagudo o crénico de la enfermedad (56, 57).

Podemos concluir planteando que la EMTr adjunta a las técnicas de rehabi-
litacion representa una potencial alternativa terapéutica en pacientes con infarto
cerebral aun en estadios cronicos. Los estudios neurofuncionales y en especial los
que evaldan la actividad eléctrica cerebral contribuyen a la comprension de los
mecanismos funcionales que median en el efecto de la EMT sobre el cerebro tras
la recuperacion después de un accidente cerebrovascular.
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Resumen

a enfermedad de Alzheimer (EA) es la principal causa de demencia en

las personas de edad avanzada en los paises desarrollados. Constituye un

creciente problema de salud publica, ya que el progresivo envejecimiento
de la poblaciéon mundial hace que la incidencia de esta enfermedad pueda verse
muy incremendata en las préximas décadas. Este trastorno tiene un inicio insi-
dioso y una evolucién progresiva e irreversible. Los tratamientos farmacolégicos
de los que se dispone hasta la fecha tienen un efecto limitado sobre la sintoma-
tologia en las fases iniciales de la enfermedad, pero no logran frenar el avance de
la misma. Es por ello que se hace necesario profundizar en el conocimiento de
los mecanismos patogénicos de la enfermedad para asi poder desarrollar nuevas
estrategias terapéuticas que permitan un tratamiento mds satisfactorio para estos
pacientes.
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Antecedentes

Laenfermedad de Alzheimer (EA) debe sunombre al doctor Alois Alzheimer, que
en 1901 describi6 por vez primera el caso de la paciente “Auguste D”, una interna
del asilo de enfermos mentales de Frankfurt. “Auguste D” padecia sintomas que
incluian pérdida de la memoria, problemas de lenguaje y comportamiento impre-
decible. En 1906 y tras la muerte de “Auguste D”, Alois Alzheimer examin6 el
cerebro de la paciente y pudo observar masas gomosas anormales (actualmente
conocidas como placas amiloideas) y agrupaciones fibrilares (actualmente lla-
mados ovillos neurofibrilares), consideradas dos de las lesiones histopatolégicas
caracteristicas de la enfermedad.

Enfermedad de Alzheimer

La EA se caracteriza por la presencia de niveles elevados de B-amiloide (BA) —
péptido implicado en la formacién de las placas de p-amiloide— y por la hiper-
fosforilacion de la proteina tau, principal componente de los ovillos neurofibrila-
res (Selkoe, 1989; Haass and Selkoe, 2007; Castellani et al., 2009). Estas lesiones
inducen una répida pérdida neuronal y provocan un proceso neuroinflamatorio
que va acompanado de una activacién de la glia y de estrés oxidativo, los cuales
también estdn involucrados en el dafio neuronal y favorecen la progresion de la
EA (Selkoe, 2000). La EA se caracteriza tener una evolucién progresiva e irrever-
sible, provoca la paulatina pérdida de la memoria y de las facultades cognitivas, y
con el tiempo, la capacidad de llevar a cabo las tareas mas simples. En la mayoria
de las personas afectadas por esta enfermedad, los sintomas aparecen por primera
vez superados los 60 aios de edad y presentan una media de supervivencia tras el
diagnéstico de 4-10 afios (Lu et al., 2009).

La EA es causa frecuente de demencia en las personas de edad avanzada y es,
ademds, la enfermedad neurodegenerativa mas comun en el mundo desarrollado
y la quinta causa principal de muerte en las personas mayores de 65 afios (Aliev
et al.,, 2008; Hung, et al., 2010). Se calcula que actualmente existen 26.6 millones
de personas afectadas por la EA en todo el mundo (Noble et al., 2009). Y se prevé
que durante los préximos 40 afios este numero se eleve hasta cuatro veces, debido
al rapido aumento en el nimero de personas de edad avanzada. Este hecho ha lle-
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vado a un creciente interés en el estudio de las enfermedades neurodegenerativas
y al desarrollo de estrategias terapéuticas que resulten eficaces en el tratamiento y
prevencion de la EA, debido ala falta de tratamientos eficaces hasta la fecha.

En los ultimos afios se ha producido un progreso sustancial en la compren-
si6n de la fisiopatologia de la EA gracias al estudio de la forma autosémica domi-
nante de familiares de Alzheimer (FAD).

Esta forma de la EA es causada por mutaciones en tres genes: el gen de la
proteina precursora amiloidea (APP), la presenilina-1 y la presenilina-2 (Hau-
ser et al., 2010; Castellani et al., 2010). Las mutaciones en estos genes causan la
acumulacién de péptidos de BA en las regiones cerebrales importantes para el
aprendizaje y la memoria. Los péptidos de PA son una poblacién heterogénea
de fragmentos que se generan a través de la escision proteolitica de la proteina
precursora APP (Hsiung and Feldman, 2008).

La relacién entre el FAD vy las formas de aparicion tardia de la EA asi como
hallazgos neuropatolégicos sirven de base para la “hipétesis de la cascada ami-
loide” de la patogénesis de la EA (Bertram et al., 2010; Bi, 2010). Durante muchos
anos, la hipétesis principal de la EA ha incluido los efectos téxicos de una acu-
mulacién gradual de placas de PA en el cerebro. El PA se produce después del
procesamiento secuencial de la proteina precursora del amiloide (APP), y del
aumento de los niveles de los niveles de -1-42, responsable de provocar los efec-
tos neurotéxicos y por ello se considera como un factor clave enla EA (Walsh and
Selkoe, 2007; Willnow et al., 2010). Sin embargo, una de las principales criticas de
la hip6tesis amiloidea ha sido que los niveles de PA fibrilar, las especies que cons-
tituyen las placas insolubles, se correlaciona pobremente con el grado de demen-
ciay atrofia cerebral, ademds de la perdida cognitiva. Por otra parte, los individuos
normales pueden tener un incremento significativo en la deposicién de placas
cuando se les realiza una autopsia. La pérdida de sinapsis se ha considerado una
caracteristica de la EA, esta pérdida sindptica se ha podido observar en modelos
experimentales de animales transgénicos (Hung et al., 2010; Bekris et al., 2010).

Como ya hemos comentado, las manifestaciones histopatoldgicas de la EA
incluyen dep6sitos de PA que aparecen con dos configuraciones distintas: en el
parénquima cerebral en forma de placas amiloides o bien en la pared de los vasos
cerebrales en forma de depésitos concéntricos a la luz, y ovillos neurofibrilares
intracelulares compuestos por fibras del citoesqueleto anormalmente alterado
principalmente agregados de proteina tau (t) hiperfosforilada (Selkoe, 2001).



Aurelio Vazquez de la Torre, J. G. Pizarro, Maria Luisa de Lemos, S. Abad Florensa, Dora A. Sanchez,
Victor Rimbau, Marta Catalina Rivera Cervantes, Carlos Beas Zarate y Antoni Camins

Con respecto al estrés oxidativo, se ha demostrado en modelos in vitro en cultivos
neuronales que el A presenta propiedades prooxidantes favoreciendo la produc-
cién de los radicales libres de oxigeno y la muerte neuronal.

En las fases iniciales de la enfermedad, la formacién de los ovillos neurofibri-
lares estd restringida al hipocampo; a medida que la enfermedad avanza, los ovi-
llos neurofibrilares se extienden por todo el cerebro. Las placas también se extien-
den por todo el cerebro, empezando en la neocorteza. Cuando llega la fase final,
los dafios se han extendido ampliamente y se observa una intensa atrofia cerebral
que ha sufrido una pérdida evidente de grosor y circunvoluciones (Selkoe, 2003;
Hung et al,, 2010). Esta atrofia cerebral aparece casi siempre en las fases clini-
cas de la enfermedad y afecta preferentemente al 16bulo temporal, incluyendo las
regiones entorrinal y subicular, asi como el hipocampo y la amigdala. Los l6bulos
parietales y frontales estdn menos alterados (figura 1).

Temprana Leve a moderada Severa

FIGURA 1. Representacién grafica de las distintas areas cerebrales afectadas en las diferentes fases de
la enfermedad de Alzheimer.

Sintomatologia

Elnimero de personas de edad avanzada con lesiones histopatoldgicas propias de
la EA es mucho mayor que el nimero de personas que padecerdn la enfermedad,
lo que nos permite suponer que el cerebro envejecido soporta durante un tiempo,
aveces muy prolongado, los efectos de la formacion de estas lesiones. La enferme-
dad puede tener una fase inicial clinica predemencial en la que los problemas de
pérdida de memoria, conocidos como deterioro cognitivo leve de tipo amnésico
(DCL o MClI en inglés), son una de las primeras sefiales de la EA. Esta fase prede-

[298]



Enfermedad de Alzheimer. Busqueda de potenciales tratamientos antiapoptoticos

mencial sintomdtica aparece aproximadamente en la mitad de los pacientes que
desarrollard la enfermedad. Las personas afectadas con este deterioro cognitivo
tienen mds problemas de memoria cuando son comparadas con personas de su
misma edad que no presentan DCL; desgraciadamente, no es posible realizar el
diagnoéstico de EA en esta fase inicial.

Enfermedad de Alzheimer leve

En esta etapa aparece una pérdida de memoria y surgen alteraciones en otras
capacidades cognitivas que permiten diagnosticar la aparicién de demencia, lo
que es indispensable para el posible diagnéstico de EA. Los problemas de memo-
ria, fundamentalmente episédica, pueden incluir que el enfermo salga ala calle y
se pierda, dificultad para manejar el dinero y pagar las cuentas, repetir las pregun-
tas, requerir mds tiempo para completar las tareas diarias normales, juicio defi-
ciente y cambios en el estado de 4nimo y en la personalidad; es también frecuente
que aparezcan problemas de concentracién. El diagnéstico de EA suele hacerse
durante esta etapa.

Enfermedad de Alzheimer moderada

A medida que la enfermedad va avanzando, el daio neurolégico afecta las areas
del cerebro que controlan el lenguaje, razonamiento, procesamiento sensorial y el
pensamiento consciente. La pérdida de la memoria y la confusién aumentan y los
pacientes empiezan a tener problemas para reconocer a familiares y amigos, des-
orientacion temporal y espacial manifiesta, comienzan a olvidar datos autobiogra-
ficos. La capacidad de aprendizaje se ve claramente reducida, llegdindose incluso
a perder. Los enfermos de EA se muestran incapaces de llevar a cabo tareas que
incluyen multiples pasos (tales como vestirse) o hacer frente a situaciones nuevas.
Aparecen problemas neuroldgicos como bradicinesia y alteraciones posturales.
Es posible que tengan alucinaciones, ideas delirantes y paranoia, falsas percepcio-
nes, apatia y comportamiento compulsivo.
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Enfermedad de Alzheimer severa

Al llegar a la etapa final de la enfermedad, las placas y ovillos se han extendido
por todo el cerebro, que padece ademas un fuerte grado de atrofia. Al llegar a esta
fase de la EA los pacientes estin totalmente desorientados, incluso en espacios
habituales como su casa, sufren afasia grave e incapacidad para comprender, asi
como apraxia y falta de reconocimiento de objetos. A nivel conductual persisten
las alucinaciones, defectos de la percepcién y agitacion. Se acrecientan las altera-
ciones neuroldgicas como la bradicinesia, alteraciones posturales, crisis mioclo-
nicas y epilépticas, falta de control de esfinteres, falta de motilidad y dificultad en
la deglucién. En este estadio dependen completamente de otros para su cuidado.
Finalmente, es frecuente que el paciente quede en un estado de postracion.

Factores genéticos y riesgo de enfermedad de Alzheimer

Aunque la EA es una patologia de aparicién esporddica, la mayoria de los enfer-
mos de EA presentan el tipo llamado EA de aparicidn tardia, la cual usualmente
se desarrolla a partir de los 60 ainos de edad y aumenta su frecuencia en la octava
década de la vida; sin embargo, aproximadamente 10% de los casos tiene un histo-
rial familiar de EA y padecen la enfermedad en edades mds tempranas. El estudio
de dichos casos ha permitido conocer que la mayoria de estos pacientes presentan
mutaciones en tres genes localizados en el cromosma 21, 14y 1, pero no en todas
las ocasiones en que la enfermedad aparece tempranamente es causada por tales
mutaciones.

Uno de estos genes implicados en el desarrollo de la enfermedad es el de la
proteina precursora de amiloide (APP) que se encuentra en el cromosoma 21, las
mutaciones en esta proteina de membrana inducen alteraciones en los puntos de
corte de las distintas secretasas que conducen a la formacién de fragmentos mds
largos (42 aa) e insolubles que forman parte de las placas de p-amiloide.

Los genes de la presenilina 1 (cromosoma 14) y de la presenilina 2 (cromo-
soma 1) tienen relacion causal con el Alzheimer, estas proteinas tienen actividad
secretasa y se las ha vinculado con la formacién de los fragmentos de B-amiloide
que se precipitan formando las placas seniles. Ademads existen evidencias de que la



Enfermedad de Alzheimer. Busqueda de potenciales tratamientos antiapoptoticos

sobreexpresion de la presenilina 2 incrementa las tasas de apoptosis de las células
en cultivo (Wragg M, et al., 1996)

La apolipoproteina E (APOE), una glicoproteina implicada en el transporte
del colesterol y otros lipidos en los diferentes tejidos, ha sido relacionada en
numerosos estudios a la enfermedad de Alzheimer de aparicion tardia. Este gen
presenta polimorfismo y la presencia del alelo €4 se considera un factor de riesgo
de padecer la enfermedad (Wollmer, 2010). El receptor de la APOE se ha relacio-
nado con la regulacién de la proteina precursora del p-amiloide. Cerca de 40% de
las personas que desarrollan EA de aparicion tardia son portadoras de este gen.
Sin embargo, ser portador de la forma APOE 4 del gen no significa necesaria-
mente que una persona desarrollard la enfermedad, ya que existen otros muchos
loci cromosémicos implicados (Selkoe, 2005) y las personas que no son porta-
doras del gen de las formas APOE 4 también pueden desarrollar la enfermedad
(Fonseca et al., 2010).

En los ultimos anos la lista de genes implicados en el aumento del riesgo de
desarrollo de la EA ha ido en aumento. Asi, distintos estudios han identificado
variantes de los genes SORL1 (sortilin-related receptor 1). El gen CLU produce a
la clusterina, que normalmente acta como protectora del cerebro; la mutacién de
este gen contribuye al desarrollo de la EA. La proteina PICALM (Phosphatidylino-
sitol binding clathrin assembly protein) es importante en las sinapsis y esté involu-
crada en el transporte de moléculas hacia el interior de las neuronas, participando en
el proceso de la memoria y otras funciones cerebrales (Lee et al., 2010). El correcto
funcionamiento de las sinapsis esta estrechamente relacionado con el rendimiento
delamemoria enla EA, porlo tanto los cambios en los genes que afectan alas sinap-
sis podrian estar relacionados con el desarrollo de la enfermedad.

