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ARTiICULO

Mecanismos de Proyeccion Axonal Durante el Desarrollo
Embrionario, Lecciones importantes para la Neuroregeneracion

y el desarrollo de Biomateriales

Mechanisms of Axonal Projection during Development, Important lessons for Neuroregeneration and Biomaterials

Fields

Elisa H. Tamariz Dominguez.

RESUMEN
Laformacion deredes neuronalesse da principalmente duranteel
desarrollo embrionario, en esta etapa los axones en crecimiento
siguen numerosas sefiales que los guian hasta llegar a su blanco
o sitio de inervacion. Estas sefales guia son de diversos tipos y
su expresion es modulada de manera que en el adulto pueden
desaparecer o expresarse en sitios diferentes en comparacién
con el tejido embrionario. Durante el proceso de regeneracion del
sistema nervioso en adultos también existe una fina regulacién
de la expresion de sefiales guia, influyendo de manera positiva
o negativa en la adecuada regeneracion del tejido dafado. En
la presente revision se abordan los diferentes tipos de sefales
guia y su papel durante el desarrollo embrionario, resaltando la

importancia de conocer su funcidn durante el establecimiento de
las redes neuronales, para comprender su posible papel durante
la reparacién del sistema nervioso, y su utilidad para mejorar
los procesos de regeneracion; particularmente en terapias de
sustitucién neuronal o en el desarrollo de biomateriales para
aplicaciones biomédicas.

Palabras Clave: Proyeccion neuronal, moléculas guia,

neuroregeneracion, biomateriales.

Departamento de Biomedicina
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ABSTRACT

During development neural axons navigate to reach their
target and to wire the nervous system. Several guidance cues
are involved in the correct innervation and in the targeting of
the axons. Guidance cues can be up or down regulated in the
adult tissue as compared with the embryonic tissue, or can
be expressed in different locations than during development.
During regeneration of the adult nervous system exists a fine
regulation of guidance cues, influencing in a positive or negative
way the regeneration process of the damaged tissue. In this
review the different kind of guidance cues present during the
embryonic development are summarized, focusing on their role
of wiring the nervous system; besides, it will be discussed the
importance to understand some aspects of the adult neural tissue
regeneration, particularly to enhance regeneration through
neuronal replacement therapies and to develop materials for
medical applications.
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neuroregeneration, biomaterials

guidance  cues,
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INTRODUCCION

La compleja estructura del sistema nervioso central se forma
durante el desarrollo embrionario con la proyecciéon axonal
de neuronas que pueden localizarse cercanas al sitio de
innervacion, o a gran distancia de este. La precision de este
proceso es fundamental para el correcto funcionamiento del
cerebro y es regulado por diversas sefiales guia que se localizan
a lo largo de los sitios por donde proyectaran los axones. Una
vez que los axones llegan a su sitio blanco, cesa la proyeccién y
se forman las arborizaciones y contactos sindpticos que pueden
ser posteriormente refinados y modulados por procesos de
plasticidad neuronal. Tras un dafio o lesidn, la regeneracion
del sistema nervioso central conlleva también a la proyeccion
de axones para restablecer los fasciculos o vias neuronales
perdidas; sin embargo estos procesos no son tan eficientes como
los observados durante el desarrollo. Muchas de las alternativas
planteadas para promover la regeneracién neuronal provienen
del conocimiento generado a partir del estudio de la formacién
de vias neuronales en embriones de diversos modelos animales;
por lo que el emular el ambiente embrionario ha mostrado ser
una alternativa para promover la regeneracién neuronal en el
tejido adulto. En la presente revisién se abordan los mecanismos
celulares y moleculares que determinan la proyeccion neuronal,
y posteriormente se hace un recuento de las principales sefales
que convergen en los axones y que inhiben o estimulan su
proyeccién durante el desarrollo embrionario. Finalmente, se
ejemplifica como la aplicacién del conocimiento obtenido en
embriones ha permitido desarrollar estrategias para tratar de
inducir una regeneracion mas eficiente en el sistema nervioso
central adulto, particularmente desde la perspectiva del
desarrollo de biomateriales que funcionen como andamios y
que emulen el ambiente embrionario.

Mecanismos celulares de la proyeccion axonal

Para comprender de qué manera actuan las sefiales guia sobre
las neuronas en proyeccién, es de suma importancia conocer
los mecanismos celulares que promueven tanto la proyeccion
como la retraccion de axones. El cono de crecimiento es una
estructura localizada al final del axdn y se caracteriza por ser
altamente dinamica y capaz de recibir las sefales del ambiente
implicadas en el avance, retroceso, o cambio de direccion del
axon. La motilidad de esta estructura depende primariamente
de la regulacion del citoesqueleto, formado fundamentalmente
por filamentos de actina y microtibulos®. En este apartado
mencionaremos de manera somera la estructura del cono
de crecimiento y los mecanismos generales que modula su
comportamiento a nivel del citoesqueleto, ya que la compleja
regulacion de su movimiento, particularmente a este nivel,
abarca por si mismo un tema extenso al cual se han avocado

numerosas revisiones.

El cono de crecimiento, originalmente descrito por
Santiago Ramén y Cajal @, se localiza en la parte mas externa
de la neurita o prolongacion neuronal, tiene una regién
periférica constituida por lamelipodios o delgadas extensiones
membranales, y por filopodios o pequefias espiculas que
sobresalen de los lamelipodios (Fig. 1A). Cada una de estas
regiones tiene una distribucidén caracteristica de filamentos
de actina y microtubulos. En los lamelipodios se encuentran
numerosas fibras cortas de actina que forman una red, y en
ocasiones se encuentran también microtubulos; mientras
que en los filopodios se encuentran generalmente fibras de
actina. La parte central del cono de crecimiento estd formado
principalmente por microtibulos y se caracteriza por la
presencia de gran cantidad de organelos celulares. En la zona de
transicion, que se localiza entre la zona central y periférica, se
encuentra la parte mas distal de los microtubulos en interaccién
con las fibras de actina de la zona periférica > (Fig. 1A, B).

B Nontmeos

deactna \
D)

Fﬂopodios\

Zona de ensamblaje
de filamentos de actin;

Sitios de adhesion

Cono de a‘jus"aw S

crecimien zona de
transicion]
-

Filopodios

¥ .\Lamelipadwos

Fiamentos de Actina ==
Microtibulos = ===
Axén

Figura 1. (A) Esquema que representa la parte terminal de una neurona donde
se aprecia un fragmento del axdn y el cono de crecimiento con sus estructuras
caracteristicas, y la distribucion de las dos principales proteinas del citoesqueleto.
(B) Amplificacién de la zona de los lamelipodios y filopodios donde se representa
la distribucidn y orientacion de los filamentos de actina y los microtubulos. Los
monodmeros de actina son afiadidos en los extremos positivos de los filamentos
que se orientan hacia la parte externa de filopodios y de lamelipodios. Otras
proteinas involucradas en el movimiento del cono de crecimiento y la respuesta
a sefiales guia son la miosina tipo Il que interactian con los filamentos de actina,
y los receptores transmembranales que forman sitios de adhesién al sustrato.

O \¢- Lamelipodios

La proyeccion de las prolongaciones neuronales o
neuritas comprende tres pasos principales que se suceden de
manera continua y ordenada: 1) El avance de la zona periférica
del cono de crecimiento, 2) el “llenado” de la zona periférica
con organelos adquiriendo la caracteristica de zona central, 3)
La consolidacién, mediante la “invasién™ del citoesqueleto en
la zona central, y la constriccion y formacion de una estructura
cilindrica que formara el nuevo segmento del axén . Cuando
no existe movimiento de las neuritas se dice que el cono de
crecimiento estd en un estado estatico-dindmico en donde
hay una exploraciéon continua del medio y los lamelipodios y
filopodios estdn en constante extension-retraccion.

La activacion de receptores membranales por sefiales
guia converge en la modulacion del citoesqueleto a través de
diversas vias de transduccion de sefiales. La familia de las

WWw.uv.mx/rm



Mecanismos de Proyeccién Axonal

GTPasas pequeiias, y en especial la familia de las GTPasas Ras
y Rho tiene un papel fundamental modulando la polimerizaciéon
y despolimerizaciéon de los filamentos y activando vias de
transduccion de sefiales como las de ERK o MAP cinasas 9.

Tanto los microtubulos como los filamentos de actina
son estructuras polarizadas con un segmento “positivo” y otro
“negativo”; en el extremo positivo se afiaden los mondmeros
de actina globular o los heterodimeros de tubulina alfa y
beta, y en el extremo menos o negativo existe una constante
despolimerizacion de las subunidades de cada filamento. Los
microtubulos tienen su extremo positivo hacia la zona periférica
del cono de crecimiento en donde se asocian con los filamentos
de actina, mientras que los filamentos de actina tiene su extremo
positivo, también llamado extremo barbado, hacia la parte mas
externa de los filopodios ") (Fig. 1B).

Las sefiales repelentes pueden causar la disminucién en
la adicién de mondmeros de actinay la pérdida o disminucién de
los filamentos en la zona mas externa del cono de crecimiento
induciendo su colapso @ 9; mientras que sefiales atrayentes
favorecen la adicion de nuevos mondmeros de actina y el
desplazamiento retrogrado de los filamentos por interaccién
con miosina tipo Il, que produce una fuerza que impulsa al cono
de crecimiento hacia adelante, a través de la extension de la
membrana celular y la extensién de los filopodios ©9,

La polimerizacion-despolimeracion de los filamentos
de actina estd regulada por numerosas proteinas accesorias
que favorece la formacién de los filamentos, como profilina,
o proteinas de la familia de Ena/VASP (%12 y de proteinas
que inducen la despolimerizacién como gelsolina y cofilina
entre muchas otras 3%, Finalmente, cabe mencionar que la
estabilidad o el avance de los conos de crecimiento no seria
posible si no existe un acoplamiento entre el citoesqueleto vy el
sustrato a través de receptores transmembranales que forman
sitios de adhesidn, permitiendo que la fuerza generada por la
contractilidad del sistema actina-miosina impulse el cono de
crecimiento hacia adelante *®, De esta manera la repuesta a
moléculas guia también implica necesariamente la regulacion
de la formacién y/o desensamblaje de los sitios de adhesion,
que mantienen al cono de crecimiento en estrecho contacto con
el sustrato 7 18),

Regulacion de la proyeccion axonal por sefiales guia

Durante la formacion de las redes neuronales los axones siguen
trayectos especificos que son delimitados mediante sefiales de
naturaleza quimicay mecdnica, yque puedenactuarcomosefales
atrayentes o permisivas, y repelentes o no permisivas **2°, Una
sefial atrayente induce el crecimiento y atrae a las proyecciones,
pero también una sefial repelente delimita el sitio por el cual las
neuritas deben avanzar contribuyendo a la proyeccién correcta.

Un ejemplo son las proteinas quimiotrdopicas semaforina y slit
que delimitan la proyeccion del fasciculo longitudinal medio
(FLM), uno de los tractos mas prominentes y conservados
en los vertebrados, y de los primeros tractos en proyectar a
partir de la zona limitrofe entre el mesencéfalo y el diencéfalo
embrionario. El FLM es dirigido hacia la zona caudal del embrién
extendiéndose como un denso fasciculo por la zona ventral del
tubo neural; La semaforina 3A y slit tienen un importante papel
al restringir la proyeccion de los fasciculos en la zona rostral
del embrién, y mantener una proyeccion caudal, ventral y
longitudinal, evitando que los fasciculos del FLM crucen la linea
media del tubo neural y proyecten contralateralmente de modo
aberrante " (Fig. 2). La falta de proyeccion axonal o la proyeccion
aberrante de los axones puede llevar a fallas en la funcionalidad
del sistema nervioso, de manera que las mutaciones o ausencia
de algunas de las proteinas implicadas en la guia axonal se han
relacionado con patologias como la esquizofrenia, desordenes
bipolares, retardo mental, dislexia, autismo e inhibicion de la
regeneracion del sistema nervioso central %29,

Mesencéfalo

Diencéfalo

Telencéfalo

Rombencéfalo

Figura 2. Representacion del tubo neural en desarrollo donde se sefiala el sitio
de proyeccion del fasciculo longitudinal medio (FLM) a partir de la zona del
pretectum en el diencéfalo. Este tracto longitudinal de proyeccion caudal esta
delimitado por la expresidon de semaforina 3A que impide su proyeccion rostral,
y por las proteinas slit en la zona dorsal y ventral del tubo neural, ubicando asi la
proyeccion del fasciculo en la zona ventral del embridn. D, dorsal, V, ventral, R,
rostral, C, caudal. (Modificado de Ahsan y cols. 2007).

Moléculas Quimiotrdpicas

Las moléculas quimiotrdpicas son sefiales quimicas que pueden
ser secretadas y difundidas a gran distancia, o estar ancladas
a la matriz extracelular o a la membrana de otras células, y
se caracterizan por formar gradientes de concentracién que
determina la direccion de las neuritas 2%, Experimentos pioneros
realizados con explantes del ganglio trigémino mostraron que
las neuronas del ganglio son incapaces de proyectar sus axones
cuando son cultivadas in vitro en una matriz de coldgena, aun
con la presencia del factor de crecimiento neural (NGF); sin
embargo al estar en presencia del sitio blanco de inervacién en
el embridn, un explante del arco maxilar, se induce la proyeccién

WWw.uv.mx/rm
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de los axones en direccion del explante ?7). Posteriormente
se describid que el arco maxilar tiene efectos atrayentes o
repelentes para el ganglio trigémino dependiendo del estadio
embrionario del que se obtenga ®, mostrando que la regulacion
espacio-temporal de la expresidon de proteinas quimiotrdpicas
es determinante para la correcta inervacion.

Entre las moléculas quimiotropicas mas importantes
encontramos a las proteinas netrinas, slits, semaforinas y
efrinas.

Las netrinas fueron descubiertas primeramente en el
nematodo Caenorhabditis elegans al observar que mutantes
de la proteina unc-6, la versidon de netrina en este nematodo,
presentaba alteraciones en la proyeccién de los axones que
proyectan de la zona dorsal a la ventral ?°. Posteriormente,
también en este nematodo, se identificaron la proteinas
transmembranales que fungen como receptores a netrina %39,
Al igual que en el caso de otras moléculas quimiotrépicas, las
netrinas y sus receptores presentan homologos en vertebrados
(134 |o que destaca la permanencia y conservaciéon de estos
sistemas de guia a lo largo de la evolucidn. Las netrinas son
proteinas secretadasy bifuncionales con efectos tanto atrayentes
como repelentes; asi en presencia del receptor DCC (siglas que
corresponden al nombre en ingles deleted in colorectal cancer™),
el efecto es atrayente, y si interacciona con el receptor Unc 5 o
con el heterodimero DCC-Unc5 el efecto es repelente ©9),

Las proteinas slit son proteinas secretadas de efecto
repelente, originalmente se describieron en la mosca Drosophila
melanogaster durante la guia de las neuronas comisurales que
se localizan en la zona dorsal del tubo neural y proyectan hacia
la zona ventral para atravesar la linea media ventral o placa del
piso, y continuar su proyeccion en el lado contralateral a su sitio
de origen ©%37, En esta proyecciéon también estan implicadas
las netrinas aunque con efectos contrapuestos. Las netrinas
atraen los axones favoreciendo el cruce de las neuritas hacia
el lado contralateral, mientras que las proteinas slit los repelen
induciendo que las neuritas dejen la placa del piso y continten
su proyeccion en la zona contralateral, o que las que han cruzado
no regresen al lado ipsilateral ®®39, La proyeccion de los axones
de neuronas comisurales esta regulada por un fino control de la
expresion de los receptores tanto para netrina como para slit.
En el caso de los vertebrados, el receptor a slit conocido como
Rig-1 o Robo3, y particularmente la isoforma 3.1, se expresa
cuando los axones se aproximan y cruzan la placa del piso. Esta
isoforma del receptor interfiere con el efecto repelente de slit
mediado por los receptores Robol y Robo 2. Posteriormente,
al aumentarse la expresiéon de Robo 1, 2 y la isoforma 3.2, se
transduce el efecto repelente y se favorece la salida de los
axones de la linea media ventral, evitando asi que recrucen la
placa del piso. Ademas se ha reportado la interaccién de Robo

con el receptor a netrina DCC, impidiendo la accién atrayente
de esta proteina en los axones que han cruzado la linea media
(39»42).

Las semaforinas son también proteinas secretadas
con efectos bifuncionales. Originalmente se describieron por
su efecto en el colapso de conos de crecimiento de axones de
neuronas sensoriales, recibiendo el nombre de colapsinas *3),
posteriormente se han descrito otros miembros de la familia de
las semaforinas, todos ellos caracterizados por poseer un dominio
de aproximadamente 500 aminodacidos, denominado dominio
sema ¥, Actualmente hay descritas 8 familias de semaforinas
entre las que se encuentran las de tipo 1y 2 en invertebrados,
3-7 en vertebrados y la familia V codificada por virus 3. Aunque
su papel enlaguiayregulacion de las proyecciones neuronales es
la mas caracteristica, las semaforinas estan implicadas también
en otros eventos celulares como la migracion y direccion de
las interneuronas provenientes del telencéfalo en zonas de la
corteza y el estriado &7, la apoptosis en neuronas del ganglio
de la raiz dorsal (DRG) “®, la formacién de espinas y dendritas en
neuronas corticales “Y, y la transmision sindptica en neuronas
del hipocampo %53, Las semaforinas pueden ser secretadas
o estar ancladas a la membrana celular, y actian a través del
receptor transmembranal denominado plexina, o en el caso
de las semaforinas de clase 3 que son secretadas, a través del
heterodimero formado por las proteinas transmembranales
plexina-neuropilina 4,

Las efrinas son proteinas quimiotrépicas ancladas a la
membrana celular y se han divido en dos subclases de acuerdo
a su homologia, las efrinas de tipo A ancladas a la membrana a
través de glucosilfosfatidilinositol (GPI), y las efrinas de clase B
ancladas a través de un dominio transmembranal ©°, Las efrinas
actuan a través de receptores transmembranales con actividad
de cinasas de tirosina denominados EphAy EphB ©9. El complejo
receptor-ligando transduce sefales en ambas direcciones, es
decir tanto en la célula que tiene el receptor como en la que
expresa el ligando, por lo que se dice que las efrinas actuan de
manera bidireccional ©7 %), Al igual que para otras proteinas
quimiotrodpicas las efrinas estan altamente conservadas en la
evolucion, encontrandose en organismos multicelulares simples
como C. elegans, hasta vertebrados. En el caso de los mamiferos
se han descrito al menos 8 tipos de efrinas y 13 tipos diferentes
de sus receptores ©7). El papel de las efrinas durante el desarrollo
embrionario es muy extenso ya que no solo estan involucradas
en la guia axonal o en la arborizacion y extension de dendritas;
sino también en la segmentacion, la migracién de las células de
la cresta neural y la angiogénesis; ademas de que se encuentran
distribuidas en una gran cantidad de tejidos %2, Originalmente
se describié su efecto repelente durante la proyeccion de las
neuronas ganglionares de la retina hacia el tectum oéptico. El
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Mecanismos de Proyeccién Axonal

patron estereotipado de esta proyeccion esta dirigido por un
gradiente antero-posterior de efrina A2 y por la alta expresion
de la efrina A5 en la parte posterior del mismo; asi como por la
expresion diferencial de los receptores a efrinas en las neuronas
ganglionares de la retina . También se han reportado efectos
atrayentes de efrinas en neuronas motoras ©, y durante la
formacién del sistema vomeronasal, implicado en la deteccidon
de feromonas, en donde la atraccion de las neuronas del 6rgano
vomeronasal hacia el bulbo olfatorio esta mediado por efrina
A-5 9, entre otros muchos ejemplos.

