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1. INTRODUCCION

El cerebro humano se compone de distintos tipos de células, que pueden
clasificarse segun su apariencia y funcionamiento. Consta de una gran complejidad,
a nivel histolégico donde su unidad estructural y funcional es la neurona o célula

nerviosa, intercalada con elementos de sostén o células gliales.

Las células gliales suponen la mayor parte de las células nerviosas y son
necesarias para el funcionamiento normal del cerebro. Su principal funcion es
controlar el ambiente interno del sistema nervioso central (S.N.C) transfiriendo
nutrientes de los vasos sanguineos a las neuronas y eliminando los productos de
deshecho y manteniendo asi el medio electroquimico adecuado para las neuronas.
Las células gliales constituyen aproximadamente el 50% del volumen total del
cerebro siendo el origen de la mayoria de los tumores cerebrales, como el

glioblastoma y el cancer de células neuronales no diferenciadas.

Las neuronas estan especializadas en recibir informacion, transmitir impulsos
e influir en otras neuronas o tejidos efectores. En el cerebro humano hay alrededor
de 100 mil millones de neuronas (Chen & Swanson, 2003; Haines, 2014; Snell, 2007,
Squire et al., 2012).
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1.1 TIPOS DE CELULAS EN EL CEREBRO

1.1.1 NEURONAS

El cientifico espafiol Santiago Ramon y Cajal (Cajal, 1913) logr6 describir por
primera vez los diferentes tipos de neuronas en forma aislada. Al mismo tiempo
planted que el sistema nervioso estaba constituido por neuronas individuales que se
comunicarian entre si a través de contactos funcionales llamados sinapsis (Teoria
neuronal). La hipotesis de Cajal se oponia a la de otros cientificos de su época que
concebian al sistema nervioso como una amplia de red de fibras nerviosas
conectadas entre si formando un continuo (en analogia a los vasos sanguineos).
Consiguié que el cientifico mas prestigioso de su época, Albert von Kolliker, se
sentase ante su microscopio en un Congreso en Berlin, para que pudiera comprobar
que sus afirmaciones eran ciertas en base a sus preparaciones de tejido nervioso de
embrion de pollo. A partir de entonces, al observar el cientifico aleman que los
axones y las dendritas de distintas neuronas no contactaban entre si, fue
universalmente aceptada la propuesta de Cajal y denominada "Doctrina de la

neurona”, hoy llamada Teoria Neuronal” (Cajal, 1913).

La neurona o célula nerviosa esta formada por un soma (cuerpo neuronal o
pericarion) de un tamafo aproximado de 5 a 100 micras (Fig. 1) (Kettenmann &
Ransom, 2013). Es el centro metabdlico que junto con un gran numero de
mitocondrias refleja el gran consumo de energia y sintesis de proteinas realizadas

por la neurona.

Figura 1: Neuronas mediante inmunofluorescencia con Map-2.

Fuente: http://blogthinkbig.com/wp-content/uploads/2015/02/neuronas-map2-620x465.jpg
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El nlcleo contiene cromatina difusa (eucromatina) y un nucléolo visible. En el
citoplasma, los ribosomas son abundantes y el reticulo endoplasmico rugoso (RER)
es basofilo debido a la gran cantidad de ARN ribosdmico unido a su membrana
(“grumos de Nissl”). EI complejo de Golgi estd muy desarrollado comparandolo con
otros tipos celulares. Del soma parten prolongaciones denominadas dendritas.
Suelen ramificarse profusamente en las proximidades del soma adoptando forma
arborescente. La informacion se transmite desde la parte distal a la proximal para

confluir en el soma.

Otra prolongacion unica y de mayor longitud es el axén o cilindroeje. Su
citoplasma contiene densos haces de microtdbulos y neurofilamentos que actdan
como elementos estructurales y también desempefian un papel clave en el transporte
de metabolitos y organulos a lo largo del axon. Las neuronas carecen de ribosomas
y los axones terminan en ramas finas llamadas campos terminales, que

corresponden a los puntos de contacto funcional o sinapsis.

Las agrupaciones de somas que comparten funciones especificas se
denominan nucleos y constituyen la sustancia gris del SNC. La sustancia blanca
consta de haces de axones envueltos por una lipoproteina aislante, llamada mielina
(Haines, 2014; Snell, 2007; Squire et al, 2012).

Las neuronas se clasifican en tres grandes tipos, en funcién de la forma del

soma y el tipo de prolongaciones que emergen. Estos tipos de células son

monopolar, bipolares y multipolares (Fig. 2).

Figura 2: Tipos de neuronas: monopolar, bipolar y multipolar.

Fuente: http://documents.tips/documents/6-neurona.htmi
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1.1.1.1 SINAPSIS NEURONAL

La transferencia de informacion entre una neurona y otra se lleva a cabo en
lugares especializados estructural y funcionalmente llamados sinapsis. Es en este
lugar donde una prolongacién de una neurona (zona terminal del axén) se comunica

con una segunda neurona (Fig. 3a) o con una célula efectora (muscular o glandular).

Una sinapsis esta integrada por los siguientes elementos: el boton pre-
sinaptico (boton terminal), que suele formar parte del axén; la hendidura o espacio
presinaptico (de 20 a 50 nm de anchura); y la region postsinaptica (neurona o
estructura efectora). Existen dos grandes tipos de sinapsis desde el punto de vista
morfologico, las sinapsis quimicas y las eléctricas (Fig. 3a y b). En la sinapsis
eléctrica hay una conexion que proporciona un puente de baja resistencia entre dos
células nerviosas, por medio de proteinas de union. La informacién puede fluir en
ambos sentidos y no existe retardo sinaptico (Fig. 3b). Sin embargo, los canales
iGnicos no siempre estan abiertos y pueden ser modulados por el pH intracelular, por
el Ca?*, por segundos mensajeros y por neurotransmisores (Haines, 2014; Snell,
2007; Squire et al, 2012). Las sinapsis mas frecuentes en el SNC son las de tipo
quimico (Fig. 3a) donde la comunicacién interneuronal se realiza con la produccion
y excrecion al boton sinaptico de mediadores quimicos, captados por las neuronas

postsinapticas mediante receptores especificos.
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Figura 3: Tipos de sinapsis: a) Quimica y b) Eléctrica.

Fuente: sites.google.com/site/sinapsiselectricagl8c/home
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Las neuronas en reposo presentan una determinada carga eléctrica en su
interior, diferente a la extracelular. Es el potencial de reposo que normalmente se
encuentra en torno a los -70 mV en las neuronas. Con este potencial de reposo las
neuronas se encuentran hiperpolarizadas. Si la célula recibe un impulso eléctrico
suficiente para superar el umbral se producird un potencial de accion, es decir, un
impulso nervioso que recorrera el axdon permitiendo la liberacion del neurotransmisor
o neuromodulador (Fig. 4). Estos ultimos estan almacenados en el botdn pre-
sinaptico en las llamadas vesiculas sinapticas y se liberaran al espacio sinaptico o
hendidura sinaptica, mediante la fusibn de estas vesiculas con la membrana
plasmatica del axén, en los denominados campos terminales o botones terminales
(Haines, 2014; Snell, 2007; Squire et al, 2012; Lujan, 2004; Vega Pedrero, 2016).

En el potencial de accion, la carga eléctrica de la neurona se eleva hasta
50410 mV, lo cual producird una despolarizacion de la membrana celular.
Posteriormente, el potencial de reposo se mantiene debido a los gradientes
quimicos, eléctricos y a la accion de la membrana plasmatica y las moléculas
introducidas en ellas, como la bomba Na*- K* ATPasa, que actua contra gradiente
de concentracion, introduciendo iones de K* en la célula y eliminando al exterior
celular iones de Na*. Mediante estos mecanismos se mantiene el potencial de reposo
de la membrana (Lujan, 2004; Vega Pedrero, 2016).

Neurona {
Presinaptica ' 1

/ Vesicula
4 sinaptica

[ Colina

Transportador 6 5 < Hendidura
de colina

Colina lAcetllcollneste rasa < sinaptica

> B =
<>
NYYY?{‘)
ReceptorMuscarinico
( 4 Receptor Nicotinico

o

Neurona Postsinaptica
Figura 4: Sinapsis colinérgica neuronal.

Fuente: Flores Soto & JE (2005).
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Una vez liberados los neurotransmisores por la célula pre-sinaptica deben
interactuar con la neurona post-sinaptica o con la neurona efectora, para transmitir
la informacion (Fig. 4). La membrana de la neurona post-sinaptica contiene
receptores con afinidad por el neurotransmisor. La mayoria de los receptores de
membrana son cadenas glucoprotéicas que atraviesan la capa lipidica y transforman
la sefal quimica extracelular, en un cambio funcional en la neurona (o célula

efectora).

Los neurotransmisores son sustancias quimicas compuestas de moléculas
pequefias de menos de 10 atomos de carbono y de moléculas grandes, de mas de
10 atomos de carbono. Al grupo de pequefias moléculas pertenecen las aminas-
biégenas (acetilcolina, dopamina, noradrenalina); los aminoacidos (GABA, acido
glutamico, glutamato); los nucleétidos (adenosina, ATP); y moléculas grandes como

los neuropéptidos (sustancia P, casinina, glucagon, vasopresina, oxitocina).

La inmensa mayoria de la comunicacion entre las células del sistema nervioso
se realiza por neurotransmisores aminoacidos GABA con efectos predominante-
mente inhibitorios. Participan en procesos de tipo coordinador o integrador a niveles
motores y cognitivos, asi como en importantes trastornos neuroldgicos y psiquiatricos
como la enfermedad de Parkinson, la corea de Huntington, la discinesia tardia y los

trastornos del suefio.

El neurotransmisor glutamato media en la mayoria de las transmisiones
excitatorias. La unién a sus receptores permite el paso de iones de Na*, K* y Ca?*
produciendo una despolarizacion de la neurona postsinaptica. La liberacion y
difusidon del neurotransmisor desde la terminacion presinaptica lleva un tiempo, por
lo que se dara un retraso sinaptico entre la llegada del potencial de accién sinaptico

y el inicio de la corriente sinaptica en la neurona post-sinptica.

En la unidon neuromuscular, la liberacién presinaptica del neurotransmisor de
la acetilcolina al espacio sinaptico produce un retraso sinaptico de unos 50 s para
alcanzar el receptor de la membrana postsinaptica (Haines, 2014; Snell, 2007; Squire
et al, 2012). Para el neurotransmisor quimico de la acetilcolina, el receptor
postsinaptico es un canal ibnico. Son receptores ionotropicos que se abren cuando

un agonista se une a ellos.
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La unién provoca la apertura del canal permitiendo el flujo de iones a través
de la membrana que permite la entrada de sodio (Na*) que modificara el potencial

de accion (Fig. 5).
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Figura 5: Accién de los NT por receptores ionotrépicos o metabotropicos.
Fuente: Lujan R (2014).
Figura 5. Las acciones de los neurotransmisores estan mediadas bien por los receptores ionotropicos
(nicotinicos) o bien por los metabotrépicos (muscarinicos) (7TM). Los primeros forman canales iénicos que
permiten el paso de determinados iones (gj. Na*, K*, CI) a través de la membrana plasmatica, mientras que los

segundos no abren directamente canales idnicos, sino que estan asociados a proteinas G y modulan la actividad
de enzimas (E).

Si en un momento dado se provocan cambios en el potencial eléctrico
transmembrana que si supera el umbral, la carga celular llegard a -55 mV, se
generara un potencial de accion, los canales idnicos se abrirdn y estos permitiendo
el paso de cationes de Na*, K* y Ca?*. La neurona se cargara de iones positivos, y
se producira la despolarizacién de la neurona post-sinaptica (Lujan, 2004; Mendoza
Patifio, 2008).

A nivel mas especifico, los receptores se pueden agrupar segun el tipo de
neurotransmisor quimico que los activan (Fig. 6). Se denominan receptores
colinérgicos los que responden a la acetilcolina, siendo de dos tipos, nicotinicos y
muscarinicos y los llamados receptores adrenérgicos o adrenorreceptores, que
seran activados por las catecolaminas (adrenalina o noradrenalina) clasificados en

adrenorreceptor a (subtipos: aia, Q1b, O1d, O2a, A2b Y O2c) Y B (subtipos: 1, B2, B3y B4).