Factores relacionados con el estilo de vida

Nuevos estudios apuntan a que una dieta equilibrada, la actividad fisica, las rela-
ciones sociales y la actividad cognitiva constante contribuyen a la prevencién de
la aparicion de la EA y de la pérdida cognitiva en general. También se estd investi-
gando la posible relacién entre el declive cognitivo y trastornos vasculares y meta-
bolicos tales como las enfermedades cardiacas, los accidentes cerebrovasculares,
la hipertension, la diabetes y la obesidad (Bi, 2010). Entender estas relaciones
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puede ayudarnos a deducir si la implicacién de ciertos factores de riesgo asocia-
dos con esas enfermedades también puede favorecer la aparicion de la EA.

Diagnéstico de la enfermedad de Alzheimer

El estudio de marcadores bioldgicos e imagenes de tomografia computarizada
(TC) y de resonancia magnética (RM) de personas con DCL y personas que tie-
nen un historial familiar de EA pueden aportar datos acerca de las alteraciones que
aparecen en el cerebro en las fases iniciales de la EA. Son numerosos los esfuerzos
que se llevan a cabo para detectar la enfermedad de Alzheimer de manera precoz,
a fin de tener una respuesta més eficaz que los tratamientos actuales.

Uno de los mayores problemas que existen para el diagndstico de la EA reside
en que se corrobora tinicamente post mortem (Rossor et al., 2010). El diagnéstico
se lleva a cabo vinculando la evolucidn clinica de la enfermedad con un examen
histopatoldgico en la autopsia.

Enla actualidad, el diagnostico trata de separar a los pacientes en dos grupos:
segun si los problemas de memoria que padecen son debidos a una EA o bien si
éstos podrian tener otra causa.

Para el diagnéstico de la enfermedad de Alzheimer se llevan a cabo una serie
de pruebas neuropsicoldgicas que se acompaiian de técnicas de imagen y analisis
de distintos biomarcadores; sin embargo la unién de todas estas pruebas no es
concluyente ya que se considera que el diagnéstico no es certero hasta el anali-
sis histopatoldgico del enfermo. La anamnesis del paciente se basa en preguntas
acerca de la salud general de la persona, sus problemas médicos previos y su capa-
cidad para realizar actividades diarias o sobre cambios en el comportamiento y
en la personalidad, a esto se le afiaden las pruebas relacionadas con la memoria,
la capacidad de resolver problemas, prestar atencién y contar, las habilidades de
lenguaje y tareas elementales, asi como otros test de tipo espacial.

Todas estas pruebas deben acompaiarse de gammagrafias del cerebro, tales
como la tomograffa computarizada (TAC o CT en inglés), o las im4genes por
resonancia magnética (IRM o MRI en inglés), con el fin de observar posibles alte-
raciones de secrecién de neurotransmisores, flujo sanguineo y actividad cerebral.
También pueden llevarse a cabo anilisis de sangre, orina o liquido espinal con el
fin de hallar distintos biomarcadores. Estas pruebas pueden ser repetidas para dar
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informacion sobre la evolucién de la enfermedad, lo cual también ayuda a acotar
el diagnostico. El diagndstico precoz es beneficioso porque el tratamiento en las
etapas tempranas de la enfermedad puede ayudar a preservar algunas capacidades
cognitivas desde meses hasta anos, a pesar de que el proceso subyacente de la
enfermedad continte su curso; ademds, los tratamientos farmacoldgicos actuales
muestran una mayor eficacia en las primeras fases de la enfermedad.

Tratamiento

Pese a que la forma mds eficaz de tratar esta enfermedad seria la de combatir los
mecanismos etiopatogénicos con la finalidad de detener su progresion, lo cierto
es que uno de los principales problemas existentes a la hora de abordar el trata-
miento de la enfermedad es que los medicamentos disponibles hasta la fecha s6lo
actuan sobre la sintomatologia en las fases iniciales de la EA; reducen los sintomas
clinicos pero en ningtin caso evitan la progresion de la enfermedad.

Por lo tanto, es necesario desarrollar nuevas estrategias terapéuticas mas efi-
caces para la prevencion y tratamiento de la EA. De esta manera, se han propuesto
muchos mecanismos preventivos, incluyendo el estudio de predisposiciones
genéticas (por ejemplo, los niveles de expresion de las presenilinas y ApoE), los
procesos inflamatorios que van asociados con la liberacion de citocinas, el estrés
oxidativo y los procesos de neurotoxicidad provocados por iones metélicos (Shah
et al,, 2008). También se est4 intentando desarrollar tratamientos que aumenten
la solubilidad del B-amiloide, o prevenir su formacién; igualmente, la inhibicién
de la fosforilacién de la proteina tau (1) o del proceso apoptdtico, como nuevas
estrategias para abordar la enfermedad.

Actualmente se dispone de cuatro farmacos aprobados por la U.S. Food and
Drug Administration para el tratamiento de la EA (Castellani et al.,, 2010). El done-
pezil (Aricept®), un inhibidor especifico de la acetilcolinesterasa, que compensa
el déficit colinérgico que padecen estos pacientes, sin embargo los pacientes
muestran una mejora limitada en los sintomas; la rivastigmina (Exelon®), un anti-
colinesterasico de segunda generacion y que basa su mecanismo de accién en el
mismo principio que el ya nombrado donepezil y la galantamina (Razadyne®),
una amina terciaria que ejerce un bloqueo selectivo, competitivo e irreversible de
la acetilcolinesterasa pero que ademds ejerce un efecto sobre los receptores nicoti-
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nicos pre y postsinapticos lo que induce una mayor liberacién de acetilcolina, pero
su significado clinico no estd claro. Estos firmacos se emplean en el tratamiento
del Alzheimer de grado leve a moderado (el donepezil puede ser también utili-
zado EA de grado severo) (Lu et al,, 2009). La memantina (Namenda®) se emplea
para el tratamiento del Alzheimer de grado moderado a severo (Lipton, 2006;
Middleton and Yaffe, 2009), la memantina es un antagonista no competitivo del
receptor glutamatérgico NMDA y reduce la disfuncién neuroldgica provocada
por una elevacion patoldgica de los niveles tonicos de glutamato. Estos farma-
cos pueden ayudar a mantener las habilidades como el pensamiento, la memoria,
el habla, asi como paliar ciertos problemas comportamentales. Sin embargo, no
frenan el proceso neurodegenerativo y solamente son efectivos durante un lapso
limitado, motivo por el cual se estin estudiando nuevas estrategias terapéuticas
que actuien sobre la patogenia de la EA.

Nuevas estrategias terapéuticas antiapoptoticas para la prevencion
o tratamiento en la enfermedad de Alzheimer

Antioxidantes

Pese a que —como hemos comentado anteriormente— el estrés oxidativo tiene
un papel clave en el proceso de muerte neuronal, el aporte de antioxidantes en la
prevencién de las enfermedades neurodegenerativas es controvertido. La princi-
pal ventaja de estos agentes es su seguridad y tolerabilidad. Se ha sugerido un gran
numero de moléculas anti-oxidantes que podrian ser utiles en la prevencién y/o
tratamiento de las enfermedades neurodegenerativas, por ejemplo la vitamina E,
la melatonina, el resveratrol, la carnosina y la coenzima Q10 (Strijks ef al., 1997;
Shults et al., 2003; Massieu et al., 2004; Pallas et al., 2009). Todos estos firma-
cos antioxidantes tienen efectos neuroprotectores frente al B-amiloide y otras
neurotoxinas en cultivos de células neuronales. Actualmente se dispone de datos
experimentales para varios compuestos antioxidantes y se ha investigado sobre
la administracion en la dieta de vitaminas E y C en seres humanos. Un estudio
clinico indica que en pacientes con EA moderadamente grave la administracién
de vitamina E retrasa la progresién de la enfermedad. Dichas investigaciones
aportan pruebas de los efectos beneficiosos de la mencionada vitamina cuando
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se le incluye en el tratamiento de EA (Boothby et al., 2005; Issaac et al., 2008).
De acuerdo con estos resultados, estudios sobre la administracién de vitamina C,
carotenoides y otros antioxidantes a los pacientes con EA han demostrado que
éstos también tienen un efecto protector frente a la enfermedad. Sin embargo,
los datos publicados sobre la vitamina E no son compatibles en otros estudios
respecto a la eficacia de esta vitamina en la prevencion o el tratamiento de pacien-
tes con Alzheimer o deterioro cognitivo leve (MCI) (Lloret A et al.,, 2009). Por
lo tanto, se requieren mds investigaciones para determinar la contribucién de la
vitamina E —sola 0 en combinacién con otros firmacos— en el tratamiento del
deterioro cognitivo en la EA.

Melatonina

La melatonina es un compuesto bien tolerado que se ha comercializado como un
suplemento nutricional en varios paises. Tiene varias acciones como regulador de
las enzimas antioxidantes y por si mismo actiia como agente captador de radicales
libres de oxigeno. Asi mismo, los efectos anti-apoptoticos de la melatonina pue-
den explicarse por su actuacién a nivel mitocondrial y no mitocondrial (Lopez et
al., 2009; Olcese et al., 2009). Se ha descrito un efecto antiapoptético de la mela-
tonina a través de la prevencion de la formacion de cdkS/p25 y el estrés oxidativo
inducido por la sobrecarga de calcio mitocondrial, la despolarizaciéon mitocon-
drial, la formacién de ERO y la apertura del poro de transicién mitocondrial que
precedealaliberacion cyt c (Carretero et al., 2009). De hecho, presenta un potente
efecto neuroprotector frente a la neurotoxicidad provocada por BA en cultivos de
células neuronales. Por otra parte, estudios in vivo mediante un modelo de ratén
transgénico de la EA demuestran que la administracién de melatonina se asocia
con beneficios cognitivos y de comportamiento, posiblemente relacionados con
la prevencion de la agregacién del BA y también con efectos antiinflamatorios
(Cardinali ef al,, 2002). La melatonina puede ser ttil en modelos experimenta-
les, como lo demuestran los resultados de estudios realizados con neurotoxinas,
como el 4cido 3-nitropropionico en ratas de laboratorio (un modelo animal de
la enfermedad de Huntington) y en modelos experimentales de la EP. Ademds
este compuesto tiene un efecto anti-envejecimiento, como se ha demostrado en
ratones que envejecen precozmente (SAMPS). En conjunto, todos estos datos
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experimentales apoyan a la melatonina para el tratamiento a largo plazo, como
estrategia principal o complementaria en la prevencién de enfermedades neuro-
degenerativas. Aunque s6lo se han realizado unos pocos estudios clinicos con este
compuesto, segin informa un reciente estudio los pacientes con deterioro cogni-
tivo leve a los cuales se les administraron 9.3 mg de melatonina al dia mostraron
una mejoria significativa en la funcién cognitiva. Sin embargo, el potencial de la
melatonina como un posible medicamento contra la demencia o su aplicacion
en los trastornos neurolégicos, sola o en combinacién con otros medicamentos,
requiere més estudios (Furio et al., 2007).

Inhibidores de la GSK3[3

Un gran numero de estudios sugieren que un incremento en la actividad de la
enzima GSK3p conduce a un efecto proapoptdtico y por lo tanto la inhibicién de
GSK3p presentaria efectos neuroprotectores (Hampel et al., 2009; Camins et al.,
2009). Se ha demostrado que la enzima GSK3p desempefia un papel crucial en
la modulacién de la sefal intracelular en vias implicadas en el proceso de muerte
neuronal debido a su capacidad de fosforilar diversos grupos de sustratos (Sele-
nica et al,, 2007; Camins et al., 2009). Probablemente el mds importante entre
ellos es la proteina tau (1), que estd directamente involucrada en la patogénesis
de EA formando el componente principal de los ovillos neurofibrilares (Bhat et
al., 2003). La evidencia de que GSK3 fosforila tau ha generado un considerable
interés en los inhibidores de GSK3[ como agentes neuroprotectores. El hallazgo
de que el litio inhibe la GSK3p y ademas podria activar la proteina Akt (via de
supervivencia neuronal) ha dado lugar ala hipétesis de que este compuesto podria
mejorar los sintomas o retrasar la progresién de la EA. Se ha demostrado que la
proteina Akt (también conocida como proteina cinasa B, PKB) est4 involucrada
en la regulacién, especificamente en la inactivacién de esta enzima (fosforilacién
ser9) de GSK3. Los farmacos implicados en la inhibicién de GSK3p, como el
litio y los inhibidores selectivos como SB-216763 y SB-415286, paullonas e indi-
rubinas —pese a que estas ultimas no resultan selectivas, ya que también son
capaces de inhibir las cinasas dependientes ciclinas (CDKs)— podrian constituir
una estrategia adecuada para la obtencion de neuroproteccioén y prevencion de la
muerte neuronal en la EA. Por otra parte, en un modelo de ratén transgénico de
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tau mutante, Pérez et al. demostraron que un tratamiento crénico con Li** dismi-
nuia la fosforilacién y agregacion de tau en los ovillos neurofibrilares.

Farmacos anti-inflamatorios

La utilizacién de los firmacos anti-inflamatorios se ha propuesto como otra estra-
tegia para mejorar la funcion cognitiva en la EA y para evitar la pérdida de células
neuronales. Estos firmacos pueden ejercer su efecto beneficioso mediante la inhi-
bicién de la cascada inflamatoria en el cerebro de pacientes con EA (Imbimbo,
2004; Pasqualetti et al., 2009). La hipétesis de cascada de B-amiloide sostiene que
la acumulacién de amiloide en las placas seniles desencadena una cascada pato-
légica que da lugar a la disfuncién neuronal y muerte. Ademds de la deposicién
de PA, también genera una respuesta inflamatoria por la acumulacién de enredos
(ovillos) neurofibrilares. De este modo se genera una retroalimentacién positiva
que se inicia con una inflamacién que promueve la produccién y el aumento de
PA y su deposicion. Dado que la respuesta inflamatoria al PA es perjudicial, los
firmacos anti-inflamatorios se han propuesto como agentes beneficiosos en el tra-
tamiento de EA (Imbimbo, 2004; Profenno et al., 2005 ). Ademas, estudios recien-
tes indican que los firmacos anti-inflamatorios no esteroideos tienen efectos anti-
apoptoticos frente al péptido BA en cultivos de neuronas corticales de rata. Los
AINE podrian bloquear la despolarizacién mitocondrial provocada por el pA a
través de la inhibicién del incremento del calcio a nivel mitocondrial (Hirohata
et al.,, 2005). Por otra parte, al impedir la produccién de ERO y la inhibicién de
la liberacién cyt c, estos firmacos pueden ejercer un efecto anti-apoptético. Por
consiguiente, la preservacién de la funcién mitocondrial se ha propuesto como el
principal mecanismo de accidn a través del cual los AINE ejercen la accién neu-
roprotectora. Estas hipdtesis se apoyan en el hallazgo que la pérdida de memoria
y del aprendizaje en ratones Tg2576 APP fueron atenuados por un tratamiento
crénico con R-flurbiprofeno (Galasko et al., 2007). Por otra parte, se ha pro-
puesto que los efectos antiapoptéticos de R-flurbiprofeno y otros firmacos AINE
podrian deberse a un aumento en la produccién de neurotrofinas (Van Groen et
al., 2005). Estos hallazgos favorecen el uso de dichos formacos en el tratamiento
de la EA. Aunque los resultados de los ensayos clinicos de los AINE hasta ahora
han sido desalentadores, son necesarios més ensayos clinicos, por ejemplo con
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R-flurbiprofeno, para entender como este firmaco y otros AINE pueden prevenir
el deterioro cognitivo en pacientes con EA.
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Resumen

a expectativa de vida del ser humano actualmente es mayor debido, en

gran medida, a los avances en la medicina y a la mejoria de las condicio-

nes de vida. Se han podido controlar factores de riesgo de enfermedades
que antes eran mortales.