Fasciculacion

Dentro de los mecanismos que guian la proyeccion axonal
es importante destacar el papel que tienen las interacciones
entre axones, conocida como fasiculacién, y que es mediada
a través de proteinas denominadas genéricamente como
proteinas de adhesion. De particular importancia son las
proteinas de adhesidn pertenecientes a la super familia de las
inmunoglobulinas (IgCAMs, siglas provenientes de su nombre
en inglés Immunoglobulin cell adhesion molecules). Las IgCAMs
participan tanto en la fasciculacion como en la desfasciculacion
que evita la interaccion y la formacion de haces de fibras
nerviosas o fasciculos ®). La interaccién entre proteinas de
adhesion puede ser homofilica, es decir entre proteinas del
mismo tipo que se encuentren en células o axones diferentes;
o heterofilica entre diferentes tipos de proteinas de adhesién
u otras proteinas transmembranales. Ademds de mediar
la interaccidon entre axones, algunas proteinas de adhesion
participan como co-receptores a moléculas quimiotropicas vy
factores de crecimiento, modulando los efectos de crecimiento,
atraccion o repulsién que ejercen en los axones. Tal es el
caso de L1 y TAG-1 que interaccionan con el co-receptor a
semaforinas, neuropilina 1, modulando su efecto repelente en
neuronas corticales y sensoriales respectivamente %57 o de
la proteina de adhesion de la familia L1 denominada NrCAM,
que interacciona con el co-receptor neuropilina 2 modulando
el efecto de repulsion o atraccion de la semaforina 3B y 3F (68),
Factores de crecimiento como el factor neurotréfico derivado
de la glia (GDNF), que al interaccionar con NrCAM potencia su
efecto en el crecimiento y proyeccion de neuronas hipocampales
®9 son algunos otros ejemplos.

Laimportanciadelas proteinasde adhesionysus efectos
enlafasciculacion se evidencia ante las diversidad de alteraciones
en las proyecciones axonales que se presentan en animales
experimentales knockout, a los cuales se les ha suprimido la
expresion de alguna de estas proteinas %73, 0 en enfermedades
y sindromes presentes en humanos que estan ligados a
mutaciones en proteinas de adhesién tales como esquizofrenia
2674 retardo mental ), o el sindrome de CRASH caracterizado

por presentar hidrocefalia, retardo mental, hipoplasia entre otras
alteraciones "), En algunos casos como en el de la proteina de
adhesion NCAM (Neural Cell Adhesion Molecule), la adhesion es
regulada por modificaciones postraduccionales como la adicion
de acido polisidlico, que forma un impedimento estérico y evita
las interacciones homofilicas y heterofilicas de las NCAMs,
impidiendo la interaccion entre axones. Esta modificacion
postraduccional es también finamente regulada durante las
diferentes etapas del desarrollo embrionario, por lo que en
estadios muy tempranos esta ausente, aumenta durante etapas
posteriores del desarrollo y desaparece en etapas posnatales,
manteniéndose sélo en sitios donde se lleva acabo neurogénesis
o0 en sitios con gran plasticidad neuronal 79,

La fasciculacién es particularmente relevante para la
interaccion con tractos o fasciculos que sirve como guia para otros
axones que tienden a elongarse siguiendo las rutas previamente
trazadas por axones “pioneros’. Los axones “pioneros” son
aquellos que proyectan sin la presencia de otros axones con
los que puedan interaccionar, y funcionan como “andamios”
al influir en las rutas que posteriormente seguirdn las demas
neuritas 7 7®, Los tractos pioneros se encuentra altamente
conservados durante la evolucidn por lo que en diferentes
organismos como el pez cebra, Xenopus, o el ratén, los tractos
longitudinales descendentes como el de la comisura post-dptica
(TPOC), el FLM y el tracto descendente mesencefalico del nervio
trigémino (MesV), son los primeros en proyectar sus axones 7,

Matriz extracelular
La matriz extracelular (ME) esta compuesta por glicoproteinas y
proteoglicanos que forman un sustrato semisélido y proporciona
no solo soporte a las células sino también informacidon mecanica
y quimica. La ME influye en la adhesion, motilidad y guia de las
neuronas y sus proyecciones . Entre las glicoproteinas de ME
que tiene mayor influencia enla proyecciény guia de las neuronas
se encuentran la laminina y la tenascina. La laminina es una
glicoproteina compuestas por tres subunidades denominadas a,
By vy, cada una con diversas isoformas que se combinan entre si
para formar estructuras cruciformes ®%, Existen 15 isoformas de
laminina con diversas funciones en la regulacidn de la adhesidn,
motilidad y diferenciacién celular. En el caso de las neuronas
sensoriales por ejemplo, las lamininas 1 y 10 promueven el
crecimiento axonal incluso en ausencia de factores troficos 2,
Por otra parte las lamininas también pueden modular el efecto
de proteinas quimiotrépicas, se ha mostrado que la presencia de
laminina-1 puede convertir el efecto de atraccién ejercido por
netrina en un efecto repelente para las células ganglionares de
la retina 3,

La tenascina comprende a una familia de glicoproteinas
muy relacionadaconeldesarrollo del sistemanervioso, se expresa
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tempranamente en el neuroepitelio y posteriormente en la glia
y las células mesenquimales ®%, y se re-expresa tras una lesion
en el sistema nervioso central y periférico ®. Al igual que otros
componentes de ME, la tenascina tiene diversos dominios que
ejercen funciones diferenciales sobre las neuronas; por ejemplo,
dominios semejantes al factor de crecimiento epidermal (EGF-
like regions) tienen un efecto antiadhesivo, mientras que
dominios de fibronectina tipo lll (FN-IIl) promueven la adhesién
y crecimiento axonal 9, La expresién de diferentes isoformas de
tenascina tipo C, son expresados en el desarrollo embrionario
durante la etapa de proyeccién axonal, de manera que la
variante de mayor tamafio estimula la proyeccién axonal, no asi
la versidn pequefia de la proteina 7%, Ademas se ha observado
que la pequefia secuencia de aminoacidos VFDNFVLK (Val-Phe-
Asp-Asn-Phe-Val-Leu-Lys), que se encuentra en los dominios de
fibronectina tipo Il de la variante de mayor tamafio, es suficiente
para estimular el crecimiento in vitro de neuronas de cerebelo
), Todos los componentes de ME mencionados actuan a través
de los receptores heterodiméricos formados por subunidades a
y B deintegrinas ®, La activacién de integrinas y el reclutamiento
posterior de numerosas proteinas forma sitios de adhesion a la
ME que se encuentran anclados al citoesqueleto, modulando
los diferentes efectos de crecimiento, proliferacion, adhesion y
orientacion de los conos de crecimiento &%),

Por otra parte, la unién de proteinas secretadas a la ME
permite la formacion de gradientes de concentracion que guian
y polarizan la proyeccién de las neuritas. Experimentoss in vitro
mostraron que al formar gradientes de concentracién de BDNF o
netrina se puede modular el efecto atrayente o repelente sobre
neuronas de hipocampo; asi en zonas donde la concentracion
de BDNF es menor, su efecto es atrayente, y conforme aumenta
la concentracion las neuronas son repelidas por el factor ©¥. Por
otra parte algunos componentes de la ME funcionan como co-
factores para la union y efecto de factores de crecimiento, tal
es el caso del hepardn sulfato que modula la accién del factor
de crecimiento de fibroblastos (FGF) ©?. La ME es también
un sustrato activamente remodelado por efecto de enzimas
proteoliticas como las metaloproteinasas de matriz que pueden
liberar factores de crecimiento o moléculas quimiotropicas
unidas a ella, o dejar expuestos sitios especificos de interaccion
con los axones ), La ausencia de la metaloproteinasa de matriz
9 (MMP-9) por ejemplo, ocasiona defectos en la proyeccién y
proliferacidn de las células granulares del cerebelo ©.

Los proteoglicanos de condroitin sulfato (PGCS) son
también componentes de la matriz extracelular ampliamente
estudiados dada su relevancia en la inhibicidn de la proyeccion
axonal, particularmente en procesos de regeneracién
donde se ha demostrado que su expresién estd aumentada
considerablemente tras una lesién, formando parte del

ambiente inhibitorio que impide la regeneracién . Los PGCS
son expresados principalmente por astrocitos que forman parte
de la cicatriz glial que se forma tras una lesion, y que impiden
el crecimiento de los axones no solamente a través del efecto
inhibitorio de los proteoglicanos; sino también de otras moléculas
que son capaces de unirse a este componente de ME como las
glicoproteinas asociadas a mielina (MAG), las glicoproteinas de
mielina en oligodendrocitos (OMgp), o la proteina NOGO entre
otras %9,

Propiedades Fisicas de la Matriz Extracelular

Las propiedades fisicas de la ME, como la rigidez y la topografia,
son un aspecto muy interesante y que recientemente ha tomado
relevancia como parte de los factores que regulan la proyeccion
axonal. Anteriormente se habia observado que la orientacién
tanto de axones como de componentes de ME determinan la
orientacion de la proyeccion neuronal. Se demostré que axones
de neuronas de ganglios de la raiz dorsal proyectan siguiendo
la orientacion de fibras de colagena alineadas paralelamente
®7 mas recientemente se mostré que los axones de ganglios
de la raiz dorsal migran paralelamente sobre astrocitos que
previamente han sido alineados utilizando campos eléctricos
8 Este fendmeno tiene representacion in vivo en la migracion
neuronal durante el desarrollo embrionario, donde las neuronas
migran siguiendo la glia radial ©®?, o sobre axones previamente
establecidos en trayectorias longitudinales a lo largo del tubo
neural 1%, E| desarrollo de sustratos a escalas nanométricas
ha permitido revelar que el nivel topografico del sustrato es
relevante para la proyeccion axonal, de manera que surcos de
profundidad de 345 nm o mas tienen efecto en el crecimiento
orientado de células de las meninges, esto ademas influye en
la organizacion del citoesqueleto y la formacién de adhesiones,
las cuales también aparecen orientadas paralelamente al surco
(101 En el caso de las neuronas hipocampales, se ha mostrado
que orificios de 300 nm tiene un fuerte efecto inductor de la
formacidn de proyecciones en comparacion con surcos u orificios
de 2 um @9 M3as adn al exponer neuronas hipocampales a
sustratos con proteinas como laminina o NGF, o a un sustrato
con microsurcos, las neuronas mostraron una preferencia de
alrededor del 70% por el sustrato con microtopografia, que a
uno con sefiales quimicas %), destacando la importancia de las
propiedades topograficas para la estimulacion de proyeccion
axonal.

La rigidez del sustrato es otra propiedad de la matriz
extracelular que parece tener efectos importantes en la
proyeccién axonal. Se entiende como rigidez la capacidad de
un sustrato de soportar un esfuerzo sin adquirir deformacion. El
cerebro es uno de los tejidos mas suaves del cuerpo (0.1-10kPa)
(104,105 en comparacion con el musculo (100 kPa) (106107 g gl
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hueso (10°kPa) 1%, Se ha reportado que los axones de neuronas
de ganglios de la raiz dorsal incrementan su longitud en sustratos
suaves (19199 yn efecto similar se ha observado en neuronas
hipocampales 19; ademas, la ramificacién de las neuronas
parece ser estimulada en sustratos suaves en comparacion con
sustratos rigidos %, Finalmente la rigidez del sustrato parece
tener efectos en la diferenciacién y sobrevivencia neuronal.
Los sustratos mas rigidos estimulan la sobrevivencia de la glia,
mientras que sustratos blandos inducen la presencia de neuronas
corticales "V, e incluso la rigidez del sustrato tiene un importante
papel en procesos de diferenciacion de células mesenquimales
hacia fenotipos neuronales ), Lo anterior hace patente que
las propiedades fisicas de la matriz extracelular son un aspecto
mas que habra que estudiar y tomar en cuenta sobretodo y con
especial relevancia en el desarrollo de biomateriales que puedan
ser usados como andamios para el crecimiento de neuronas y
para la reparacion de lesiones en el sistema nervioso.

Proyeccidn axonal y neuroregeneracion

La recuperacién funcional del tejido daflado tras una
lesion en el sistema nervioso, conlleva la reparacion de los
circuitos neuronales a través de la regeneracion axonal y del
restablecimiento de las conexiones especificas; sin embargo la
capacidad de regeneracién del sistema nervioso es limitada.
En general se sabe que el sistema nervioso periférico (SNP)
tiene una mayor capacidad de regeneracion en comparacion
con el sistema nervioso central (SNC). Al parecer esto se debe
al ambiente en el cual unos u otros axones tienen que crecer
y regenerarse, a la diferencia en los procesos inflamatorios,
asi como a las propiedades intrinsecas de las neuronas (12,
Los axones seccionados en el SNP tienden a crecer distancias
mayores que los del SNC, y al parecer la presencia de células de
Schwann alineadas longitudinalmente y que forman estructuras
conocidas como bandas de Biingner facilitan y promueven el
crecimiento axonal *3), Los estudio de implantes de nervios
periféricos a manera de “puentes’ mostraron que promueven
el crecimiento de axones de neuronas del SNC 4, A diferencia
del SNP, en el SNC existe la formacién de una cicatriz glial que
consiste en astrocitos, microglia y fibroblastos que forman no
solo una barrera fisica que impide el crecimiento axonal, sino
que también contiene factores inhibidores del crecimiento
como las MAG o proteinas quimiotrépicas inhibidoras. En el
caso del tejido embrionario los astrocitos aparecen de manera
tardia y no intervienen en procesos de regeneracién en esta
etapa %), Un ejemplo interesante es la semaforina 3A que como
se menciond anteriormente, estd implicada en la formacién de
diversos tractos en el desarrollo embrionario y en general su
expresion disminuyen en el cerebro adulto; sin embargo tras
una lesidn se re-expresa. Se ha observado que en lesiones de la

médula espinal, los fibroblastos de las meninges invaden el sitio
de la herida formando parte de la cicatriz y secretan semaforinas
y componentes de matriz extracelular como PGCS, a los cuales
se asocian las semaforinas ¢ 7). De manera interesante
la inhibicion de la sefializacion de la semaforina 3A por el
compuesto SM-216289 derivado de un hongo, ha mostrado
promover la regeneracién anatémica y funcional en lesiones de
la medula espinal en ratas %8,

Cabe sefialar que las semaforinas tiene también un
papel importante en el mantenimiento de las sinapsis y los
fenédmenos de plasticidad neuronal, se plantea que no solo tiene
un efecto negativo en la regeneracion, sino que podrian dirigir y
promover la inervacidn correcta de los axones en regeneracion
119 g incluso de neuronas implantadas en terapias de sustitucion
celular 29, Por otra parte, la interaccion de las proteinas
quimiotropicas con los componentes de matriz extracelular
pueden modular los procesos de regeneracién. Se ha observado
que al interferir con la interaccién entre semaforina 3A y los
PGCS se pierde el efecto repelente de la proteina quimiotrépica
(116) | os PGCS tiene ademads un papel importante en la adhesion
de las células de Schwann tras una lesién en la médula espinal,
las cuales a su vez expresan moléculas de adhesion celular como
L1 y NCAM que pueden funcionar como sustratos permisivos
para el crecimiento axonal 2%,

Desarrollo de Biomateriales

El conocimiento de los factores que favorecen el crecimiento
axonal estd siendo aplicado para disefiar biomateriales que
mimeticenlossustratos permisivos ypermitanlaregeneracion.Un
ejemplo interesante es el uso de biomateriales como andamios.
Se han disefiado materiales poliméricos “funcionalizados”, ya
sea utilizando moléculas de adhesion tales como L1, NCAM
o TAG1, o proteinas de ME como laminina o tenascina, o
incluso péptidos que corresponden a los sitios activos de estos
componentes de matriz extracelular, que proveen un sustrato
permisivo para la adhesion y el crecimiento axonal 12212 (Fig. 3).
Actualmente, la ingenieria de tejidos desarrolla biomateriales
gue imitan las bandas de Blingner que permiten el crecimiento
alineado de las células de Schwann y favorecen la proyeccién de
axones. A este respecto se han usado por ejemplo nanofibras
alineadas que permiten la orientacién longitudinal de las células
de Schwann, y que estimula la expresion de mielina *?®, por otra
parte microsurcos o microporos que permiten la alineacion de
las células de Schwann favorecen el crecimiento de axones de
las neuronas de los ganglios de la raiz dorsal 27129,

Una de las estrategias que se aplican en la regeneracion
de lesiones en el sistema nervios periférico es el uso de implantes
de fibras nerviosas autélogas; sin embargo estos procedimientos
tiene inconvenientes como perdida de funcion del sitio donador,
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posible desarrollo de neuromas, y escases de material para
implantar; por lo que se han desarrollando canales de diversos
biomateriales que tiene mayor disponibilidad y favorecen el
crecimiento de los axones, impidiendo la formacion de cicatrices
gliales, y liberando factores de crecimiento implicados en la
estimulacion del crecimiento axonal %9, Estas estrategias han
sido particularmente probadas en lesiones de la médula espinal
eincluso existen algunos productos ya aprobados por la FDA para
el tratamiento de lesiones en nervios periféricos 3V, Por otra
parte el uso de biomateriales con caracteristicas topograficas
nanométricas, y sustrato con rigidez controlada parecen ser
una alternativa viable para estimular el crecimiento axonal 9,
Las técnicas de microlitografia utilizada en la elaboracion de
microcircuitos en la industria electréonica han sido adaptada
para la generacién de micro y nano- patrones en materiales
poliméricos biocompatibles™Y, que permiten el crecimiento y
alineacioén de las neuronas y sus proyecciones. Finalmente, se
estan utilizando también biomateriales que permiten simular
gradientes tanto quimicos como mecdnicos que emulan los
gradientes presentes durante el desarrollo embrionario y que
son determinantes para la proyeccion y guia axonal 32,

AN

M%@‘;/ L

Proteinas o péptidos Rigidez especiica
de adhesion ofacores neurolrificos

figura 3. esquema que representa algunas de las diferentes estrategias para
promover la proyeccién de neuritas utilizando biomateriales funcionalizados, o
con topografia o rigidez especifica.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

La comprensidn de los elementos que determinan la capacidad
de elongacién e inervacion neuronal durante el desarrollo
embrionario, cuando las redes neuronales se encuentran
en formacion, ofrece informacién sumamente importante
para promover la neuroregeneracidn en etapas posteriores.
Numerosas estrategias se han encaminado a mimetizar o
reproducir un ambiente extracelular propicio semejante al
que se observa cuando la proyeccién neuronal es favorecida.
Entre las estrategias se encuentra el disefio de biomateriales
con propiedades quimicas vy fisicas semejantes a las de la ME,
mostrando que es posible inducir, estimular, y guiar la proyeccion
neuronal, utilizando estos sustratos como “puentes” que eluden
las sefiales y sustratos inhibidores. Aunque a la fecha los
resultados son prometedores, muchas de estas estrategias se

encuentran en fase experimental y serd necesario mantener la
relacion multidisciplinaria entre la neurobiologia del desarrollo,
el campo de los biomateriales y la neurologia clinica, para
llevar los resultados experimentales a su aplicacion final en los
pacientes.
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Necrosis Neuronal Programada

Programmed Neuronal Necrosis
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RESUMEN

Desde el punto de vista morfoldgico, la muerte celular se ha
clasificado en numerosos tipos, siendo los principales la necrosis,
caracterizada por la ruptura de la membrana plasmatica y el
hinchamiento de organelos, y la apoptosis, en la que se observa
condensacién nuclear mientraslamembrana celularse encuentra
intacta. Tradicionalmente, laapoptosis se hadenominado muerte
celular programada, ya que se relaciona con la ejecucion de un
mecanismo intracelular orquestado que implica la expresion
génica, la sintesis de proteinas y activacion de caspasas. En
cambio, la necrosis, se asume como un mecanismo pasivo que se

genera por la entrada masiva de iones y agua al interior celular.