Los receptores colinérgicos nicotinicos son receptores idnicos que sufren un

cambio de estructura cuando son activados por la acetilcolina permitiendo el ingreso

9
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de iones de Na* provocado una despolarizacion de la célula receptora. Se subdivide
en receptores N1 0 Nm ubicados en la union neuromuscular y los N2 0 Nn localizados

en el sistema nervioso autbnomo (ganglios colinérgicos y adrenérigos).

1: Espacio extracelular

2: Dominio intracelular

3: Poro de entrada al canal
iénico del receptor

4: Sitio de unién al NT

5: Canal idnico

6: Estructuras formadas por
aminoacidos cargados
negativamente que determinan
la selectividad del canal o
determinados iones.

7: Ach.

8: lones de sodio

Figura 6: Receptor-canal de acetilcolina (Ach).

Fuente: http://www7.uc.cl/sw_educ/neurociencias/html/083.html

Los receptores que responden al mismo neurotransmisor se clasificaran en
subtipos que desencadenaran diferentes respuestas. El receptor nicotinico (nAchRS)
es una proteina transmembrana compuesta por cinco subunidades proteicas de
canal no homdlogas (2a, 1B, 1y, 18) (Fig. 7), y cada una de ellas posee cuatro
regiones hidr6fobas que atraviesan la membrana El punto de unién de Ach se

encuentra en el nucleo central (ocupando las 20).

Figura 7: Receptor nicotinico de la Ach.

Fuente: http://www.slideshare.net/SimbaSyed/skeletal-muscle-relaxants-22389005
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Cuando dos moléculas de Ach se unen a las dos subunidades a se produce
un cambio estructural que permite la entrada a favor de gradiente de Na*y Ca?*y la
salida de K*, produciéndose una despolarizacion parcial que es insuficiente para
evocar un potencial de accién en la célula muscular que activa los canales de Na*
dependientes de voltaje que rodean a la placa motora. Su apertura consigue
despolarizar la membrana lo suficiente como para producir un potencial de accion a

lo largo de la fibra muscular.

Los receptores colinérgicos muscarinicos pertenecen a la familia de los
receptores acoplados a la proteina G (GPCPR'’s) y constituyen la familia mas grande
de proteinas integrales de membrana. Esta formada por una cadena polipeptidica
simple con 7 segmentos a-hélice transmembranales que tienen una estructura
tridimensional comdn, son también conocidos como receptores de 7 dominios
transmembranales (TM 1-7) o receptores heptahelicoidales. Estos dominios estan
unidos entre si por loops: 3 intracelulares (iL1-iL3), un loop largo compuesto
basicamente por aminoacidos hidrofilicos entre las hélices 5y 6 (iL3), el cual es el
sitio de interaccion o acoplamiento a proteina G, 3 loops extracelulares (eL1-eL3) y
1 segmento N-terminal glicosilado en el dominio extra celular. Se puede formar un
cuarto loop en el segmento C- terminal Se han identificado cinco sub tipos: M1, Mz,
Ms, M4, Ms (Tabla 1) (Levey, 1996. Haines, 2014; Lujan, 2004).

. Abundancia o Localizacién
Subtipo molecular X Localizacién Celular S
Regional Sinéptica
Abundante en
M1 ce}rebro antenor_(neo N_euro_nas plram|_dales Y | post ->> Pre-sinaptica
cortex, neo estriado | piramidales estriatales.
e hipocampo.
Moderadamente Neuronas no
M2 abundante en piramidales en cértex e | Pre ->> Post-sindptica
cerebro. hipocampo
Bajos niveles en todo
M3 £ EEIE, FErD Neuronal Post ->> Pre-sinaptica
abundante en
hipocampo.
Abundante en neo
M4 estrlad_o, moderados Neurona_s estriatales Pre ->> Post-sinaptica
en hipocampo y espinosas.
cortex.
Bajos niveles en todo Neuronas_plram|dales, Post ->> Pre-
M5 materia negra, s
el cerebro. X ; sinaptica?
microglia.

Tabla 1: Distribucidn en el cerebro de los diferentes receptores muscarinicos.

Fuente: Modificada de Levey, (1996).
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1.1.1.2 PLASTICIDAD NEURONAL

La plasticidad cerebral consiste en la adaptacién funcional del SNC para
minimizar los efectos de las alteraciones estructurales o fisioldgicas, la regeneracion

anatomica o funcional y adaptacion a nuevas situaciones que han lesionado el SNC.

Los mecanismos por los que se llevan a cabo los fendmenos de plasticidad
son histologicos, bioquimicos y fisiolégicos. La plasticidad anatomica de las
neuronas es un fendmeno comudn en la sinapsis, a las que tanto la estimulacion

fisiol6gica como las condiciones del entorno daran origen a cambios morfoldgicos.

La plasticidad del axén es un fenédmeno especifico que se aprecia después de
una lesion y es mas pronunciada durante la primera infancia. Asi ocurre en nifios con
pardlisis cerebral, donde la lesidon del tracto cortico-espinal de un lado puede ser
compensada por el tracto contralateral o ipsilateral de los musculos afectados. El
mismo fendmeno, aunque en menor cantidad ha podido ser demostrado en épocas
muy posteriores a la neonatal, incluso en adultos. La plasticidad axonal y sinaptica
no tendria utilidad practica si el ciclo funcional no se completara por la accion de los
neurotransmisores especificos. El sistema N-metil-D-aspartato (NMDA), receptores
para glutamato que se concentran en la membrana postsinaptica de las sinapsis
glutamatérgicas, esta implicado en los mecanismos de facilitacién intercortical y en
los procesos de aprendizaje y memoria. Su inhibicién bloquea la capacidad del cértex

cerebral.

Actualmente ya se conoce la clara implicacion de los receptores inotropicos
de glutamato (NMDA y AMPA) en procesos patoldgicos, como la deprivacion de
oxigeno (anoxia) en el tejido neuronal produciéndose dafio celular isquémico, en las
neuronas y en las células gliales con la consiguiente liberacion de radicales libres
neurotoxicos. Esta disminucién de energia afectara al metabolismo celular, a las
bombas ionicas y a la capacidad de las neuronas de mantener un potencial de
membrana en reposo. Como resultado la despolarizacibn desencadenara
potenciales de accién y la posterior liberacion de glutamato desde las neuronas pre-
sinapticas a la hendidura, activandose los receptores NMDA y AMPA. También a
través de los receptores NMDA y de los canales de Ca?* (dependiente de voltaje) se

producird la entrada de Ca?*, lo que desencadenard una cascada de segundos
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mensajeros. Las neuronas perderan la capacidad de mantener el potencial de
reposo, lo que llevara al dafo celular o a la muerte neuronal (Haines, 2014; Lujan,
2004).

El tono inhibidor mediado por el sistema gabaérgico (GABA) es revertido por
los cambios neuroquimicos que siguen a la lesion, donde esta implicado el
glutamato. A nivel farmacoldgico, la administracion de un agente bloqueante
(antagonista) del receptor de NMDA protege de los dafios al hipocampo y al nucleo
estriado, regiones mas frecuentemente dafiadas por la interrupcion del riesgo

sanguineo y la consiguiente anoxia neuronal (Lujan, 2004) (Fig. 8).
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Figura 8: Proceso de Neurogénesis en el hipocampo.

Fuente: Ramirez-Rodriguez, G., Benitez-King, G., & Kempermann, G. (2007).

El sistema colinérgico se relaciona con el sistema glutaminérgico y con la
morfogénesis cortical, mientras que el sistema serotoninérgico y concretamente el
receptor 5-HT2a, que se expresa en todas las neuronas del cortex, se relaciona con
la formacién y mantenimiento de nuevas sinapsis. La disminucion de los niveles de
serotonina y Ach reducen drasticamente el niumero de sinapsis en la zona del

hipocampo (Fig. 8).

La eficacia en la liberacion de los neurotransmisores juega un papel
importante en la plasticidad sinaptica. La sinapsina 1 (SYN1) interviene en la

regulacion de la exocitosis de las vesiculas de los neurotransmisores.
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Es una fosfoproteina especifica cuya via de fosforilizacién es un componente
vital en los mecanismos que intervienen en la plasticidad sinaptica y contribuyen a la

base celular del aprendizaje y de la memoria.

La base fisiopatolégica de toda esta recuperacion hay que buscarla en la
capacidad de la glia dafiada para generar sefales que faciliten o inhiban el
crecimiento axonal y el proceso de proliferacion de células madres nerviosas
(neurogénesis) que se encuentran en las zonas remanentes de la zona subgranular
del hipocampo y las zonas ventricular y periventricular de los ventriculos laterales,
adyacentes al nacleo estriado (Hernandez-Muela et al., 2004; Pascual-Castroviejo,
1996; Rebolledo, 2003; Ramirez-Rodriguez et al., 2007).
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1.1.2 CELULAS GLIALES

Las células gliales constituyen una poblacion heterogénea de células no
neuronales. A diferencia de las neuronas no propagan potenciales de accién ni sus
prolongaciones estan especializadas para recibir y transmitir sefiales eléctricas. Son
el soporte estructural y mantienen un microambiente adecuado para la funcion
neuronal. Suponen la mayor parte del sistema nervioso y son necesarias para el
funcionamiento del cerebro (Haines, 2014; Nacher Carda, 1995; Cardinali, 1999).

Los tipos fundamentales en el SNC son los astrocitos y los oligodendrocitos
(derivados del neuroectodermo) y la microglia, derivado del mesodermo (Fig. 9).
(Ndubaku & de Bellard, 2008). La glia y las neuronas pueden producir citocinas
proinflamatorias como las interleucinas: IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12 y IL-16, bajo el
efecto de las caspasas inflamatorias. La accion de estas caspasas puede promover
la activacion de rutas de muerte apoptoética (Fig. 34) (Becerra, 2009; King et al.,
2011).
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Figura 9: Tipos de células cerebrales.

Fuente: ciencianeural.files.wordpress.com/2015/02/gliales.jpg
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1.1.2.1 ASTROCITOS

Son células muy ramificadas y muchas de sus prolongaciones terminan en
dilataciones llamadas “pies astrociticos”, se unen para revestir completamente la
superficie de contacto entre el SNC y otros tejidos. Cada vaso sanguineo esta
cubierto por una capa de “pies astrociticos” peri-vasculares (“pies chupadores”) que
lo separa del tejido nervioso. (Fig. 9y 10).

Figura 10: Astrocitos tefiidos con GFAP.

Fuente: encorbio.com

Se diferencian dos tipos de astrocitos (Fig. 11a y b), los protoplasmaticos o
astrocitos de la sustancia gris, con una simetria radial, y los astrocitos fibrosos (Fig.
12) que contienen filamentos intermedios o prolongaciones que siguen la direccion

de los tractos de la sustancia blanca.

Los astrocitos fibrosos se diferencian de los protoplasmaticos por sus canales
i0nicos, sus receptores de neurotransmisores y su sistema de captacion (Haines,
2014; Nacher Carda, 1995; Cardinali, 1999), ademas expresan GFAP y presentan
ramificaciones cortas. Los astrocitos protoplasmaticos presentan procesos mas
largos y abundantes con formas mas complejas y extremadamente elaboradas. No
expresan comunmente niveles detectables de GFAP y se encuentran en contacto

con los vasos sanguineos y con las neuronas adyacentes.
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Figura 11: Astrocito protoplasmatico anti GFAP y astrocito fibroso anti GFAP.

Fuente:www.wesapiens.org/es/file/5874234454704128/media/0/Astrocitos+Protoplasmaticos+y+Fibrosos+tefiid
os+con+inmunohistologia.

La membrana celular de los astrocitos es permeable en exclusiva al catién de
potasio (K*) que es captado con facilidad principalmente a nivel de los pies
vasculares o “podocitos” mediante un mecanismo efectivo de autorregulacion de flujo
sanguineo cerebral, impidiendo asi una acumalacion que dafaria la funcion

neuronal.

Figura 12: Astrocito fibroso, tincién inmunohistoquimica, m. fluorescencia confocal

Fuente: http://www.wesapiens.org/es/search/?text=Astrocito+Fibroso

Los astrocitos estan conectados entre si a través de uniones estrechas
formandose entre ellos un amplio sincitio funcional, con posibilidad de perder en una
region el K* que ha ganado en otra region, lo que se denomina “buffer espacial of
K*” (Cardinali, 1999).
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Estas células neurales, participan también en la metabolizacién de los
neurotransmisores. Sus membranas poseen receptores y sustancias neuroactivas y
un sistema de captacion para otras sustancias, poniendo fin al efecto postsinaptico

de algunos neurotransmisores al eliminarlos de la hendidura sinaptica.