Sin embargo, el costo de este privilegio redunda en la aparicién de patologias
que se presentan mds caracteristicamente asociadas a una mayor edad, como la
demencia. Esta entidad se manifiesta por alterar las funciones cognitivas, percep-
tivas, conductuales y, eventualmente, la funcionalidad de la persona; haciéndola
mas dependiente de otros. Estos (los cuidadores), quienes al tratar de subsanar las
necesidades bésicas e instrumentales de la vida diaria del sujeto en cuestién, ademads
de otras funciones como monitor, enfermero, ayudante doméstico, vigilante de la
alimentacién, medicacidn, visitas al médico, etc., ven mermados varios aspectos de
su propia vida a costa de las crecientes demandas conforme progresa la enfermedad.

Dichos cuidadores corren el riesgo de enfermar, ademds de comprometer la
calidad de los cuidados que prodigan al enfermo con demencia. Es importante
detectar a tiempo esta sobrecarga con el fin de planear estrategias e intervenciones
que beneficien tanto al enfermo como al cuidador.

! Instituto de Geriatria (INGER), SSA, México DF.
Clinica de Cognicion del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran”.
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Introduccion

El avance de la medicina y la mejoria en las condiciones sanitarias han permitido
controlar muchos factores de riesgo de enfermedades que ocasionaban la muerte
en etapas mds tempranas. Sin embargo, esto ha acarreado otra problematica: la
aparicion de enfermedades propias de edades mds avanzadas, como la hiperten-
sién arterial sistémica, diabetes mellitus, cardiopatias, enfermedad vascular cere-
bral, incluso la demencia. La demencia ocasiona compromiso en las funciones
mentales superiores, situacién que repercute en la funcionalidad de la persona
y la coloca en una posicién de desventaja ante sus semejantes, y de dependencia
frente a sus familiares, particularmente el individuo que lo asista en las actividades
cotidianas de la vida diaria y a quien se le conoce como cuidador.

Cuando la atencién al enfermo con demencia rebasa las capacidades del cui-
dador ocurre el agotamiento de éste, llamado sobrecarga o agobio. Esta situacién
pone en riesgo el futuro cuidado del enfermo, aumentando las probabilidades de
su institucionalizacién, con todo lo que esto implica.

La deteccién oportuna y pertinente de la sobrecarga del cuidador permite
garantizar tanto su integridad fisica, mental y espiritual como la del propio
paciente. Con esto en mente, se han disefiado instrumentos de evaluacién de la
sobrecarga o agobio que permiten dicha deteccién y son un buen indicador de los
efectos del cuidado.

Concepto de demencia

La demencia se caracteriza por una declinacién en varias funciones cognitivas,
las cuales ocurren conservando un estado de conciencia claro. Estos alteraciones
se pueden clasificar en dos grandes grupos: cortical y subcortical. Los primeros
denotan amnesia (pérdida de la memoria), afasia (incapacidad para el uso del
lenguaje), apraxia (pérdida de la capacidad para realizar movimientos previa-
mente aprendidos o adiestrados) y agnosia (pérdida de la capacidad para reco-
nocer estimulos visuales). La presencia de estos sintomas manifiesta disfuncién
de una extensa drea de la corteza cerebral. Las demencias subcorticales se distin-
guen, entre otros sintomas, también por alteracién de la memoria pero que pude
presentarse en etapas mds avanzadas de la enfermedad, ademds de: bradipsiquia,
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apatia, alteraciones en la fluidez verbal y en la evocacién de informacion, falta de
iniciativa o de estimulo vital. Inicialmente se presentan desérdenes en la marcha
y el movimiento, y a menudo coexisten sintomas depresivos (Folstein y Folstein,
1994), algunas veces alucinaciones, trastornos del suefio y otras alteraciones del
comportamiento.

Dichos problemas requerirdn de otro tipo de apoyos para sobrellevar el cui-
dado de estas personas, quienes, eventualmente, demandardn mas atencion y se
tornardn mdas dependientes de terceros, particularmente de quien o quienes fun-
jan como sus cuidadores, frecuentemente algin miembro de la familia.

La prevalencia de la demencia va en aumento al incrementarse la edad de las
personas. La variabilidad de las prevalencias entre los diferentes estudios estriba
en los diversos métodos de escrutinio que han utilizado los investigadores, como
la seleccion de las muestras, los criterios de inclusin, exclusién y diagndstico, asi
como los instrumentos para la investigacion. También han influido en la prevalen-
cia de esta entidad el contexto ambiental y el tipo de poblaciones estudiadas. Se
ha observado una baja prevalencia de demencia y enfermedad de Alzheimer en
Nigeria y en la India debido al alto indice de mortalidad entre las personas afecta-
das por la demencia. Por otro lado, la migracién de la poblacién desde zonas rura-
les a las urbanas matiza el resultado de estas investigaciones (Smith et al,, 2005).
En el Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia Manuel Velasco Sudrez,
de la Ciudad de México, se observé que la demencia y la depresién ocupan un
quinto lugar en morbilidad, después de accidentes, enfermedades cardiovascu-
lares, cirrosis hepética y diabetes mellitus (Corona- Vazquez, et al, 2002). En la
Ciudad de México, la prevalencia de demencia en personas de 65 anos y mas es de
4.7 2 8.6% en poblacion urbana (Gutiérrez et al., 2001; Mejia-Arango et al., 2007);
en poblacion rural, de 8.5%. (Llibre Rodriguez JJ et al,, 2008). Esta cifra puede
ser de hasta 20-30% cuando los individuos son mas afiosos (Mittelmark, 1994).

Los cuidadores o proveedores de atencion y cuidados

En un estudio dirigido por Stone (Stone et al., 1987) basado, a su vez, en el Estu-
dio Nacional de Cuidados prolongados de 1982, que define como cuidadores
a quienes proveen asistencia no remunerada a personas de 65 o mds afnos que
experimentan dificultad en por lo menos una de las actividades bésicas de la vida
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diaria. En este estudio se encontr6 que los cuidadores eran predominantemente
mujeres (72%) de mediana edad (promedio 57 afios), casadas (70%), y sobre
quienes recafa la mayor responsabilidad del cuidado, ademds contaban con poca
o nula ayuda por parte de otros. Més de 35% de los cuidadores eran los cényu-
ges, 29% eran hijas adultas, 8.5% eran hijos varones adultos; el restante 27% lo
conformaban amigos, parientes y otras personas que cuidaban a esta secciéon de
la poblacién de adultos mayores no institucionalizados. De los hijos que fungfan
como cuidadores de sus padres ancianos, 40% pertenecian a la fuerza laboral; 9%
tuvieron que renunciar a su trabajo para poder cuidar a su pariente anciano y mds
frecuentemente eran mujeres quienes tuvieron que abandonar su trabajo para
poder cumplir como cuidador.

La funcién de cuidador puede describirse tanto en términos de cantidad de
tiempo invertida en esta actividad, como en la cantidad y tipo de servicios pro-
porcionados. Alrededor de 80% de los cuidadores encuestados en el estudio de
Stone y colaboradores proveian asistencia los siete dias de la semana, y 20% de
ellos habian fungido como cuidadores por mas de cinco afos.

El tipo de tareas o servicios que ejecutan los cuidadores es variado y a veces
estas tareas son diversificadas entre varios cuidadores; por ejemplo: 67% de los
cuidadores asiste al paciente en la higiene personal, 80% en trabajos domésti-
cos, 45% en la movilidad, 53% en la administracién de medicamentos, 49% en
el manejo de finanzas, 86% en la realizacién de compras y la transportacion. Sélo
10% de estos cuidadores recibia un pago por el desempeno de esta carga de tra-
bajo. La mayoria de estos cuidados son realizados por una sola persona.

De acuerdo con Hirschman et al. (2004), al cuidador se le define como la
persona que traslada y acompana al paciente con demencia a sus visitas clinicas
periddicas, y que proporciona datos confiables en relacion a la severidad y pro-
gresion de la demencia, ademds de ser quien asiste al paciente en las actividades
bésicas e instrumentales de la vida diaria.

En México, la disponibilidad de apoyo familiar constituye el sistema mads
importante, y a veces el dnico, para proporcionar multiples servicios al miembro
que asi lo requiere, comtinmente un anciano.

En el citado estudio de Stone (Stone et al,, 1987), 60% de los receptores del
cuidado eran mujeres con una edad promedio de 78 afios; 51% eran casadas y
41% eran viudas.
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El cuidado de los viejos recae, por lo general, sobre la familia. Esta provee de
asistencia instrumental, financiera y emocional, y desempefia un papel preponde-
rante en la toma de decisiones. Esta estructura familiar es comiin tanto en México
como en Estados Unidos. Tal solidaridad nace de valores culturales afiejos como
el amor, la convivencia, la paciencia, la tolerancia, el intercambio de servicios
(Mendoza-Martinez y Rodriguez-Garcia, 1999) y de una conciencia de grupo
que busca el bienestar de sus integrantes. Esta conciencia se intensifica cuando
alguno de sus miembros sufre de alguna incapacidad, ya sea temporal o perma-
nente. En el caso de las demencias, cuando éstas no son reversibles y el grado de
dependencia cada vez es mayor, se produce un gran impacto en el entorno fami-
liar, particularmente en aquella o aquellas personas sobre las que recae el cuidado
mads especifico de la persona demente. Un mal manejo de esta situacién puede
acelerar procesos como la hospitalizacion, la institucionalizacién, mayor grado de
invalidez y de inmovilidad o depresién, entre otras.

Para prodigar el cuidado adecuado a la persona con demencia a veces se
requieren cambios drésticos en la vida personal tanto del enfermo como del cui-
dador. Se precisa talento y sensibilidad para poder detectar alianzas, jerarquias,
barreras, conflictos familiares recientes o de antaio, y especialmente el cardc-
ter de la relacién del paciente con el cuidador potencial (Mendoza-Martinez y
Rodriguez-Garcia, 1999). Exige reorganizar la vida para asistir en ciertas tareas
como: finanzas, compras, labores domésticas, transportacién al médico, adminis-
tracion de medicamentos, apoyo en la realizacion de las actividades basicas de la
vida diaria (bafio, vestido, alimentacién, traslados, movilizacién, etc.) y en activi-
dades instrumentales de la vida diaria (uso del teléfono, manejo de medicamen-
tos, compras, traslados, finanzas, etc.). Ademds, es en el interior de cada familia
donde se define quién sera el cuidador primario, con base en el contexto general,
el ambiente mds propicio para el cuidado y el apoyo por parte de otros familia-
res e incluso otras personas ajenas a la familia, como amigos, vecinos o personal
especialmente contratado para ello. Sin embargo, en ocasiones los familiares no
necesariamente se reconocen a si mismos como el cuidador primario, sino que
asumen esta responsabilidad como parte de su “rol” dentro del nicleo familiar.

Con mucha frecuencia al asumir el papel de cuidador de una persona con
demencia se requiere hacer una profunda reflexion sobre el estado real del
enfermo; se debe dejar de pensar en la madre como la madre, o en el esposo como
el conyuge. Se deben elaborar procesos de perdén y andlisis de los propios senti-
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mientos del cuidador: perdonar al enfermo por estarlo y por las cosas que pudo
haberle hecho al cuidador en el pasado, perdonar a la enfermedad y sus sintomas,
perdonar los olvidos, perdonar los planes frustrados, perdonarse a si mismo por
los errores cometidos en el pasado, presente o en el futuro durante la accidn del
cuidado (Gray-Davidson, 1999).

Concepto de sobrecarga del cuidador

El concepto de carga se remonta a principios de la década de los sesenta, cuando
fue utilizado para evaluar los efectos y consecuencias que tenia sobre las familias
el hecho de mantener insertos en la comunidad a pacientes psiquidtricos, como
parte de un programa britdnico de asistencia psiquidtrica. En los afios setenta se
continuaron las investigaciones sobre el impacto causado al cuidador durante el
curso de la atencidn de enfermos mentales, y esto se extrapol6 a personas mayo-
res con fallas cognitivas. Para los afios ochenta, Zarit (Zarit ef al,, 1980) abordé
el problema considerando la sobrecarga del cuidador como clave para mantener
a pacientes con demencia viviendo dentro de la comunidad (entrevista de carga
del cuidador, 2007).

Debe distinguirse entre carga subjetiva y carga objetiva. La primera puede
definirse como las actitudes y reacciones emocionales ante la experiencia de cui-
dar. La segunda se refiere al grado de perturbaciones o cambios en la vida domés-
tica y laboral del cuidador o cuidadores.

El agotamiento, colapso o sobrecarga del cuidador compromete su capaci-
dad para cumplir con las demandas crecientes del familiar enfermo (Mendoza-
Martinez y Rodriguez-Garcia, 1999), ademés de provocar un agobio excesivo con
riesgo de suicidio o muerte.

Existen condiciones en el cuidador que le permitirin manejar mejor o peor
la sobrecarga. Durante el proceso de validacién de la escala original de sobrecarga
del cuidador (SCB) (Vitaliano et al,, 1991) se empled un modelo de constructo
tedrico que consiste en:

o ) exposicion a apremiantes (stressors) + vulnerabilidad
Agobio psicolégico =

recursos psicoldgicos y sociales



Sobrecarga del cuidador de enfermos con demencia

Los componentes del modelo tienen una solidez conocida en la literatura que
habla de situaciones de apremio (stress) (Appley yTrumbull, 1967), donde, ope-
racionalmente, la exposicién a apremiantes corresponde a los problemas cogni-
tivos y de conducta de la persona que recibe los cuidados. Las variables de vul-
nerabilidad tienen que ver con el tiempo que el cuidador puede soportar dichas
situaciones apremiantes. Esto va a depender de rasgos genéticos heredados y de
la experiencia adquirida (por ejemplo: variables como el estado de salud y tipo de
personalidad) (Zubin y Spring, 1977). La manera como una persona expresa su
enojo es un rasgo de personalidad (Funkenstein et al., 1957; Biaggio, 1980). En
cuanto a los recursos, éstos se refieren a la moral del individuo (del cuidador), su
autoestima, su capacidad para enfrentar las cosas, sus apoyos sociales (Diener et
al,, 1985; Gottlieb, 1981; Lazarus y Folkman, 1984) y la actitud ante la vida. Si
ésta es positiva, constituye un mecanismo que amortigua las situaciones agobian-
tes que surgen cotidianamente.