Sin embargo, evidencia actual apunta a la existencia de muerte
celular con morfologia necrdtica, pero cuya génesis implica la
ejecucion regulada de eventos intracelulares. Especificamente
para el caso de las neuronas, este tipo de necrosis “activa” se
ha observado en ciertas condiciones experimentales y se ha
denominado ya sea “necrosis programada” 6 “necroptosis”,
dependiendo del mecanismo de sefalizacion involucrado. El
objetivo de esta revision es describir el conocimiento actual
sobre estas formas de necrosis neuronal con énfasis en los
mecanismos de la “necrosis programada”.
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ABSTRACT

Cell death has been classified in different types considering
the morphological features displayed; the main categories are
necrosis and apoptosis. Necrosis is characterized by rupture of
plasmatic membrane and organelle swelling, while apoptosis
courses with high chromatin condensation without disruption of
cell membrane. Traditionally, apoptosis has been denominated
programmed cell death, since it is associated with the execution
of an orchestrated program which implies gen expression,
protein synthesis and caspase activation; whereas necrosis
has been considered a passive and disordered phenomenon
generated by the massive influx of ions and water to the cell.
However, recent evidence points to the existence of a type
of cell death with necrotic morphology, which implies the
execution of well-regulated cell events. Specifically for neurons,
this type of active necrosis has been observed under specific
experimental conditions and has been termed programmed
necrosis or necroptosis. The goal of this review is to describe
the mechanisms known about these forms of necrosis in
neurons emphasizing the knowledge existing nowadays about
programmed necrosis.
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Necrosis Neuronal Programada

INTRODUCCION

Durante mucho tiempo la muerte celular se ha descrito en
términos morfoldgicos y bioquimicos, e incluso como una
mezcla de ambos criterios, pero cierto es que la clasificacion de
la muerte celular se basa principalmente en la morfologia. En
este contexto y de acuerdo al Comité de Nomenclatura sobre
Muerte Celular (The Nomenclature Committee on Cell Death)
se considera que una célula estd muerta cuando ha perdido
la integridad de su membrana plasmatica (definido por la
incorporacion de colorantes vitales in vitro, e.g. el yoduro de
propidio); ha sufrido fragmentacion completa, incluyendo su
nucleo, en pequefios cuerpos (frecuentemente denominados
cuerpos apoptdticos) y/o el cadaver (o los fragmentos) han sido
engullidos poruna célulaadyacenteinvivo'. Este mismo comité ha
dividido a la muerte celular en cinco tipos principales: apoptosis,
autofagia, necrosis, cornificacidn y atipica (ésta ultima incluye
a la catastrofe mitdtica, anoikis, excitotoxicidad, degeneracién
valeriana, paraptosis, pironecrosis y entosis) . Sin embargo,
debe mencionarse que esta clasificacion incluye los diferentes
ejemplos de muerte celular que se han observado, muchos de los
cuales son exclusivos para un tipo celular particular, tal es el caso
de la cornificacion que ocurre especificamente en la epidermis?.
Para el lector interesado en conocer los detalles de estos tipos
de muerte celular, se recomienda ampliamente la clasificacién
reportada por Kroemer y colegas®. Vale la pena destacar que
en esta categorizacién, se menciona a la excitotoxicidad como
un fendmeno atipico propio de las neuronas, indicando que es
causada por la activacién de receptores glutamatérgicos del
tipo NMDA vy el influjo de iones calcio (Ca**) que su apertura
promueve. Sin embargo, debe tenerse claro, que las neuronas
pueden morir por apoptosis o necrosis, lo cual puede depender
en gran medida de la magnitud y la naturaleza del estimulo
qgue desencadena la muerte celular, asi como de otros aspectos
fisioldgicos propios de cada estirpe neuronal, incluyendo el nivel
de maduracion de las mismas %34,

Apoptosis vs necrosis

Aun hoy en dia, existe controversia en los criterios que permiten
la distincion entre apoptosis y necrosis. Sin embargo, la
clasificacion original de los tipos de muerte celular considera
a la morfologia para su identificacion. Con el advenimiento de
numerosas técnicas bioquimicas, se identificd que la apoptosis
cursaba con la sintesis y activaciéon de proteinas, e incluso con
la expresidn de genes especificos, razon por la cual se le calificd
como un proceso activo. Ademas, a la apoptosis se le considerd
ordenada, ya que las caspasas se activan durante este proceso,
lo hacian de manera especifica y altamente organizada. En
cambio, en los primeros estudios, la necrosis se caracterizd por
ejecutarse en ausencia de sintesis proteica e independiente de

un programa celular definido, razén por la que se considerd
un proceso pasivo y desordenado’®. Efectivamente, este tipo
de necrosis es la que prevalece; sin embargo, investigaciones
realizadas en los ultimos afios, muestran que puede existir
una forma de necrosis que sigue un programa especifico de
ejecucidn, y por lo tanto se considera activa.

Caracteristicas morfoldgicas

Como se menciond anteriormente, la apoptosis y la necrosis
pueden identificarse por diferentes criterios morfoldgicos®.
A este respecto, las caracteristicas morfoldgicas propias
de la necrosis incluyen el hinchamiento temprano de los
organelos intracelulares como las mitocondrias y el reticulo
endopldsmico, asi como de la célula en general (oncosis) y la
ruptura de la membrana plasmatica; mientras que el nucleo se
mantiene relativamente preservado®®. En cambio, la apoptosis
se caracteriza por cambios iniciales en el nucleo celular que
incluyen la condensacién de la cromatina (picnosis) y su
ruptura en fragmentos (cariorrexis), mientras que los organelos
citoplasmaticos se encuentran relativamente normales y la
membrana celular intacta hasta etapas muy avanzados®.
Frecuentemente en estados avanzados de la apoptosis, se
observan los llamados cuerpos apoptoticos, fragmentos de la
célula muerta los cuales son normalmente fagocitados:.

Aspectos bioquimicos

Tradicional e histéricamente, laapoptosis se considera un proceso
activo y ordenado, dependiente de la sintesis de proteinas y de
la expresion génica y que involucra la activacion de un programa
de muerte celular, e.g., la activacion de caspasas’. En contraste,
la necrosis se considera un proceso descontrolado que se origina
por una falla en los procesos que mantienen el estado energético
celular, lo que ocasiona la entrada masiva de iones a la célula, su
hinchamiento y subsecuente explosidn®.

Diversos atentados a la integridad cerebral pueden
inducir muerte neuronal, debido a la activacidon de un programa
de muerte celular. Los procesos mejor caracterizados son las
vias extrinseca e intrinseca, los cuales ofrecen varias alternativas
de activacion de las caspasas, una familia de cisteina-proteasas
activamente implicadas en la muerte celular®. La activacion
de la via “extrinseca” involucra la participacion de receptores
localizados en la membrana plasmatica cominmente llamados
“receptores de muerte celular”, que pertenecen a la superfamilia
del factor de necrosis tumoral (TNF). La activacion de dichos
receptores, promueve a su vez la activacidn de la caspasa-8, la
cual eventualmente activa a la caspasa-3. Esta ultima, la “caspasa
ejecutora” mata a la célula a través de sus efectos proteoliticos,
promoviendo el rompimiento del citoesqueleto, activando la
ruptura del ADN y desactivando a las enzimas de reparacion del

WWw.uv.mx/rm



Rev Med UV, Volumen Especial 2012

ADN, entre otras acciones. En la via “intrinseca”, la mitocondria
juega un papel critico. El citocromo c es liberado del espacio
intermembranal de la mitocondria al citosol, y alli interacttia con
el factor apoptético activador de proteasas (apoptotic protein
factor-1, APAF-1) y ATP para formar el apoptosoma, mismo
que posteriormente activa a la caspasa-9, misma que a su vez
promueve la activaciéon de la caspasa-3 quien finalmente causa
la muerte celular por procesos similares a los ya descritos™.
Las caspasas-8 y -9 son denominadas también como caspasas
“iniciadoras” (ademds de las caspasas 2 y 10) , ya que su
activaciéon promueve la iniciacion del programa de muerte
celular, mientras que la caspasa-3 (ademas de las caspasas 6
y 7) se denomina “ejecutora” al ser responsable de las ultimas
etapas del proceso'®.
Debemencionarsequeactualmentesehancaracterizado
numerosos factores adicionales implicados en los procesos de
muerte celular, mismos que pueden ser “dependientes” de
caspasas, i.e., aquellos cuyo proceso implica la activacion de las
vias extrinseca o intrinseca de muerte celular, o bien procesos
“independientes” de caspasas, los cuales como su nombre
lo indica, se llevan a cabo sin implicacion de esta familia de
proteasas y que pueden incluir a otros actores mitocondriales
como el factor inductor de apoptosis (apoptosis inducing factor,
AIF), la endonucleasa-G, asi como miembros de la familia de
factores apoptéticos Bcl-2 como Bax, entre muchos otros!>*3,

Necrosis neuronal y programas de muerte celular

En afios recientes, se han identificado algunos tipos de muerte
neuronal con morfologia necroética, pero asociados a la expresion
o activacién de marcadores bioquimicos de muerte celular.
Esto hallazgos, han promovido el estudio conjunto de aspectos
morfoldgicos y bioquimicos de la muerte neuronal. Sin embargo,
aun aceptando que la necrosis no es un fendémeno pasivo,
existen diferentes mecanismos implicados en este proceso.
De hecho la literatura no ha estandarizado los términos a
emplearse para esta forma de necrosis, de manera que necrosis
activa, necrosis programada, aponecrosis y necroptosis pueden
parecer sindnimos. No obstante, esta revision propone clasificar
a la “necrosis activa” en al menos dos categorias considerando
los procesos de ejecucion conocidos hasta el momento
(Figura 1). Entonces, la “necrosis activa” puede dividirse en: 1)
“necrosis programada”, la cual es dependiente de caspasas y 2)
necroptosis, la cual implica la participacién de la cinasa serina/
treonina denominada proteina de interaccién con receptores
tipo 1 (Receptor Interacting Protein-1, RIP1). En los siguientes
apartados se pretende describir mas a detalle estos tipos de
necrosis.

“Necrosis programada”

A mediados de la década pasada, se describié un tipo de muerte
neuronal con caracteristicas morfoldgicas de necrosis, pero con
caracteristicas bioquimicas de apoptosis, tales como la liberacién
del citocromo c y la activacidn de caspasas'*!>!, Este fendmeno
se observd en cultivos neuronales primarios en condiciones de
hipoxia y de excitotoxicidad y se catalogd inicialmente como
“necrosis programada” 7. Sin embargo, este término es
frecuentemente intercambiado con el de “necrosis activa”*®. En
estos trabajos, la hipoxia causada por la aplicacion de cianuro
de sodio a cultivos primarios de neuronas granulares del giro
dentado, produjo una forma de “necrosis programada” con
un mecanismo independiente de la sintesis de proteinas,
pero asociada con la pérdida del potencial de membrana
mitocondrial, la liberacién del citocromo ¢ de la mitoncrondria
y la activacidn de la caspasa-9, secundada por la activacion
de la caspasa-3'*. Un proceso similar de “muerte neuronal
programada” se observd aun en presencia de antagonistas de
los receptores glutamatérgicos AMPA (NBQX) y NMDA (MK-
801), i.e. en la muerte neuronal hipdxica por mecanismos no
excitotéxicos. Por otro lado, el glutamato aplicado in vitro
causa excitotoxicidad neuronal a través de la estimulacién de los
receptores tipo NMDA, proceso que promueve la activacién de
la via mitocondrial de muerte celular, iniciada por la liberacion
de citocromo c y seguido por la activacion de las caspasas-9 y
-3, que finalmente produce necrosis, o0 mas especificamente
“necrosis activa” .

Evidencia adicional refuerza la existencia de Ia
“necrosis neuronal programada o activa” in vivo, aunque de
manera indirecta. Uno de estos estudios evalud la muerte
neuronal causada por el status epilepticus (SE) en la rata
adulta. El SE es una condicidén neuroldgica que cursa con crisis
epilépticas persistentes que llegan a ser autosostenidas, sin
que el individuo que la padece recupere el contacto con el
medio exterior®® y cuyos mecanismos de generacién implican
a la neurotransmisién glutamatérgica, misma que también
puede desencadenar muerte neuronal’. En este reporte se
demostrd que el SE producido por el 4cido kainico (un agonista
glutamatérgico) en la rata adulta causa dos tipos de muerte en
las neuronas piramidales. Un primer tipo necrético temprano ya
que se observa un dia después de las convulsiones, y un tipo de
necrosis tardia (3-7 dias pos-SE) la cual cursa con fragmentacion
del ADN (determinada con la tincion de TUNEL) y con la activacién
de la caspasa-3%. Un hecho sobresaliente, es que aunque se
observaron estos marcadores bioquimicos, no se identificd
muerte neuronal apoptdtica, siendo la necrosis el tipo de
muerte neuronal preponderante después del SE*. Por otro lado,
Carloni y colaboradores?* también identificaron que la hipoxia
en ratas neonatas produjo muerte neuronal en el hipocampo y
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la corteza cerebral, que estas neuronas fueron inmunoreactivas
a caspasa-3 y que incorporaron al colorante yoduro de propidio
(indicador de una alteracion en la membrana plasmatica). Cabe
destacar que estos hallazgos no fueron interpretados como la
existencia de tipo de necrosis “activa”, sino como un proceso de
necrosis secundaria.

A partir de estos resultados, se inicid el estudio
conjunto de marcadores de muerte celular y de la morfologia
de las neuronas dafiadas, para entender mejor los mecanismos
celulares que inducen el dafio neuronal in vivo, particularmente
en la region CA1l del hipocampo de la rata en desarrollo
después del SE inducido con el modelo de litio-pilocarpina. Los
resultados sugirieron la existencia de un fenédmeno similar a
la “necrosis programada” observada in vitro y que se presenta
en el area CA1 del hipocampo de ratas a las que se indujo SE
durante el dia postnatal 14 (P14). En estas ratas, 24 h después
del SE, aproximadamente el 20% de las neuronas necrdticas
expresan la forma activa de la caspasa-32?, aunque no muestran
activacion de caspasa-9%. Sin embargo, 6 h después del inicio
del SE existe una extensa expresion de la caspasa-8 activa en
el drea CA1 hipocampal®®. Los hallazgos anteriores sugieren
que las neuronas piramidales de CA1 podrian estar muriendo
a través de un mecanismo dependiente de caspasas, pero que
conlleva a una morfologia necrética®**%. Un inhibidor general de
caspasas (QVD-Oph) disminuye el nimero de células necréticas
causadas por el SE, corroborando que este tipo de “necrosis
activa” involucra la activacion de estas cisteina-proteasas?®. La
participacion de la caspasa-8 también sugiere que la llamada
via extrinseca de muerte celular podria estar involucrada en
este fendmeno. En contraste, en el giro dentado del hipocampo
de la rata durante P14, el SE induce principalmente apoptosis,
la cual se asocia con la activaciéon de caspasa-3 y caspasa-9, y
que posiblemente involucra la activacion de la via intrinseca de
muerte celular, datos que apoyan adicionalmente la posibilidad
de que la necrosis programada ocurra en tipos neuronales
especificos**® (Figura 1).

De esta manera, los hallazgos previos ponen de
manifiesto que esta forma de “necrosis programada” ocurre en
las neuronas piramidales de CA1, pero no en la células granulares
del hipocampo, lo cual sugiere que este proceso de muerte
neuronal estd asociado al grado de maduracidn de las neuronas
y/o de los circuitos excitatorios de los que forman parte®?. Esta
propuesta se refuerza al considerar que las neuronas granulares
se desarrollan posnatalmente, mientras que las neuronas
piramidales lo hacen durante la etapa fetal***>?® y que existe
una regulacion a la baja de algunos factores de muerte celular
dependiendo de la edad del sujeto?”%.

Algunos de los candidatos a activar esta via extrinseca de
muerte celular y causar necrosis programada en la regién CA1

del hipocampo después del SE, son las citoquinas inflamatorias
tales como el factor de necrosis tumoral tipo alfa (TNF-a)
y la interleucina 1-beta (IL-1B). A este respecto, resultados
preliminares de nuestro grupo de investigacion muestran que
la IL-1B se expresa tempranamente en células del drea CA1l
piramidal (presumiblemente neuronas por su morfologia)*,
region donde se identifica muerte neuronal necrdtica masiva
después del SE?*2, Si bien es cierto que estos hallazgos son
correlacionales, sugieren que esta citoquina inflamatoria podria
iniciar una cascada de sefalizacién que active a las caspasas-8 y
-3 y finalmente culmine en una muerte neuronal necrética. En
cambio, después del SE existe una expresion discreta de TNF-a
en la formacion hipocampal, misma que no se restringe a la
capa piramidal de CA1 (datos no publicados). Asi, la inflamacién
parece estar implicada en los procesos iniciadores de la “necrosis
programada” causada por el SE, aunque indudablemente es
necesario realizar estudios adicionales para confirmar esta
hipétesis.

Necroptosis

Este tipo de necrosis dependiente de un proceso celular
organizado, se ha observado en células del sistema inmune,
células cancerigenas y mas recientemente en neuronas®'3% 33
34 Dentro de los agentes o mecanismos desencadenantes de
la necroptosis se encuentran el TNF-a a través de su receptor
TNFR1, los inhibidores de caspasas (e.g. el inhibidor general
Z-VAD.fmk), mismos que se han estudiado en condiciones de
excitotoxicidad, hipoxia o traumatismo, ya sea in vivo o in vitro"
32,33,34,35, 36.

A nivel intracelular, el principal mediador de este
proceso necrético es la cinasa serina/treonina RIP1, la cual tiene
un dominio de muerte que le permite interactuar con receptores
membranales®* *3. Sin embargo, la cascada de sefializacién que
ocurre posterior a la activaciéon de ésta cinasa no se conoce a
detalle, aunque se propone que especies reactivas de oxigeno,
factores mitocondriales, lipasas y ceramidas son los efectores
de la muerte celular®® 3>, Otras moléculas implicadas en la
necroptosis incluyen a la ciclofilina D, una peptidilpropil cis-
trans isomerasa mitoncondrial que contribuye a la denominada
permeabilidad transicional mitocondrial; la polimerasa poli
(ADP-ribosa) o PARP-1, una enzima de reparacion de ADN, al
AIF y la calpaina (proteasa dependiente de Ca*™) entre otros3%,
Especificamente para el caso de las neuronas, Degterev y
colaboradores®, mostraron que la isquemia causada en ratones
tras la ligadura de la arteria carétida media produce necroptosis
, Y que la necrostatina-1 (Nec-1), un inhibidor de RIP1, disminuye
el tamafio de la zona infartada. Nec-1 también dismunuye el
dafio cortical y reduce el deterioro mnemaonico en ratones que
sufrieron traumatismo cortical®®. La evidencia anterior apoya
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la existencia de esta forma de necrosis neuronal activa in vivo.
De manera similar, estudios realizados en cultivos de neuronas
corticales demostraron que la necroptosis puede ser causada
por el NMDA y que este efecto excitotdxico se ve disminuido por
la aplicacion de concentraciones crecientes de Nec-1** (Figura
1).