El aminoacido glutamato es captado e inactivado por la enzima glutamina
sintetasa, formando la glutamina que es liberada por el astrocito y se convertira en
glutamato en el interior de las neuronas (Fu et al., 2010; Perea & Araque, 2007,
Haines, 2014).

Los astrocitos ayudan a establecer y mantener la barrera hematoencefalica
(BHE), por medio de las interacciones con las células endoteliales, regulando la
expresion y la funcién de distintos transportadores endoteliales como el
transportador de glucosa 1 (GLUT1), el transportador de aminoacidos neutros (LAT1)
y el transportador de aminoacidos excitatorios 1-3 (EAAT 1-3) (Abbott et al., 2006).

En procesos patoldgicos los astrocitos pueden segregar interleucitocinas que
regulan la funcién de las células inmunitarias (Th1ly linfocitos T helper 1) que invaden

al SNC, dando lugar a un proceso llamado “gliosis reactiva” o “astrogliosis”.

Los mediadores quimicos como el glutamato, el aspartato, el adenosin tri-
fosfato (ATP), el 6xido nitrico (NO), la proteina inflamatoria de macréfagos-2 (MIP-2)
el interferon gamma (IFN- y), el factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-a) o el
caquectina e interleuquina—1beta (IL-1B), incrementan la permeabilidad de la barrera
hematoencefalica (BHE), (Ballabh et al., 2004). Este proceso es fundamental para
establecer los limites en las areas dafiadas y poder asi recuperar la actividad
neuronal por medio de la eliminacién de cuerpos apoptéticos y toxicos como el Beta-
amiloide (AB1-42) en la enfermedad de Alzheimer (Gasque et al., 2000; Barnum,
2002; Nguyen et al., 2002; Wyss-Coray & Mucke, 2002).
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Para identificar inmunohistoquimicamente los astrocitos existe una proteina
marcadora distintiva, que es la proteina &cida fibrilar de la glia (PAFG-GFAP) (Fig.
13) que se vera aumentada en los procesos patologicos (Eddleston & Mucke, 1993;
Giaume, 2009; Haines, 2014).

Figura 13: Astrocitos teflidos con GFAP y Hoechst 33342.

Fuente: http://arunabiomedical.com/index.php?id=26&productid=19

En el cerebro adulto los astrocitos conservan la capacidad de proliferacion,
siendo sensibles a los acontecimientos que alteran el control de la division celular,
explicando por qué la mayoria de los tumores del SNC son de origen astrocitico,
astrocitoma y glioblastomas (Fig. 14) (Haines, 2014).

Figura 14: Glioblastoma infantil.

Fuente: Hospital Clinico Universitario de Valencia
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Los primeros hallazgos realizados por Altman y Das en la década de 1970
(Das & Altman, 1970) indicaron la formacion de nuevas neuronas (neurogénesis) y
fue cuando se cuantifico la incorporacién de la timidina tritiada en el hipocampo, en
dos regiones especificas; la zona subventricular de los ventriculos laterales y la zona
subgranular del giro dentado (Ramirez-Rodriguez et al., 2007; Gould et al., 1992;
Eriksson, Perfilieva, Bjork-Eriksson et al., 1998; Sanai et al., 2004).

Las células pluripotenciales, los astrocitos y las células endoteliales son
componentes del nicho celular, un micro-ambiente especializado que interviene en

la regulacién de la neurogénesis (Ramirez-Rodriguez et al., 2007).

Los astrocitos modulan la proliferacion de las células pluripotenciales (Fig. 15)
y la migracion de estas células a través de la accion de diversos factores de
crecimiento o neurotrofinas (neurotréficos) siendo su funcion impedir que las
neuronas inicien la muerte celular programada por apoptosis, como describio Levi-
Montalcini en 1951. (Fig. 29 y 30)
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Figura 15: Astrocitos, neuronas y microglia.

Fuente: Fernandez & Torres (2012)

Las neurotrofinas se uniran a dos tipos de receptores: las tirosina quinasas,
los TrK (tropomysin-related kinasa, TrkA, TrkB, TrkC) y al receptor p75NTR (receptor
de citocinas) relacionado con el TNF (Lorigados-Pedre & Bergado-Rosado, 2004).
Las neurotrofinas mas destacadas son: el factor de crecimiento neural (NGF, nerve

growth factor), el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF, brain-derived
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neurotrophic factor) estimulador de la neurogénesis con una funcién importante en
el desarrollo neurolégico normal, las neurotrofinas (NT-3,NT-4,NT-5) y especifica-
mente el factor neurotrofico derivado de la glia (GDNF, glial cell line-derived
neurotrophic factor) (Song et al., 2002) que participan ayudando a estimular y
controlar la neurogénesis debido a sus propiedades de neuroproteccién (Haines,
2014; Ramirez-Rodriguez et al. 2007). Por otra parte, se ha demostrado la existencia
de astrocitos, GFAP positivos, (del Moral, 1993) con caracteristicas de células madre

gue pueden generar precursores neuronales (Azizi & Krynska., 2013).

En conjunto, todos los estudios apoyan la hipétesis de que los astrocitos, mas
alla de su papel de soporte a las neuronas, poseen un papel importante en la
regulacion de la neurogénesis y de los procesos sinapticos, incluida la transmision
sinptica (Parpura et al., 2012; Dodla et al., 2010; Guillamén-Vivancos et al., 2013;

Ramirez-Rodriguez et al. 2007).

En enfermedades neurodegenerativas (END), como por ejemplo Alzheimer
(EA) o Esclerosis Lateral Amiotréfica (ELA), en situaciones de estrés, depresion y la
falta de suefio, hay evidencias de que la neurogénesis disminuye y de que los
factores neurotroficos van a prevenir la atrofia y la muerte neuronal durante el

desarrollo y la vida adulta (Ramirez-Rodriguez et al. 2007).
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1.1.2.2 OLIGODENDROCITOS

Los oligodendrocitos son las células encargadas de producir y mantener la
mielinizacion axonal en el SNC, similar a las células de Schwann en los nervios
periféricos y se reparten tanto por la sustancia gris como por la blanca (Cajal, 1913;
del Rio-Hortega, 1928; Bradford, 1988; Ndubaku & de Bellard, 2008). Son mas
pequefios que los astrocitos y sus nucleos son irregulares y densamente tefiidos, el
citoplasma contiene un extenso aparato de Golgi, muchas mitocondrias y gran

numero de microtubulos.

En la sustancia gris se sitlan junto a los somas neuronales y los rodean,
extendiéndose desde el segmento inicial del axén hasta la rama terminal. En la
sustancia blanca la vaina rodea a algunos axones para aislarlos
electroquimicamente. Esta vaina no es continua a lo largo de toda su longitud y sus
interrupciones se denominan “nédulos de Ranvier”. Los segmentos entre los nddulos
adyacentes se llaman “segmentos internodulares o internddulos”. La vaina de mielina
produce un aumento de velocidad de conduccion de los potenciales de accion en la
transmision nerviosa. La pérdida de mielina ocasiona la disminucién de la velocidad
de conduccion y de propagacion del potencial de accion en estos axones (Haines,
2014). Expresan receptores de glutamato y presentan baja resistencia a procesos de
estrés oxidativo, lo cual les hace mas susceptibles a procesos de apoptosis y
necrosis (Matute et al., 2007). Los axones desmielinizados sobreviven algun tiempo,
y es posible que se produzca un grado de remielinizacion gracias al crecimiento de
células precursoras de oligodendrocitos, la liberacion de factores troficos para
neuronas y astrocitos (Barres et al., 1992; Gard et al., 1995; Fernandez et al., 2000;
Haines, 2014).

El dafo de estas células conlleva a la lesibn o muerte en enfermedades
desmielinizantes y neurodegenerativas como la esclerosis multiple, enfermedad de
Alzheimer o ELA (McDonald et al., 2001; Compston & Coles, 2008; Losy, 2013).
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1.1.2.3 MICROGLIA

Los microgliocitos son las células inmunitarias efectoras o macrofagos del
SNC (Fig. 16). Aligual que los macrofagos, las células microgliales tiene la capacidad
de convertirse en fagocitos y ante una lesién, son activados emigrando a la zona
danada donde proliferan y fagocitan los residuos celulares (del Rio-Hortega, 1932;
Davoust et al., 2008; Haines, 2014).

Figura 16: Preparacion digital de microglia de corteza (cerebelo) tefiida NADPasa.

Fuente: www.wesapiens.org/es/file/14893002/Microglia%2C+T%C3%A9cnica+de+la+NADPasa

Las principales citocinas que actian en respuesta a la inflamacion, como son
la citocina IL1-B, el factor de necrosis tumoral (TNF-a), otras citocinas y las

prostaglandinas también son segregadas por los microgliocitos activos (Fig. 17).
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Figura 17: citocinas involucrados en la respuesta de inflamacion.

Fuente: https://www.withfriendship.com/user/mithunss/tumor-necrosis-factor-alpha.php
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Algunas de las moléculas liberadas son neurotdxicas (glutamato y radicales
de oxigeno). La excesiva secrecion de IL-18 y TNF-a inducen a las células
endoteliales a abrir la barrera hematoencefalica (BHE), permitiendo asi la
inflamacion leucocitica del parénquima cerebral, como ocurre en la meningitis
bacteriana (Haines, 2014) (Tabla 2).

TIPO DE CELULA LOCALIZACION FUNCION

Mantener el entorno i6nico

Todo SNC, en contacto con somas, | extracelular, apoyo estructural y

ASTROCITOS dendritas y axones. Revestimiento metabdlico a las neuronas,
alrededor de los vasos sanguineos. intervencién en la memoria y
aprendizaje.

Forman la vaina de mielina

OLIGODENDROCITOS | alrededor de los axones y rodean a Mielinizacion.
los somas neuronales.

Eliminacién y fagocitosis de los
. - residuos después de una lesion
MICROGLIA Sustancia gris y blanca. y
y muerte celular. Secrecién de

citocinas.

Tabla 2: Tipos de células gliales.
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1.2 BLOQUEANTES NEUROMUSCULARES (BNM)

La actividad musculo-esquelética puede bloguearse por farmacos que actian
a nivel del SNC y de la uniéon neuromuscular. Los blogueantes neuromusculares
(BNM) son los farmacos que actian a nivel de la placa motora (unién o sinapsis
neuromuscular) (Fig. 18). Fue al final del siglo XIX cuando Claude Bernat descubri6
el mecanismo de accion del curare introduciendo el concepto de la transmision

neuromuscular.

Figura 18: La placa motora.

Fuente: www.wesapiens.org/es/file/197140/Placa+motora

Figura 18: La placa motora o unidon neuromuscular es la sinapsis o unién del terminal axdnico de una neurona
motora con la membrana de la fibra muscular altamente excitable, responsable de la iniciacion de los potenciales
de accion a través de la superficie del masculo, causando la contraccién muscular. El neurotransmisor Ach pasa
a través de la unién neuromuscular mediante el neurotransmisor acetilcolina.

En la fisiologia de la unién neuromuscular es basico recordar que los impulsos
nerviosos que alcanzan las terminaciones nerviosas producen liberacion de
acetilcolina, que actia en la placa motora o sinapsis neuromuscular. Se une a
receptores especificos ubicados en la membrana de la fibra muscular, que presenta
unas invaginaciones que se denominan pliegues de union o sinapticos (Fig. 3ay 4).
En las crestas de estas invaginaciones es donde se localizan los receptores

colinérgicos de alta densidad (sutipo N1) (Fig.7).

La union Ach-receptor produce un cambio conformacional que permite el flujo
de iones a favor de sus correspondientes gradientes electroquimicos.
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Debido a que la fuerza de conduccion para el Na* es mucho mayor que para
el K*, predomina la corriente de entrada de Na*, produciéndose una despolarizacion

local de la placa motora llamada potencial de placa motora que se traduce en una
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Figura 19: Mecanismo de accion de los relajantes musculares en la placa motora.

Fuente: http://es.slideshare.net/OswaldoAngeles/agonistas-y-antagonistas-colinrgicos

La restauraciéon del tono o repolarizacién se produce por una combinacién
entre la recaptacion de acetilcolina y su degradacion por parte de la enzima
especifica ubicada en la placa motora, la acetilcolinesterasa que la desdobla en
acetato y colina (Fig. 4). La colina ser& recaptada por el terminal presinaptico y el
acetato difunde hacia el liquido extracelular (Merino Pérez & Noriega Borge, 2010).