Evaluacion de la sobrecarga del cuidador

Desde un punto de vista bioético personalista, se busca activamente el bien de
ambas personas (Sgreccia, 1994) y que ambas vivan de la mejor manera posible,
es decir, que su calidad de vida sea la mejor posible de acuerdo con la problema-
tica que enfrentan. El conocimiento del grado de sobrecarga del cuidador permi-
tird aportar elementos a nivel clinico para iniciar intervenciones en los aspectos
psicolédgico y socio-familiar, y asi poder mejorar tanto el estado de salud del cui-
dador como la calidad de la atencién al paciente.

No existe un estandar de oro (validez de criterio) para la deteccién de la
sobrecarga del cuidador. La investigacion de sobrecarga familiar dentro del con-
texto gerontoldgico empez6 a desarrollarse en la década de 1980. La escala de 22
elementos o items de Zarit y su grupo de colaboradores probablemente haya sido
el instrumento mds utilizado en gerontologia para evaluar la carga familiar y ha
sido punto de referencia para otras escalas. Sin embargo, este instrumento sélo
maneja dominios del cuidador como la salud fisica y psicoldgica, el drea econd-
mica y laboral, las relaciones sociales y las relaciones con el familiar a su cuidado.
Al ser la sobrecarga del cuidador un concepto muy subjetivo, se han disenado
otras escalas para evaluarla, como el Caregiver Burden Inventory (CBI) (Novak
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y Guest, 1989), el Neuropsychiatric Inventory Caregiver Distress Scale (NPI-D)
(Kaufer et al., 2000), el Screen for Caregiver Burden (SCB versién breve) (Hirs-
hman et al., 2004) y SCB de 25 elementos (SCB, versién completa) (Vitaliano et
al, 1991), que es especifico para pacientes con demencia.

Este tltimo cuestionario evalda tanto dominios propios del enfermo comolos
del cuidador. Dicha caracteristica de la escala es muy enriquecedora porque otros
instrumentos no contemplan la ventaja de sefialar, con cierta precision, la distin-
cién entre lo que ataiie al paciente y lo que es propio de su cuidador. Considerar
los dominios del paciente con demencia puede ser determinante en el momento
de tomar la decisidn de institucionalizarlo o de planear una intervencidn terapéu-
tica para el cuidador, ademads de ser un buen instrumento para predecir los efectos
del cuidado. El SCB mide seis dominios. Los dominios de los pacientes atafien
quejas cognitivas (preguntas repetitivas) y de comportamiento (conducir auto-
mévil, extraviarse, comunicacién). Los dominios de los cuidadores cubren aspec-
tos sociales (sentimiento de soledad), emocionales (vergiienza, frustracién), eco-
némicos (buscar asistencia publica) y fisicos (tareas domésticas). Se cuenta con
una version validada al espafiol en poblacién mexicana (Guerra-Silla et al., 2011).

Impactos en el ambito fisico, social, econémico y emocional
del cuidador y enfermo con demencia

Es frecuente que el cuidador de un enfermo con demencia centre su atencién y
vierta gran parte de su energia en esta labor, descuidando, no en pocas ocasiones,
su propia persona, su trabajo y a otros miembros de la familia. El cuidador suele
desatender sus propios intereses, lo que le ocasiona ansiedad, angustia, depresion
y aislamiento social (Intrieri y Rapp, 1994). Es muy comtn que no cuente con
una persona que escuche sus problemas, que lo aliente y oriente en situaciones
nuevas o de crisis. Cuando el cuidador es viejo, puede enfermar e incluso morir
antes que el paciente al que estd cuidando.

El desgaste econdmico se presenta cuando tienen que sacrificarse algunas nece-
sidades bésicas o hasta los placeres mas elementales para poder hacer frente a gastos
imprevistos, que en ocasiones incluyen la contratacién de personal de apoyo.

La salud fisica se merma grandemente cuando el cuidador tiene que reali-
zar maniobras de movilizacién que a veces rebasan su capacidad, ocasionando
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incluso lesiones musculo-esqueléticas, pérdida del apetito, trastornos del suefo,
fatiga crénica e incapacidad para relajarse. Tales esfuerzos, sin el debido descanso,
pueden conducir al colapso o sobrecarga del cuidador, situacién que repercutird
negativamente en la atencién del enfermo. El término de colapso o agotamiento
del cuidador se ha incluido dentro de los sindromes geridtricos.

El paciente con demencia experimenta dia a dia pequenas pérdidas a las
que el cuidador debe enfrentarse, y este constante perder (Mendoza-Martinez
y Rodriguez-Garcia, 1999) le produce un desgaste o duelo anticipado, pues a
menudo el enfermo se convierte en un desconocido que s6lo demanda cuidados,
ya no comparte gustos ni responsabilidades y frecuentemente ya no agradece lo
que se hace por él o ella. Esta actitud de desapego confunde al cuidador, lo entris-
tece, enoja, deprime y frustra. La prevalencia de depresion del cuidador fluctia
entre 30% y 50% (Intrieri y Rapp, 1994). En otros estudios, esta cifra llega a ser
tan elevada como 80% (Savundranayagam e al,, 2005).

La atencién 6ptima de los pacientes con demencia implica no sélo el cuidado
de quien padece la enfermedad, sino también de su cuidador (Pérez del Molino y
Ayuso Gil, 1994). Los objetivos a alcanzarse en la atencién éptima de este tltimo
incluyen: lograr la satisfaccion con los cuidados, disminuir el estrés fisico y psico-
légico, evitar su aislamiento social, aliviar y solidarizarse con su pena, asi como
conducir a la aceptacién de la enfermedad.

No todas las experiencias de los cuidadores han sido negativas. A pesar del
agobio emocional y la carga de trabajo, algunos cuidadores refieren haber sentido
satisfaccion, compaiiia y haber encontrado sentido a su propia vida al cuidar al
enfermo con demencia (Cohen et al,, 2003 ). Existen grupos de personas que viven
con una gran carga de agobio (stress) cronico, como los cuidadores de personas
con enfermedad de Alzheimer, controladores de trifico aéreo, médicos, pacientes
psiquidtricos externos (Nedic et al.,, 2008). Se ha reportado que los cuidadores
tienen un nivel més alto de sintomas por sobrecarga (depresién y trastornos del
suefio) (Von Kinel et al,, 2010), ademads de habitos de salud deficientes (conducta
sedentaria, dietas inadecuadas), y también tienen una falta de regulacién metabé-
lica marcada (niveles altos de glucemia) (Yi et al., 2008). Algunos cuidadores con
depresion estin mds propensos a tener una elevacion de plaquetas, lo que consti-
tuye un riesgo cardiovascular (Aschbacher et al., 2009).

En relacion al género, los hombres que cuidan a su conyuge con enfermedad
de Alzheimer tienen una prevalencia mas elevada de cardiopatias (Zhang et al.,
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2006). De igual manera, los cuidadores que padecen céncer tienen una menor
actividad inmunoldgica. Cuidadores hipertensos tienen mayor reactividad de su
presion sistdlica.

En consecuencia, cuidadores con comorbilidad tienen mayor riesgo de desa-
rrollar sindrome metabélico (hipertension, diabetes, obesidad, dislipidemia).
De manera que los cuidadores, al llevar a cabo un trabajo tan extenuante y des-
gastante, tienen mayor probabilidad de enfermar (Vitaliano et al,, 2003); esto,
aunado a los factores predisponentes especificos (Ferrario et al,, 2003). En cuanto
al enfermo con demencia, si su cuidador presenta sobrecarga, el enfermo est en
riesgo de ser institucionalizado, maltratado y que como desenlace disminuya su
calidad de vida (Taw CW et al., 2010, Vandeweerd C y Paveza GJ., 2005, Van-
deweerd C et al., 2006, Rosas-Carrasco O et al., 2010)

Estrategias e intervenciones que pueden prevenir
y/o disminuir la sobrecarga del cuidador

Es importante informar o asesorar a la familia sobre los cuidados del enfermo con
demencia, lo cual es un punto clave en las estrategias que aminoran la sobrecarga.
Esta informacién y recomendacion deberad realizarse preferentemente desde eta-
pas tempranas de la enfermedad ya que se ha demostrado que con una interven-
cién oportuna se obtienen mayores beneficios para el cuidador (Signe A y Elms-
t4hi S., 2008).

A todo cuidador debe explicirsele la naturaleza de los problemas cogniti-
vos y conductuales de esta enfermedad, sus consecuencias, manifestaciones y
las incapacidades a las que conduce. La educacién del familiar con respecto a la
enfermedad demencial permitird una mejor aceptacion de la misma y le ayudara
a prepararse para enfrentar y lidiar mejor con sus manifestaciones clinicas, lo cual
permitird mejorar la calidad de atencién brindada y reducir el grado de agobio
o sobrecarga que con frecuencia se puede experimentar como cuidador durante
el curso del padecimiento. Se debe sugerir también la busqueda de un grupo de
apoyo en donde pueda expresar su sentir, comparar, compartir experiencias y asi
aminorar la sobrecarga (Signe A y Elmstéhi S., 2008, Chu H et al., 2011, Grisel E
etal,2010).
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Buscar la ayuda de otros familiares, quienes deberdn contribuir con tiempo
de cuidado y/o dinero si es posible, para la contratacién de personal capacitado o
de alguna asistencia institucional para que el cuidador principal pueda tener espa-
cios propios, “respiros” para su auto-cuidado —atencién médica, intereses, activi-
dades, pasatiempos propios que promuevan una mayor satisfacciéon personal que
ayudardn sin duda alguna a aminorar la sobrecarga. (Intrieri y Rapp., 1994).

A todo cuidador se debe recomendar acudir con el profesional de salud capaci-
tado para recibir, en determinadas situaciones, ayuda més personalizada como psi-
coterapia, asistencia psicoeducativa, utilizar los centros de dia o de “respiro”, donde
puede permanecer el enfermo temporalmente por horas durante el dia, mientras el
cuidador atiende sus propias necesidades (de la Cuesta-Benjumea C., 2011).
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23 Salud bucal y
deterioro cognitivo

Roberto Carlos Castrejon Pérez'

Resumen

La boca es una parte importante del cuerpo, tiene influencia en el desempeno
social y la autoestima de las personas, ademés de que forma parte de la primera
linea de defensa del organismo, participando de manera activa en el control anti-
bacteriano; en ella comienza el proceso digestivo y favorece una comunicacién
adecuada. La caries dental y la enfermedad periodontal son los dos problemas de
salud bucal mds frecuentes a nivel poblacional, también son el punto de partida
para llegar a condiciones poco favorables como el edentulismo y la presencia de
infecciones dentales. Estos problemas son ficilmente prevenibles con procedi-
mientos sencillos como el cepillado y el uso de hilo dental para eliminar residuos
de alimentos que puedan favorecer la colonizacién de bacterias que agredirdn a
los tejidos bucales. Los pacientes con deterioro cognitivo suelen presentar pro-
blemas bucales en diferentes niveles de complejidad, tales como la caries dental,
la presencia de restos radiculares, tener pocos dientes en boca y la xerostomia,
estas condiciones comprometen el estado de salud general y no son favorables
para conservar una adecuada nutricion, ya que limitan la seleccion de alimentos y
dificultan la deglucién. Es importante prevenir el desarrollo de estas condiciones
para mejorar las condiciones nutricias y la calidad de vida de los pacientes con
deterioro cognitivo.

En el presente capitulo se describird lo que es la salud bucal y la manera de conser-
varla, asi como las técnicas de higiene y se presentard la relacién entre las condi-
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ciones de salud bucal y el deterioro cognoscitivo. Finalmente se sugieren algunas
recomendaciones para los cuidados de la salud bucal de este grupo de pacientes.

La salud bucal
Importancia de la salud bucal

La salud bucal se refiere a la totalidad de la boca, no solamente a los dientes, por
lo que se deben tener presentes las encias, el paladar duro y blando, la mucosa de
bocay garganta, lalengua, los labios, las glandulas salivales, los muasculos mastica-
dores, los huesos maxilares y la mandibula[1].

La salud bucal significa mds que tener buenos dientes, estd integrada en la salud
general y es esencial para el bienestar[2 ], implica estar libre dolor facial o bucal, can-
cer bucal o de garganta, tlceras bucales, defectos de nacimiento (labio y/o paladar
fisurados), enfermedad periodontal (de las encias), caries y pérdida dental entre
otras enfermedades y desordenes que afectan a la cavidad bucal y tejidos craneofa-
ciales, conjuntamente conocidos como el complejo craneofacial[2, 3].

La boca tiene un papel importante en la salud general y la calidad de vida de
las personas[2, 4], la masticacién, la deglucién y la fonacién son funciones de la
cavidad bucal[1, 5]; participa como parte del sistema de proteccién del cuerpo,
pues al masticar fragmenta los alimentos, los mezcla con la saliva, sustancia rica
en lipasa lingual, amilasa-a salival y mucinas que facilitan la deglucién y comien-
zan con el proceso de digestion de los alimentos fragmentando los dcidos grasos.
La saliva también contiene inmunoglobulina A (Ig-A), que es la primera linea de
defensa del sistema inmune contra el ataque de virus y bacterias; ésta es acompa-
fada, entre otras sustancias, por lisozima y lactoferrina, que ayudan al control bac-
teriano. La saliva también es importante para la fonacidn, lubricando y facilitando
los movimientos labiales y de la lengua[6].

De tal modo que la cavidad bucal permite comer, hablar, sonreir, besar, tocar,
oler y degustar, participando de manera activa en la vida diaria de las personas[ S ]
y siendo un elemento importante en el sistema de proteccién del organismo, por
lo cual es importante conservar las mejores condiciones de salud bucal el mayor
tiempo posible[2].



Salud bucal y deterioro cognitivo

Como resultado de multiples trabajos de investigacion se ha encontrado que
la salud bucal se relaciona con la seleccién de alimentos[7-10], el estado nutri-
cio[11-15], la calidad de vida[7, 16-24], enfermedad cardiovascular[25-28],
osteoporosis[29-32], deterioro cognitivo[33-39], trastornos inflamatorios[40,
41] y metabélicos[42-49], observando que el menor numero de dientes presen-
tes es una condicién que coincide como factor de riesgo para condiciones sisté-
micas, la presencia de periodontitis puede influir en la respuesta del tratamiento
de condiciones metabdlicas y que la salud bucal general tiene efecto en el desem-
pefio social y la autoestima de las personas.

Problemas de salud bucal

Los problemas de salud bucal se pueden dividir en dos grupos generales, los pro-
blemas o trastornos genéticos y del desarrollo (labio y paladar fisurados, amelo-
génesis y la dentinogénesis imperfecta, entre otros) y los problemas adquiridos,
éstos tltimos a su vez se pueden dividir en primarios y secundarios (tabla 1).

TABLA 1. Problemas de salud bucal.