Hipoxia/isquemia
Excitotoxicidad
Status epilepticus

4

NECROSIS

NECROSIS NECROPTOSIS

PROGRAMADA in vitro in vivo
in vitro in vivo RIP1
Cas-9 IL'IB ? a m
ROS Lipasas
Cas-3 Cas-8 Nucleasas
as-
Cas-3

Figura 1. La hipoxia/isquemia, la excitotoxicidad, el status epilepticus y el
traumatismo cerebral pueden causar muerte neuronal necrética que resulte
de un proceso activo: “necrosis programada” o necroptosis. Experimentos in
vitro e in vivo han mostrado que estos fendmenos ocurren a través de vias de
sefializacién diferentes. La necrosis programada es dependiente de caspasas,
mientras que la necroptosis involucra a la cinasa RIP1 para llevarse a cabo.
Abreviaciones: Cas-9, caspasa-9; Cas-8, caspasa-8; Cas-3, caspasa-3; RIP1, cinasa
RIP1; ROS, especies reactivas de oxigeno.

CONCLUSIONES

Aun a la fecha existe discrepancia en los conceptos de necrosis
y apoptosis, sobre todo porque se han mezclado aspectos
morfoldgicos y bioquimicos, lo cual mas que unificar criterios
abre un abanico de posibilidades. En este contexto, las neuronas
pueden morir por un proceso activo que puede culminar en
necrosis: la denominada “necrosis programada” que implica
la activacion de un programa celular dependiente de caspasas

para llevarse a cabo, o la necroptosis, que involucra a la proteina
RIP1. Los datos experimentales hasta ahora obtenidos indican
que estos procesos pueden ocurrir en condiciones de hipoxia-
isquemia, excitotoxicidad, status epilepticus y traumatismo
cerebral. Finalmente, debe tenerse en cuenta que la clasificacién
apropiada de los procesos de muerte neuronal implica el uso
correcto de los criterios morfoldgicos y el empleo conjunto de
marcadores bioquimicos.
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ARTiICULO

Mecanismos centrales de la generacién del ritmo respiratorio

Central mechanisms for respiratory rhythm generation

RESUMEN

El sistema respiratorio de los mamiferos produce diferentes
tipos de patrones ventilatorios que responden al estado
general del individuo. ¢Ddonde se genera la actividad eléctrica
que controla los musculos involucrados en la respiracion?
Actualmente, es aceptado que la respiracion es generada por
una red neuronal localizada en el tallo cerebral ventrolateral.
Dicha regidon es conocida como el Complejo preBétzinger
(preBotC). Los mecanismos de generacion de la actividad
ritmica del preBotC no se conocen del todo. El objetivo de esta
revision es proporcionar un panorama general del conocimiento
existente de los mecanismos neuronales de la generacion del
ritmo respiratorio.
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ABSTRACT

The mammalian respiratory system produces different types
of ventilatory patterns according to the general state of the
individual. Where is generated the electrical activity that control
the muscles involved in breathing? It is now accepted that a
neural network located in the ventrolateral brainstem generates
breathing. This region is known as preBodtzinger Complex
(preBotC). The mechanisms for generating rhythmic activity in
the preBo6tC are not fully known. The aim of this review is to
provide an overview of the existing knowledge of the neural
mechanisms for respiratory rhythm generation.
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Mecanismos centrales

INTRODUCCION

La respiracion es un fendémeno fisioldgico generalizado entre los
vertebrados cuya funcion principal es el intercambio gaseoso
entre el individuo y el medio circundante. La respiracion de los
mamiferos es ritmica, continua y permanente durante la vida. Al
ser esencial para garantizar la vida, la respiracidn es un proceso
robusto y estable %2,

El sistema respiratorio de los mamiferos manifiesta
diferentes tipos de patrones ventilatorios que responden al
estado general del individuo 3. La respiracién normal, o eupnea,
es el patron predominante. Si bien, la respiracién es un proceso
auténomo, puede ser controlada y regulada voluntariamente
durante la postura, la locomocién y otros actos sensorio
motores 4. El control voluntario de la respiracidn ocurre en
la corteza cerebral, mientras que su generaciéon y control
automatico radica en el tallo cerebral. Las sefiales eferentes
del nucleo generador del ritmo respiratorio son distribuidas
por interneuronas y motoneuronas a través de vias en el tallo
cerebral, hacia motoneuronas craneales, y motoneuronas
mediante vias en la médula espinal ventrolateral *. Con el paso
del tiempo, se ha descartado que estructuras cerebrales como
el puente, que contribuyen a mantener el ritmo respiratorio
sean indispensables para su generacion, y se ha propuesto, la
existencia de un “generador central del patrén respiratorio” °.
Actualmente, es aceptado que la respiracidn es generada por una
red neuronal localizada en el tallo cerebral ventrolateral. Dicha
region es conocida como el Complejo preBétzinger (preBotC) “.

Desde el descubrimiento del preBotC los investigadores
han tratado de describir su estructura y funcionamiento. Varios
grupos de investigacion han estudiado el nucleo del preBo6tC bajo
condiciones no fisiolégicas, desarrollando modelos de estudio
in vitro de la apnea, hipotermia, hipercapnia, entre otros. Estos
estudios tienen un doble propédsito: 1) entender la génesis de las
patologias respiratorias, y 2) comprender la estructura y funcion
del preBotC que permitan entender las propiedades celulares,
modulacién, y conectividad en un estado fisioldgico normal. La
manipulacidn farmacoldgica in vitro del ritmo respiratorio ha
motivado a los neurocientificos a realizar experimentos in vivo,
donde se han confirmado los hallazgos realizados in vitro.

Esta revisidon tiene como propdsito proporcionar un
panorama general del conocimiento existente de los mecanismos
neuronales de la generacidn del ritmo respiratorio.

El Complejo preBotzinger

En 1991, Smith y colaboradores describieron una regién en el
tallo cerebral, especificamente en el bulbo ventrolateral, que
contiene neuronas respiratorias. Esta estructura recibio el
nombre de complejo preBotzinger ¢ (preBotC) .

El preBotC, es una columna bilateral simétrica; cada
uno de sus lados muestra una actividad ritmica independiente,
pero se comunican bidireccionalmente con fuertes conexiones
sindpticas que sincronizan la actividad de ambos lados 7 & 5.
El papel del preBotC en la generacion del ritmo respiratorio
ha sido comprobado in vivo en roedores adultos mediante
manipulaciones farmacoldgicas que inducen la disminucion de
la actividad neuronal y por lo tanto la frecuencia del ritmo, o en
casos extremos la eliminacidn ritmica de la actividad respiratoria
6.

Si bien el objetivo ultimo de los investigadores
que estudian el preBotC es explicar la generacién del ritmo
respiratorio en mamiferos intactos, en particular en humanos
en la salud y la enfermedad, los experimentos necesarios
para estudiar los mecanismos bdsicos celulares o del circuito,
son imposibles de realizar en condiciones in vivo. Existen
preparaciones biolégicas reducidas donde se ha intentado
preservar la mayoria de las estructuras neuroanatdmicas, con la
finalidad de que estas se asemejen a las condiciones in vivo (por
ejemplo,”®). Sin embargo, las manipulaciones farmacoldgicas y
losregistros electrofisioldgicos no puedenserrealizadasendichas
preparaciones, debido a las limitaciones fisicas que impiden el
acceso a las neuronas respiratorias del preB6tC. Las propiedades
celulares de las neuronas inspiratorias del preBotC y de las redes
que estas forman, son estudiadas en una preparacion altamente
reducida. Esta consiste en una rebanada transversal del tallo
cerebral de 500 micras de grosor, que contiene el preBotC y
genera una salida motora respiratoria (Fig. 1)*. En esta rebanada
se han identificado las propiedades marcapaso de las neuronasy
el papel que distintas corrientes idnicas juegan en la generacién
de la actividad ritmica 1%, Los estudios in vitro han sido la base
para una serie de experimentos en animales intactos en donde
se ha corroborado que el preB6tC es esencial para la generacion
del ritmo respiratorio 2.

Las neuronas respiratorias del preBotC expresan el
receptor a neurokinina-1 (rNK1). Esta propiedad molecular
permite identificar a la poblacion de neuronas respiratorias
del preB6tC como un nucleo neuronal bien definido en el tallo
cerebral de la rata . Aprovechando esta caracteristica comun
entre las neuronas del preBotC, se disefié un protocolo de lesién
cerebral en donde se micro-inyecta intracerebralmente en el
complejo preBotC una molécula toxica compuesta de saporina
(inhibidor ribosomal, es decir, de la sintesis de proteinas),
acoplada a Substancia P (ligando natural del rNK1). Cuando
esta molécula se une al rNK1, el complejo receptor-toxina es
endocitado por las neuronas respiratorias, inhibiendo la sintesis
de proteinas e induciendo muerte neuronal. Con esta técnica
se ha logrado eliminar hasta el 75% de la poblacidon neuronal
que expresa el rNK1, provocando un patrén de respiracidon
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irregular que afecta la homeostasis de los gases en sangre en
la rata ¢. Ademads, se ha encontrado que lesiones bilaterales
menos severas, o unilaterales del preB6tC utilizando esta
técnica, pueden producir apnea central del suefio sin afectar
significativamente la respiracion en el estado de vigilia ®.

Los mecanismos de la actividad oscilatoria del preBotC
no se conocen del todo, especialmente los responsables
de la generacion de la actividad ritmica. Si las propiedades
fundamentales para la generacién del ritmo estan en todas las
neuronas que constituyen el preB6tC o sélo en una subpoblacidn,
es algo que aun se desconoce. Se cree que algunas propiedades
biofisicas de la membrana citoplasmatica de las neuronas del
preBo6tC, podrian estar implicadas de forma significativa en la
generacion del ritmo respiratorio.

La rebanada transversal de tallo cerebral como modelo
experimental
El modelo experimental de la rebanada de tallo cerebral fue
desarrollado en 19914 con el objetivo de aislar la unidad minima
funcional del ritmo respiratorio, y en respuesta a la hipotesis
que dicha unidad yace en el Grupo Respiratorio Ventral (GRV),
en el tallo cerebral. A partir de una preparacion in vitro llamada
en bloc que contiene el tallo cerebral y la médula espinal de
ratas neonatas, se hicieron cortes sucesivos en direccion rostro-
caudal o caudo-rostral de 50 a 75 micras de espesor mientras
se monitoreaba electrofisiolégicamente la salida motora del
nervio frénico. Se encontrd una region localizada entre un punto
rostral con respecto al 6bex (la region extrema rostral del cuarto
ventriculo) y caudal respecto al nucleo facial. Esta zona, de
aproximadamente 350 micras de longitud, es capaz de generar
una salida motora aln en ausencia del resto de las estructuras
que forman el tallo cerebral (Figs. 1y 2). Fue asi como se aisl6 el
preB6tC en una rebanada transversal de tallo cerebral de entre
350 y 600 micras de grosor. Esta rebanada no sélo contiene el
preBo6tC, sino también motoneuronas respiratorias del nucleo
del nervio hipogloso (nervio craneal Xll), del que se registra la
salida motora del ritmo generado por las neuronas del preBotC
6, Esta preparacion aisla el circuito funcional que genera el ritmo
respiratorio, lo que facilita su estudio in vitro.
Eldesarrollodelarebanadadetallocerebralhapermitido
investigar la neuromodulacidn postnatal del nervio hipogloso ¥,
la respuesta a la hipoxia en neuronas del nucleo generador in
vitro '8, y los efectos de la nicotina sobre la regulacion del ritmo
respiratorio °. Ademads, rebanadas de ratones transgénicos para
los genes Mecp2 o Phox2B sirven como modelos experimentales
para estudiar las alteraciones centrales de la respiracion en el
sindrome de Rett y en el sindrome congénito de hipoventilacién
central, respectivamente %
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Figura 1. Modelo para el estudio in vitro de la ritmogénesis respiratoria: rebanada
transversal de tallo cerebral. Esta preparacidn contiene el nucleo generador del
ritmo: el complejo preBotzinger (preBotC) y una salida motora en fase (nervio
XIl). Se pueden registrar neuronas inspiratorias en fijacion de corriente o fijacion
de voltaje y la salida motora.

dorsal

/1 - - A,
K7 / 2 = |
{ [ L] ] A
. \
[\ ] /7[\ \ :l |
g . /N & |/
\\ u gy e
Y -
%
.
¥

iy >

ventral

Figura 2. A Vista dorsal del tallo cerebral con el cerebelo removido hacia los
costados. Se muestra la extensidon del Grupo Respiratorio Ventral (zona roja) y
el nivel aproximado en que se encuentra el preBotC (zona azul). B Vista caudo-
rostral del tallo cerebral. La zona removida en el centro corresponde a la
rebanada que contiene al preBotC y se muestra a la derecha. C Vista caudal de
la rebanada de tallo cerebral. La zona amarilla en el extremo dorsal corresponde
al nucleo del nervio hipogloso (nXll). Se muestran también las raices del nervio
hipogloso (rXIl) en el extremo ventral; el preBotC y la orientacion relativa del

GRV. (Adaptada de 38 (A) y de 39, 40(B y C)

Neurotransmision en el preBotC.

La neurotransmision excitatoria en el preBotC es principalmente
glutamatérgica. La activacidn de receptores tipo AMPA (llamados
asi porque unen 2-amino-3-(5-metyl-3-oxo-1,2- oxazol-4-l) acido
propanoico) es esencial para la génesis del ritmo respiratorio
in vitro. La micro- inyeccion en el preB6tC de CNQX (6-ciano-
7-nitroquinoxaline-2,3-diona), un antagonista del receptor
AMPA/kainato, reduce la frecuencia y bloquea las oscilaciones
respiratorias de las motoneuronas del nervio hipogloso .
La aplicaciéon del antagonista NBQX (2,3-dihidroxo-6-nitro-7-
sulfamoil-benzo quinoxaline-2,3-diona) elimina la actividad
ritmica del preBotC 2. En otros estudios in vitro, la aplicacion
de MK-801, un antagonista especifico del receptor tipo NMDA
(Ilamadoasiporque une N-Metyl-D-aspartato, NMDA) no provoca
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ningun efecto sobre el ritmo respiratorio 2%, Sin embargo,
en estudios realizados in vivo se ha visto que la activacion de
receptores tipo NMDA y AMPA es importante para la generacion
del ritmo, pues su bloqueo farmacoldgico tiene efectos aditivos
sobre la actividad de las neuronas inspiratorias .

Los receptores tipo NMDA son dependientes de voltaje;
el canal idnico se encuentra normalmente bloqueado por Mg2+,
que se liga fuertemente al canal e inhibe su permeabilidad.
Cuando la membrana es despolarizada y existe glutamato en
la sinapsis, el Mg2+ es removido y el canal idnico se abre. El
Ca2+ es el principal ion que fluye por los receptores tipo NMDA,
en contraste con el resto de los receptores glutamatérgicos
ionotrépicos, en donde el principal ion es Na+. La respuesta
excitatoria postsindptica provocada por la activacion de los
receptores tipo AMPA precede, y facilita la activacion de los
receptores tipo NMDA, a través del cambio de voltaje necesario
en la membrana.

Es importante destacar que el preB6tC es una red
neuronal compleja que se encuentra regulada por multiples
neuromoduladores, y neurotransmisores como serotonina,
somatostatina, Substancia P, y ATP (adenosina trisfosfato)
entre otros®*?%. Estos neuromoduladores no participan en la
generacion del ritmo, pero influyen sobre la frecuencia que este
despliega.

Mecanismos de generacion del ritmo respiratorio
Desde el descubrimiento del preB6tC, han surgido numerosas
hipétesis que intentan explicar la generaciéon del ritmo
respiratorio. Se sabe que el preBo6tC contiene neuronas
marcapaso con propiedades dependientes de voltaje 2 y no
dependientes de voltaje %°. La actividad marcapaso dependiente
de voltaje depende de la corriente persistente de sodio (INaP).
Mientras que las neuronas marcapasos no dependientes de
voltaje dependen una corriente catidnica inespecifica activada
por Ca2+ (ICAN). Estas dos corrientes parecen jugar un papel
importante en la generacion de ritmos en otros sistemas
neuronales. Sin embargo, un estudio reciente muestra que la
aplicacién de los bloqueadores de las corrientes de la INaP e ICAN
(riluzole y acido flufenamico, respectivamente), en rebanas de
tallo cerebral conteniendo el preBo6tC, provocan la desaparicion
del ritmo respiratorio. Sin embargo, la aplicacién del agonista
glutamatérgico AMPA o del neuropéptido Substancia P a estas
rebanadas se restaura el ritmo respiratorio30. Este resultado
cuestiona la hipdtesis que propone a las neuronas marcapaso
como una poblacidn indispensable para generar el ritmo
respiratorio. 1*%°

La fase inspiratoria del ciclo respiratorio in vitro se
caracteriza por una rafaga sincrénica de potenciales de accidn,
montados sobre una despolarizacién de 10 a 20 mV y 0.3 a 0.8s

de duracién, llamada comando inspiratorio (Fig. 1). 15, 31 En
neuronas inspiratorias sin capacidad marcapaso, parte el origen
del comando inspiratorio es atribuido a las corrientes generadas
por la activacion del receptor glutamatérgico tipo AMPA.
Recientemente se ha sugerido que los canales TRPM4, (canales
catidnicos no selectivos activados por Ca2+), podria contribuir a
la generacién del comando inspiratorio,* pero aun no existen
evidencias biofisicas claras que soporten esta hipdtesis.

Se ha propuesto que la ICAN pudiera contribuir a la
generacion del comando inspiratorio, para lo cual esta deberia
responder de forma obligatoria a cambios transitorios de la
concentracion de Ca2+ citoplasmatico, y ser activada antes
del tren de potenciales de accion montados sobre el comando
inspiratorio que caracterizan la actividad inspiratoria. Sin
embargo, el aumento de Ca2+ intracelular durante la inspiracién
ocurre después de la iniciacidon del comando inspiratorio, como
consecuencia de la activacién de canales de Ca2+ dependientes
de voltaje debida a los potenciales de accidn 3. El flujo de Ca2+
gue se da antes y durante los potenciales de accion y el comando
respiratorio, ha sido monitoreado y cuantificado mediante
técnicas de fluorescencia solo en el soma de las neuronas
inspiratorias, por lo que la contribucion de la liberacién de Ca2+
de pozas intracelulares en dendritas para activar la ICAN aun no
puede ser descartada.

Algunos estudios sugieren que la generacion normal
del patrén respiratorio resulta de la interaccion compleja entre
las propiedades emergentes de la red acoplada simétricamente
e intrinsecamente por neuronas marcapaso > 3% También
se ha sugerido que las neuronas marcapaso juegan un papel
importante en la amplificacién e iniciacidn del ritmo respiratorio,
mientras que los mecanismos sinapticos son criticos para su
sincronizacién y propagacion ¥,

En resumen, hasta ahora no se ha logrado identificar
una propiedad especifica de las neuronas inspiratorias a la
cual pueda atribuirse la generacién del ritmo respiratorio.
Actualmente se piensa que la generacién del ritmo respiratorio
es una propiedad “emergente”, es decir que es resultado de la
conectividad de todas las neuronas que conforman el preBo6tC,
y no depende de un tipo neuronal con caracteristicas intrinsecas
especificas 133032,

Ademas, otros mecanismos como la regulacién de
Ca2+ intracelular y la sefalizacion de Ca2+ mediada por el
reticulo endoplasmico, no han sido estudiados de forma extensa,
aunque podrian ser muy utiles para entender el fendmeno de la
generacion del ritmo respiratorio.