Otra enzima inespecifica que metaboliza la acetilcolina y las moléculas
similares circulantes en el plasma es la enzima pseudocolinesterasa la cual no esta

presente en la unién neuromuscular (Bowman, 1998; Amorés et al., 2000).

Los BNMs actian compitiendo activamente con los receptores de la
acetilcolina en la union neuromuscular, son los despolarizantes (BNMD) (agonistas
de la acetilcolina), o bien blogueando los receptores de acetilcolina sin activarlos
(antagonistas de la acetilcolina) denominados bloqueantes no despolarizantes
(BNMND) (Fig. 19).
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1.2.1 BLOQUEANTES NEUROMUSCULARES DESPOLARIZANTES

Se asemejan quimicamente a la acetilcolina, y actlan imitando la accién
despolarizante de la acetilcolina (Fig. 20). Son agonistas de larga duracion de la
enzima acetilcolina que se unen a los receptores nicotinicos colinérgicos
despolarizando la union neuromuscular de la placa motora, En la actualidad la

succinilcolina (suxametonio) es el Gnico que se utiliza como BNMD (Fig. 21).
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Figura 20: Formula quimica del Ach. Figura 21: Formula quimica succinilcolina.
Fuente: Flores Soto, & Je, (2005). Fuente: www.igb.es/diccio/s/su.htm#succinilcolina

A diferencia de la acetilcolina, el BNMD no es metabolizado en la unién
neuromuscular por la enzima acetilcolinesterasa, por lo que ocurre una
despolarizaciéon prolongada que evita la contraccion muscular hasta que la
terminacion motora sea repolarizada. Esta repolarizacion no puede producirse hasta
que el relajante muscular difunda fuera de la hendidura singptica (Gomez et al.,
2000). A medida que los BNMD se difunden, son metabolizados por la enzima
colinesterasa plasmatica o pseudocolinesterasa. También los BNMD pueden
producir despolarizacion de los receptores presinapticos de la placa motora que
producird una excesiva estimulacion nerviosa. Clinicamente se producen
fasciculaciones musculares que preceden al inicio de las mialgias postoperatorias.
La activacion de receptores extraunionales produce un aumento de la liberacion de
K*, y de los receptores muscarinicos (M1-M5) que producen otros efectos

secundarios (Bozzo, 2004).
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1.2.2 BLOQUEANTES NEUROMUSCULARES NO DESPOLARIZANTES

Actian compitiendo con la acetilcolina en los sitios de union ubicados en las
dos subunidades alfa (a) de los receptores nicotinicos colinérgicos (hAAChRSs) (Jérez-
Escobar & Martinez-Visbal, 2015; Flores Soto & Je, 2005) (Fig. 7), a nivel
postsinaptico pero también en el presinaptico. Son antagonistas anticolinesterasicos
como neostigmina y edrofonio (Yonfa, 2006), que forman un complejo con la
acetilcolinesterasa impidiendo la despolarizacion de los receptores de la placa
motora, provocando una paralisis flacida, sin producir fasciculaciones musculares.
La acetilcolina liberada en la terminacion nerviosa se une a las dos subunidades alfa
(a) provocando que los canales i6nicos se abran (Oswaldo, 2012). El efecto de los
BNMND es reducir o abolir la frecuencia de la apertura de los canales i6nicos. Es
suficiente que una de las dos subunidades (a) esté ocupada por una molécula de

BNMND para que el receptor sea bloqueado (Fig. 6y 7).
Para que exista un bloqueo clinico es necesario que mas del 80% del total de
los receptores este ocupado, por lo que existe un gran margen de seguridad respecto

al nimero de receptores que deben ser bloqueados dando lugar a la relajacion
(Waud & Waud, 1972) (Fig. 22).

Hendidura
Simaptica

Receior o

Placa Motora

Figura 22: Sinapsis de la Placa motora con receptor Ach.

Fuente: https://residenciasalcalamahora.wordpress.com/tag/contraccion-muscular/
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El papel de los receptores nicotinicos colinérgicos presinapticos es permitir
acelerar la movilizacidon de las vesiculas de acetilcolina desde el depdsito de reserva
hacia la hendidura sinaptica (Fig. 22), como efecto de la retroalimentacion positiva

para mantener la liberacion de la acetilcolina (Katz, 1967).

Los BNMND al unirse a los receptores presinapticos disminuyen la liberacién
de la acetilcolina presinaptica, lo que produce una fatiga o disminucion de la
respuesta a la estimulacion tetanica; y al unirse a los postsinapticos, previenen la
despolarizacion de la membrana postsinaptica lo que produce una relajacion

muscular (Bowman, 1980).

Una caracteristica comun a todos los relajantes musculares es la presencia
de uno, dos o tres nitrdgenos cuaternarios que le dan una carga ionica positiva. Las
bencilisoquinolinas (excepto la d-turbocurarina), el pancuronio y el pipecuronio son
compuestos bi-cuaternarios. El vecuronio y rocuronio (Fig. 23) tienen un solo
nitrégeno cuaternario “in vitro” pero se transforma en compuestos bi-cuaternarios en

condiciones fisiolégicas (Bozzo, 2007) (Tabla 2).

R 0A, 0A, O
W i |
aﬂ‘h
] Br
ho” Ty T w® Ch . H

Figura 23: Férmula quimicas del ROC y VEC.

Fuente: Cordero Escobar, (2010)

La tabla 3, muestra los tipos de relajantes musculares y sus diferencias, donde
rocuronio y vecuronio, que junto con el pancuronio, pipecuronio y rapacuronio, se
encuentran entre los RNM del tipo BNMND que son no despolarizantes y

aminoesteroideos.
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Otros farmacos son los despolarizantes como el suxametonio con el tipo

succinilcolina y los no despolarizantes como las bencilisoquinolinas. Dentro de estas

tltimas tenemos de los tipos atracurio, cisatracurio, doxacurio, mivacurio y d-

tubocurarina. Todos estos farmacos han sido usados en menor o mayor medida,

siendo el rocuronio y el vecuronio, los que analizaremos en esta tesis.

BNM FARMACOS TIPOS
DESPOLARIZANTES SUCCINILCOLINA
SUXAMETONIO
(BNMD)
ATRACURIO
NO
BENCILISOQUINOLINAS CISATRACURIO
DESPOLARIZANTES DOXACURIO
(BNMND) MIVACURIO
d-TUBOCURARINA
PANCURONIO
NO
VECURONIO
DESPOLARIZANTES AMINOESTEROIDEOS
ROCURONIO
(BNMND)
PIPECURONIO
RAPACURONIO

Tabla 3: Tipos de relajantes musculares (RNM).
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1.2.3 MONITORIZACION EN EL BLOQUEO NEURO MUSCULAR

Se emplean diferentes métodos clinicos o0 instrumentales para la
monitorizacion del BNM. Los métodos clinicos estan basados en la deteccién visual
de los musculos y los instrumentales en la estimulacion eléctrica de un nervio motor
periférico y la deteccion subjetiva, visual o tactil, u objetiva de la respuesta contractil

del musculo inervado.

Los métodos de estimulacion eléctrica recomendados seran: el tren de cuatro
(“train of four” TOF), el contaje postetanico (PTC o RPT “recuento de la estimulacion
postetanico”), la doble rafaga (DBS), estimulo sencillo o unico (“single twitch” ST) y
la estimulacién tetanica (TeT50). En la préactica clinica la monitorizacion

neuromuscular se aplica principalmente mediante el TOF, el PTC y el DBS.

1.2.3.1 EL TREN DE CUATRO (TRAIN OF FOUR)

Introducido en el 1968 por Wilson y Roberts, consiste en la aplicacion de
cuatro estimulos eléctricos supra maximos con un intervalo de 0.5 s y con una
intensidad de 2 Hz en 2 s. Se evalua dividiendo la amplitud de la cuarta respuesta
entre la amplitud de la primera, obteniéndose el coeficiente TOF de T4/T1. La relacion
entre la cuarta y la primera respuesta se llama relacién del tren de cuatro (TOF-ratio).
(Antuia et al., 2000).

En ausencia del BNM se obtienen cuatro contracciones iguales en el musculo
dependiente del nervio estimulado, el nervio cubital, y se observa la respuesta
motora del musculo adductor del pulgar. En el BNMND la intensidad y el nimero de
respuestas obtenidas son inversamente proporcionales a la profundidad del bloqueo
(Fig. 24).

La cuarta respuesta (T4) desaparece cuando la ocupacién de los receptores
nicotinicos es de alrededor del 75%, la tercera (T3) a 80-85%, la segunda (T2) a 85-
90% y no hay respuesta (T1) cuando se han ocupado entre el 90 y 100% de los

receptores.
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La estimulacion se puede repetir periédicamente siempre y cuando se respete
un intervalo entre estimulos entre 10 y 20 segundos (Chamorro et al., 2008; Arifio-
Irujo et al., 2010).

No existe respuesta al TOF.
Empieza con respuestas a
estimulos simples sucesivos a
un estimulo tetdnico

Permite manejar los RM con
dosis ajustada, ya que revela
cuando realmente necesita
reinyectar (2 respuestas al
TOF 70 — 85%)

Estimulacion PTC durante el
Inyeccion de BNM bloqueo profundo

No hay respuesta a
estimulos  simples
evocados tras un
estimulo tetdnico

Iy Fi Iy sl Iy Iy Iy Iy Iy ri Iy Iy

/e e s e 7/ W
;v_,.-' b " - \—Y_,J b, v N 'Y -l
Grado de bloqueo Inicio Bloqueo Bloqueo Blogqueo Recuperacion
intenso profundo moderado

Respuesta al TOF Recuento TOF =1 Recuento TOF O Recuento TOF 0 Recuento TOF 1-3 Cociente TOF
Respuesta al PTC PTC O PTC =1 PTG =1

Figura 24: Grado de BNM y monitorizacion TOF y PTC.

Fuente: Lopez, (2012)

1.2.3.2 EL CONTAJE POSTETANICO (PTC)

El recuento de la estimulacion postetanica se utiliza cuando el BNM es muy
intenso y no hay respuesta al TOF o en aquellas situaciones en la que es necesaria
absoluta inmovilidad del paciente. Consiste en la aplicacion de un estimulo tetanico
de 50 Hz y después de un intervalo de 3 segundos aplicaciones repetidas de 20
estimulos simples de 1 Hz. Este estimulo de gran intensidad no puede ser repetido

en menos de 5 0 6 minutos.

El recuento es el nUmero de respuestas que se miden, donde a mayor nimero
de respuestas se produce menor intensidad del bloqueo profundo. Segun el PTC se
puede deducir en cuanto tiempo (segun el tipo del BNM) va a aparecer (T1) la primera

respuesta del TOF.
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Con un PTC de 2, la primera respuesta (T1) del TOF aparecera después de
25 a 30 minutos, mientras un PTC de 6, la respuesta TOF se dara después de 5 a
10 minutos. En caso del BNMND con VEC, un PTC de 9 coincide con la recuperacion

de la primera respuesta (T1) del TOF (Fig. 24).

En los BNMND se presenta un fendbmeno conocido como “potenciacion
postetanica”, esta es debida a la aplicacion de un estimulo tetanico que libera gran
cantidad de acetilcolina para compensar la deplecion que sucede en el primer
momento. La aplicacion de un estimulo sencillo o un TOF en los 2 minutos
posteriores al estimulo tetanico producira un aumento en la altura de la respuesta
debido al acumulo presinaptico de la acetilcolina (Chamorro et al., 2008; Arifio-Irujo
et al., 2010).

1.2.3.2 LA DOBLE RAFAGA (DBS)

La doble rafaga (doublé burst o DB) consiste en la aplicacion de 2
estimulaciones tetanicas de 50 Hz separadas por 750 ms. Hay dos tipos: DBS 3.3,
donde cada rafaga consta de 3 pulsos de onda cuadrada de 200 s de duraciéon cada
una; el DBS 3.2, que consta de una primera rafaga de 3 pulsos de onda cuadrada de
200 ps de duracion, cada una seguida por la segunda rafaga de solo 2 pulsos de

onda cuadrada de 0.2 ms de duracion cada una.