Genéticos y del desarrollo
Amelogénesis imperfecta
Dentinogénesis imperfecta
Labio y paladar fisurados
Adquiridos

Primarios

Caries
Gingivitis
Periodontitis
Secundarios

Infeccién dental

Fracturas dentales

Pérdida dental

Edentulismo

Xerostomia

Cancer bucal

Alteraciones de la Articulacién Temporo-Mandibular (ATM)
Otros

Traumatismo
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Los trastornos adquiridos son aquellos que se contraen a lo largo de la vida;
éstos se pueden dividir en primarios (aquellos que suceden en tejidos original-
mente integros) y en secundarios (aquellos que suceden a partir de tejidos previa-
mente vulnerados por condiciones primarias previas). Entre los problemas adqui-
ridos primarios encontramos la caries, la gingivitis y la periodontitis; mientras
que entre los problemas adquiridos secundarios se pueden mencionar la infec-
cion dental, fractura dental, pérdida dental, edentulismo, xerostomia y lesiones
de tejidos blandos.

Las alteraciones de la ATM merecen una mencién especial, ya que es una
condicién que se puede presentar debido a una alteracion del desarrollo embrio-
nario, donde se presentan asimetrias craneales que provocan una funcién poco
apropiada para la articulacién o como consecuencia de condiciones previas, tal
como la interferencia oclusal debida a pérdida dental y malposicion dental (malo-
clusiones).

Enlos siguientes parrafos abordaré los problemas de salud bucal mas frecuen-
temente observados en los adultos mayores y en personas con deterioro cogni-
tivo, por lo que los problemas genéticos y del desarrollo, asi como los problemas
relacionados con los tejidos blandos seran omitidos a partir de este punto.

Los problemas bucales mas comunes son la caries (prevalencia de 60% a 90%
en nifios en edad escolar[2, S, 50, 51]) y la enfermedad periodontal (prevalen-
cia de periodontitis severa entre 5% y 15% a nivel poblacional)[2, 52], estas dos
condiciones son experimentadas practicamente por todas las personas[1]; otra
condicion de alta prevalencia en los adultos es la pérdida dental, la cual lleva a la
presencia de edentulismo (prevalencia de 6% a 78% en diferentes paises)[2, S0].

La caries es un proceso patologico que sucede luego de la erupcién dental, invo-
lucra el desbalance entre las interacciones moleculares de la superficie del diente y la
pelicula biolégica (placa dentobacteriana). Se manifiesta a través del tiempo como
la desmineralizacién acumulativa del diente, que tiene el potencial para producir
una cavitacién en el esmalte con el dafio colateral ala dentina y la pulpa[$3-55], esta
desmineralizacién es causada por productos de degradacién de las bacterias[56].

La enfermedad periodontal se refiere ala alteracién de los tejidos de soporte de
los dientes (ligamento periodontal, hueso alveolar) por la presencia de colonias
de bacterias y sus subproductos[S, 56] en el espacio existente entre la superficie
dental y la encia marginal; este espacio aumenta su profundidad como efecto de
la agresion constante de los subproductos de las bacterias que colonizan ese espa-
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cio, el cual también puede modificarse por la accidn fisica de la calcificacion de la
placa dentobacteriana, provocando migracién apical de la encia y exponiendo la
superficie radicular al medio ambiente bucal y al trauma oclusal.

La pérdida dental puede estar relacionada con cualquier causa, ya sea infec-
cién posterior a caries, extraccion por fines terapéuticos (alivio de infecciones
persistentes o disefio de rehabilitaciones protésicas) o accidente (golpes directos
o accidentes deportivos y automovilisticos) [57].

El edentulismo es la ausencia de todos los dientes. Es una condicién que
aumenta su prevalencia con la edad, en general es la consecuencia de la experien-
cia de caries y de enfermedad periodontal.

La xerostomia es el reporte de sensacion de boca seca, puede ser confundido
con hipofuncién de las glandulas salivales, y aunque la hipofuncién de las glin-
dulas salivales estd claramente definida como un flujo salival de 0.1 a 0.2 ml por
minuto sin estimulo, y 0.7 ml por minuto bajo estimulo, la xerostomia no siempre
estard acompanada de disminucion del flujo salival[$8-61].

Factores de riesgo para salud bucal

A los problemas adquiridos de salud bucal (tabla 1) se les puede incluir entre
las enfermedades crénicas, ya que, ademds de ser condiciones de larga duracion
y progresion lenta, comparten factores de riesgo, tales como el uso de tabaco, el
sedentarismo, dietas ricas en grasas, sal y azacar[1]; factores que también contri-
buyen con enfermedades como la obesidad, la diabetes, enfermedad cardiovascu-
lar y problemas bucales[1].

Las dietas ricas en aztcares representan el principal factor de riesgo para el
desarrollo de caries, ya que bacterias como el Streptococcus mutans metabolizan
el azucar en 4cido lactico, que tiene la capacidad de desmineralizar la superficie
dental produciendo asi la caries[ 1, 62].

La higiene deficiente permite que entre los dientes se conserven restos de
comida y se formen la placa dentobacteriana y cdlculo dental, que servirdn como
medios favorables para la colonizacion de bacterias (Treponema Denticola, Por-
phyromona gyngivalis, Actinobacillus actinomycetencomitans)[62] que son caracte-
risticas de la gingivitis y enfermedad periodontal.

El tabaquismo tiene efecto crénico de largo tiempo en la respuesta inmune e
inflamatoria, modifica la vascularizacion de la mucosa bucal, dificulta la transmigra-
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cién de neutréfilos en la encia, afecta la inmunidad celular y humoral disminuyendo
la concentracion de citocinas, encimas y células polimorfonucreares, por lo que la
susceptibilidad para periodontitis se ve aumentada en personas fumadoras[63].

Como podemos observar, la dieta rica en azucares, la higiene inadecuada y
el tabaquismo son factores de riesgo para los tres problemas adquiridos de salud
bucal primarios. Cuando estas condiciones primarias no son intervenidas de
manera oportuna, y conforme aumenta su severidad en cada persona, se pueden
presentar los problemas secundarios, como pueden ser fractura dental, secunda-
ria a la desmineralizacién de los dientes por procesos de caries; infeccién den-
tal, secundaria a caries no tratadas o a infecciones establecidas en los tejidos de
soporte; pérdida dental, por medio de la pérdida de tejidos de soporte caracteris-
tica de la periodontitis, o por la necesidad de extraer piezas dentales después de
haber perdido la mayor proporcién de su estructura por procesos de caries.

Al perder los dientes se vuelve necesaria la rehabilitacién protésica, la cual de
manera inicial devolverd la capacidad masticatoria de las personas, pero que, silas
personas contintian sin conservar adecuados hdbitos de higiene, dejardn de ser
funcionales al momento de perder otra pieza dental, comprometiendo la capaci-
dad funcional de esa boca y presentando dificultades masticatorias a la persona.

Cuando se han perdido la totalidad de los dientes (edentulismo), las personas
se enfrentan a la necesidad de una rehabilitacién con prétesis totales (dentadu-
ras totales), las cuales representan un gran reto tanto para el clinico como para
el paciente, ya que el clinico deberd devolver la capacidad masticatoria del indi-
viduo por medio del reemplazo artificial de la totalidad de los dientes, y para ello
no tendrd referencias de cudl era la situacion inicial de la persona; mientras que
por el lado del paciente edéntulo, debera aprender a utilizar una aparatologia que
cubrira gran extension de sus tejidos (paladar principalmente), que no le perte-
nece y que en gran medida modificard su capacidad sensorial, ya que la extension
de las dentaduras totales cubrird el paladar duro, que participa de manera impor-
tante en el sentido del gusto, ofreciendo sensibilidad sobre la textura, consistencia
y el sabor de los alimentos que son aplastados contra él por la lengua durante el
proceso de masticaciéon y formacién del bolo alimenticio.

La xerostomia es una condicién secundaria al uso de medicamentos especifi-
cos (anticolinérgicos, antidepresivos, antihistaminicos) o la polifarmacia[$8-61],
es una condicidon que se presenta con mayor frecuencia en adultos mayores, por
lo que se ha atribuido que estd relacionado con una hipofuncién de las glaindulas
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salivales atribuible a la edad, pero en la mayoria de los casos se relaciona con la
polifarmacia a la que estén sujetos la mayoria de los adultos mayores[9, 60, 61].

Consecuencias de una salud bucal pobre

Para exponer las consecuencias de la salud bucal deficiente, debo aclarar que es
importante cuidar las condiciones de salud bucal desde el momento del naci-
miento, pues los dientes han comenzado a formarse a partir del tercer trimestre de
gestacion. Los dientes temporales (también conocidos como “dientes de leche”)
comienzan a erupcionar a partir del séptimo mes de vida y la condicion de salud
de éstos durante los siguientes cinco afios serd determinante como predictor de
las condiciones de salud de la denticién permanente.

Una vez mencionada la importancia de conservar una adecuada salud den-
tal durante la infancia, es posible trazar una linea de temporalidad en la apari-
cion de los problemas de salud bucal adquiridos; todos los dientes al momento
de su erupcidn son dientes saludables y carecen de defectos adquiridos, a partir
de este momento se vuelven relevantes los factores de riesgo previamente des-
critos (dieta e higiene), ya que si se tiene una dieta rica en azticares acompafiada
por una higiene pobre, serd muy probable desarrollar caries, si esta caries no es
tratada, existe el riesgo de experimentar infeccién dental, que eventualmente
terminard con la pérdida del érgano dentario, siendo asi necesaria la rehabilita-
cién protésica. Una vez que la pérdida dental es rehabilitada protésicamente, serd
importante adquirir el conocimiento y las habilidades necesarias para conservar
una adecuada higiene en las protesis (fijas o removibles), ya que al usar aditamen-
tos protésicos también se tendrdn espacios y zonas donde con facilidad queden
atrapados restos de comida y placa que sirva como reservorio de bacterias que
aumentaran el riesgo de experiencia de caries o de problemas de los tejidos de
soporte (gingivitis o periodontitis).

Si después de que han erupcionado los dientes no se conserva una adecuada
higiene, se pueden presentar problemas de gingivitis y periodontitis. Aunque la
gingivitis es un problema relativamente sencillo que consiste en la inflamacién de
la encia debida a productos bacterianos que la irritan, si ésta permanece el tiempo
suficiente, puede progresar a una condicién de periodontitis, con la cual se expe-
rimentard pérdida de soporte de los dientes debido a la pérdida de hueso alveo-
lar; esta pérdida de soporte se presentard clinicamente como movilidad dental; si
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es intervenida oportunamente esta situacion podrd devolverse estabilidad a los
dientes, pero si no es atendida, podrd progresar hasta que los dientes se pierdan
uno a uno.

Si estas condiciones no son intervenidas de manera oportuna, la pérdida de
dientes progresara hasta terminar con una boca edéntula (sin dientes), condicién
que requerird de una rehabilitacién con aparatologia protésica.

El uso de aparatologia protésica es un factor de riesgo para el desarrollo y
presencia de lesiones en las mucosas. Estas lesiones se presentan en respuesta al
uso de prétesis con un ajuste inadecuado o con una higiene deficiente[64-67].
Cuando la aparatologia protésica no es debidamente higienizada podra ser colo-
nizada principalmente por hongos (ej. Candida albicans) que irritardn la mucosa
sobre la que se apoya, dejando superficies irritadas que presentan molestias para
el uso de las protesis[68-71].

Se ha observado que las personas con xerostomia tienen mayor experiencia
de caries coronal y radicular, es probable que hayan perdido mayor nimero de
dientes, presentan halitosis (mal aliento), dolor y ardor en la mucosa bucal, difi-
cultades para deglutir y para hablar, sensacién del gusto alterada, aumenta el riesgo
de experiencia de caries, periodontitis e infecciones fungicas oportunistas[58].

La salud bucal y el deterioro cognitivo

Como ya se menciond previamente, los problemas de salud bucal mas frecuentes
en la poblacién general son los problemas adquiridos (caries, gingivitis, perio-
dontitis, pérdida dental, edentulismo, etc.). Es importante mencionar que el dete-
rioro cognitivo (DC) es acompafiado por cambios graduales que interfieren con
el desempeno ocupacional, comportamiento social, control motriz y la capacidad
para realizar de manera adecuada el autocuidado personal y bucal[72-74], por
lo cual las personas que desarrollan deterioro cognitivo de manera progresiva
requieren de asistencia para realizar las actividades de autocuidado; y de manera
similar, conforme avanzan en el desarrollo y establecimiento de la enfermedad,
presentan mds problemas para sus cuidadores al realizar los procedimientos de
higiene, sobre todo los bucales (tabla 2).

Si sumamos el hecho de que las personas pierden interés por su cuidado per-
sonal y dificultan que quienes los cuidan realicen les procedimientos de higiene
cotidianos a que los factores de riesgo comunes para los problemas primarios de
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TABLA 2. Problemas que ofrecen las personas con diferentes grados de deterioro cognitivo a sus cuida-
dores para realizar los procedimientos de higiene bucal[72-74].

No abrir la boca

colocarlas en boca.

No comprender las instrucciones sobre cuidados bucales

Rehusarse a la limpieza bucal

Olvidar o necesitar recordatorios para lavarse la boca

Ser agresivo o usar malas palabras hacia el cuidador

Morder el cepillo dental o al cuidador

No poder remover las prétesis (parciales o totales) o no poder volver a

Patear y golpear durante los cuidados bucales
No poder enjuagarse o escupir
Mantener la cara hacia abajo y dificultar el acceso a la boca

salud bucal son habitos de higiene, entonces sera ficil identificar que los proble-
mas de salud bucal mas frecuentemente encontrados en las personas con DC
estén relacionados con la falta de higiene y consecuencias derivadas de ello (gin-
givitis, alto indice de placa dental, periodontitis, caries radicular, mayor nimero
de dientes perdidos y edentulismo; tabla 3).

TABLA 3. Caracteristicas bucales, alimentacién y de asistencia mas frecuentes en personas con altera-

ciones cognitivas.

Clinicas dentales

Enfermedad periodontal
Sangrado gingival
Pérdida de nivel de insercién
Edentulismo
<10 dientes
Caries coronal

Caries radicular

Presencia de restos radiculares
Xerostomia

No uso de prétesis (parciales o totales)
Mayor necesidad de tratamiento dental

Alimentacidn y asistencia

Problemas para masticar
Dificultades para deglutir
Menor consumo de alimentos

Dietas blandas
Necesidad de asistencia para realizar higiene bucal

Se ha explorado la relaciéon entre el DC y una gran variedad de variables den-
tales (tabla 4); para ello se han empleado evaluaciones clinicas directas (ej. son-
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TABLA 4. Caracteristicas de salud bucal exploradas para evaluar su relacién con deterioro cognitivo.