Relevancia de estudio de la generacidon del ritmo respiratorio

El ritmo respiratorio debe ser constante, confiable e infalible
para mantener adecuadamente el intercambio gaseoso en
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vertebrados. En el ser humano, algunos sindromes presentan
irregularidades en el patron respiratorio como el sindrome
de hipoventilacion central congénita, llamado maldicion de
Ondina, el sindrome de Rett, y posiblemente la muerte de cuna
33-36. A pesar de la importancia clinica de la regularidad del
ritmo generado por el preB6tC, existe poca informacion acerca
de los mecanismos-criticos para generar y regular el ritmo
respiratorio.

CONCLUSIONES

La evidencia experimental indica que el preBotC es esencial
para la generacion del ritmo respiratorio. Sin embargo, también
se ha reconocido que es tan sélo una parte de un sistema mas
complejo y extenso que requiere mayor estudio. La hipdtesis que
proponen a las neuronas marcapaso como las responsables de
la generacion del ritmo respiratorio, es vagamente sustentada
por evidencias experimentales. Actualmente la mayoria de los
estudios apoyan la idea que la generacién del ritmo respiratorio
es una propiedad emergente del circuito neuronal que se
encuentra en el preB6tC. Un mayor nimero de estudios se
requieren para encontrar una respuesta contundente.

La comprensidn de écdmo es generado el ritmo
respiratorio?, {cdmo se modula la plasticidad del circuito? y
écuadles son las propiedades de quimiosensibilidad del nucleo
preBotC? ayudard a identificar la etiologia de enfermedades
como la apnea del suefio, la maldicién de Ondina. Ademas,
también contribuird a disefiar nuevas estrategias terapéuticas
para tratar enfermedades que causan insuficiencia respiratoria
de forma indirecta como el sindrome de Rett, lesiones del tallo
cerebral o médula espinal, hiperventilacién y ansiedad.
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ARTiICULO

La Hormona de Crecimiento en el Sistema Nervioso Central

Growth Hormone in the Central Nervous System

RESUMEN

La hormona de crecimiento (HC) es una molécula multifuncional
que igual estimula el crecimiento corporal que influye en
el metabolismo de lipidos y proteinas y en la proliferacion,
diferenciacidon y sobrevivencia de diferentes tipos celulares.
Incluso el mecanismo por el cual ejerce sus acciones es variable,
pudiendo ejercer efectos directos a través de la activacion de
un receptor especifico o mediante la estimulacién de efectores
secundarios como el factor de crecimiento parecido a insulina
tipo | o IGF-I, por sus siglas en inglés. Tradicionalmente, la
glandula hipdfisis se ha considerado como la fuente principal de
produccion de la HC. Sin embargo, actualmente se sabe que
esta hormona es producida localmente en diferentes tejidos
en los que ejerce un efecto autocrino. Mas aun, la HC se ha
detectado desde las primeras fases de desarrollo mucho antes
de la formacion y activacion de la glandula hipéfisis apuntando
hacia un papel central de esta hormona desde las primeras etapas
de la vida. Por otra parte, estudios recientes han sugerido un
papel importante de la HC en el desarrollo y funcionamiento del
sistema nervioso central (SNC). Los datos experimentales apoyan
la idea de un papel central de la HC en el SNC que va desde la
regulacion de la biologia de células troncales neuronales hasta su
participacion en el mantenimiento de procesos cognitivos como
el aprendizaje y la memoria. El presente trabajo recopila las
evidencias que soportan la hipdtesis de una funcién “cerebral”
de la HC.

Palabras Clave: Hormona de crecimiento, sistema nervioso
central, neurogénesis, neuroproteccion, aprendizaje.
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ABSTRACT

Growth hormone (GH) is a multifunctional molecule that
stimulates body growth as well as influences the metabolism
of lipids and proteins and the proliferation, differentiation and
survival of different cell types. Even the mechanism by which GH
exerts its actions is variable. This hormone can exert it directly
through the activation of a specific receptor or by stimulating
secondary effectors like the insulin-like growth factor type |
(IGF-1). Traditionally, the pituitary gland has been considered
as the main source of production of GH. However, it is now
known that this hormone is produced locally in various tissues
in which exert an autocrine action. Moreover, this hormone has
been detected at the earliest stage of development even before
the formation and activation of the pituitary gland suggesting
a central role of the GH in the beginning of life. Recent studies
have suggested a role of GH in the development and function
of the central nervous system (CNS). Experimental data support
a role of GH in the CNS ranging from regulation of neural stem
cell biology to its participation in the maintenance of cognitive
processes such as learning and memory. The present review
compiles evidence that support a “cerebral” function of GH.
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La Hormona de Crecimiento

INTRODUCCION

La HC es una hormona proteica no glicosilada, que se sintetiza
en la glandula hipdfisis. Su funcién principal esta relacionada
con el crecimiento corporal y el metabolismo de carbohidratos.
Adicionalmente, la HC estimula la diferenciacion de varios
tipos celulares presentes en el tejido adiposo, el muscular y el
cartilago. In vivo, esta hormona ejerce una gran variedad de
efectos, algunos de los cuales son mediados de manera indirecta
por el factor de crecimiento parecido a la insulina | (IGF-I, por
sus siglas en inglés), mientras que otros son directos, como los
ejercidos sobre el metabolismo de la glucosa en adipocitos®. A
pesar de que la mayor parte de la HC presente en el organismo
es sintetizada en las células de la adenohipofisis; la sintesis
de esta hormona se ha detectado en otros tejidos®. Estudios
recientes sugieren que el eje HC/IGF-1 juega un papel importante
en el desarrollo y funcionamiento del sistema nervioso central
(SNC), incluyendo aquellas actividades relacionadas con la
diferenciacion, la proliferacién y la sobrevivencia neuronal®. Mas
aun, diversos trabajos sugieren un papel relevante de la HC en el
mantenimiento de procesos cognitivos tales como el aprendizaje
y la memoria. El presente trabajo revisa las evidencias que
soportan el papel de la HC como un factor importante del
desarrollo y funcionamiento del SNC.

Estructura de la HC y su receptor

El gen de la HC humana, se encuentra localizado en el brazo
largo del cromosoma 17, esta constituido por 1.65 kilobases
(1.65 kb) que incluyen 5 exones y 4 intrones que codifican
predominantemente para una proteina de 22 kilodaltones (22-
kDa). Esta proteina es laforma monomérica que normalmente se
secreta en la glandula hipdfisis. Estructuralmente estd formada
por 191 aminoacidos y 4 alfa-hélices anti-paralelas y conectadas
entre si a través de lazos o “loops”, ademas de puentes disulfuro
intramoleculares*. Cabe sefialar que existen isoformas de la HC
gue se generan a partir de modificaciones postranscripcionales al
RNAm (splicing alternativo). Este mecanismo genera una proteina
de 20-kDa la cual es idéntica a la HC de 22-kDa, a excepcidn de la
deleciéninterna de 15 aminodcidos que abarcan desde el residuo
32 al 46°. Esta eliminacidn ocasiona la modificacién de algunas
actividades de la HC como la actividad lactégenica y la actividad
lipolitica®”®. No obstante, la isoforma de 20-kDa, no es la Unica
isoforma de la HC. Estudios realizados en aves de corral desde
la etapa embrionaria hasta la etapa adulta han demostrado
la existencia de distintas isoformas de la HC que difieren en
sus pesos moleculares. Asi, se ha reportado la presencia de
isoformas de 15, 22, 25, 44, 50, 66, 80, 98, 105 y >110-kDa; la
gran mayoria no presenta actividad bioldgica. Por otra parte,
la isoforma activa de 22-kDa presenta inmunoreactividad en el
estadio 18 de desarrollo embrionario y con un mayor incremento

alos 20 dias de desarrollo®. Recientemente, se ha reportado una
inmunoreactividad de la HC asociada a las proteinas de 15y 16
kDa, especificamente en la etapa ED7 del desarrollo durante
la formacidn de la retina neural del pollo '°. Estas proteinas
son isoformas de la HC que se producen de manera local en
poblaciones conocidas como células del ganglio retinal y se cree
gue su expresidn estd relacionada con la sobrevivencia de esta
poblacién. Debido a lo anterior, se piensa que las isoformas de
la HC pudieran tener una funcidn especifica.

Por otra parte, el receptor de la HC (HCR), consiste en
una glicoproteina transmembranal de 620 aminoacidos y se
clasifica dentro de la superfamilia de receptores de citocina clase
I. Estudios de cristalografia de rayos X2 revelaron que el HCR
posee un dominio extracelular, con cinco sitios de glicosilacién y
siete sitios que forman uniones disulfuro altamente conservado
entre las especies. Eijnden y colaboradores (2006), observaron
que las uniones disulfuro que conforman a los pares de cisteina
son importantes para la maduracién del propio receptor y para
la union del ligando, incluso, cuando las uniones disulfuro son
alteradas, la activacion por la HC es bloqueada, mientras que en
la eliminacién completa de las uniones disulfuro, la dimerizacion
de los receptores, indispensable para la actividad bioldgica de
la HC, es imposible®®. Adicionalmente, el dominio extracelular
puede ser liberado enzimaticamente dando lugar a la forma
soluble del receptor, conocido como proteina de unién de la HC,
(GHRBP, por sus siglas en inglés) . La interaccién de la HC a
su receptor se lleva a cabo a través de dos sitios de union en
su molécula. Ambos se asocian de manera no covalente a dos
moléculas del GHR idénticas en un proceso de dimerizacion
secuencial. Es decir, el sitio 1 de la HC reacciona con una primera
molécula de HCR formando un complejo HC-HCR en una relacion
1:1. Posteriormente, la HC une a un segundo receptor a través
del sitio 2 formando el complejo dimérico HCR-HC-HCR (1:2)*.
Las primeras evidencias del proceso de dimerizacion surgieron
de estudios cristalograficos®® y fueron corroboradas mediante
experimentos in vitro a través del analisis de curvas de dosis
respuesta en células sensibles a la HC >, Los resultados de
estos estudios demostraron que la HC ejerce sus efectos de una
manera bifasica generando curvas dosis respuesta en forma de
campana. Interesantemente, los sitios de unién en los HCR son
idénticos a pesar de que su interaccién con la HC se lleva a cabo
en dos sitios diferentes en la molécula. El modelo propuesto de
dimerizacion de los HCR explica el comportamiento de las curvas
dosis-respuesta in vitro. Asi, bajas concentraciones de la HC
generan un numero limitado de complejos diméricos por lo que
la respuesta bioldgica no es tan evidente. Conforme aumenta
su concentracion, la actividad biolégica va en aumento y esta
es 6ptima cuando se forma el maximo de complejos diméricos
(2HCR/HC). Por el contrario, el exceso de hormona favorece la
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formacion de complejos monoméricos (HCR/HC) reduciendo el
numero de complejos diméricos activos. Cuando todos los HCR
se encuentran unidos a una molécula de HC la actividad bioldgica
se bloquea al no poder formarse los complejos diméricos®. En
la actualidad se tiene evidencia de que la dimerizacién de los
receptores es un proceso previo a la union de la HC'> 1819 |3
actividad biolégicade laHCse explica porelhecho de que suunién
a los HCR produce un cambio conformacional en los dominios
extracelulares y transmembranales del mismo que desencadena
la activacion de vias de sefializacidn intracelular® 2!, La unién
de la HC a su receptor conduce a la activacién de cinasas que de
manera intracelular se encuentran asociadas al receptor de la
hormona. Esta proteina intracelular conocida como Janus kinasa
2 0 JAK2, a su vez, activa a otras vias de sefializacion incluyendo
a los transductores de sefial y activadores de la transcripcidn
(STAT), a las cinasas reguladas por sefiales extracelulares
(ERK1/2) y la via de la cinasa del fosfatidol-inositol 3 trifosfato
(IP3K)21. La delecion del dominio intracelular del GHR impide la
asociacion de la cinasa JAK-2 y por lo tanto la transduccién de la
sefial?2.

Presencia de la HC en el SNC.

A pesar de que la mayor parte de la HC presente en el organismo
es sintetizada en las células de la adenohipdfisis; la sintesis
de esta hormona se ha detectado ademds en otros tejidos
y en diferentes estadios de desarrollo?. Tradicionalmente, el
crecimiento embrionarioy fetal se ha considerado independiente
de la presencia de la HC debido a que el desarrollo de la
gldndula hipodfisis y de las células somatotrofas se lleva a cabo
mas adelante. Sin embargo, nuevas evidencias sugieren un
papel relevante de la HC en la embriogénesis. En este sentido,
Pantaleon y colaboradores (1997) demostraron la presencia del
GHRy de la HC en embriones de ratén pre-implantados de todas
las etapas, desde el huevo fecundado (dia 1) hasta el blastocisto
(dia 4)®. Estos investigadores mostraron que el sistema GHR/HC
es funcional en este estadio de desarrollo al estimular la sintesis
de proteinas y el transporte de glucosa en los embriones.
Mas aun, este mismo grupo demostré que la HC detectada
es producto de la transcripcidon del gen en el embrién y no de
origen materno. Mas adelante en el desarrollo, tanto el RNAmM
de la HC como la proteina son evidentes en otros 6rganos y
sistemas, incluyendo al sistema nervioso. Por ejemplo, la HC es
detectable a partir del décimo dia de gestacion en el cerebro
fetal de la rata?*. En embriones de pollo, la HC es detectable en
células que conforman el tubo neural, y la notocorda®. Ademas
de las evidencias que sugieren la participacion de la HC durante
el desarrollo, también se ha demostrado la existencia de la
hormona en el cerebro adulto de mamiferos y aves, aunque
los sitios de expresion se limitan a ciertas areas como son el

talamo, el estriado, la formacidn reticular y el hipocampo®.
Ademas, la deteccion de la HC en el SNC no se modifica en
ratas hipofisectomizadas, observandose la expresiéon de su
RNAmM en la corteza cerebral, en células del ganglio retinal,
nucleo arcuato, nucleo periventricular, plexo coroideo, médula
espinal y nucleo supradptico®. Estos resultados sugieren que
la presencia de la HC en el SNC se debe a una produccién local
de la HC y no a la contribucion de la hormona hipofisaria. En
este sentido, recientemente se reporto la sintesis local de la HC
en el hipocampo de ratas, demostrandose que ésta es regulada
por la edad, la presencia de estrogenos y por condiciones de
estrés?’. La presencia de la HC en el hipocampo y su regulacion
externa sugiere que esta hormona esta relacionada con procesos
cognitivos como el aprendizaje y la memoria.

Otras evidencias del papel de la HC en el desarrollo del
SNC provienen de modelos animales con deficiencia o bloqueo
de la actividad de esta hormona? 2%, Asi, uno de los primeros
estudios que sugirieron un papel de esta hormona en el cerebro
fueron los trabajos de Pelton y cols. (1977), quienes indujeron
una deficiencia crénica de la HC en ratas tras la inyeccion de un
antisuero procedente de monos inmunizados contra la hormona
purificada. Los resultados del grupo de Pelton demostraron que
el bloqueo sistémico de la hormona por el antisuero provocé
una deficiencia importante en el contenido de HC hipofisiaria
con disminucién en la talla corporal en los animales tratados®.
Ademas, los grupos experimentales presentaron defectos
en la maduracion cerebral con una disminucion importante
de mielina y acumulaciéon de células gliales “inmaduras”.
Interesantemente, los defectos de la deficiencia de la HC
observados en este primer estudio fueron reproducibles en
los trabajos de Noguchi y cols., (1985) utilizando roedores con
deficiencia de la hormona (ratones Little) 32. En este modelo, se
encontro que los roedores con deficiencia de HC mostraron una
disminucién del 81.5% del tamafio del cerebroy una disminucion
del 80% en el contenido de DNA y RNA total del mismo 6rgano
con respecto a los roedores silvestres3> 3. Por otra parte, se ha
reportado que la administracion de HC bovina a ratones /it y
snell, deficientes en esta hormona, durante los primeros meses
de vida postnatal, restaura el crecimiento neuronal®. De esta
manera, es claro que la HC tiene un papel relevante desde el
inicio del desarrollo embrionario y en especial del SNC.

HCy Aprendizaje-Memoria.

Estudios recientes sugieren un papel relevante de la HC en la
regulacion de la proliferacién, sobrevivencia y diferenciacion
de células neurales. Experimentos in vitro han demostrado un
efecto mitogénico de la HC sobre cultivos primarios de neuronas
corticales®®, asi como de precursores neuronales adultos®. El
mismo efecto se ha observado en lineas celulares de origen
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neural®’. Ademas, la HC regula negativamente la diferenciacion
neuronal. La supresion de la diferenciacion neuronal por parte
de esta proteina es mediada por la proteina SOCS23%. Aun cuando
la HC parece inhibir la diferenciacién neuronal, esta hormona
estimula el crecimiento axonal® lo cual podria ser importante
en la regeneracién y conexién de los circuitos neuronales.
In vivo, la administracion sistémica de HC en ratas intactas o
hipofisectomizadas estimula la proliferacién celular en varios
regiones del cerebro incluyendo al hipocampo®. El hecho de
que la HC regule la biologia de células en esta region cerebral
relacionada con la adquisicién del aprendizaje y la memoria
y que incluye a la regién neurogénica del giro dentado, ha
sugerido la participacion de esta hormona en la adquisicién y/o
mantenimiento de estos procesos cognitivos. Interesantemente,
la disminucion de los niveles plasmaticos de la HC durante el
envejecimiento estd relacionada con un deterioro sistémico del
organismo que a nivel del SNC se caracteriza por disminucién
en los sitios de unién de esta hormona en el plexus coroideo,
hipotalamo, hipocampo, hip&fisis y estriado*’. Funcionalmente,
la disminucién de los niveles plasmaticos de la HC en el
envejecimientoserelacionaconlapérdida de memoria, dificultad
para aprender, cambios de humor y alteraciones metabdlicas. El
tratamiento con la HC en los pacientes deficientes a la misma
corrige en cierta medida estos trastornos*? 434445,

El papel de la HC en el aprendizaje se ha sugerido
también de manera indirecta al estudiar modelos animales
en los que la ausencia de la hormona o su receptor producen
alteraciones en el aprendizaje de ratas o ratones* o bien la
demostracidn de dafio cognitivo en pacientes con acromegalia®’.
Del mismo modo, el tratamiento de pacientes con deficiencia
de la HC (HCD) mejora el desempefio de los mismos en pruebas
cognitivas®®. Por otra parte, la administracion de la hormona en
animales hipofisectomizados mejora su desempeiio en pruebas
de aprendizaje y memoria espacial como el laberinto acuatico
de Morris %0, Mas aun, el mejoramiento del aprendizaje en
estos animales esta relacionado con una regulacion del receptor
para el N-metil-D- aspartato (NMDA) un componente esencial
en el proceso de potencializacién de largo plazo, fendmeno
relacionado con la adquisicién de memoria®’. Recientemente,
Estebanycolaboradores(2010)demostraronqueelmejoramiento
del aprendizaje en ratas ancianas estimulado por la HC esta
relacionado con la regulacidon positiva de neurotransmisores
como la serotonina, dopamina y noradrenalina®. Asimismo,
el tratamiento con la HC regula positivamente la actividad
electrofisioldgica del hipocampo®3. En conjunto estos resultados
sugieren un papel relevante de la HC en el mantenimiento de las
capacidades cognitivas a lo largo de la vida.

Papel de la HC como neuroprotector.