Este estimulo ayuda a valorar si existe un efecto residual de los BNM, ya que
induce una respuesta de mayor magnitud del TOF. Una diferencia en la intensidad
de contraccién en la segunda respuesta implicara efecto residual, mientras que las
dos respuestas con la misma intensidad suponen una relacion de TOF mayor de 0.6

en el 80% de los casos (Chamorro et al., 2008; Arifio-Irujo et al., 2010).
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1.2.4 ROCURONIO

Bromuro de rocuronio (ROC) es un BNMND que pertenece al grupo de los
amino esteroideos monocuaternarios, con al menos un atomo de nitrégeno cargado
positivamente es un derivado del vecuronio (VEC) de accion intermedia y rapida
instauracion (Fig. 25). Esta indicado en la anestesia general para facilitar la
intubacién endotraqueal, relajando la musculatura aductora de la laringe y
produciendo la relajacién de los grandes grupos musculares y por ultimo el diafragma

(Anom: Rocuronium 1995; Parrefio Caparrés, 2015).

Figura 25: Formula quimicay estructura 3D de ROC

Fuente: Baldo et al., (2011).

El bloqueo muscular se produce por antagonismo competitivo con la
acetilcolina de los receptores nicotinicos de la unién neuromuscular y se antagoniza

con los anticolinesterasicos (neostigmina) (Mirakhur, 1992; Gomez et al., 2000).

Su farmacocinética es similar a la del vecuronio, diferenciandose por la
rapidez de su efecto y menor potencia, siendo 5 0 6 veces menor (Chamorro et al.,
2001), por el reemplazo del grupo metilo unido al nitrdgeno cuaternario del vecuronio
por un grupo anilo y por la ausencia de fragmentos similares a la acetilcolina en el
anillo A, explicando asi la menor afinidad del rocuronio por los receptores. (Gomez

et al., 2000; Granadas Tinajero, 2012; Anom: Rocuronium 1995).

El rocuronio tiene un tiempo de latencia y un comienzo de accion 2 veces
mayor que el vecuronio. La aparicion del efecto es proporcional a la dosis
administrada. Utilizando una dosis estandar de 0,6 mg/kg a los 60 segundos, las

condiciones de intubacion son adecuadas y la duracién clinica de la accion es de 30
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a 32 minutos. Utilizando dosis bajas de 0,3 a 0,45 mg/kg se acorta la duracion clinica
del efecto hasta 22 minutos mientras en dosis altas de 1 mg/kg produce un efecto
relajante de hasta 60-70 minutos (Yonfa, 2006; Chamorro et al., 2001; Gomez et al.,
2000).

Se une de forma reversible a las proteinas plasmaticas, principalmente
albumina. Los cambios en las concentraciones plasmaticas de proteinas pueden
producir pequefias variaciones en la fraccion libre del farmaco, siendo su volumen
de distribucion de 0.27 I/kg.

La distribucion del farmaco por la musculatura esquelética se realiza por
simple difusién desde los capilares hacia el liquido extracelular alcanzando la placa
motora. (Anom: Rocuronio. 1995; Hermoza, 2002.; Bozzo et al., 2000).

La principal via de eliminacion es hepatica, por secrecion biliar y
metabolizacion hepato-biliar (>70%), y menos del 10-20% por via renal,
encontrandose en orina el 20-25% de la dosis administrada con ausencia de

metabolitos medibles (desacetil metabolitos) después de 24 horas (Tabla 4).

Los efectos clinicos indeseables a nivel cardiovascular estan relacionados con
el blogueo de los receptores muscarinicos Mz (ubicados en auricula y pulmén) con
efecto vagolitico por bloqueo del nddulo sinusal en dosis altas, que se traducira
clinicamente en broncoespasmo y taquicardia que puede ayudar a prevenir la
bradicardia intraoperatoria. Debido a su estructura esteroidea y reducidas dosis,
tiene baja capacidad de liberar histamina, sin producir cambios hemodinamicos
(Bozzo et al.,, 2000). EI ROC por ser un esteroideo, puede comportarse como
antigeno y puede provocar reacciones anafilacticas con baja incidencia (Chamorro
et al., 2001).

En términos generales los BNMND tienen el mismo efecto en nifilos mayores
de 3 afios que en los adultos. Sin embargo hay diferencias en los recién nacidos y
nifos pequenos. ElI recién nacido tiene bajos niveles de la enzima
pseudocolinesterasa implicando mayor resistencia a la succinilcolina. Otro factor
importante es la mayor sensibilidad a los receptores colinérgicos en los neonatos,

implicando que las concentraciones de BNMND deban ser mas reducidas.
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El volumen sanguineo y el volumen del liquido extracelular son mayores en el
recién nacido y niflo comparado con el adulto en base al peso, lo que implica que las
dosis utilizadas son semejantes a las empleadas en adultos, pues las diferencias
existentes en la sensibilidad de los receptores se compensan con el mayor volumen
de distribucion. La dosis empleada en nifios de 1 a 5 afios de edad es de 0.6 mg/kg,
produciendo el bloqueo neuromuscular en un tiempo maximo de 1 minuto en
excelentes condiciones de intubacion a los 60 segundos y con una duracion clinica

de 30 minutos, siendo estos parametros semejantes a los adultos (Yonfa, 2006).

FARMACO Eliminacién P i
vd (ml/k Eliminacion Metabolismo
(i) renal (%) il (07
(BNMND) iliar (%)
ROCURONIO 207-280 9 54 Hepatico
(escaso)
VECURONIO 199-260 15-18 40 lzlepét_iclg
parcial
d-
Hepatico
TUBOCURARINA 297-450. 45-63 12 (escaso)
Hepatico (minimo
PANCURONIO 200-260 40-67 10 e )
PIPECURONIO 220-350 37-41 2 l;lepétiCC))
escaso

Tabla 4: Resumen de las diferencias entre el VEC y ROC y otros BNMND.
Fuente: Bozzo et al., 2000.
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1.2.5 VECURONIO

Bromuro de Vecuronio es un BNMND que pertenece al grupo de los amino
esteroideos mono-cuaternarios, relacionado con el pancuronio. Es hidréfilo y
relativamente mas lipofilo que el pancuronio, caracteristica que permite una mayor
penetracion en las estructuras lipidicas. Su duracion de accién es intermedia y puede

ser utilizado en perfusién continua.

Respecto a su farmacocinética, presenta una potencia 5 o0 6 veces mayor que
el rocuronio, con un tiempo de latencia 2 veces menor que el rocuronio. Su inicio de
accion, después de una dosis de intubacion de 0,1mg/kg, es de aproximadamente

2,5 minutos y con una duracion clinica de aproximadamente 20-40 minutos.

Se une a las proteinas plasmaticas en un 30%, la captacion hepatica es
rapida, produciéndose un rapido descenso de las concentraciones plasmaticas en la
fase de distribucion y con la vida media de distribucion variando entre 3 y 5 minutos
(Bozzo 2004; Granados Tinajero 2011).

El vecuronio es metabolizado en el higado (30-40%), sufre una hidrodlisis por
desacetilacion dando lugar a tres metabolitos (3-OH-vecuronio, 17-OH-vecuronio y
3,17-OH-vecuronio). El 3-OH-vecuronio tiene una potencia bloqueante de
aproximadamente el 80%, los otros dos metabolitos son inactivos. Un 40 a 45%
(dosis 0.15 mg/kg) es eliminado por la bilis sin ninglin cambio y el 33% es eliminado

en forma de metabolitos (Antufia et al., 2000; Granados Tinajero 2011).

El rifdn no es la via principal de eliminacion, solamente el 30% (a dosis de
0.15 mg/kg) se elimina en orina con una vida media de eliminacién entre 50 y 116
minutos y un aclaramiento de 5 ml/kg/min (Gomez et al., 2009; Granados Tinajero
2011 Bozzo et al., 2000) (Tabla 5).

En perfusion continua la dosis de carga es de 0.075 mg/kg, seguida por la
misma dosis por cada hora de sedacion. Se recomienda monitorizar (manteniendo

la respuesta al primera estimulo de TOF) para prevenir efectos acumulativos.

37



ACCION DEL SUGAMADEX Y DE LOS BLOQUEANTES NEUROMUSCULARES: ROCURONIO | JUAN
Y VECURONIO EN NEURONAS EN CULTIVO PRIMARIO. | CAMPOS

Tiene pocos efectos colaterales, debido a su lipofilidad, y mayor selectividad
sobre la placa motora que el pancuronio. No altera la funcién cardiovascular y el
efecto vagolitico es suprimido debido a la eliminacién del grupo metilo cuaternario de
la posicion 2, lo que elimina su carga positiva y disminuye su similitud a la Ach, no
produciéndose liberacién de histamina. (Bozzo, 2004; Antufia et al., 2000; GOmez.
et al., 2009; Granados Tinajero 2011).

En la poblacion infantil, la dosis administrada es de un 95% inferior, la cual es
inferior en un 40% de nifios menores de 1 afio, en comparacion con nifios mayores.
La intubacion puede llevarse a cabo en aproximadamente 2 minutos después de la
dosis. Las necesidades de mantenimiento son 2 veces mayores en los nifios de 3 a
10 afios. Administrando una dosis de intubacion de 0.07 a 0.1 mg/kg en el recién
nacido, 0.1 mg/kg en nifios de 1 mes a 1 afio 0 0.15 mg/kg en el nifio de 1 a 12 afios,
la duracion de la accion es de 60 minutos en los nifios menores de 1 afio, 20 min en

nifios de 3 a 10 y 37 minutos en los adolescentes mayores de 13 afios.

La inmadurez hepatica presente en neonatos y nifios de hasta 1 afio
probablemente explica el aumento significativo en la duracion de la accion mediante
el alargamiento de la duracion de la eliminacion. Vecuronio debe considerarse como
un relajante muscular de accién prolongada en nifios menores de 1 afio (Meistelman
et al., 1998).

” DOSIS
FARMACO NICIO PURACION INTUBACION | ELIMINACION
. . METABOLITOS
(BNMND) (min) (i (mglkg)
Higado 17-desacetil.roc
ROCURONIO 1,5 30-60 0,6-1,0 (>70%) 16N-
Rifion (<10%) desacetil.roc
Higado 3-desacetil.Vec
VECURONIO 25 35 _ 45 0,1-0.2 (50/60%) 17-desacetil.vec
Rifién 3-17-
(40-50%) desacetil.vec

Tabla 5: Resumen de las diferencias entre el VEC y ROC.
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1.3 SUGAMADEX, DESBLOQUEANTE DE BNMND

Todos los reversores neuromusculares utilizados en la préactica

anestesioldgica, son inhibidores de la acetilcolinesterasa (neostigmina y edrofonio).

Con la introduccion del sugamadex (SUG) por la Comision Europea para la
comercializacion y uso humano el 25 de Julio de 2008 (EMEA), se ha iniciado un
verdadero avance en la reversion selectiva del bloqueo neuromuscular inducido por
BNMND aminoesteroideos, rocuronio y vecuronio (Naguib, 2007; de la Torre-
Anderson et al., 2014; EMEA, 2008).
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Figura 26: Estructura del Sugamadex y Estructura quimica 3D de la y-ciclodextrina.

Fuente: Nag et al., (2013); Murphy, (2016).

Sugamadex es una molécula y-ciclodextrina modificada de estructura circular
(C72H104048SsNasper-6-(2-carboxietiltio)-per-6-deoxi-y-ciclodextrina-sodica),
compuesta por 8 moléculas glucosa (con enlaces de tipo a entre los carbonos 1y 4
de los ciclos de glucosa) dispuestas en anillo con una cavidad interna lipofilica
(hidrofébica) y el exterior hidrofilo, atribuible a iones cargados negativamente en su
superficie, atrayendo a las cargas cuaternarias positivas del rocuronio y vecuronio
introduciéndolos al interior de su cavidad, permitiendo el encapsulamiento de su
anillo esteroideo y formando el complejo de inclusion (Fig. 26). Este complejo queda
atrapado en la cavidad central de la ciclodextrina de forma estable y duradera, debido
a la modificacién que incluye en su estructura interior los ocho grupos carboxilos
cargados negativamente que va a incrementar la afinidad por el rocuronio mediante

la interaccion electrostatica.
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Por ello las moléculas de rocuronio y vecuronio son atraidas al interior del
sugamadex a través de las fuerzas de Van der Waals, e interacciones hidrofébicas y
electrostaticas, siendo encapsuladas e inactivadas las moléculas de rocuronio y
vecuronio revirtiendo rapida y completamente sus efectos (Palanca et al., 2013,
Parrefio Caparros, 2015) (Fig. 27 a, b, c y d).