Clinicas

e Evaluacién periodontal

e Sangrado gingival

* Nivel de insercién (>3mm; 4-5mm)

¢ Profundidad de bolsa (>4mm; >6mm)
* Numero de dientes presentes

* Ndmero de dientes perdidos

* Presencia de pares funcionales naturales
e Edentulismo

¢ Restauraciones dentales (amalgamas)
e C(Caries

¢ Coronal

e Radicular

Presencia de restos radiculares
Higiene bucal

Acumulacién de placa
Acumulacidn de célculo

Higiene de dentaduras (Amborjsen)
Atricion

Uso de protesis parcial removible (PPR) o
dentaduras totales (DT)
Funcionalidad de PPR o DT
Lesiones de mucosas

Necesidad de tratamiento dental

Auto-reporte

¢ Dolordental

e Xerostomia

e Capacidad para morder o masticar
(problemas)

e Uso de productos para la higiene bucal

* Auto-percepcién de salud bucal

* Auto-percepcién de necesidad de
tratamiento dental

* Dificultades para deglutir

Frecuencia de higiene bucal*

Uso de productos para la higiene bucal*
Tiempo desde ultima visita al dentista
(menora 12 meses/>12 meses)*
Frecuencia de visitas al dentista

Razén de uso de servicios dentales
Tratamiento recibido durante Ultima visita

Reportados por cuidadores

e Capacidad para morder o masticar
(problemas)*

* Necesidad de asistencia para higiene
bucal

* Dificultades ofrecidas a los cuidadores
para la higiene bucal

¢ Frecuencia de higiene bucal*

e Uso de productos para la higiene bucal*

Tiempo desde ultima visita al dentista
(menora 12 meses/>12 meses)*
Frecuencia de visitas al dentista*

Razén de uso de servicios dentales*
Tratamiento recibido durante dltima visita*

Expedientes

Razones para perder dientes
* Periodontitis

e C(Caries

e Fracturas

Infeccidn apical
Dolor
Restauraciones fallidas

*Cuando la persona no ha sido capaz de dar la informacién por si misma, esta informacién ha sido

solicitada a sus cuidadores.
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daje periodontal), cuestionarios y evaluaciones indirectas[75], asi como fichas y
radiografias dentales de archivo (ej. pérdida de nivel 6seo evaluado en radiografias
dento-alveolares y panordmicas)[36, 76].

Una de éstas[76] explora la relacion entre tener el mayor nimero de amalga-
mas en boca como factor de riesgo para el desarrollo de alteraciones neurolégicas,
basdndose en la hipotesis de que el mercurio juega un rol en el desarrollo de estas
alteraciones y también es el componente principal de las amalgamas (mercurio,
plata, estafio y cobre). Sin embargo, después de evaluar la superficie (mm?) de
los dientes restaurada con amalgama y evaluar el desempefio neurolégico de 129
participantes en el estudio, se concluyé que el uso de amalgamas no aumenta el
riesgo para desarrollar alteraciones neuroldgicas, ya que no hubo diferencias en
las calificaciones del MMSE entre las personas con mayor y menor superficie res-
taurada con amalgamas.

En la mayoria de los estudios se observé que las personas con DC han per-
dido un gran numero de dientes y son edéntulos[36, 39, 77-80], de igual manera
se ha observado que son personas a las que les cuesta trabajo conservar una
higiene bucal adecuada, ya que presentan altos indices de placa dentobacteriana
y clculo dental (sarro), esto debido a que no realizan su higiene bucal de manera
adecuada, no permiten que sus cuidadores los ayuden con la misma u olvidan por
completo realizarla.

Al tener una higiene bucal deficiente también son personas que presentan
mayor numero de caries coronal[81] y radicular[82], asi como enfermedad perio-
dontal[83], lo cual se refleja en mayor necesidad de tratamiento dental, tanto pre-
ventivo como restaurativo[ 81, 84].

Como este tipo de paciente ha perdido mayor nimero de dientes, han dejado
de utilizar sus protesis (parcial o total)[74, 79] y presentan dificultades para
deglutir, deben modificar su dieta por una seleccion de alimentos mas faciles de
procesar (dietas blandas) disminuyendo el ntimero de alimentos que consumen,
situacion que a su vez compromete la biodisponibilidad de nutrientes para un
adecuado funcionamiento del organismo y de las funciones neuroldgicas.

En este grupo de personas también se ha reportado mayor frecuencia de
xerostomia, esto puede ser atribuido al tipo de firmacos empleados para su tra-
tamiento (antidepresivos y anticolinérgicos), pero esto no es excluyente de otras
posibles interacciones farmacolégicas atribuibles a la polifarmacia[ 58] necesaria
para tratar condiciones que convergen en ellos.
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En tres estudios longitudinales donde se sigui6 a un grupo de personas en
riesgo durante periodos de uno a doce anos, se observé mayor incidencia de
demencia en personas edéntulas o con pocos dientes[36, 39, 77]; los autores
observaron que es posible que las personas con demencia perciban los cuidados
de salud bucal como de baja prioridad, por lo que presentan poco interés en su
necesidad de cuidados dentales, asi como el que no es posible que el DC haya
causado las condiciones de salud bucal desfavorables en corto tiempo (uno a seis
afios de seguimiento)[39, 77].

Con la informacién disponible es ficil observar que las condiciones de salud
bucal entre las personas con deterioro cognitivo son poco favorables, y que éstas
se deterioran de manera progresiva al mismo ritmo en que aumenta la severidad
del deterioro de los pacientes, de modo que no resultard raro que las personas
institucionalizadas que padecen algtn tipo de DC sean personas con mayor nece-
sidad de intervencién dental, con pocos dientes y con menor cooperacion e inte-
rés en sus cuidados bucales, lo que comprometerd su situacion nutricia, ya que
debido a estas caracteristicas de salud bucal, la seleccion de alimentos para este
grupo de pacientes comprometera la calidad de los mismos y aumentara el riesgo
de estos pacientes para tener bajos indices de masa corporal y menos disponibili-
dad de nutrientes para el funcionamiento organico.

Recomendaciones

Es importante saber que los dientes son instrumentos trituradores de comida y
soporte de los tejidos blandos de la cara (mejillas), que en ausencia de enferme-
dad de las encias u otras razones para perderlos, es posible tener una denticién
completa y funcional toda la vida[ 1], por lo que es recomendable conservarlos en
las mejores condiciones posibles para que cumplan su funcién el mayor tiempo
posible. Aunque aun se pueden encontrar personas que consideran que la pér-
dida dental es parte “natural” del envejecimiento[52, 85, 86], también es posible
encontrar que el dia de hoy hay mds personas mayores de 70 afios que conservan
més de 20 dientes.

La mayoria de los problemas de salud bucal son prevenibles por medio de
procedimientos simples y econdmicos, tales como el cepillado dental, uso de hilo
dental, uso de fluoruros y visitas regulares al profesional dental[$, 50]. Las per-
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sonas pueden tomar accién por si mismas para prevenir estas condiciones, mejo-
rando sus habitos dietéticos, siguiendo las recomendaciones de autocuidado y
modificando habitos como el tabaquismo[51].

En muchos lugares numerosas personas contintian sin atenderse de manera
regular con el dentista, lo cual se refleja en mayor pérdida dental, pues permiten
que sus dientes lleguen a una situacién donde no es posible mantenerlos en boca,
haciendo que la extraccidon se convierta en la opcién para controlar procesos
infecciosos severos[S1]. Aunque aun hay personas que consideran que la pérdida
dental forma parte natural del envejecimiento, la prevalencia de edentulismo estd
disminuyendo, lo que muestra que de manera progresiva las personas estdn con-
servando un mayor nimero de dientes a edades superiores de los 70 afios.

Si bien conservar mejores condiciones de salud bucal no disminuir4 la inci-
dencia de alteraciones neuroldgicas, puede facilitar el trabajo de los cuidadores y
mejorar las condiciones de salud general de los pacientes, permitiéndoles tener
acceso a una mayor variedad de alimentos
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Evaluacién neuropsicolégica del
deterioro cognitivo y la demencia
Alzheimer en el adulto mayor

Irma E. Veldzquez Brizuela', Genaro Gabriel Ortiz” y Elva Dolores Arias Merino®

Resumen

| envejecimiento implica una serie de cambios, fisicos, psicoldgicos,

sociales y cognoscitivos. Se acompana de un declive en la habilidad de

procesar nueva informacion, donde las habilidades cognitivas que mas
resultan afectadas son la atencidn, la memoria y el aprendizaje.

El deterioro cognitivo se caracteriza por alteraciones en la memoria, sobre
todo en procesos de nuevos aprendizajes, problemas de abstraccién y disminu-
cion en la fluidez verbal. Aunque estas alteraciones no intervienen en las activi-
dades de la vida diaria, con el tiempo si pueden llegar a desarrollar una demencia.

La evaluacién neuropsicoldgica en este caso valora las funciones cognosciti-
vas y los cambios producidos en el individuo, mediantes test y técnicas sensibles
a estos cambios. La aplicabilidad de la neuropsicologia en el diagndstico del dete-
rioro cognitivo leve es fundamental en la prevencion y/o identificacién temprana
de la demencia.

La evaluacién neuropsicolégica nos permite el diagndstico del deterioro cog-
nitivo, pero no es asi para la demencia tipo Alzheimer. En este caso, es s6lo una
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herramienta con alcances y limitaciones que debe sumarse a otras para llegar al
diagndstico.

Memoria y edad

Conforme se envejece, existe un gran miedo a presentar deterioro cognitivo y
perder la memoria, sobre todo porque ésta se asocia con enfermedades neurode-
generativas. Tal es el caso de la enfermedad de Alzheimer (EA). La memoria es
la capacidad del SNC de fijar, organizar, actualizar (evocar) y/o reconocer even-
tos de nuestro pasado psiquico (ideas, imigenes, acontecimientos, sentimientos,
etcétera). Esta evocacién permite ubicar a la mayoria de nuestros recuerdos en su
contexto espacio-temporal, en tanto otros son evocados en funcién de sus vincu-
laciones semanticas o cognitivas

Existe una clasificacion de la memoria y ésta va a depender de su duracién o
de los contenidos y su utilizacién (tabla 1).

Deterioro cognitivo y memoria

Existen algunas funciones de la memoria se mantienen estables y otras que son
sensibles a la edad.
Las funciones de la memoria que se mantienen estables con la edad son:
1. Memoria remota.
2. Habilidades cristalizadas (conocimiento del mundo, vocabulario).
3. Recuerdo de lo substancial de la informacién.

Las funciones de la memoria que son sensibles a la edad son:

1. Nuevo aprendizaje (el aprendizaje ocurre de una forma mucho mas lenta
para muchos tipos de informacién).

2. Profundidad del procesamiento (el anciano tiende a procesar la informacién
a un nivel més superficial).

3. Recuerdo de detalles de informacién y/o eventos nuevos. (Presentan dificul-
tad para recordar los detalles de una conversacién.)

4.  Memoria no verbal. (No recordar donde se guardaron algunas cosas.)
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TABLA 1. Clasificacién de la memoria

€n relacidon con su duracién:

Memoria sensorial Visual: de escasa duracién, menos de medio segundo.
Auditiva: también breve, entre uno y dos segundos de duracién.
Memoria inmediata Duracién de menos de un minuto, limitada a unos pocos objetos.
(memoria a corto plazo)
Memoria reciente Su duracién oscila entre unos minutos y varias semanas. Su capacidad
de almacenamiento es mayor que la de la memoria inmediata.
Memoria remota o a Mantiene la informacién desde semanas hasta toda la vida
largo plazo

€n relacidn a sus contenidos o su utilizacién:

Memoria de referencia | Contiene la informacién reciente y remota obtenida por experiencias

previa.

Memoria de trabajo Se aplica a un proceso activo que esta siendo actualizado de manera
continua por la experiencia de un momento determinado.

Memoria episddica Contiene la informacién relativa a sucesos acontecidos en un momento
y lugar determinados

Memoria semantica Contiene informacién que no varia, como por ejemplo el nimero de horas
que tiene el dia o los meses del afio.

Memoria declarativa Contiene los hechos del mundo y los acontecimientos personales del

(0 explicita) pasado que es necesario recuperar de manera consciente. Es relacional
0 asociativa: un recuerdo trae otros a la mente.

Memoria de Aprendizaje y conservacién de destrezas y habilidades, como peinarse o

procedimiento montar en bicicleta. Estos procedimientos se automatizan y no precisan

(o0 implicita) de una ejecucidn consciente.

Es importante saber que no toda pérdida de memoria es demencia, pero el
paciente con demencia si tiene trastornos de memoria.

Deterioro cognitivo leve

Cuando una persona tiene déficit cognitivo en dos o mds de las siguientes dreas:
memoria, lenguaje, célculo, orientacién y juicio, estamos ante la presencia de un
Deterioro Cognitivo Leve (DCL), también llamado Trastorno Cognitivo Leve
(TCL). (Especificados en el DSM IV). Ademas, el déficit ha de ser lo suficiente-
mente importante como para originar incapacidad social o laboral.
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Para llegar al diagnéstico se recomienda —ademas de las manifestaciones
clinicas— el uso de pruebas neuropsicoldgicas. La interpretacion de los resulta-
dos va a depender de factores como la edad y el nivel educativo. En general, las
personas que presentan déficit cognitivo en dos o mas dreas suelen obtener una
puntuacion inferior a 24.

Las personas con un profundo déficit de memoria pero sin otros déficit cog-
nitivos, asi como aquellos con pequefios déficit en varias dreas cognitivas pero sin
deterioro funcional doméstico ni laboral, no retinen criterios para poder ser diag-
nosticados con demencia; simplemente se considera que estas personas padecen
deterioro cognitivo leve, que constituye un estado transicional entre el envejeci-
miento normal y la demencia leve.

Existen varios criterios para el diagnéstico de DCL, pero los més aceptados y
utilizados son los de Petersen et al. (tabla 2).

TABLA 2. Criterios para el diagnéstico de deterioro cognitivo leve

* Pérdida de memoria, referida por el paciente o por un informador fiable.

¢ Facultad de memoria inferior en 1.5 SD (desviaciones estandar) o mas por debajo de la media
para su edad.

* Cognicién general normal.

* Normalidad en las actividades de la vida diaria.

* Ausencia de criterios diagnésticos de demencia.

Demencia

La demencia es un sindrome, es decir, un conjunto de signos y sintomas, de etio-
logia organica y origen multicausal. Este sindrome conlleva un deterioro global
de las facultades intelectuales y de la personalidad, con el estado de conciencia
(alerta) conservada. El carédcter orgénico de la demencia viene determinado, en
la mayoria de los casos, por el dafio difuso o multifocal de los hemisferios cere-
brales; excepcionalmente, lesiones focales (taldmicas, temporales o frontales) que
ocasionan un cuadro clinico de demencia.

La demencia produce un declive en el funcionamiento intelectual, asi como
interferencias en las actividades de la vida diaria, tales como higiene y aseo perso-
nal (bafarse, vestirse, comer, evacuacién y miccién). En la valoracién de la pre-
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sencia o ausencia de la demencia debe tenerse especial cuidado en evitar falsos
positivos: como son los factores motivacionales o emocionales, tal es el caso de la
depresion, la ralentizacion motora y la fragilidad fisica general.

Existen varias definiciones de uso internacional para llegar al diagnéstico
de cualquier tipo de demencia. Desde 1980 se utiliza el criterio establecido por
el DSM-III (Asociacién de Psiquiatras Americanos) modificada en 1987 en el
Manual del DSM-III-R Incluso existe una muy reciente proposicion para el 1993,
afio en que aparecié el DSM-IV (tabla 3). Existe otro cédigo de diagnéstico
internacional propiciado por la OMS, y es el CIE-10 (tabla 4), que define a la
demencia con un criterio neuropsicolégico més amplio que el DSM-III, e incluye
la necesidad de una cierta cronicidad para esta categoria diagnéstica (6 meses).