El uso de la HC como agente protector de dano celular se ha
reportado en diferentes tipos celulares y contra diferentes
agentes dafiinos®*°. En el SNC, la actividad protectora de la HC
tiene al parecer dos funciones principales: 1) Como regulador
del desarrollo embrionario y 2) Como agente protector ante
un dafio neuronal. Con respecto a la primera opcién, Sanders
y colaboradores (2009) han reportado la sintesis local de una
variante de HC con actividad anti-apoptdtica durante el desarrollo
de la retina de pollo®. En este sistema, la HC disminuyd la
expresion de las caspasas 3 y 9 sugiriendo una regulacién
directa sobre la apoptosis en la retina®® *’. Adicionalmente,
la HC se encuentra presente en los axones de las células del
ganglio retinal, sugiriendo un papel de esta hormona no solo en
la sobrevivencia sino como una guia para el crecimiento axonal.
Es claro entonces que al menos en el modelo de embriones de
pollo, el papel de la HC durante el desarrollo embrionario es el de
regular la muerte celular que sabemos ocurre de manera natural
durante este proceso. El mismo efecto antiapoptdtico podria
ser relevante para la sobrevivencia de precursores neuronales
de embridn de ratén®. El mecanismo anti-apoptdtico de la HC
no es completamente claro, aunque se ha reportado que esta
hormona regula la expresion de proteinas anti-apoptéticas como
Bcl-2 y Bag-1 vy la regulacidn del factor de transcripcion nuclear
(NF-kB) el cual se ha relacionado con la sobrevivencia celular™®
0,61 Es posible que el efecto anti-apoptético de la HC se lleve
a cabo indirectamente a través del IGF-I quien finalmente regula
las vias de sefializacion que median la muerte celular®l. En apoyo
del papel protector de la HC, se ha reportado que la deficiencia
de esta hormona en el organismo produce una disminucién
de la sobrevivencia de los precursores neuronales en el giro
dentado del hipocampo en animales adultos, reforzando la
hipotesis de un papel de esta hormona en el mantenimiento de
la neurogénesis a través de una actividad antiapoptética®?.

Por otra parte, el efecto de la HC sobre la sobrevivencia
neuronal tiene implicaciones como agente neuroprotector en
diferentes condiciones cerebrales adversas como la hipoxia/
isquemia o el edema®. Interesantemente, la HC es capaz
de reaccionar especificamente a un dafio cerebral mediante
la expresion de su receptor en la zona dafiada, lo que podria
indicarle a esta hormona donde debe actuar®. Asimismo, el
dafio cerebral después de hipoxia en animales de laboratorio
0 en pacientes con infarto cerebral estimula la neurogenesis
sugiriendo que la respuesta del cerebro ante el dafio consiste
en la generacidon de nuevas neuronas que deberan migrar a
las regiones afectadas. Las células recién producidas en la
zona subgranular, una de las zonas neurogénicas del cerebro,
migran hacia el estriado en donde se diferencian en neuronas
que sustituyen a las neuronas dafiadas®®. Dado que la HC se

WWw.uv.mx/rm




Rev Med UV, Volumen Especial 2012

ha relacionado con la regulacion de la neurogénesis, es posible
que esta hormona regule de la misma manera la formacién de
nuevas neuronas en el cerebro dafiado. El principal efecto de
esta hormona parece ser el mantenimiento de la sobrevivencia
de las nuevas neuronas producidas mas que el aumento en el
numero de las mismas. Estos resultados coinciden con aquellos
trabajos en los que se ha demostrado un incremento inicial en la
tasa de proliferacién estimulado por la HC pero que finalmente
se traduce en una mayor tasa de sobrevivencia de las neuronas
producidas66. El papel neuroprotector de la HC no sélo se ha
demostrado en el dafio por hipoxia/isquemia sino en otros
modelos de estrés celular como el producido en animales con
privacion de suefio, en donde la HC es capaz de contrarrestar
el efecto negativo de la privacion a través de un aumento en la
sobrevivencia de las neuronas del giro dentado del hipocampo66.
De esta manera, el efecto neuroprotector de la HC parece jugar
un doble papel en el organismo, como regulador del desarrollo
embrionario y como parte del sistema de reparacién ante el
dafio cerebral.

DESARROLLO
DEL SNC
7 e - K\M\\ .
REGULACION ~, REGULACIGN
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NEUROGENESIS | | SOBREVIVENCIA
% ( HC | NEURONAL
i‘\ \\\\ﬁ . ; - .
e N . . //// '
REGULACION DEL S~ NEUROPROTECCION
APRENDIZAJE EN DANO CEREBRAL

Figura 1. Principales acciones de la HC sobre el SNC. La HC es sintetizada
localmente en el SNC en donde ejerce sus efectos directa o indirectamente.
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ARTiICULO

Aprendizaje visomotor en la salud y la enfermedad

RESUMEN

Actualmente las bases neuronales de la coordinacién visomotora
son intensamente estudiadas debido a que pueden ser sujetas
a la implementacion de nuevas tecnologias terapéuticas
en pacientes con diversos tipos de deficiencias motoras. Sin
embargo falta mucho por conocer en relacién a su modificacidn
durante el aprendizaje, lo cual podria afectar de manera
importante el desempefio de las interfaces terapéuticas si los
algoritmos disefiados con dichos fines no toman en cuenta
la gran plasticidad neuronal del sistema. En el presente
articulo exponemos el trabajo que hemos realizado de forma
comprensiva en relacién al aprendizaje visomotor, analizando el
efecto de la introduccion de dos tipos de perturbaciones dpticas
sobre el sistema visual. La primera perturbacion es la refraccidn
del campo visual, la cual ha recibido un renovado interés por
parte de la comunidad cientifica al demostrarse su efecto
terapéutico en pacientes con hemi-atencion, mientras que la
segunda perturbacién es la inversion del campo visual, que ha
servido a varios articulos anecddticos, pero que nunca ha sido
estudiada sistematicamente. Una diferencia critica entre ambas
perturbaciones es el papel de la retroalimentacion. Mientras
que en la refraccion del campo visual la retroalimentacion es
congruente con la actualizacion correctiva del sistema, en la
inversion del campo visual la retroalimentacion es incongruente
con la actualizacién correctiva. El analisis del efecto de estas
perturbaciones en diferentes poblaciones ha permitido
profundizar tanto en el funcionamiento de este sistema, como
en el esclarecimiento de sus bases neuronales.

Palabras clave: aprendizaje, sistema motor, coordinacion
visomotora.
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ABSTRACT

The search for the neural basis of visuomotor control is currently
a high research priority because they could be used for novel
therapeutic approaches in patients with different types of motor
deficits. However, much has to be learned in relation to the
visuomotor learning process, since the way different therapeutic
interfaces function could be affected if the neural plastic changes
are not taken into account. Here we review much of the work we
have been doing in visuomotor learning in our lab. We explain
the two main optical perturbations used to challenge the
visuomotor system, which are the introduction of wedge prisms
that displace the visual field, and the introduction of dove
prisms that reverse the visual field. These two perturbations
differ in how they affect the feedbac k mechanism. While the
first produce a congruent feedback that can use the current
error correction algorithms of the system, the later led to an
incongruent feedback that is incompatible with the current
error correction system. The analysis of the effect of these
perturbations in different patient populations has advanced our
understanding of how the visuomotor system works.
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INTRODUCCION

La coordinacién sensorimotora es fundamental en los animales.
En el humano la coordinacidn visomotora juega un papel
fundamental en la mayoria de las actividades cotidianas
que incluyen, entre otras, desde comer hasta manejar un
automovil. De hecho, aunque estas habilidades son altamente
recompensadas por la sociedad a través de grandes ganancias
econdémicas a los mejores deportistas de futbol, tenis, golf,
etc., su verdadero impacto se puede observar en pacientes que
presentan deficiencias en estas capacidades, como los pacientes
con ataxia Optica, o con ataxias espinocerebelares (1-3).

La coordinacién visomotora se refiere basicamente a
utilizar informacién visual para guiar los movimientos o acciones
del sistema motor. A simple vista este proceso podria parecer facil
de dilucidar. Sin embargo décadas de investigaciones bdsicas,
asi como los intentos recientes de recrear mecanicamente este
sistema, nos han permitido revalorar en toda su complejidad a
este problema.

La coordinacion visomotora es una capacidad que se
desarrolla de forma postnatal y que en condiciones normales
continuda a lo largo de toda la vida del individuo (4). Debido a
que las condiciones fisicas y mecdnicas varian con la edad (por
ejemplo el largo de los brazos y por consiguiente la longitud de
alcance de las manos se modifica hasta el fin de la adolescencia),
este sistema sigue siendo plastico, por lo que puede adaptarse
incluso a perturbaciones artificiales, como seria la introduccion
de prismas que refractan o invierten el campo visual (5).

Representaciones internas.

Unodelosconceptosfundamentalesdelasneurocienciasesqueel
sistema nervioso es capaz de formar representaciones o modelos
internos de diversas entidades que incluyen entre otras al espacio
corporal. Dentro de estas representaciones se ha propuesto que
el sistema nervioso también es capaz de formar representaciones
internas de las transformaciones sensorimotoras. Dichas
transformaciones se refieren al proceso de, por ejemplo,
transformar la informacion visoespacial de la localizacién de un
objeto para su uso subsecuente por el sistema motor (6). Ahora
bien, dentro del sistema motor se han propuesto por lo menos
dos sistemas de representaciones internas que contribuyen a la
planeacién y control del movimiento. Estos son el sistema de
las representaciones cinematicas y el de las representaciones
dindmicas (7, 8). Las representaciones cinematicas son aquellas
que se ocupan de las velocidades y trayectorias espaciales de
los efectores, mientras que las dindmicas se ocupan de las
fuerzas para generar los movimientos de los efectores. Se puede
decir, en otras palabras, que las representaciones cinematicas
se ocupan de la velocidad y la direccién para mover la mano
desde el teclado de la computadora hasta la taza de café,

mientras que las representaciones dindmicas se encargarian
de la fuerza con la que se moveria la mano antes, durante
o después de cargar la taza de café. Mediante estudios que
alteran uno u otro sistema, se ha encontrado que estos sistemas
pueden funcionar independientemente, aunque generalmente
se encuentran integrados. Por ejemplo, si se alteran las
condiciones dinamicas durante la ejecuciéon de un movimiento
en particular, la compensacion ejercida por el efector se ve
interrumpida cuando se incorpora una segunda perturbacion
dindmica antagodnica a la primera. Sin embargo, si en lugar de
introducir una segunda perturbaciéon dindamica, se introduce
una perturbacién cinematica, entonces no ocurre interferencia
entre ambas representaciones (7, 8). Estos hallazgos han dado
lugar a la teoria de que el sistema motor trabaja modularmente,
y que es posible estudiar estos mddulos de forma mas o menos
independientes (7). Un tipo especifico de aprendizaje cinematico
es la adaptacion visomotora con la que responde el sistema a
la introduccién de una perturbacién optica. Se ha demostrado
que el sistema es lo suficientemente plastico para adaptarse a
esta perturbacion tanto en condiciones de retroalimentacién
cerrada o abierta (9). De igual manera se ha demostrado que el
sistema puede responder a este tipo de perturbaciones ya sea
si son producidas por sistemas computarizados que modifican la
trayectoria de una representacion virtual del efector (10), o bien
si son producidas por la introduccion de prismas que desplazan
la localizacion aparente del blanco (11).

Adaptacidn a Prismas.

Desde finales del siglo XIX von Helmholtz (12) ya habia descrito
el fendmeno conocido como adaptacién a prismas. Esta tarea
consiste basicamente en pedirle al sujeto que realice tareas
visomotoras mientras mira a través de un prisma que debido
al fendmeno de la refraccion, desplace dpticamente el campo
visual. Las caracteristicas conductuales de este fendmeno
de plasticidad visomotora han sido ampliamente estudiadas
(5, 13, 14). De tal forma, se han analizado las propiedades
de sus dos componentes principales que son la adaptacién
y el postefecto subsecuente, el cual aparece una vez que es
retirado el prisma (11, 15). También se ha estudiado la tasa de
decaimiento del postefecto en condiciones activas y pasivas (16,
17), y la modularidad de la adaptacion (18, 19). Sin embargo,
aunque se ha investigado incluso el efecto del envejecimiento
en este paradigma (20, 21), sus bases neuronales no habian
sido investigadas hasta la década de los 80s en la que surgieron
los primeros estudios que intentaron correlacionar deficiencias
en la ejecucién en este paradigma con lesiones en diferentes
regiones cerebrales. Dichos estudios se han centrado en la
posible participacién de los ganglios basales, del cerebelo y de
la corteza cerebral en sus regiones frontal y parietal.
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Bases neuronales de la adaptacion a prismas de refraccion

La posible participacion de los ganglios basales en diferentes
tipos de aprendizajes de procedimientos ha sido ampliamente
documentada (22, 23), por lo que en varios estudios se ha
explorado el efecto del dafio en los ganglios basales en la
adaptacién a prismas. Desde 1965 se reportd que lesiones
experimentales en el nucleo caudado en monos Rhesus
afectaban algunos aspectos de la adaptacién a prismas (24).
Posteriormente, diversos estudios han analizado el desempefio
de pacientes con la enfermedad de Parkinson en este paradigma,
y han encontrado desde adaptacion normal (25, 26), hasta una
adaptacion significativamente mds lenta (27). Estudios similares
con pacientes con la enfermedad de Huntington encontraron
deficiencias significativas en la adaptacidn, especialmente
en pacientes con la enfermedad de Huntington que también
presentaban demencia (28). Desafortunadamente los estudios
anteriores fueron hechos con muestras pequefias de pacientesy
descripcionespobresdelosmétodosyresultadosexperimentales,
lo que se corrigid en un estudio mas reciente que presentd una
gran poblacion de pacientes tanto de la enfermedad de Parkinson
como de la enfermedad de Huntington (29). En dicho estudio
se demostré que ninguna de las dos poblaciones de pacientes
mostraba deficiencias ni en la tasa, ni en la magnitud final de
la adaptacion. Sin embargo, ambas poblaciones de pacientes
mostraban un postefecto significativamente disminuido (29).

En relacion al cerebelo, diversos estudios que han
evaluado a pacientes con dafio cerebelar han encontrado
deficiencias en su adaptacién a prismas. Por ejemplo, cuando
se compard a pacientes con dafio cerebelar versus pacientes
con la enfermedad de Parkinson, o pacientes con Alzheimer, se
encontrd que Unicamente el grupo con lesion cerebelar mostraba
deficiencias en la adaptacion a prismas (26). Mas adelante, en un
estudio con un numero significativamente mayor de pacientes,
se reportd que dafos especificos al cerebelo afectaban o
incluso impedian por completo la adaptacion a prismas (30).
Aunque estudios con primates han confirmado parcialmente
los descubrimientos en humanos (31), estudios recientes han
encontrado resultados que sugieren la necesidad de profundizar
en el posible papel del cerebelo en este tipo de aprendizajes (1,
32).

Los estudios que han investigado el papel de la corteza
cerebral en la adaptacidon a prismas se han enfocado a los
I6bulos frontal y parietal. Un estudio inicial en monos sugirid
que la lesidn del I6bulo frontal afectaba la adaptacion a prismas
(24), pero un estudio subsiguiente con pacientes no encontré
el mismo efecto (33). Estudios mas recientes, sin embargo, han
encontrado las deficiencias en pacientes con lesiones del I6bulo
frontal en humanos (27) y en monos con lesiones en la corteza
premotora (34).

Estudios de nuestro laboratorio.

Estudios conductuales.

En el laboratorio hemos estudiado dos aspectos que forman
parte del procesamiento visomotor. El primero es el de la
localizacion y retencién de informacion espacial. En esta area
se implementé una tarea que permite medir la capacidad del
sistema para identificar y recordar la posiciéon de un estimulo
en el espacio visual. A diferencia de estudios previos en los que
no importa la localizacion exacta del estimulo sino que mas
bien se enfocan a la capacidad del nimero y sets de estimulos
a recordar (35-37), en nuestro disefio la variable critica es si el
sujeto recuerda la posicion exacta del estimulo en el espacio
visual. Para caracterizar esta capacidad se comenzaron a
investigar dos variables involucradas en este proceso. La primera
es el offset que consiste en la distancia entre la posicion original
del estimulo presentado en una primera ocasion, y su posicion
durante una segunda presentacién. La segunda variable es el
tiempo de retardo entre ambas presentaciones del estimulo.
Los primeros estudios han demostrado que existe un umbral de
la distancia critica para la deteccién del cambio de posicion del
estimulo visual (Figura 1).
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Figura 1. Deteccidn del cambio de posicidn de un estimulo en el espacio visual
utilizando el método de igual-diferente. Se muestra la deteccidon del cambio
de posicion en funcion de diferentes magnitudes del offset (diferencia en la
alineacion entre la linea muestra y la linea de muestra que va desde 0 hasta
20 pixeles) a diferentes retardos (desde 0 a 750 milisegundos, n = 12). Barras
de error = S.E.M. En el setup utilizado 10 pixeles equivalen a 0.32° visuales.
Notese el claro efecto de la magnitud del offset sobre la deteccidn del cambio
de posicion (38).
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El segundo proceso que se ha estudiado es el del
aprendizaje visomotor en si, para lo cual se han empleado
tradicionalmente prismas de refraccion. Sin embargo,
recientemente se ha detectado que el sistema responde
de diferente manera a los prismas de refraccién los cuales
producen perturbaciones que dan lugar a una retroalimentacion
congruente entre el sistema visual y el motor, que a prismas
de inversion, los cuales dan lugar a una retroalimentacién
incongruente (Figura 2) (39).
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Figura 2. Descripcion del efecto de dos perturbaciones dpticas que dan lugar a
dos tipos diferentes de retroalimentacion. A. Efecto de la introduccién de prismas
de refracciéon que dan lugar a una retroalimentacién congruente. B. efecto de
la introduccion de prismas de inversidon que dan lugar a una retroalimentacion
incongruente. La tarea ilustrada consiste en realizar un movimiento balistico a
un blanco. En | se muestra la localizacién real del blanco y del impacto, y como
serian vistos a través de prismas de refraccion (A) y de prismas de inversion
(B). En Il se ilustra la correccién necesaria del movimiento para acercarse al
blanco, y la reduccién del error percibida por el sistema visual en ambos tipos
de perturbaciones. Con los prismas de refraccién la correccion necesaria y
la percepcion de la reduccion del error son congruentes. Con los prismas de
Inversién la correccidon necesaria y la percepcién de la reduccion del error son
incongruentes.

Como se menciond anteriormente, se ha encontrado
gue pacientes con lesiones de los ganglios basales (enfermedad
de Huntington o enfermedad de Parkinson) muestran tasas de
aprendizaje visomotor iguales a los sujetos sanos, mientras que
sujetos con lesiones cerebelares (ataxia espinocerebelar tipo 2)
muestran una severa deficiencia en la tasa de adaptacion (1, 29).
Por otro lado, estudios recientes sugieren que la introduccion
de prismas de inversion produce resultados diferentes al simple
desplazamiento horizontal. De los pacientes con enfermedad de
Huntington que hemos evaluado, todos adaptan a la refraccidn,
mientras que ninguno a logrado adaptar a la inversidn dptica (n =
10) (Figura 3). Estos resultados claramente disocian por un lado
la deficiencia motora mostrada por los pacientes que se refleja
en una mayor dispersién en su ejecucion en la linea base, y por

otro lado la deficiencia que muestran en la inversién del campo
visual, pero no en la adaptacién al desplazamiento lateral. Los
pacientes con la enfermedad de Parkinson que hemos evaluado
parecen seguir este mismo patrén, y aun desconocemos
el efecto de la lesién cerebelar en este tipo de rotacién. La
principal pregunta que surge de estas evidencias empiricas es
si la diferencia en la retroalimentacién en que difieren ambos
tipos de perturbaciones es el proceso fundamental que produce
la disociacién de resultados en los pacientes evaluados. Otra
posibilidad que se ha comenzando a evaluar es si los pacientes
son capaces de formular representaciones internas de la
localizacion espacial del blanco a alcanzar. Para evaluar esta
posibilidad seria conveniente evaluar si los pacientes pueden
realizar la tarea llamada en la literatura “anti-pointing”, la cual
surgié del paradigma experimental llamada “anti-saccade”, que
consiste en realizar movimientos sacadicos a la posicidn opuesta
en el espacio donde se presenta un posible blanco (40). Esta
tarea permitiria disociar si el sujeto puede realizar movimientos
a una representacion interna generada a partir de un estimulo
visual, o si bien no puede realizar la transformacién visomotora
de disociar la localizacion espacial del estimulo visual para
realizar un movimiento al campo espacial procesado por el otro
hemisferio.
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Figura 3. Efecto de la introduccién de dos tipos diferentes de perturbaciones
Opticas (A. prismas de refraccion; B. prismas de inversion) en el aprendizaje
visomotor en sujetos sanos (Ay B izquierda) y pacientes con la enfermedad de
Huntington (EH) (A y B derecha). El eje X denota los ensayos y el eje Y denota la
distancia con respecto al blanco. Las barras de error denotan los errores estandar.
Las barras amarillas denotan los periodos de exposicién a las perturbaciones
Opticas. Linea base es la fase inicial de ejecucidn sin prismas, Perturbacion es la
fase de ejecucion con prismas de refraccion o inversion, y Postefecto es la fase
de ejecucién una vez que se retiran los prismas. Nétese la deficiente adaptacion
del grupo de pacientes en la adaptacion a la inversidn (39)
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Aprendizaje visomotor

Estudios de imagenologia cerebral.