Figura 27 (a, b, c, d): Estructura espacial 3D de SUG + ROC formando su complejo.
Fuente: Baldo, B. A., McDonnell, N. J., & Pham, N. H. (2011).

Figura 27: SUG + ROC: a y b de coloracion normal; ¢ y d mono color para distinguir las moléculas
demostrando el encapsulamiento 1:1.

La constante de equilibrio, describe la afinidad entre las dos moléculas de
unién. La afinidad de rocuronio por el sugamadex es 25x10° M. Por cada 25
millones de complejos SUG-ROC Unicamente 1 se va a disociar, mientras que para
vecoronio es 10x10® M. Es decir, la afinidad por rocuronio es 2,5 veces mayor
comparado este con el vecuronio (Schaller & Fink, 2013; Parrefio Caparrés, 2015).
Esta interaccién es compacta y de larga duraciéon y es especifica para los RNMND
de tipo aminoesteroideos y no tiene afinidad por los bencilisoquinolicos (Bom et al.,
2002; de la Torre-Anderson et al., 2014; Darias et al., 2014; Cordero Escobar et al.,
2011).

Sugamadex es un verdadero antagonista y su mecanismo de accidn se
produce por su alta afinidad y gran selectividad. Se produce la formacién del

complejo SUG-ROC, en una proporcion 1:1 y consiste en una fase inicial con el
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atrapamiento de las moléculas de rocuronio libres en el plasma sanguineo y otra fase
en la cual las moléculas localizadas en la placa motora (union neuromuscular) pasan
al plasma para ser encapsuladas por la molécula de sugamadex. Esto ocurre debido
al gradiente de concentracion con difusibn pasiva desde el receptor nicotinico
postsinaptico. A continuacién se produce la reversion del bloqueo neuromuscular en
un tiempo aproximado de 2 minutos restaurando la funcién neuromuscular (Veiga-
Ruiz et al., 2008; Karalapillai et al., 2013; Eguiluz, 2009; Parrefio Caparros, 2015)
(Tabla 6).

Paciente (edad) BNM Tipo de reversion Dosis SUG
Adulto (>18 anos) ROC/VEC Moderada 2 mg/kg
Adulto ROC/VEC Profunda 4 mg/kg
Adulto ROC Inmediata 16 mg/kg
Nifios y adolescentes (2 - 17 a) ROC Moderada 2 mg/kg

Tabla 6: Tabla dosis SUG para la reversion con ROC.

La dosis de administracion va a depender del nivel de BNM capaz de revertir
y no del tipo de anestesia aplicado (Kovac, 2009). La dosis para un bloqueo profundo
sera de 4 mg/kg de sugamadex y el tiempo medio para recuperar el ratio T4/T1 a 0,9
es de unos 3 minutos. Se recomienda para un bloqueo moderado inducido por
rocuronio o vecuronio, la administracion de sugamadex a dosis de 2 mg/Kg. Asi el
tiempo medio para recuperar el ratio T4 / T1 a 0,9 sera de alrededor de 2 minutos.
Si se precisa de una reversion clinica inmediata, después de 3 minutos de
administrar una dosis en bolus de 1,2 mg/kg de rocuronio, se administraran 16 mg/Kg
de sugamadex, pudiéndose esperar una recuperacion del ratio T4/T1 a 0,9 en un
tiempo medio de 4 minutos (Parrefio Caparrds, 2015). Para pacientes pediatricos la
dosis sera de 2 mg/Kg. (Tabla 6). En caso que se produzca un BNMND
postoperatorio después de haber administrado una dosis inicial de sugamadex de 2
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mg/kg o 4 mg/kg, se recomienda la repeticién de dosis de sugamadex de 4 mg/kg.
(Martinez, 2009; Cordero Escobar et al., 2011; Karalapillai et al., 2013; Eguiluz, 2009;
de la Torre-Anderson et al., 2013).

El sugamadex presenta una farmacocinética lineal en el rango de dosificacion
de 1 a 16 mg/kg via intravenosa en bolus. En su distribucion, no hay afinidad a las
proteinas plasmaticas (albumina) y el volumen de distribucion de sugamadex es de
10 a 15 litros, reduciendo Vd de SUG-ROC de 50 litros a 15 litros. El rocuronio queda
secuestrado en forma de complejo SUG-ROC aumentando su concentracion
plasmatica. La vida media (t12) para su eliminacion se estima en alrededor de 2
horas, y el aclaramiento plasmatico estimado es de 88 ml/min aproximadamente, con

funcién renal normal.

La Unica via de eliminacion es la excrecion renal del producto inalterado
(>90%) antes de las 24 horas de su administracion. El complejo SUG-ROC
encapsulado se filtra libremente por el glomérulo en la orina, siendo el aclaramiento
renal del complejo igual que el filtrado glomerular (120 ml/min) (Farrar, 2008; Darias
et al., 2014, Ripoll Coronado, 2014). (Tabla 5).

Debido a su arquitectura singular (sustitucion en cada sexto carbono de un
grupo hidroxilo por un carboxilo tioeter y la sustitucion de los grupos hidroxilo en el
segundo, tercero y sexto carbono por grupos lipofilicos en los atomos de la glucosa
base), ademas de un pH de 7,5 (con la osmolaridad entre 300 - 500 mmol/Kg), su
carga y su alto peso molecular (2178 daltons), hacen que el farmaco sugamadex
presente una transferencia muy baja a través de la barrera hematoencefalica (<3%
en ratas) y placentaria (<6% en ratones y conejos) y un mejor encapsulamiento para
la union con el rocuronio. Esta particularidad aparentemente se opone a cualquier
toxicidad significativa dentro del sistema nervioso central derivada del sugamadex.
(Farrar, 2008; Parrefio Caparrds, 2015).

En diferentes condiciones clinicas con alteraciones moderadas o severas de
la integridad de la barrera hematoenceféalica, como es el caso de las enfermedades

neurodegenerativas (Shlosberg et al., 2010) como enfermedad de Alzheimer (EA)
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(Bell & Zlokovic, 2009), enfermedad de Parkinson (Stolp & Dziegielewska, 2009) o
en la esclerosis multiple (Waubant, 2006) y en procesos traumaticos como la
isquemia (Kaur & Ling, 2008), la meningitis (Mook-Kanamori et al., 2011) o en el
sistema nervioso inmaduro (Saunders et al.,, 2000) pueden dar lugar a una
neurotoxicidad potencial inducida por el farmaco.

En las interacciones con otros farmacos, si se unen y desplazan al BNDM,
como ocurre con el toremifeno (tratamiento en cancer de mama), flucloxacilina o
acido fusidico, ambos tienen una afinidad relativamente alta por el sugamadex, por
lo que pueden interferir en la reversion del BNM hasta un TOF de 0.9, retrasando el
tiempo de recuperacion e incluso la recurarizacion del paciente (Parrefio Caparros,
(2015).

Otro tipo de interaccion, como ocurre con los anticonceptivos hormonales,
podra afectar a su eficacia; la interaccion entre el sugamadex (4 mg/kg) y el
progestageno va a producir una disminucion similar a la que se observa si una dosis
diaria de un anticonceptivo oral se toma con 12 horas de retraso, lo que puede

conducir a una disminucién de la efectividad.

En el caso de los estrogenos, la administracion de una dosis en bolus de
sugamadex se considera el equivalente al olvido de una dosis diaria de
anticonceptivo esteroideo oral (ya sea combinado o sélo con progestagenos). En el
caso de anticonceptivos hormonales no orales, la paciente debe utilizar un

anticonceptivo alternativo no hormonal durante los siguientes 7 dias. (EMEA 2008).

Los datos agrupados de seguridad preclinica fueron obtenidos de los
documentos de informacién de la FDA americana (FDA. 2008) y del documento
cientifico de la Agencia Europea del Medicamento (EMEA) (EMEA 2008), donde la
seguridad del sugamadex se evalud en 3519 pacientes, a través de una base de
datos conjunta de seguridad fase I-1ll. Se notificaron reacciones adversas en los
ensayos clinicos controlados con placebo en pacientes que recibieron anestesia y/o
BNM (1078 pacientes SUG y 544 pacientes con placebo).
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Las reacciones adversas gue se presenta son reacciones cutaneas aisladas
0 reacciones sistémicas graves de hipersensibilidad, trastornos respiratorios,
toracicos y mediastinicos, se describieron espasmos relacionados con el final de la
anestesia o con la extubacion, bradicardias acusadas y tos de forma frecuente,
lesiones traumaticas, intoxicaciones y complicaciones de procedimientos

terapéuticos como son movimientos de las extremidades.

Entre otros efectos adversos publicados de sugamadex se incluyen disgeusia
(a 32mg/Kg de sugamadex) sequedad faringea, laringea y de boca, cambios de la
temperatura (escalofrios), parasomnia, parestesia, eritema leve, malestar abdominal,
bradicardia, taquicardia, mareos, aumento en orina de la creatinina fosfoquinasa y
de B-2 microglobulina (B2M) que puede provocar dafio renal por isquemia (Kovac,
2009; Abrishami et al., 2009; Peeters et al., 2010).

Hay que tener en cuenta que la informacion disponible sobre el sugamadex
es limitada y escasa en el caso de condiciones especiales de la poblacion como
insuficiencia renal grave. En este ultimo caso la exposicion total de sugamadex, se
prolonga 17 veces mas y hasta las 48h después de su administracion son
detectables en concentraciones bajas; mientras no hay datos por la poblacion

pediatrica (Darias et al., 2014).
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1.4 NEOSTIGMINA

La neostigmina es un anticolinesterasico constituida por moléculas de amonio
cuaternario, que producen inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa mediante la
formacion reversible de un complejo éster carbamilo en la porcion de la parte activa
de la enzima colinesterasa, formando un enlace covalente en los lugares tanto

aniénicos como esterasicos.

En el complejo éster carbamilo existe una transferencia del grupo carbamato
de las moléculas de neostigmina a la parte éster de la enzima acetilcolinesterasa.
Mientras esta unidn permanezca, la enzima serd incapaz de hidrolizar a la
acetilcolina. De esta forma aumentan los niveles de acetilcolina favoreciendo la
interaccion entre la acetilcolina y el receptor y revertiendo el BNM, actuando como
un inhibidor competitivo de la enzima acetilcolinesterasa (Darias et al., 2014; Barbosa
& Cunha, 2012; Neostigmina Anes Net) (Fig. 28a). Ademas, induce bloqueo de los
canales lentos de potasio en las terminaciones nerviosas motoras produciendo un
aumento del nivel de liberacion de acetilcolina y estimulando a los receptores
postsinapticos aumentan la amplitud de los potenciales de la placa terminal y
favoreciendo la restauracién de la funcion neuromuscular. Esto ocurre porque dichos
receptores se acercan mas a favor de la acetilcolina y menos hacia el relajante
muscular no despolarizante (Neostigmina Anes Net; Ortiz-Gomez & Pérez-
Cajaraville, 2006).

La administracion de la neostigmina es por via intravenosa (IV) en dosis de
0,043 mg/kg. Debido a su composicién es poco liposoluble y con una débil absorcion
gastrointestinal. En el tratamiento oral de la miastenia gravis (el sistema inmune del
paciente produce anticuerpos contra los receptores nicotinicos de la Ach) la dosis es
de 30 veces mayor que la dosis por IV (dosis total diaria 15-375 mg). Su Vd es de
0,7 I/kg, su aclaramiento renal y metabolismo hepatico es del 50% y con funcién renal
normal es de 9 ml/kg/min. El principal metabolito hepatico es el 3-hidroxifenil

trimetilamonio, con una actividad antagonista de 1/10 (Darias et al., 2014).
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Las reacciones adversas son las mismas que las relacionadas con
hipersensibilidad a las anticolinesterasas. Debe ser utilizada con precaucion en

pacientes con asma bronquial, bradicardia, arritmias cardiacas e hipertiroidismo.