El diagnéstico de demencia debe reunir unos criterios para poder estable-
cerse. Los mas utilizados son los del DSM-IV (cuarta edicién del manual diagnds-
tico y estadistico de la Asociacién Americana de Psiquiatria). A continuacién se
describen los criterios diagnodsticos antes mencionados.

TABLA 3. Criterios del DSM-IV para el diagnéstico de demencia™

1. Deterioro de la memoria, y alguna de las siguientes alteraciones
a. afasia
b. apraxia
c. agnosia
d. deficiencia en funciones ejecutivas

2. Las alteraciones previas tienen una intensidad suficiente como para repercutir en el
desarrollo de las actividades ocupacionales y/o sociales, y representan un deterioro con
respecto a la capacidad previa en esas funciones

3. Las alteraciones no aparecen exclusivamente durante un sindrome confusional agudo

4. Evidencia clinica, o por pruebas complementarias, de que no se debe a una causa orgénica o
al efecto de una sustancia téxica.

*American Psychiatric Association. Diagnostic and statistical manual of mental disorders. 4th edi-
tion. Washington, D.C., 1994.
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TABLA 4. Criterio de demencia segun el CIE-10*

1. Presencia de cada una de las siguientes premisas:
a. Deterioro de memoria
b. Deterioro de las capacidades intelectuales

2. Ausencia de alteracion de la conciencia (alerta)

3. Deterioro en la conducta social, control emocional o motivacion

Duracién de la sintomatologia por lo menos de seis meses. (Esto es para evitar
la confusidn con estados reversibles con idéntico trastorno conductual, tal como
hematoma subdural, hidrocefalia de presion normal y trauma cerebral focal o difuso.)

*World Health Organization. The CIE-10 Classification of mental and behavioural disorders.
World Health Organization, Geneva 1992.

Neuropsicologia

La neuropsicologia es una nueva rama del conocimiento cientifico y de la praxis
clinica que surgi6 de la neurologia clésica y que se ha desarrollado con el aporte de
las neurociencias y de la psicologia contemporaneas. Su objetivo esencial es estu-
diar las relaciones existentes entre la actividad cerebral y las funciones psicologi-
cas superiores (gnosias, praxias, lenguaje, memoria, etcétera). Como aborda las
funciones corticales superiores humanas, una de sus principales fuentes de cono-
cimiento proviene del estudio minucioso de la desorganizacion de esas funciones
complejas cuando el cerebro es afectado por lesiones organicas de distinta etio-
logia (traumatismos encéfalo-craneanos, accidentes cerebro vasculares, etcétera).
De lo antedicho se desprende que la neuropsicologia es un método interdiscipli-
nario por excelencia, al estudiar tanto la organizacion cerebral como la estructura
psicoldgica de las funciones mentales humanas. En consecuencia, la aplicacién de
cualquier bateria de tests neuropsicoldgicos es el complemento indispensable de
la indagacién del cerebro por métodos tales como la tomografia axial computari-
zada, electroencefalografia, potenciales evocados, resonancia magnética nuclear,
entre otros.
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Evaluacion neuropsicolégica: deterioro cognitivo y demencia

En el caso del deterioro cognitivo leve, o deterioro cognoscitivo leve (mds cono-
cido por sus siglas en inglés, MCI, por Mild Cognitive Impairment), se reco-
mienda el uso de tests neuropsicoldgicos e instrumentos de tamizado para eva-
luacién bésica de la funcién cognitiva, como el MMSE (Mini Mental State Exa-
mination) de Folstein, para detectar y seguir la evolucién del deterioro cognitivo.

Puntta como maximo un total de 30 puntos y los items estdn agrupados en cinco

apartados que comprueban orientacién, memoria inmediata, atencion y célculo,

recuerdo diferido, ylenguaje y construccion. Es cierto que la interpretacion de sus
resultados depende de factores como la edad y el nivel educativo, pero en general
los pacientes que presentan déficit cognitivo en dos o mds dreas suelen obtener

una puntuacion inferior a 24.

Se considera que en los pacientes que padecen deterioro cognitivo leve, esto
constituye un estado transicional entre el envejecimiento normal y la demencia
leve. Estos pacientes suelen obtener en el MMSE entre 24 y 28 puntos, pero fre-
cuentemente su puntaje menor es en el apartado relativo ala memoria. Cuando se
lleva a cabo un seguimiento evolutivo longitudinal de estos pacientes, encontra-
mos que aproximadamente 15% de ellos atraviesa cada afio la barrera que supone
ya el paso a la demencia, generalmente de tipo Alzheimer.

En otros casos puede estar afectada otra drea, como por ejemplo el lenguaje
o la funcién ejecutiva; entonces estamos hablando de de deterioro cognitivo leve
de dominio dnico distinto de la memoria. Cuando hay mds de un drea afectada,
hablamos de deterioro cognitivo leve de multiples dominios.

En cualquiera de los casos, es indispensable un seguimiento longitudinal de los
pacientes en el transcurso del tiempo para verificar cambios en el deterioro cognitivo.

Las escalas recomendadas para hacer el seguimiento que se establece entre el
envejecimiento normal y determinar el nivel de deterioro en los diversos estadios
de demencia son:

« Indice de Barthel: el IB es una medida genérica que valora el nivel de inde-
pendencia del paciente con respecto a la realizacién de algunas actividades
bésicas de la vida diaria (AVD), mediante la cual se asignan diferentes pun-
tuaciones y ponderaciones segtin la capacidad del sujeto examinado para lle-
var a cabo estas actividades. El grado de dependencia puede ser total, grave,
moderada, leve e independiente.
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«  Escala de depresion geridtrica de Yesavage: prueba de tamizado parala depre-
sién la cual evalta los pardmetros: normal o depresion.

«  CDR (Clinical Dementia Rating) de Hughes. Util para conocer la gradacién
del sindrome demencial de la enfermedad de Alzheimer. Esta escala evalua
memoria, orientacion, juicio y resolucién de problemas, vida social, el hogar
y las aficiones y el cuidado personal. Permite evaluar ese continuum desde
el sujeto normal (CDR 0) y la demencia cuestionable (CDR 0.5) hasta la
demencia leve (CDR 1), moderada (CDR 2) y severa o grave (CDR 3). En
esta escala, algunos investigadores interpretan que el deterioro cognitivo leve
se corresponderia con un CDR 0.5, mientras que otros consideran que el
CDR 0.5 englobaria también al Alzheimer incipiente.

«  GDS (Global Deterioration Scale) de Reisberg. Util para la clasificacién cli-
nica de las demencias. Clasifica a los pacientes desde un GDS 1 (normalidad),
pasando por GDS 2 (sujeto normal con deterioro subjetivo de su memoria),
GDS 3 (demencialeve) y GDS 4 a GDS 7 (estadios de demencia més graves).
Dentro de esta escala, el deterioro cognitivo leve se corresponderia a un esta-
dio entre el GDS 2y el GDS 3.

«  Escalade Demencia de Mattis (Mattis Dementia Rating Scale). Es un instru-
mento breve, de mayor efectividad que el MMSE. Esta escala arroja un valor
global con un méximo de 144 puntos y valores parciales para las distintas
funciones cognitivas: atencion, iniciacién/perseveracion, construccién, con-
ceptualizaciéon y memoria. Fue disefada para poder evaluar y cuantificar la
progresion de la declinacion cognitiva de los sujetos con demencia, incluso
al lado de la cama del paciente. Tiene un indice de confiabilidad test-retest
de 0.9716. El punto de corte es de 123; por debajo de esta cifra no queda
incluido ningun sujeto con trastorno depresivo mayor.

«  EIADAS (Alzheimer’s disease assessment scales) o Escala de Evaluacién para
Enfermedad de Alzheimer es también un test breve que evalda la disfuncién
cognitiva y conductual. El ADAS cognitivo incluye la evaluacién de memo-
ria (evocacién libre y reconocimiento), lenguaje (denominacion de objetos y
de dedos, comprensién de 6rdenes, expresién), orientacion, praxias y visuo-
construccion. Es altamente efectivo para discriminar pacientes con enferme-
dad de Alzheimer de sujetos controles, y es considerablemente mds sensible
que el MMSE para las demencias leves.
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«  Escala de Inteligencia para adultos de Wechsler es la mas utilizada para cono-
cer el nivel intelectual premérbido del sujeto a fin de poder compararlo con
su rendimiento actual. Algunas de las subpruebas del WAIS19 son particu-
larmente utiles.

Enla tabla 5 se muestra una serie de baterias utiles para la evaluacion neuropsico-
légica de la demencia Alzheimer

TABLA 5. Baterfas y test de evaluacién neuropsicoldgica

Area cognitiva Test o bateria
Diagnéstico general Estado mental minimo
Escala de evaluacidn para enf. de Alzheimer
Escala de Demencia de Mattis
Test de Inteligencia de Wechsler -revisado
Atencién Span de digitos directo e inverso
Span visuo-espacial directo e inverso
Distribucién espacial de la atencién Test de cancelacién
Memoria
Baterias globales Bateria de memoria de Signoret
Escala de Memoria de
Episddica verbal (serial) Weschler revisada
Episédica visual Test de Recuerdo Selectivo
De trabajo Figura Compleja de Rey
Semdntica Test de Adicién Auditiva Serial
Test de Vocabulario de Boston
Vocabulario
Procedural Fluencia verbal
Torre de Toronto (modif.)
Lenguaje Bateria de evaluacion de afasia
Token test
Habilidades Figura Compleja de Rey
visuoespaciales Disefios con Cubos
Flexibilidad mental Test de Wisconsin
Trail Making Test
Stroop Test
Razonamiento y abstraccién Test de Comprension
Test de Analogias
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La neuropsicologia permite el diagndstico del deterioro cognitivo asi como
de los perfiles caracteristicos. Pero para la enfermedad de Alzheimer es s6lo una
herramienta mas que debe ser sumada a las otras necesarias, como son las neuro-
imégenes, el laboratorio y la irrenunciable entrevista clinica.
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Resumen

El MMSE es un instrumento de cribaje de uso generalizado. Estd documentado
que la edad y bajo nivel educativo, entre otros factores, estan asociados a una mala
ejecucion del MMSE. En este capitulo presentamos los valores normativos con
relacién a la edad, género y nivel educativo de las puntuaciones del MMSE de una
poblacién adulta mayor (AM) mexicana, con base en el estudio de Prevalencia de
Demencia en Jalisco (CONACYT-9997). Se utiliz6 una versién en espafiol del
MMSE adaptada a la poblacién mexicana (Arias-Merino ef al., 2003). Se exclu-
yeron las personas con diagnéstico de demencia, enfermedad vascular cerebral y
problemas sensoriales graves. En la distribucion de las puntuaciones del MMSE
se calcularon los percentiles por grupos de edad, nivel educativo y género. El estu-
dio incluyé a 2,409 personas, de 60 a 110 afios de edad, 61.1% fueron mujeres,
26.6% analfabetas. Las correlaciones entre las puntuaciones del MMSE fueron:
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edad (r = 0.345, p = 0.01), género (r = 0.043, p = 0.05) y afios de escolaridad (r
=0.536, p = 0.01). Se observd que las puntuaciones del MMSE disminuyen al
avanzar la edad, se elevan al aumentar el nivel educativo y los hombres presentan
generalmente puntuaciones mds altas que las mujeres en nivel de escolaridad bajo
o nulo. Estos pardmetros poblacionales son ttiles en la prictica clinica como refe-
rencia normativa para deterioro cognitivo; sin embargo, para establecer demencia
es necesario tomar en cuenta criterios diagnésticos.

Introduccion

El Mini-Mental State Examination (MMSE) (Folstein et al.,, 1975) fue disenado
para evaluar el estado cognitivo en pacientes geridtricos. Es el instrumento de
tamizaje, cribaje o “screening” mas utilizado tanto en estudios de investigacion,
observacionales y experimentales, en la practica clinica como prueba de deteccién
de deterioro cognitivo o posible demencia, y para el seguimiento del paciente en
tratamiento (Tambaugh & McIntyre, 1992; Ishizaki ef al., 1998).

EIMMSE consta de 11 items, divididos en dos secciones: la primera requiere
respuestas verbales a la orientacién, la memoria y la atencidn de las preguntas.
La segunda seccion requiere la lectura y la escritura y abarca la capacidad para
nombrar, seguir instrucciones verbales y escritas, escribir una oracién y copiar un
poligono (Folstein et al., 1975). Asi mismo, las preguntas estan divididas en siete
categorias que representan diferentes dominios de la funcién cognitiva: orienta-
cién en el tiempo y en el espacio, registro de tres palabras, atencién y célculo,
recuerdo de las tres palabras, lenguaje y construccién visual. El punto de corte
més aceptado como un indicador de deterioro cognitivo es de 23 o menos, tal
como lo recomiendan Folstein ef al. (1975) en su articulo original. Posterior-
mente, se clasifico la severidad del deterioro en tres niveles: 0-17 severo deterioro
cognitivo, 18-23 moderado y 24-30 sin deterioro cognitivo (George, Landerman,
& Blazer, 1991).

La brevedad del MMSE y la facilidad de administracién han generalizado su
uso a nivel internacional (regularmente el tiempo de aplicacién es de S a 10 minu-
tos). Se ha traducido a diferentes idiomas (Klimidis & Tokgoz, 2007), en espaiol
existen varias traducciones (Ramirez et al., 2006).
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Diversos estudios han comprobado su fiabilidad dada la consistencia interna
y test-retest, su validez para identificar correctamente las personas con y sin dete-
rioro cognitivo (sensibilidad y especificidad), y su correlacién con otros exdme-
nes de evaluacién de la funcién cognitiva (Tambaugh & McIntyre, 1992). Sin
embargo, es conocida la influencia que tienen algunas variables demogréficas y
sociales tales como el nivel educativo, la edad, género, raza y etnia entre otras, que
influyen en la validez del MMSE, y que especificamente nos competen por las
caracteristicas de la poblacién adulta mayor mexicana.

Algunos autores refieren que el MMSE produce sesgos en los resultados
cuando las personas tienen menos de 8 afios de educacién (Anthony et al., 1982;
Murden et al., 1991), més atn cuando la prueba es aplicada en poblaciones con
bajo nivel de educacién o porcentajes altos de analfabetas (Prince, 2001; Laks et
al., 2007). La edad avanzada y bajos niveles de escolaridad se han asociado con
pobre ejecucién del MMSE (Crum et al., 1993; Tognoni et al., 2005; Mungas,
1996; Jones & Gallo, 2002; Ramirez et al., 2006; Shadlen et al., 2001; Anderson
et al., 2007).