Los estudios con lesiones tanto en pacientes como en primates
no humanos han arrojado informacién general que nos permite
tener una vision global de la participacion de diversas estructuras
en el aprendizaje visomotor medido a través de la adaptacion a
prismas. No obstante, los datos aun siguen siendo parciales e
incompletos. Es por esto que para entender mas profundamente
este tipo de aprendizaje es importante utilizar técnicas que
permitan analizar el funcionamiento global del cerebro. Una
posible aproximacion es usar la imagenologia funcional. Las
técnicas de imagenologia cerebral son poderosas herramientas
que permiten visualizar el cerebro en condiciones in vivo y asi
poder hacer estudios de correlaciones anatdémicas o funcionales.
Por ejemplo, mediante el uso de la imagenologia por resonancia
magnéticase hapodido detectarregiones cuyadegeneracion esta
correlacionada con la perdida de la olfaccion en la enfermedad
de Huntington (41). Respecto a la imagenologia funcional y el
aprendizaje visomotor, Unicamente existen dos reportes que
han investigado la adaptacién a prismas de refracciéon (42,
43). En el primer estudio se demostrd que la corteza parietal
posterior se activa de manera selectiva comparada con una
linea base de movimiento a blancos semialeatorios; mientras
que en el segundo se demostro la activacién de mas estructuras
durante la adaptacién. Desafortunadamente ambos estudios se
qguedaron al nivel de reportar Unicamente las activaciones, sin
intentar hacer un analisis mas profundo del funcionamiento del
sistema, o de discernir temporalmente los diferentes procesos
involucrados en la tarea que se utilizé (42, 43).

En nuestro laboratorio también hemos comenzado
a investigar el patron temporal de activacion de la corteza
parietal posterior durante una prueba de adaptacidn a prismas
de inversion utilizando la técnica de resonancia magnética
funcional (IRMf) relacionada a eventos, la cual permite una
mejor resolucién temporal y espacial (44). En la Figura 4 se
puede observar en un corte de la corteza parietal posterior,
especificamente en el precuneus, como la activacion se invierte
después de introducir los prismas de inversion. En contraste, la
activaciéon observada en el giro angular se mantiene ligada a la
direccién de sefialamiento del efector.

Esta técnica de IRMf permitird, en principio, obtener
datos funcionales de las estructuras que pudieran estar
participando en los fendmenos de plasticidad neuronal
asociados a tareas de aprendizaje procedural, especificamente
de aprendizajes que impliquen cambios de la representacion de
la transformacion visomotora durante la adaptacion a prismas
(45). Es importante notar que ademas del analisis del curso
temporal de actividad de los sitios de interés, el analisis de los
datos funcionales mediante técnicas de inteligencia artificial,
como la utilizacion de discriminantes lineales y enfoques

bayesianos asi como otras técnicas equivalentes como lo son
los arboles de decisidn y las redes neuronales, pudieran aportar
datos novedosos (46).

plear)<0.0

PRR

Figura 4. Efecto de la introduccién de prismas de inversidn en una tarea de
sefialamiento medido con resonancia magnética funcional. A y B representan
las activaciones en la corteza parietal inferior (A) y en el giro angular (B) en
condiciones normales. (C) representa el cambio de activacion en la corteza
parietal inferior después de la introduccion de prismas de inversién, mientras
que (D) representan la activacion en el giro angular que se mantiene ligada al
movimiento del miembro, y no a la inversion de dptica como lo hace la corteza
parietal inferior (C). Las activaciones son significativas al nivel de (p < 0.01). La
barra colorimétrica representa los valores t para el estadistico del modelo linear
general aplicando la correccion de Bonferroni (44).

CONCLUSION

En esta revision hemos descrito las caracteristicas principales
del aprendizaje visomotor, la cual es una capacidad fundamental
para el ser humano. Estudios tanto en nuestro laboratorio como
en otros centros de investigacion han permitido delimitar en
gran medida las bases neuronales que subyacen esta capacidad.
Ahora sabemos que los ganglios basales no son necesarios para
recalibrar la coordinacién visomotora, y sin embargo parecen
ser fundamentales para corregir errores cuando estos requieren
de procesos considerados tradicionalmente como cognitivos. En
contraste, la participacion del cerebelo parece ser fundamental
tanto paralarecalibracidon sensorimotora como paralareduccion
del error bajo procesos cognoscitivos. Sin embargo queda
claro que aun falta disecar la contribucidn de las diferentes
areas cerebelares en ambos procesos, asi como también falta
investigar la participacion de diferentes areas corticales en este
tipo de procesamientos. El continuo desarrollo de las técnicas
de imagenologia cerebral aunadas a las herramientas provistas
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por la inteligencia artificial sera una herramienta fundamental
para proseguir con dichos avances.
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ARTiICULO

El cerebro adicto

The addicted brain

Alejandra Evelyn Ruiz Contreras 2, Ménica Méndez Diaz?,

Antonio Romano Lépez?, Seraid Caynas?, Oscar Prospéro Garcia®.

RESUMEN

La adiccién a sustancias es un problema de salud publica a nivel
mundial. Un cerebro adicto se desarrolla a consecuencia de cambios en
la fisiologia cerebral. Las drogas gustan porque activan prioritariamente
al sistema cerebral del placer; este efecto aumenta la probabilidad
de que el sujeto consuma nuevamente la droga. Sin embargo, este
consumo también activa, aunque en menor intensidad, a sistemas
cerebrales como al de castigo. Conforme se hace asiduo al consumo
de la droga, se presentan cambios en la actividad de diversos sistemas
neuroquimicos cerebrales. Uno de estos cambios es la hiperactivacion
del sistema de castigo que se expresa ante la ausencia de la droga. Dicha
hiperactivacidn se asocia con la presencia del sindrome de abstinencia.
De esta manera, la recaida en el consumo de la droga ocurre para
eliminar las respuestas fisioldgicas adversas asociadas a dicho sindrome
de abstinencia. Adicionalmente, hay un sistema que inhibe al del
placer. Se genera en la corteza prefrontal y termina activando al globo
palido interno. Este pierde su control sobre el del placer, por lo que
facilita la ocurrencia de respuestas impulsivas. Igualmente, ocurre
plasticidad cerebral en regiones que controlan el consumo de la droga
provocando que se vuelva habitual y que se aprenda la relacién entre
claves ambientales y el consumo de la droga. Es posible que exista un
cerebro pre-adicto o vulnerable a la adiccidn, dependiente de la carga
genética o por cambios epigenéticos. Por ello, es necesario conocer
como las variaciones genéticas estdn implicadas en las adicciones, a
fin de favorecer terapias mas eficientes; ademas, controlar factores
ambientales que de otra manera facilitan el consumo de drogas por el
sujeto y de esta manera promover la prevencion.

Palabras clave: Adiccion, sistema de reforzamiento, sistema de castigo,
genes, epigénesis.
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ABSTRACT

Addiction to substances of abuse is a universal public health problem.
The addict brain is a result of physiological changes. The pursuing of
addiction substances depends on their ability to activate the rewarding
brain system thereby increasing the probability of persisting in exhibiting
this behavior. The drug intake not only activates the rewarding system
but also the punishment system, meaning, the system that mediates
displeasure or fear. Due to this effect, the drug becomes less a positive
reinforcer and more a negative reinforcer. Once the user of drugs try to
quit their use, the rewarding system is less active and the punishment
system which is more active is expressed, and the user suffers all the
condition of the withdrawal syndrome. As a result, the user persists in
the use of drugs, among other things, to avoid the suffering caused by
the withdrawal syndrome, mediated to a large extend by the punishment
system. In addition to these two systems, there is the prefrontal cortex
system that inactivates both rewarding and punishment systems. The
prefrontal cortex also down-regulates the expression of the behavior.
Via basal ganglia, the prefrontal contex prevent the execution of a
given behavior. It is able of interrupting an on-going behavior in order
to prevent damage. However, with the frequent use of drugs, the
prefrontal cortex loses control over these systems; consequently, the
subject becomes impulsive and unable of foreseeing the consequences
of his/her acts. Other brain regions, i. e. hippocampus and striatum
nucleus are also modified by the frequent use of drugs, making the
subject to learn environmental cues and facilitating the habit formation.
There is some literature supporting the possibility of the existence of a
predisposition to be a user of drugs, a sort of pre-addict brain. This pre-
addict brain depends on genetic traits that somehow make the subject
vulnerable to drugs use. Epigenetic changes also count to explain some
subject’s vulnerability. Hence, it is of great importance to take into
account all these variables: genetic, epigenetic and environmental to
have a big picture of the user of drugs in order to mount more efficient
pharmacological and not pharmacological interventions.

Key words: rewarding system; punishment system, genes, epigenesis
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El cerebro adicto

INTRODUCCION

Desde la antigliedad, el humano ha hecho uso de drogas para
alterar su estado de conciencia con fines recreativos o misticos.
Basicamente, el humano consume las drogas por que le provocan
una sensacion subjetiva de recompensa, de placer, de bienestar,
al menos cuando inicia en su vida el consumo de sustancias de
abuso. De acuerdo a la Organizacién Mundial de la Salud (OMS),
la palabra “droga” se refiere a una sustancia que previene o
cura una enfermedad; pero en términos coloquiales, “droga”
hace referencia a una sustancia usada sin fines terapéuticos
y que tiene efectos psicoactivost. De acuerdo al Diagnostic
and Statistical Manual of Mental Disorders IV-R (DSM-IV, de
la American Psychiatric Association), el desorden por uso de
sustancias involucra dos patrones de conductas desadaptadas:
la dependencia (o adiccion, de acuerdo a la OMS) y el abuso.
En la dependencia se observa en el consumidor, el desarrollo
de tolerancia a la droga, sindrome de abstinencia, pérdida de
control en el consumo y uso de la sustancia, a pesar de saber que
le puede provocar problemas fisicos o psicoldgicos. El abuso se
refiere al uso de la sustancia en situaciones riesgosas, asociadas
a problemas legales, o a problemas sociales o interpersonales;
y también a su uso recurrente dejando de cumplir con
responsabilidades.

Se conocen diversos tipos de drogas, una manera
de clasificarlas es si son licitas (como la cafeina, el tabaco y el
alcohol) o ilicitas (como la marihuana, la cocaina, el opio, los
hongos alucinégenos, entre otras). Todas provocan un efecto
en el sistema nervioso central, impactando primariamente los
sistemas cerebrales del placer, aunque no exclusivamente?.
Cada una de las drogas provoca efectos especificos en
receptores o transportadores de diversos sistemas cerebrales
de neurotransmision. Actualmente, sabemos que conforme
el uso de la droga se hace frecuente, los diversos sistemas
cerebrales se vuelven mas activos, llevando al paciente a una
adaptacién neuronal®. De esta manera, estas alteraciones
conducen a la adiccién, una enfermedad cerebral crénica, que
tienden a provocar en el paciente constantes recaidas2,4La
adiccidn se caracteriza por una pérdida en el control en el
consumo de la sustancia* que puede generar alteraciones en la
salud, el entorno social, el econédmico e incluso puede involucrar
situaciones juridicas (i. e., manejar en estado de ebriedad vy
causar accidentes).

Uno de los enigmas que aun no logramos entender
es por qué solo algunas personas desarrollan un consumo
patolégico de sustancias. Una posible hipdtesis es que exista
una vulnerabilidad genética que genere a un cerebro pre-adicto.
Sin embargo, como ya mencionamos el consumo de la sustancia
genera cambios neuroadaptativos en el cerebro. En esta revision
discutiremos la situacion actual del consumo de sustancias en

Meéxico. Posteriormente, discutiremos los cambios observados
en el cerebro adicto: qué sistemas cerebrales estan involucrados
y como se ven afectados por el consumo de sustancias.
Adicionalmente, discutiremos la vulnerabilidad genética y la
interaccion entre el gen y el medio ambiente (epigénesis) en
relacidn a la adiccidn.

Las adicciones en México

En la Encuesta Nacional de Adicciones (ENA) del 20085 mas
reciente (la proxima se publicard en noviembre del 2011), se
reportaron los patrones de consumo de drogas en nuestro pais.
En el caso del tabaco, la ENA describid que el inicio de consumo
es a los 17.1 afos en la poblacién general; pero considerando
s6lo a la poblacidn adolescente, el inicio ocurre a los 13.7 afios.
El tabaquismo es la primera causa de muerte prevenible segun la
OMS6 y es la quinta causa de muerte en nuestro pais. En el caso
del alcohol, la ENA no sefiala la edad de inicio de consumo, pero
si reporta que el consumo mas alto de alcohol ocurre entre los
18y 29 afos. Ademas, la ENA indicd que poco mas de 4 millones
de mexicanos cursan con dependencia o abuso al alcohol®.

Por otro lado, el consumo de drogas ilegales en nuestro
pais ha aumentado del 4.6% al 5.2% de 2002 a 2008. El consumo
de drogas ilegales ha aumentado particularmente entre las
mujeres, de 1% en 2002 a 1.9% en 2008, mientras que se observa
que la proporcién de usuarios de drogas entre hombres vy
mujeres es de 4.6:1. Las drogas mas consumidas en nuestro pais
en 2008 fueron la marihuanay la cocaina, cuyo nivel de consumo
aumento de 2002 (3.5% y 1.2%, respectivamente) a 2008 (4.2%
y 2.4%, respectivamente)®. En el caso de la metanfetaminas vy el
crack, la ENA describié un aumento de seis veces en 2008 con
respecto al 2002. Otro dato importante es que los adolescentes
(12-17 afios) y los jovenes (18-25 afios) estan mas expuestos a la
posibilidad de consumir drogas ilegales y son quienes en mayor
proporcion desarrollan dependencia, en comparacién con
adultos de 26 afios o mas. El consumo de inhalables, marihuana
y metanfetamina ocurre con mayor frecuencia antes de los 18
afios, y la mayoria de los usuarios de drogas (89.8%) iniciaron
el consumo antes de los 26 afios®. Estos datos nos sefialan
que la poblaciéon mds vulnerable a desarrollar problemas en el
consumo de sustancias son los adolescentes y jévenes menores
de 26 afios. Esta vulnerabilidad puede estar asociada con el
desarrollo cerebral, particularmente en dareas prefrontales,
ya que en estas edades presenta inmadurez, comparada con
el de la tercera década de la vida’. No estd demas mencionar
que dentro de las funciones de la corteza prefrontal esta la
toma de decisiones. Las decisiones las tomamos evaluando las
potenciales consecuencias de las mismas, por lo mismo, una
corteza prefrontal inmadura, como la del adolecente no toma
siempre decisiones adaptativas.
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Los mecanismos cerebrales del placer

Comer, dormir, llevar a cabo conducta sexual, son ejemplos
de conductas motivadas que nos proveen de una sensacién
subjetiva de recompensa cuando las realizamos®. El estimulo
asociado a cada una de estas conductas (p. ej., el alimento)
funciona como reforzador. Un reforzador se define como un
estimulo que aumenta la probabilidad de que el sujeto repita
una conducta. En el cerebro, tenemos un sistema que se encarga
de detectar los estimulos que son reforzantes: el sistema de
motivacidon-recompensa o sistema de placer. Este sistema fue
descubierto por Olds y Milner en 1954, al colocar un electrodo
intracranealmente en las fibras del haz prosencefalico medial, de
tal forma que cuando la rata presionaba una palanca se producia
una estimulacidon eléctrica sobre estas fibras, estimulando al
cerebro anterior, incluyendo al Nucleo Accumbens (NAc). Las
ratas implantadas asi se autoestimulaban de manera frecuente y
por periodos largos de tiempo, excluyendo la ejecucién de otras
conductas®, lo que sugiere que presionar la palanca era mas
reforzante que cualquier otra conducta, incluida la ingestion
de alimento. Mas tarde se identificaron regiones cerebrales
importantes en el sistema de motivacién-recompensa. Una de
ellas es el Area Tegmental Ventral (ATV), con gran densidad de
neuronas dopaminérgicas que proyectan al NAc, a la amigdala,
al nucleo cama de la estria terminalis, al drea septal lateral, a
la corteza prefrontal y al hipotadlamo lateral®. El NAc, también
recibe proyecciones de la corteza prefrontal (CPF), el hipocampo,
la amigdala, el hipotdlamo lateral, el talamo dorsomedial
y los nucleos pedunculo pontino tegmental y laterodorsal
tegmental*™. La comunicacién entre estas regiones cerebrales
ocurre por diversos neurotransmisores como la dopamina (DA),
la serotonina (5-HT), la acetilcolina (Ach), el glutamato (Glu), el
acido y-aminobutirico (GABA), y neuromoduladores como los
endocanabinoides (eCBs) y las endorfinas (EDFs)?, sistemas que
se alteran en la adiccién.

Los reforzadores naturales, que promueven la
sobrevivencia del individuo (p. ej., alimentarse'?) y de la especie
(p. €j., llevar a cabo conducta sexual'®) activan al sistema del
placer, generando la sensacion de recompensa. Incluso, otros
reforzadores, como un buen chiste'* o escuchar musica®® también
lo activan. Todas las drogas (incluyendo la licitas) estimulan
al sistema mesolimbico, ya sea de manera directa o indirecta,
activandolo incluso mas que los reforzadores naturales!®?®,
El neurotransmisor crucial liberado por la administracién de
sustancias adictivas es la DAY, del ATV al NAcc, probablemente
responsable de la sensacion de motivacion por la busqueda
de reforzadores y de la placentera asociada a su consumo.
El incremento en la liberacién de DA en el NAc durante la
intoxicacion con la droga ocurre tanto en sujetos adictos como
en no adictos, aunque en menor proporcidon en los sujetos

adictos®®. Ademas de DA, en el NAc también se libera 5-HT
durante la administracién de la droga; pero cuando se impide
la autoadministracion, los niveles de DA y 5-HT caen por debajo
de los niveles observados durante la linea base®. El uso crénico
de la droga produce cambios plasticos, p. e]., modificaciones en
la expresién del receptor dopaminérgico D2 o de receptores
glutamatérgicos AMPA3, o mGIuR2/3%. Estd demostrado que
estimulos novedosos o conspicuos (p. ej., un flash de luz) activan
a las neuronas dopaminérgicas del ATV y que esta respuesta
disminuye conforme se repite el mismo estimulo?. Sin embargo,
la repeticion de la administracién continua de la sustancia
(i. e., éxtasis, alcohol, cocaina por 7 o 10 dias) no disminuye
la activacion del AVT e incluso, mantiene altos los niveles
de dopamina en el NAcc de ratas, mientras que bajos los de
serotonina y noradrenalina? hasta varios dias después del cese
de administracion de la droga?*%. En consecuencia, se observa
una sensibilizacion del sistema por el uso de la droga (p. €j., una
respuesta locomotora alta?!). En humanos se ha observado que
sujetos dependientes presentan una activacion dopaminérgica
del tdlamo dorsomedial que no ocurre en los sujetos controles
cuando se les administra la droga de abuso?.