En casos de sobredosificacion se presentan efectos muscarinicos y
concretamente a nivel del sistema nervioso central, ataxia, convulsiones, coma o
depresion de la capacidad de ventilatoria. La sobredosificacion de los anticoli-
nesterasicos produce efectos muscarinicos descontrolados. Con la adicion de los
efectos nicotinicos produce en los musculos esqueléticos debilitados, calambres o
pardlisis. En el sisema nervioso central provoca confusion, ataxia, convulsion o
depresion de la ventilacion. El tratamiento consistira en la administracion de un
anticolinérgico, atropina IV 30-70 pg/kg cada 3-10 minutos, hasta que desaparezcan

los efectos muscarinicos (Neostigmina Anes Net).
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1.5 NEOSTIGMINA VS SUGAMADEX

Para la reversion del BNMND de tipo aminoesteroideo rocuronio y vecuronio,
se han utilizado inhibidores de la acetilcolinesterasa como la neostigmina y el
edrofonio que impiden la degradacion de la acetilcolina a nivel de la union
neuromuscular, esto favorece su accion competitiva con los BNM, y con las
desventajas de los efectos colinérgicos sistémicos y de ineficacia a la reversiéon del
BNM profunda y a la estimulacion de receptores colinérgicos muscarinicos con
efectos secundarios al nivel cardiovascular (bradicardia e hipotension), pulmonar
(broncoconstriccion) y/o gastrointestinal (nausea, vomitos e hiper-salivacion). Estos
efectos podrian ser minimizados con la administracion simultdnea de antagonistas
de receptores muscarinicos como la atropina o el glicopirrolato (Darias et al., 2014).
Teniendo en cuenta lo anteriormente indicado, fue necesario el uso de nuevos
agentes reversores con minimos efectos adversos con la capacidad de revertir el
BNM de forma eficaz y dependientemente del tipo de bloqueo. El sugamadex podia
cubrir esta laguna terapéutica, ya que era capaz de revertir rapidamente el BNM,
tanto moderado como profundo, inducido por rocuronio y vecuronio (Veiga-Ruiz et
al., 2008) (Fig.28 b).
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Figura 28 a, b: Mecanismo de accidn de la Neostigmina y del Sugamadex.

Fuente: http://es.slideshare.net/gisselita/bloque-neuromuscular-residual
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Desde que la Comision Europea emitié una autorizacién en julio de 2008 de
comercializacion, valida para toda la Union Europea, para el uso humano de
Sugamadex (EMEA 2008), se han realizado numerosos ensayos clinicos que han
analizado las diferencias en la reversion de los BNMND con Sugamadex o con
Neostigmina (Tabla 7 y 8).

Segun los autores reflejados en las tablas 7 y 8, que aportan datos referentes
a la recuperacion del bloqueo neuromuscular con SUG y NEO, inducido por ROC y
VEC, se observa que a dosis equivalentes de blogueo, la recuperacién con el SUG
se consigue a tiempos inferiores en todos los casos (Darias et al., 2014; Luque Lépez
et al., 2009; Khuenl-Brady et al., 2010; Lemmens et al., 2007; Paton et al., 2010;
EMEA, 2008; Gaszynski et al., 2011; Jones et al., 2008).

REVERSION DE BNMND PROFUNDO
(RECUPERACION DEL T4/T1 a 0.9)
NEOSTIGMINA SUGMMADEX
AUTOR BNM
70mcg/kg 4mg/kg
Luque-Lopez et al., 2009 ROC 0.6mg/kg 49 mins 2.7 mins
Jones et al., 2008 ROC 0.6mg/kg 50.4 mins 2.9 mins
EMEA 2008 ROC 0.6mg/kg 49 mins 2.7 mins
Luque-Lopez et al., 2008 VEC 0.1mg/kg 49.9 mins 3.3 mins
Lemmens et al., 2007 VEC 0.1mg/kg 66.2 mins 4.5 mins
EMEA, 2008 VEC 0.1mg/kg 49.9 mins 3.3 mins

Tabla 7: Tabla comparativa en la reversion del BNMND profundo con NEO y SUG.
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REVERSION DE BNMND MODERADO

(recuperacion del T4/T1 a 0.9)

AR N NEOSTIGMINA SUGMMADEX
50mcg/kg 2mg/kg
Luque-Lopez et al., 2009 ROC 0.6mg/kg 17.6 mins 1.4 mins
Paton et al., 2010 ROC 0.6mg/kg 17.6 mins 1.4 mins
EMEA, 2008 ROC 0.6mg/kg 17.6 mins 1.4 mins
Gaszynski et al., 2011 ROC 1.0mg/kg 9.6 mins 2.7 mins
Luque-Lépez et al., 2009 VEC 0.1mg/kg 18.9 mins 2.1 mins
Paton et al., 2010 VEC 0.1mg/kg 18.9 mins 2.1 mins
EMEA, 2008 VEC 0.1mg/kg 18.9 mins 2.1 mins
Khuenl-Brady et al., 2010 VEC 0.1mg/kg 17.9 mins 2.7 mins

Tabla 8: Tabla comparativa en la reversién del BNM moderado con NEO y SUG.
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1.6 MUERTE CELULAR

La apoptosis y la necrosis (Virchow, 1858) son dos mecanismos mediante los
cuales puede ocurrir la muerte celular (Fig. 29,30 y 31). El término necrosis implica
la rotura de la membrana e hipoxia, lo que produce una disminucién de las
concentraciones del ATP, liberacion de enzimas lisosomales, colapso metabdlico,
edematizacion y disolucion de la célula, provocando un proceso inflamatorio (Becerra
& Pimienta, 2009; Torres & Vargas, 2012). En cambio la apoptosis no origina un
proceso inflamatorio ya que la célula se dirige a muerte celular sin rotura de la

membrana celular.

La primera descripcion del fendmeno de la apoptosis la realiz6 William
Councilman en 1890. En 1914 Robert Schroder describe la presencia de particulas
con la cromatina condensada “picnética” en las glandulas endometriales (necrosis

por encogimiento) y fue en 1972 cuando se empez0 a utilizar el término apoptosis.

miloechandrial morphological membrane breakdown

chromalin patiern conserved

normal | reversible swelling imeversible swelling I disintagration

Figura 29: Muerte celular por necrosis.

Fuente: http://www.ifcc.org/ifcc-communications-publications-division-(cpd)/ifcc-publications/ejifcc-(journal)/e-
journal-volumes/ejifcc-2002-vol-13/vol-13-n%C2%B0-5/apoptotic-death-of-beta-cells/

La apoptosis, 0 muerte celular programada, afecta a células individuales mas
que atodas las células de un tejido y constituye una medida fisiolégica de renovacion
celular. Estando bajo control genético, se caracteriza por el colapso celular,

condensacion de la cromatina y la fragmentacion del ADN (Fig.30).
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Figura 30: Muerte por apoptosis.

Fuente: www.ifcc.org 2002 vol. 13 n° 5 apoptotic-death-of-beta-cells.

Las células apoptéticas son rapidamente fagocitadas por macréfagos,
evitando asi una reaccion inflamatoria por secrecion de citocinas y por lo tanto,
manteniendo la homeostasis tisular que asegura el estado de salud del organismo.
En el sistema nervioso del adulto puede ser inducida por diversos factores externos
como isquemia, trauma, infecciones y enfermedades neurodegenerativas como
Alzheimer, Parkinson y Esclerosis Lateral Amiotréfica. Ademas son fundamentales
en las interacciones entre las células del sistema vascular, glial y neuronal (Becerra
& Pimienta, 2009; Torres & Vargas, 2012; Ortega-Camarillo et al., 2001).

CELULA VIVA

NECROSIS
APOPTOSIS

VESICULACION

CUERPOS

@ APOPTOTICOS

FAGOCITOS .
SIN INFLAMACION

INFLAMACION

Figura 31: Secuencia de la muerte celular por necrosis y por apoptosis.

Fuente: Ortega-Camarillo et al., (2001)
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El proceso apoptético se diferencia en 3 etapas: la primera fase de iniciacion,
en la cual la célula recibe el estimulo que la conduce a la muerte. La segunda fase,
de ejecucion donde se producen los cambios morfologicos y bioquimicos
caracteristicos y una tercera fase, de eliminacion de los restos celulares, que son

degradados por células fagociticas (macrofagos).

La fase de iniciacion:

La apoptosis puede ser desencadenada por diferentes sefiales intracelulares,
como el estrés bioldgico, que provoca la liberacion por parte de la mitocondria del
Citocromo c, induciendo la via intrinseca y otras sefiales como la inflamacién local o
generalizada producida por toxicos, bacterias o virus. Las sefales proapoptéticas se
desencadenan por la union de FAS (receptor de muerte) a su ligando (Fig.32),

induciendo la via extrinseca.

La fase de ejecucion:

En la célula apoptética se produce una disminucion del citoplasma con
disminucién del tamafio, condensacién y fragmentacion de la cromatina alrededor de
la envoltura nuclear y la generacion de vesiculas que contienen parte de la cromatina
y de los organulos celulares que van a constituir los cuerpos apoptoéticos. Por otra
parte se producen cambios en la mitocondria, como desacoplamiento de la cadena
de transporte de electrones para la sintesis del ATP, estrés oxidativo, reduccién del

potencial transmembrana y liberacion del Citocromo c al citoplasma.

Los cambios a nivel bioquimico de la sefial de apoptosis que recibe la célula
van a ser trasmitidos a través de las enzimas caspasas. Estas enzimas constituyen
una familia de proteasas de cisteina que muestran entre si semejanzas en la
secuencia de aminoacidos, en la estructura y en la especificidad. Son sintetizadas
como pro-enzimas requiriendo un proceso proteolitico para su activacion (hidrolisis
del polipéptido inactivador de caspasas). Actualmente se conocen 14 caspasas, de
las cuales 6 estan relacionadas con procesos inflamatorios y las restantes con
apoptosis, dividiéndose en caspasas iniciadoras (8, 9 y 12) y ejecutoras (2, 3y 6)
(Casanova, 2003).
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Como se ha indicado, hay dos vias que llevan hacia la apoptosis, que son la
via extrinseca o0 mediada por receptor y la via intrinseca o mitocondrial. La via
extrinseca se inicia por activacion de los receptores de muerte localizados en la
membrana celular. Estos receptores pertenecen a la superfamilia del receptor del
factor de necrosis tumoral, TNFR1, el Fas (Apo-1 o CD95), el DR3 (receptor del
muerte 3 o Apo-3), el DR4 (receptor del muerte 4), el DR5 (Apo-2) y el DR6,

presentes todos en las células nerviosas (Fig.32).

Via extrinseca
[aefalas extracalularas)

AV
Recephor Wia intrinseca
TRE Fasi {factores de crecimiento,
estres axidativa.. .}
Hax, Bad

v

Caspasa 8 —P Bid —P» %

. V"

GG +
. .
. Caspasa 3
Pro-Casnas — = —'.'?
o-Caspasa 9 TE Caspaza 9

Fro=Caspasa 3

Figura 32: Vias de induccidn de la apoptosis.

Fuente: Sabroso, C. M., & Suarez, A. I. T. (2013).

La proteina adaptadora FADD (Fig.33 y 34) media la inmediata activacion de
la caspasa 8. Una vez activada desencadena la produccién de otras caspasas,
incluyendo la 3 y paralelamente puede activar la via intrinseca por activacion de la
proteina Bid (Fig. 33), lo cual provoca la salida del Citocromo c y del Apaf-1 (factor
activador de la proteasa apoptoética 1) de la mitocondria al citoplasma, para formar el
apoptosoma y de esta forma activar la caspasa 9 y la via intrinseca (Angosto, 2003;
Torres & Vargas, 2012). En este proceso apoptoético se requiere la presencia de ATP,
el cual marca el inicio de la cadena apoptética a través de la activacion de la caspasa-
9. Esta funciona como una caspasa iniciadora que a su vez activa las caspasas 3, 6
y 7, caspasas efectoras que inician la via intrinseca de la apoptosis.
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En dltima instancia se origina la destruccion de las proteinas estructurales en
el citoplasma, se produce la degradacion del DNA cromosOmico y se inicia la
fagocitosis de los cuerpos apoptoticos (Yoshida, 2003; Hoyos & Garcia, 2004;
Becerra & Pimienta, 2009; Angosto, 2003; Ortega-Camarillo et al., 2001; Li, 1997).

La via intrinseca o mitocondrial (Fig. 33) se inicia por dafio en el ADN, por
estrés o por otras sefiales pro-apoptaticas, como la induccion de proteinas Bcl-2 (B-
leucemia-celular-2). Este dafio produce un aumento de la apoptosis mediante
proteinas activadoras proapoptéticas como Bad, Bax y Bid (subfamilia Il y I1I), que
alteran la permeabilidad de la membrana de los organulos intracelulares (Gross et
al., 1999; Li et al., 1998; Wolter et al., 1997; Puthalakath et al., 1999; Adams et al.,
1998). Cuando estas proteinas se unen a la membrana externa mitocondrial, se
forman poros o canales que atraviesan la membrana y alteran la permeabilidad
reduciendo el potencial de membrana, aumentando el volumen mitocondrial y

permitiendo la salida al citoplasma del Citocromo ¢ (Antonsson & Martinou, 2000).