Diversos autores han estudiado la asociacion entre etnicidad y ejecucién cog-
nitiva y han encontrado diferencias entre los grupos (Shadlen et al., 2001, Tze-Pin
et al, 2007; Hyman, ef al., 1991, Sink, et al., 2004). Asimismo, se han explorado
las diferencias étnicas, de idioma (inglés y espafiol), edad y educacién en la eje-
cucién del MMSE (Escobar ef al., 1986; Teresi ef al., 1995). Por otra parte, se ha
investigado el diferencial del funcionamiento de las preguntas del MMSE en adul-
tos mayores de habla inglesa y espanola, explorando los sesgos potenciales por el
idioma (Marshall ef al., 1997; Ramirez et al., 2006; Jones, 2006). Otros autores,
una vez analizados los sesgos, han sugerido bajar el puntaje del punto de corte
para identificar deterioro (Gurland et al., 1992; Escobar et al., 1986). Incluso, para
medir deterioro cognitivo en hispanos de baja educacién, Mungas et al. (1996)
realizaron un ajuste estadistico (MMSAJ)) para eliminar este sesgo en el MMSE.

El problema del nivel educacional bajo, y mayor edad, radica en que estas per-
sonas con los puntos de corte tradicionales son mal clasificadas al considerarlas
con deterioro cognitivo (falsos positivos), lo cual influye en la especificidad de la
prueba, como mencionan Ostrosky-Solis, Lopez-Arango & Ardila, (2000) en su
estudio: la especificidad del MMSE fue de 50% para la deteccién de demencia en
personas mexicanas con menos de cuatro afios de escolaridad. Asi mismo, Reyes
de Beaman et al.,, (2004) y Mejia, Gutierrez, Villa & Ostrosky-Solis (2004) pre-
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sentan puntajes ajustados en personas con nivel de educacion bajo; al contrario,
las personas con altos niveles de educacién son favorecidas en el puntaje y es mds
dificil detectar deterioro cognitivo leve, entonces la sensibilidad baja al no detec-
tarlos (falsos negativos) (Crum et al.,, 1993; Mejia et al., 2004; Franco-Marina et
al, 2010).

Por lo general, el uso del MMSE tiende a tener su base en los puntos de corte,
pero hay pocas tentativas para proporcionar normas basadas en estudios pobla-
cionales. Los puntos percentilares proporcionan un acercamiento que puede ser
utilizado por los clinicos para evaluar el puntaje del MMSE con relacién ala edad,
escolaridad, género y etnicidad. La técnica de percentiles es la més apropiada para
los datos con distribuciones de frecuencias no normales, como encontramos en
los puntajes del MMSE. Incluso se han publicado algunas normas para el MMSE
basadas en estudios poblacionales en otros paises (Crum et al., 1993; Measso et
al., 1993; Johnson et al., 1997; Ishizaki et al., 1998; Manubens et al., 1998; Gri-
goletto et al., 1999; Dufouil et al., 2000; Stewart et al., 2002; Jones & Gallo 2006;
Laks et al., 2007; Anderson et al., 2007; Hudon et al., 2009).

En nuestro dmbito no se cuenta con valores especificos de referencia pobla-
cionales para el tamizaje de deterioro cognitivo en adultos mayores. Por lo que en
este capitulo presentamos los datos de normalidad con relacion a la edad, género
y nivel educacional del puntaje del MMSE en una muestra representativa de per-
sonas de 60 y mds afios del estado de Jalisco, lo que permite un acercamiento
importante a una mejor clasificacién de la funcién cognitiva en adultos mayores
mexicanos.

Metodologia y procedimiento

Dentro del marco del Proyecto Interinstitucional de Estudio de las Demencia en
Jalisco, se condujo una encuesta en personas de 60 y més afios de edad (adultos
mayores) ambos géneros, en el estado de Jalisco, México, del 1° de enero al 31 de
diciembre de 2005 (Arias-Merino et al., 2006). La poblacién total en Jalisco en
el afio 2005 era de 6'814,808 de los cuales 8.9% eran adultos mayores (INEGI,
2005).

Se dised un estudio transversal que incluyé 2,639 adultos mayores que
residian en comunidad, seleccionados a través de un muestreo multietépico, pro-
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porcional y aleatorio, que incluyé la zona metropolitana de Guadalajara y seis
municipios del estado de Jalisco. Se utilizaron las Areas Geoestadisticas Bésicas
(AGEBs). Fueron invitadas a participar las personas de 60 y més afios de edad que
en el momento de la entrevista tuvieran al menos un afio de residir en el estado de
Jalisco y desearan participar en el estudio. Sila persona no podia dar informacion,
se solicité la participacién a un informante (esposo, hijo o cuidador primario)
para realizar la entrevista. Un total de 2,571 personas respondieron para comple-
tar la encuesta (en 68 de ellas los datos fueron insuficientes). Especificamente en
este estudio se excluyeron 162 sujetos con diagndstico de demencia, enfermedad
vascular cerebral y graves problemas de visioén y audicién.

La encuesta incluyd: caracteristicas socio-demograficas, funcién cognitiva
(Mini-Mental State Examination, Folstein et al,, 1975), depresién (Geriatric
Depression Scale, Yesavage et al., 1983), actividades bésicas de la vida diaria
(Katz, Ford & Moskowitz, 1963) e instrumentales (Lawton & Brody, 1969), uti-
lizacién de servicios médicos, auto-reporte de enfermedad y disfuncién sensorial.
Cada participante ejecuté el MMSE como parte de la encuesta que fue aplicada
en su domicilio, por licenciados en psicologia y por estudiantes de la maestria en
gerontologia de la Universidad de Guadalajara, capacitados especificamente para
este propdsito.

El MMSE utilizado fue una versién en espafiol (Arias-Merino et al., 2003)
que presenta un cambio respecto al original: en la ejecucién de la serie de sietes
(secuencial substraccién de 7 de 100), los participantes fueron invitados a eje-
cutar una serie de 3s (substraccién secuencial de 3 de 30) y también a deletrear
la palabra “mundo” al revés. El puntaje del MMSE fue calculado para sumar las
respuestas correctas. El puntaje del MMSE tiene un rango de 0 a 30 puntos.

Para este estudio, la variable edad fue categorizada para su andlisis en interva-
los de 10 anos: 60-69, 70-79, 80 y mas; el nivel educativo por aios de escolaridad
completos en intervalos de: 0, 1-4, 5-8, 9 y mds.

Analisis de datos
Los datos no mostraron una distribucién normal. Se calculé el coeficiente de

correlaciéon de Spearman para medir la relacion entre los puntajes del MMSE y las
variables de edad, género y afios de escolaridad. Se utiliz6 un anélisis de varianza
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(ANOVA) no paramétrica de Kruskal-Wallis para determinar los efectos de la
edad y nivel educativo, y la prueba de U Mann-Whitney para examinar los efectos
del género, en el total de los resultados del MMSE. La muestra fue estratificada
en un primer paso a través de percentiles de los puntajes del MMSE de acuerdo al
grupo de edad y nivel de escolaridad. Luego, segtin cada intervalo de escolaridad
con los grupos de edad. La ponderacién de los puntos percentilares se obtuvo
a través de un procedimiento univariado (SPSS-18). Se presentan los datos en
percentiles (PcS, Pc10, Pc2S, Pc75, Pc90, Pc9S). Los valores en decimales fueron
redondeados.

Resultados

En este estudio se incluyeron 2,409 adultos mayores residentes del estado de
Jalisco, de 60 a 110 afios con un promedio de 71.2+8.4 afios de edad, 61.1% fue-
ron mujeres. El nivel de escolaridad es baja, 26.6% de los entrevistados eran anal-
fabetas. Se encontré correlacién entre el puntaje del MMSE y edad (r =-0.345 p
=0.01), género (r = 0.043 p = 0.05) y afios de escolaridad (r = 0.536 p =0.01). Se
encontrd que el total del puntaje del MMSE declina conforme se avanza en edad.
El puntaje del MMSE también varia con el nivel de educacioén pues conforme
se accede a escolaridades mas altas el puntaje del MMSE aumenta. Los adultos
mayores que reportaron nula educacion formal mostraron los puntajes mas bajos.
Cuando combinamos los puntajes del MMSE con cada intervalo de afios de esco-
laridad y grupos de edad, persisten las diferencias. En los puntajes del MMSE al
ser analizados por género encontramos diferencias claramente establecidas entre
los hombres y mujeres analfabetas (figuras 1y 2); y entre los de 1 a 4 afios de
escolaridad (figuras 3 y 4), no asi en los grupos de S a 8 (figura §) y 9 y més afios
de escolaridad (figura 6).
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FIGURA 1. Percentiles segun la edad en mujeres analfabetas.
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FIGURA 2. Percentiles segun la edad en hombres analfabetas.

[365]



Elva Dolores Arias Merino, Genaro Gabriel Ortiz, Neyda Ma. Mendoza Ruvalcaba, Martha Judith Arias
Merino, Irma E. Velazquez Brizuela, Adriana Elizabeth Morales Sanchez, Rosa Martha Meda Lara

o

L - —
=
=
3
5 2
(%]
@
3
€
3
e &
o ' i
55 &0 (5] m S an B

Edad
=p=Pel =B=Pcll =d=Pelt ===Pcll ===P75 —8=PeH) —=Peil

FIGURA 3. Percentiles segln la edad en mujeres con 1 a 4 afios de escolaridad.

r LT -

Puntuacién del MMSE
B

i3

54 0 8 [gag 0 ” 80 85
——Pch =Pl e Pe?f  ———Phl  ——PeTh Mol —— S

FIGURA 4. Percentiles segun la edad en hombres con 1 a 4 afios de escolaridad.
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FIGURA 5. Percentiles segun la edad, ambos géneros con 5 a 8 afios de escolaridad.
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FIGURA 6. Percentiles segln la edad, ambos géneros con 9 0 mas afios de escolaridad.
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TABLA 1. Percentiles del MMSE segln edad, género y nivel educativo.

Analfabeta

Grupo de Edad / Género Pc10 Pc50 Pc90

60-69 19 17 25 24 29 28

70-79 17 16 24 22 28 27

80-110 15 14 22 20 28 26

Nivel educativo: 1- 4 ahos

60-69 23 21 27 27 30 30

70-79 20 19 26 26 30 30

80-110 15 16 25 23 29 29

Nivel educativo: 5-8 afios

60-69 25 29 30

70-79 22 28 30

80-110 19 26 30

Nivel educativo: 9 y mds afos

60-69 27 30 30

70-79 24 29 30

80-110 23 28 30

H=hombres M= mujeres

La tabla 1 muestra los percentiles en general. Se puede observar que enlos grupos
de baja escolaridad existen diferencias de género (analfabetas y de 1 a 4 afios de
escolaridad), a partir de S afios de escolaridad no se observaron diferencias entre
los valores percentilares segin género.

Conclusiones

En este estudio se presentan los puntajes del MMSE de una muestra de 2,409
adultos mayores que viven en la comunidad del estado de Jalisco, México. Los
puntajes del MMSE no tienen una distribucién normal, por lo cual no es ade-
cuado emplear promedio y desviacion estandar para asumir la normalidad (Casti-
lla-Serna & Cravioto, 1991). Se observé que la edad y el nivel de educacién estan
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asociados con los puntajes de MMSE en poblacién que vive en la comunidad.
Esto es similar a otros estudios (Crum et al., 1993; Measso et al., 1993; Johnson
et al., 1997; Ishizaki et al., 1998; Manubens et al., 1998; Grigoletto et al., 1999;
Dufouil et al., 2000; Stewart et al., 2002; Jones, 2006; Laks et al., 2007; Anderson
et al., 2007; Hudon et al., 2009).

Estos resultados reafirman que la educacién es un sesgo importante cuando
se designa un punto de corte para evaluar la funcidn cognitiva, ain mdas cuando se
aplica en poblaciones con bajo nivel de educacion o porcentajes altos de analfa-
betas (Prince, 2001; Laks et al., 2007), como lo es nuestra poblacién. En México,
nuestra poblacion adulta mayor presenta altos niveles de analfabetismo, 30.1%
no saben leer un recado y conforme avanza la edad este rezago es mayor, los de
85 y mas anos de edad alcanzan cifras de 44.4%; asi mismo, los adultos mayores
presentan el menor grado de instruccién, ya que 55.2% tienen 6 o menos afios
de escolaridad. Cabe resaltar ademds las diferencias marcadas entre hombres y
mujeres, que dan cuenta de la carencia de oportunidades educativas y la exclusién
social que vivieron nuestros adultos mayores cuando eran nifios y jovenes, y de
ellos en mayor medida las mujeres (INEGIL, 2005). El estado de Jalisco no est4
fuera de este contexto, s6lo difiere aproximadamente en menos de 3% de las cifras
nacionales.

Algunos aspectos importantes que se deben considerar sobre la ejecucion del
MMSE de la poblacién adulta mayor actual es con relacién a la variable género.
En Meéxico, cuando este grupo de poblacién pasé por la etapa de la nifez y juven-
tud, existian diferentes oportunidades econdmicas, sociales y culturales. Por una
parte, en el drea urbana se podia acceder a mayores grados de escolaridad que en
el drea rural, donde la educacion primaria en la mayoria de las comunidades lle-
gaba hasta tercer afio. Por otra parte, los hombres debian prepararse para la vida
laboral; en cambio, el destino de las mujeres era ser ama de casa, por lo que la
educacién pasaba a un segundo término. Actualmente, como resultado del pro-
ceso de industrializacién a mediados del siglo pasado y la incorporacién de la
mujer al trabajo, el promedio de escolaridad de la mujer ha aumentado conside-
rablemente. Esto se verd reflejado en las futuras generaciones de adultos mayores
donde probablemente se minimice la relacién sesgada entre género-educacién y
ejecucion del MMSE. Esto es similar a lo encontrado por Grigoletto et al. (1999),
donde refieren que la normalidad en el puntaje del MMSE disminuye conforme
se avanza en edad, especialmente en las mujeres con menor instruccion.
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Estudios como los de Crum et al. (1993), Laks et al. (2007), Manubens et al.
(1998), Ishizaki ef al. (1998) se basan en la diferenciacion de edad y educacién
en la ejecucion del MMSE. La normalidad presentada en este articulo nos sugiere
que edad, género y escolaridad son factores importantes por considerar en la eva-
luacién de la ejecucion del MMSE en la poblacién anciana en nuestro medio, tal
como se muestra en Hudon et al. (2009).

En la toma de decisiones clinicas es indispensable la determinacién de los
limites de lo normal y lo patolégico, pues de esto depende un buen diagnés-
tico, tratamiento y prondstico. La mayor contribucidon del presente trabajo es
el establecimiento de una norma para evaluar a este grupo poblacional, lo que
nos permite realizar una clasificacién més adecuada de funcionalidad cognitiva y
evitar evaluaciones errdneas en la practica clinica al designar a una persona con
deterioro cognitivo cuando en realidad no lo tiene. Con lo anterior se ahorran
tiempo y recursos econémicos, ademds se disminuye el desgaste emocional para
el adulto mayor y sus familiares, asi como el mayor costo en los servicios de salud.
Asimismo, en los estudios de investigacion, permite una mejor clasificacion para
los estudios de prevalencia y la bisqueda de asociaciones causales para deterioro
cognitivo y demencia.
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