Ademas del sistema dopaminérgico, otros sistemas
neuroquimicos son relevantes en la adiccién. Se sabe que
el sistema endocanabinoide (eCBs), mediante el receptor a
canabinoides 1 (CB1), modula la activacion presinéptica del ATV
inducida por el sistema glutamatérgico? proveniente de regiones
como la corteza prefrontal, la regién pedidnculo pontina o el
nucleo subtaldmico. El eCBs también modula presindpticamente
la activaciéon glutamatérgica de otras estructuras como la CPF
y la amigdala, asi como la activacion gabaérgica de la CPF, la
amigdala y el hipocampo®. De esta manera, el eCBs modula
directamente al sistema mesolimbico, participa en el proceso
de busqueda de la droga® y es uno de los sistemas que sufre
cambios plésticos en el NAc por la administracién de drogas®.
Por otro lado, también se ha observado que el efecto reforzante
de las drogas de abuso, incluyendo a otras drogas ademas de los
opidceos, depende de la activacidn del sistema opioidérgico en
diferentes regiones como el ATV, el NAc y la amigdala®.

Como hemos observado, el uso de una sustancia de
abuso activa al sistema de placer. Sin embargo, el uso crénico
de la droga propicia modificaciones en el sistema de placer,
alterando su respuesta, incluso ante reforzadores naturales, de
tal forma que el sujeto requiere aumentar la cantidad consumida
de la sustancia para producir el efecto inicial (tolerancia)? y
deja de responder a los reforzadores naturales. Estos cambios
plasticos también ocurren en el sistema del castigo.

Los mecanismos cerebrales del castigo.
El procesamiento de estimulos amenazantes y otros estimulos
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emocionales son procesados por la amigdala?’, una estructura
ubicada en el lI6bulo temporal medial que emplea glutamato,
GABA, acetilcolina, dopamina, hormona liberadora de
corticotropina, endocanabinoides, en su neuroquimica. La
amigdala, a través de la activacion del hipotalamo y del Locus
coeruleus, facilita la respuesta al estrés®®?°, activando una serie
de respuestas autondmicas (p. €j., elevacion de la ritmo cardiaco)
preparando al organismo para contender con la amenaza que
estd percibiendo. Entonces, el sistema de castigo estd integrado
por la amigdala y el eje hipotalamo-pituitaria-adrenal?®.

La activacién de la amigdala también se ha asociado con
el condicionamiento al miedo en que se aprende la asociacién
entre un estimulo neutro y uno que naturalmente infringe dafio
-estimulo incondicionado- (p. ej., choques eléctricos o malestar
gastrointestinal), de tal manera que después, la sola presencia
del estimulo inicialmente neutro, ahora estimulo condicionado,
provocara una respuesta —condicionada- similar a la provocada
por el estimulo dafiino?. La funcién de laamigdala seria entonces
aprender a detectar qué estimulos son dafinos, para proteger
al organismo, generando respuestas de evitacidn y asegurar el
bienestar del sujeto.

La interaccion entre los sistemas del placer y del
castigo ocurre en todo momento en la vida de un sujeto normal
y en el paciente adicto. Durante la intoxicacién con drogas de
abuso, ademas del sistema mesolimbico, también se ha descrito
la participacion de la amigdala, particularmente del nucleo
central®. La amigdala proyecta fibras glutamatérgicas al ATV.
Tanto el NAc como la amigdala codifican estimulos que predicen
una recompensa®’. Ademas, se ha observado que la activacion
del ATV y del nucleo basolateral de la amigdala precede a la
respuesta del NAc ante estimulos que predicen la aparicion de
un reforzador®. Esto evidencia la interaccidn constante de estos
sistemas en la evaluacién de los estimulos.

Como mencionamos, la administracién de una droga
durante su uso inicial produce una sensacion placentera, pero
en después de un tiempo de administracion frecuente producira
ademds una sensacion displacentera que es oponente, el
sindrome de abstinencia3!. Conforme el uso de la droga se hace
sostenido, entonces, estos procesos oponentes se mueven de
su estado inicial, de tal forma que el estado placentero que
provocaba la droga, ahora disminuye y aumentan las sensaciones
displacenteras asociadas al sindrome de abstinencia, provocada
por la ausencia de la droga3..

Durante la fase de abstinencia a la droga, ademas
del decremento en los niveles de DA y 5-HT en el NAcY, se
observa un aumento en la liberacién del factor liberador de
corticotropina (CRF) en la amigdala, probablemente, regulando a
la baja receptores GABAérgicos de la misma 2. De este modo, las
neuronas liberadoras de CRF estarian liberadas de la inhibicion

GABAérgica y se facilitaria la activacién autonémica que ocurre
durante el sindrome de abstinencia®2. La respuesta fisioldgica
adversa observada durante el sindrome de abstinencia (p. €j.,
sudoracion, temblores, hipotermia, aumento de la frecuencia
cardiaca y respiratoria), provoca un afecto negativo?, que se
suprime con la administracion de la droga, lo que sugiere
que en esta condicidn, la droga funciona como un reforzador
negativo. Esto es, se consume la sustancia para eliminar los
sintomas aversivos del sindrome de abstinencia, lo que aumenta
la probabilidad de que el sujeto consuma reiteradamente la
sustancia de abuso?.

En la adiccion, durante la ausencia de la droga, a pesar
de que la amigdala sigue cumpliendo su funcién de cuidar al
organismo ante la presencia de estimulos aversivos, lo hace
favoreciendo una serie de respuestas neuronales que llevan al
sujeto a realizar conductas que le permitan evitar el sindrome
de abstinencia. Entre estas respuestas estan la busqueda y el
consumo de la droga. Los cambios producidos en el sistema de
castigo, asociado a la activacién del sistema del placer, hacen
que la adiccion sea un problema de una alta complejidad por
los cambios neuroadaptativos que ocurren en el cerebro. Estos
cambios neuroadaptativos propician la recaida al consumo de
drogas del paciente. En este contexto, creemos que el mayor
problema en la enfermedad adiccién a sustancias de abuso es la
recaida’.

Los mecanismos cerebrales de regulacion del placer y los de
inhibicion de la conducta

Mecanismos de regulacion del placer: Corteza Prefrontal

Entre las funciones de la CPF estan el control de la conducta y
el control cognitivo (la habilidad para llevar a cabo conductas
dirigidas por metas, ante la presencia de estimulos sobresalientes
y competitivos con la tarea). Diferentes subregiones de la CPF se
han asociado con la adiccidn, la CPF medial (CPFm) y la corteza
orbitofrontal (COF). La CPFm esta involucrada en la modulacion
del sistema del placer. Recibe proyecciones dopaminérgicas del
ATV y glutamatérgicas de estructuras de los nucleos de la base,
a través del tdlamo dorsomedial®®. Las eferencias de la CPFm
son glutamatérgicas para el ATV, para el estriado dorsal y para
el NAc®. De tal modo que la activacion de la CPFm resulta en la
activacion del ATV y, consecuentemente, del NAc. Por otro lado,
la COF recibe entradas de cortezas sensoriales asociativas, del
hipotadlamo y de la amigdala; y tiene una comunicacion reciproca
con la CPFm3, Estas regiones responden de manera diferente ala
administracidn aguda de anfetamina de manera sistémica. Esto
es, la CPFm (mds ejecutiva) disminuye su frecuencia de disparo,
mientras que la orbitofrontal (COF; mas limbica) la aumenta®.
Cuando se repite la administracion de la droga, la respuesta
excitadora de la COF y la inhibidora de la CPm aumentan,
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sugiriendo que ha ocurrido plasticidad en estas regiones. Estos
cambios también se asocian con una baja eficiencia en memoria
de trabajo?*, indicando una alteracién en conductas dirigidas por
metas**. Es frecuente observar en sujetos adictos, evaluados
en tareas de toma de decisiones en que se busca obtener mayor
cantidad de reforzadores a largo plazo (p. ej., Gambling task
tarea de apuestas), que eligen obtener reforzadores a corto
plazo, a pesar de saber que esa estrategia no los lleva a obtener
ganancias a largo plazo®. Esto sugeriria que las modificaciones
que ocurren durante la adiccidon en la CPF*®3%, alterando su
funcién, hacen que el sujeto sea vulnerable a la recaida al no
considerar las consecuencias a largo plazo (impulsividad) 2.

La CPFm se subdivide en la corteza prelimbica y la
infralimbica. Estas cortezas establecen una red neuronal con
el estriado, formando dos subcircuitos: el limbico (que incluye
al sistema mesolimbico, la amigdala y a la CPFm infralimbica)
y el motor (formado por el estriado dorsal, la sustancia negra
y la corteza motora). La activacion de la CPFm prelimbica (que
proyecta a la region core del NAc) estd asociada a la recaida por
la busqueda de la droga, particularmente por la accién de ACh
y DA; mientras que la activaciéon de la CPFm infralimbica (que
proyecta a la region shell del NAc), no facilita la busqueda de la
droga, a menos que el disparador sea un estimulo condicionado
especifico®.

Mecanismos de inhibicion de la conducta: nucleo subtaldmico y
globo pdlido interno
El consumo inicial de una droga generalmente es voluntario.
Conforme el uso de la misma se hace frecuente, entonces se
transita al consumo habitual de la droga. La autoadministracion
crénica de cocaina (100 dias) en monos, provoca que la activacién
del NAc se extienda hacia la regién del estriado dorsal®® (region
de los nucleos de la base asociada con la formacién de habitos),
facilitando la activacion del movimiento. Asimismo, se ha
observado un aumento en la DA extracelular en el estriado
dorsal ante el condicionamiento de un estimulo no contingente
(una luz) a la autoadministracion de cocaina, que no se observa
en el NAC®. Esto ultimo sefiala la participacion del estriado
dorsal en el mantenimiento de la busqueda de la droga asociado
a estimulos ambientales®. Se ha sugerido que la homeostasis
glutamatérgica se pierde en la adiccién, de tal forma que el
control de la CPF sobre el NAcy el estriado dorsal esta afectado,
por lo que el control en la bdsqueda a la droga estd alterado.
De esta manera, observamos que los cambios plasticos que
sufre el cerebro por el consumo crénico de la sustancia, también
involucran al circuito motor.

Ademas del estriado dorsal, otras regiones de los
nucleos de la base estan implicadas en la adiccién. El nucleo
subtaldmico, que forma parte de la via indirecta, recibe

proyecciones GABAérgicas del globo pdlido externo, y envia
proyecciones glutamatérgicas al globo palido interno y a la
sustancia negra. Tanto el globo palido interno como la sustancia
negra envian proyecciones GABAérgicas al tdlamo dorsomedial,
inhibiendo la salida taldmica a la corteza motora, lo que previene
la ejecucion del movimiento®. En tareas que evaltan la inhibicion
de la respuesta en humanos, se ha observado la activacién de
la corteza frontal inferior derecha y del nucleo subtaldmico,
diferente a la que ocurre cuando si se debe dar la respuesta
(regiones motoras, estriatales y del globo palido)*. Al lesionar
bilateralmente al nucleo subtalamico, las ratas disminuyen el
numero de veces que se autoadministran cocaina, mientras que
trabajan mas por conseguir comida, un reforzador natural®.
Lo mismo ocurre cuando se realiza una estimulacion cerebral
profunda, en que se observa un condicionamiento de aversion
de lugar a la cocaina, y un condicionamiento de preferencia de
lugar a la comida®. Estos resultados muestran que, ademas
de que el nucleo subtaldmico participa en la inhibicidn de la
conducta (al impedir realizar conductas motivadas por cocaina),
también participa en la motivacién opuesta entre reforzadores
naturales y no naturales, como las drogas de abuso®.

La vulnerabilidad genética
Es conocido el hecho que las adicciones afectan familias,
pero también es cierto que una persona, aunque tenga la
vulnerabilidad genética, no necesariamente se convertird en
adicto. Finalmente dependera de factores medioambientales.
La adiccidn, con multiples componentes fisioldgicos alterados,
es un rasgo multivariable y poligénico*. Existen hasta ahora
algunos genes identificados asociados a la adiccion®, pero
faltan aun muchos mas por dilucidar. Una herramienta para
calcular en qué proporcién de la varianza fenotipica de un rasgo
esta explicada por la varianza genética, en comparacion con la
ambiental (en una poblacién en un momento determinado) es el
indice de heredabilidad. Este indice asume un valor entre cero,
que significa que hay una mayor influencia ambiental para el
rasgo, y uno, que indica que el rasgo tiene una mayor influencia
genética. La heredabilidad varia en funcion de la sustancia
de abuso y se ha calculado en un rango entre 0.4 y 0.7*. Por
ejemplo, para la cocaina, que tiene el mayor riesgo adictivo es
de 0.7; mientras que la marihuana* tiene una heredabilidad de
0.4. Sin embargo, esto no nos dice qué genes son los que estan
participando. La ventaja de conocer los genes involucrados en
la adiccidn es facilitar tratamientos mas eficientes en contra de
las adicciones, ya que es sabido que un tratamiento no tiene la
misma eficiencia terapéutica en todos los casos.

Una aproximacion al estudio a la genética de la adiccion
es probar la asociacion de fenotipos (p. ej., alcoholismo,
tabaquismo, respuesta a tratamiento) y de variaciones puntuales
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de un solo nucleétido (SNPs, por sus siglas en inglés) en un gen
determinado; estos SNPs se han buscado en genes que codifican
para proteinas en los diferentes sistemas de neurotransmision*
y en los asociados a enzimas metabolizadoras de las drogas,
ubicadas en el higado (p. ej., el citocromo P450 (CYP450)%,
sistema enzimatico expresado en el higado que se encarga
del metabolismo de las sustancias). Por ejemplo, en el caso
del alcohol, se han descrito dos polimorfismos en los genes:
alcohol deshidrogenasa (ADH1B, His47Arg, es decir, en que se
sustituye el amino 4cido histidina por una arginina en la posicion
47) y aldehido deshidrogenasa (ALDH2, Glu487Lis), en que
una de las variaciones se asocia a un pobre metabolismo del
acetaldehido, provocando las sensaciones desagradables de la
embriaguez. Estos polimorfismos en consecuencias, disminuiran
la probabilidad de desarrollar alcoholismo*’. Genes asociados
a la neuroquimica cerebral como el GABAR2 (que codifica
para la subunidad alfa-2 del receptor GABAA), OPRM1 (que
codifica para el receptor u opiode), el CNR1 (que codifica para
el receptor CB1) y el DRD2 (en su forma TagA1l, que se asocia
con una menor expresion del receptor a dopamina D2 en el area
mesolimbica) se han asociado con el alcoholismo y la adiccién a
otras sustancias*4%4°,

Una complejidad en la identificacion de genes
asociados a la adiccidon es que se pueden asociar con otros
fenotipos como alguna patologia psiquiatrica (p. ej., tabaquismo
y depresidon)®°. A esta comorbilidad la llamamos patologia dual.
Se ha propuesto la hipdtesis de que las personas que cursan
con adiccion, potencialmente lo hacen como automedicacidn.
Por ejemplo, existe una correlacion entre la presencia de
tabaquismo y depresion y de desorden de uso de sustancias con
trastornos de ansiedad o conducta antisocial®*. No sabemos si
la patologia psiquiatrica es causa de la adiccion, sin embargo, si
sabemos que con frecuencia, ambos rasgos estan presentes en la
misma persona. Se ha sugerido que el consumo de las drogas en
personas que tienen otra patologia psiquidtrica, potencialmente
sea para controlar ésta ultima®.

La interaccion gen-medio ambiente: epigénesis

Como mencionamos arriba, gen no es destino. En contraste,
sabemos que es posible que aln sin tener una vulnerabilidad
genética un sujeto puede ser proclive a la adiccion. La interaccion
con el medio ambiente puede producir cambios duraderos en
la expresidn génica, por modificaciones en la cromatina, que
no se deben a mutaciones en el DNA; a esto se le denomina
epigénesis®. Entre los cambios epigenéticos que se pueden
producir estdn la metilacion, la acetilacion, la forsforilacion
de histonas, y también la metilacion y acetilacion en sitios
especificos del DNA*>® (p. ej., en las citocinas de las islas CpG).
Una consecuencia funcional de la metilaciéon es condensar la

cromatina, de tal forma que es mas dificil que los factores de
transcripcidn activen a la regién promotora del gen produciendo
una baja transcripcion. Esto genera una baja o nula produccion
de la proteina para la que codifica el gen®.

Un ejemplo de la interaccion gen-medioambiente
es el cuidado materno; un bajo cuidado materno se asocia
con la metilacion del receptor a glucocorticoides (GR)***%;
esta metilacion produce una baja disponibilidad del GR, un
aumento en la liberacién de hormona adrenocorticotropa
y de corticosterona (hormona del estrés) ante la presencia
de un estresor, que las ratas que recibieron un alto cuidado
materno. Ademas, ratas que recibieron bajo cuidado materno
consumen mas alcohol que las de alto cuidado®, sugiriendo una
vulnerabilidad a la adiccion.

El consumo de sustancias también provoca cambios
epigenéticos. La administracion aguda de cocaina activa
la acetilacién y fosforilacion de histonas; mientras que la
administracidon crénica, provoca una acetilacion diferente a la
que ocurre durante la administracidon aguda (en la histona 3, y
no en la histona 4)*’. Estos cambios epigenéticos no ocurren de
manera global en todos los genes, sino de manera especifica®,
lo que indicaria la selectividad de los cambios que se producen
en la adiccion. Entonces, podria pensarse que los cambios
plasticos de larga duracion que ocurren en el cerebro adicto
pueden deberse a modificaciones epigenéticas, que favorecen
el desarrollo y el mantenimiento de la adiccién®’.

CONCLUSION

El cerebro adicto es un cerebro disfuncional. Los cambios que
exhibe incluyen la alteracidon en la expresidon de receptores
en diversos sistemas de neurotransmision, que pueden ser
producto de cambios epigenéticos producidos por el consumo
de la droga o son consecuencia de experiencias tempranas en
la vida que generan una patologia psiquidtrica que se expresara
de manera comorbida con la adiccidon (patologia dual). También
pueden ser resultado de una carga genética que vulnera al
sujeto. Las drogas inducen cambios neuroadaptativos en el
sistema del placer, en el sistema del castigo y en los sistemas
que regulan al sistema del placer y de inhibicién de la conducta.
Los cambios en los sistemas del placer y displacer sugieren un
modelo dindmico e integral para el entendimiento del cerebro
adicto. Ademas indica que un cerebro adicto es un cerebro que
siempre sera vulnerable a la recaida. Entender esto significa que
no podemos demandarle a un sujeto que deje el consumo de
drogas de manera voluntaria. Ademads, a pesar de que logre su
rehabilitacion, siempre es posible que ocurra una recaida. Por
lo mismo, conocer la vulnerabilidad genética o adquirida de un
sujeto, permitira implementar mejores terapias farmacoldgicas
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para ayudar al paciente a controlar la adiccién y promover su
rehabilitacion.
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