Estrés
Genotéxico

CASPASAS-DEPENDIENTE

Smac/DIABLO
HtrA2/Omi -:.\,',“ -
citocromo ¢

- ' ‘
AlF  Endonucleasa G ‘

Casapasa 9
/s

L]
CASPASAS-INDEPENDIENTE  Caspasas3y7

¥ ¥ '

Condensacién de la Cromatina
Fragmentacién Nuclear —™———___

Figura 33: Vias multiples de estrés celular y la apoptosis.

Fuente: Sterin-Speziale & Leocata Nieto, (2007).
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En el exterior de la mitocondria y con presencia del ATP, el Citocromo c se
une a la proteina Apaf-1 formando el complejo denominado apoptosoma que
hidroliza la procaspasa-3 a caspasa-3. Esta se encarga de ejecutar la apoptosis,
generando distintas proteinas cuya suma resultara en el desmantelamiento

ordenado y en la muerte de la célula (Torres & Vargas, 2012).

La fase de eliminacion:

Las células apoptoticas y sus fragmentos experimentan varios cambios en las
membranas que inducen a la fagocitosis. Asi son eliminadas antes de sufrir una
necrosis secundaria evitando la inflamacién. Numerosos receptores de los fagocitos
y ligandos inducidos en las células apoptéticas participan en la uniéon y en su
fagocitosis. Sin embargo existen claras evidencias de que no son solo los fagocitos
los que participan en esta fase de eliminacion, sino también las células dendriticas,

epiteliales y los fibroblastos.

El conocimiento de los mecanismos de la apoptosis, permite entender el proceso
patoldgico, bien por la inhibicién de la apoptosis como en el cancer (carcinomas con
mutaciones de p53, gliomas y cancer colorrectal), en los tumores dependientes de
hormonas (carcinomas, prostata u ovario) y en enfermedades autoinmunes (miastenia
gravis) o bien por el incremento del proceso de la apoptosis, como ocurre en diferentes
enfermedades neurodegenerativas (EA, p38, Parkinson, ELA y epilepsia), en el dafio a
los 6rganos (Diabetes Mellitus 1 o dafio isquémico) o en el Sida (Ortega-Camarillo et
al., 2001; Valles et al., 2008).
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Figura 34: Vias de la apoptosis.

Fuente: Casanova ER. Apoptosis. www.egoncasanova .cl. mayo 2003.

Figura 34: Receptor TNFR1 a través TRADD ->DED -> Apoptosis, pero puede conectarse también mediante
proteinas acopladas a Src e inhibir la apoptosis. Fas: Receptores detectados por anticuerpos monoclonales CD95
que unen a la citoquina Fas-ligand. TNFR-1: factor de necrosis tumoral receptor 1 que se une a la citoquina TNF.
DD: Dominio de muerte. FADD: proteina Fas de asociacion con DD. TRADD: receptor TNF asociado con DD.
DED: dominio efector de muerte. Apaf-1: proteasa apoptética de activacion del factor-1. Citocromo c—Apaf—1—
Procaspasa 9-ATP: Complejo APOPTOSOMA.
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1.6.1 CITOCROMO C

La apoptosis inducida por estrés se inicia con la salida del Citocromo c,
proteina proapoptética, de la mitocondria. Esta salida desencadena la activacion de
las caspasa 9 y de la proteina Apaf-1 (factor activador de las proteasas
apoptogénicas). Dentro de la mitocondria el Citocromo c, implicado en la fosforilacion
oxidativa mitocondrial, (Figs. 26, 27 y 28) es uno de los componentes requeridos
para la activacion de la caspasa-9 en el citosol. El complejo Ill o complejo Citocromo
bcl, obtiene dos electrones y se los transfiere a dos moléculas de Citocromo c. Este
altimo es un transportador de electrones hidrosoluble situado en el espacio
intermembrana de la mitocondria (Li, 1997; Becerra & Pimienta, 2009). EI complejo
IV o Citocromo c oxidasa; capta cuatro electrones de las cuatro moléculas de
Citocromo c y se transfieren al oxigeno, para producir dos moléculas de agua.
Ademas se translocan cuatro protones al espacio intermembrana, por los cuatro
electrones. Por otra parte, cuatro protones formaran el agua al desaparecer de la

matriz.

En la célula sana la membrana externa de la mitocondria expresa la proteina
Bcl-2 (Figs. 33 y 34) que se une a la proteina Apaf-1, ocasionando el mantenimiento

de su inactividad (subfamilia | anti-apoptética).

Ante cualquier alteracion del equilibrio interno de la célula y de la
permeabilidad de la membrana mitocondrial, se produce la liberacion del Citocromo
c al citoplasma, donde su funcién cambia al interactuar con la proteina Apaf-1 en el
domino WD-40 y con la procaspasa 9 conformando con estas dos proteinas un
complejo denominado apoptosoma (Ortega-Camarillo et al., 2001; Becerra &
Pimienta, 2009; Hoyos & Garcia, 2004).
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1.6.2 FACTOR INDUCTOR DE APOPTOSIS (AIF)

El AIF es una proteina situada en el espacio intermembranal de la mitocondria
(Fig. 33). Es una barredora contra la accion de los radicales libres y participa en

reacciones de oxidorreducion al nivel mitocondrial (Becerra & Pimienta, 2009).

El AIF esta localizado en el cromosoma X en los humanos. AIF1 es el mas
abundante de los tipos de AlF, es trasladado desde el citosol y recolocado en el
espacio intermembranal de la mitocondria. Dentro de la mitocondria, AlIF pasa a su
configuracion funcional gracias a la ayuda del cofactor flavin adenin dinucleétido
(FAD). AIF funciona como una NADH y NADPH oxidasa, pero actualmente diferentes
investigadores han indicado que la zona N-terminal de AlIF podria intervenir en las
interacciones con otras proteinas o bien controlando las reacciones redox y la

especificidad de sustrato (Hangen et al., 2010).

La proteina BAT3, que es utilizada para regular la organogénesis, puede
incrementar la vida media de AIF. Como resultado, disminuye la cantidad de BAT3
conduciendo a la fragmentacién de AIF. El inhibidor de la apoptosis unido al gen X
(XIAP) tiene la capacidad de inluenciar, junto a FAD, en la vida media de AIF. Estas
dos moléculas no afectan a la union de AIF a la membrana interna mitocondrial, sin
embargo, si que actian sobre la estabilidad de AIF cuando esta proteina se

encuentra en el interior de la mitocondria.

En condiciones de estrés AlF, es liberada desde la mitocondria del mismo
modo que el Citocromo ¢ pero hacia el nucleo celular donde desencadena la
condensacion de la cromatina y la fragmentacion del ADN de la célula, con el fin de
inducir la muerte celular programada. Ademas, la proteina AIF es un efector de
muerte independiente de las caspasas, tanto iniciadoras como efectoras, que puede
producir cambios en el ndcleo para entrar en apoptosis (Becerra & Pimienta, 2009;
Angosto, 2003).
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1.6.3 LA PROTEINA SMAC/DIABLO

La proteina SMAC (second mitochondria-derived activator of caspases) o
DIABLO (direct IAP binding protein with low pl), es la segunda proteina mitocondrial
activadora de las caspasas. Esta proteina se une directamente a las proteinas
inhibidoras de las proteinas apoptoticas (IAP’s) antagonizando su funcion (Fig. 33),
permitiendo la produccion de la apoptosis por las caspasas iniciadoras, como la 9y
efectoras, como la 3, 6 0 7, de esta forma se asegura que estas proteinas antiapop-
téticas no puedan parar la muerte celular programada que la célula ha iniciado (Vucic
et al., 2002; Becerra & Pimienta, 2009; Angosto, 2003).

Por otra parte, con el fin de conocer los mecanismos “in vivo” para conseguir
lograr estrategias terapéuticas encaminadas a la prevencién y evitar la progresion
del cancer, numerosas investigaciones se han dirigido hacia el disefio y desarrollo
de moléculas SMAC de pequefio tamafio miméticas a esta proteina (Bai et al., 2014,
Becerra & Pimienta, 2009).

Las rutas iniciadas por el SMAC/DIABLO, AIF o Citocromo c coexisten en una
misma célulay se pueden desencadenar por un mismo estimulo (Becerra & Pimienta,
2009). En los udltimos afios la investigacién en enfermedades neurodegenerativas se
ha orientado a determinar cual es la contribucion del proceso de apoptosis y a
desarrollar las terapias adecuadas para controlar este proceso. Se ha conseguido
avanzar tanto a nivel celular en cultivos como en experiementos “in vitro”, donde el
conocimiento tanto de los mecanismos moleculares que conducen a la muerte celular
programada, como de las vias de sefalizacion implicadas en dichos mecanismos ha

sido y es una prioridad.
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2. HIPOTESIS

Debido a la introduccién paulatina del farmaco SUG en la clinica y de los
bloqueantes neuromusculares tipo ROC y VEC, nos planteamos si estos farmacos o

su combinacién podrian ocasionar muerte neuronal en células en cultivo primario.
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3. OBJETIVOS
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3. OBJETIVOS

1. Estudiar la viabilidad celular en neuronas en cultivo primario expuestas a la

accion del farmaco SUG.

2. Determinar, si es el caso, el tipo de muerte celular detectada (necrosis y/o
apoptosis) tras la adicion de SUG y analizar las proteinas implicadas en los

procesos de muerte celular.

3. Estudiar la viabilidad neuronal en células en cultivo primario expuestas a los
relajantes musculares (ROC y VEC) y analizar las proteinas implicadas en los

procesos de muerte celular.

4. Determinar la viabilidad celular en neuronas en cultivo primario expuestas a
las uniones de ROC con SUG y VEC con SUG vy analizar las proteinas

implicadas en los procesos de muerte celular.
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4. MATERIAL Y METODO
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4.1 MATERIALES

4.1.1 ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Los animales de experimentacién empleados para el desarrollo de los ensa-
yos in vivo fueron ratas hembras de la raza “Sprague Dawley” criadas y mantenidas
en condiciones higiénicas, de climatizacion, de humedad y con ciclos de luz/
oscuridad de 12/12h, en el animalario de la Facultad de Medicina y Odontologia de

la Universidad de Valencia.

Las ratas hembras fueron alimentadas con dieta sélida estandar y agua ad
libitum. Se expusieron al macho, y tras confirmar al siguiente dia la presencia de
esparmatozoides en el tracto vaginal, se aislaron durante 21 dias. Las ratas fueron
sacrificadas para extraer los cerebros de los fetos con el fin de realizar el protocolo

de cultivo primario de astrocitos (Vallés et al., 2010).

Los cultivos primarios de neuronas corticales se prepararon de cortezas
cerebrales (5 ratas hembras para obtener los fetos) de fetos de 14-15 dias de
gestacion. Los animales fueron usados, en su justo niumero, con la intencion de
minimizar el sufrimiento animal y reducir el nimero de animales usados siguiendo
los Comités de Etica locales (Comité de Etica para la investigacion animal de la
Universidad de Valencia, con codigo de autorizacion: 2016/VSC/PEA/00220 tipo 2)

basandonos en las guias nacionales y europeas.

El Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero, articulo 33, establece las normas
basicas aplicables para la proteccion de los animales utilizados en experimentacion
y otros fines cientificos, incluidas la docencia. La Ley 32/2007 (art.7), para el cuidado
de los animales, transporte, experimentacion y sacrificio (B.O.E n°® 34/2013) fueron
reglamentados por el Parlamento Europeo y el Consejo con el fin de adoptar la
Directiva 2010/63/UE, en sus articulos 59.2 y 47.5, relativa a la aproximacion de las
disposiciones legales, reglamentarias y administrativas de los Estados miembros
respecto a la proteccion de los animales utilizados para experimentacion y otros fines
cientificos. La Comision Europea a través de la Recomendacion 2007/526/CE de
junio de 2007, estableci6 las directrices relativas al alojamiento y cuidado de los

animales utilizados para experimentacion.
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4.1.2 REACTIVOS

Todos los reactivos fueron usados para los analisis o para la purificacién de los
cultivos:

El anti-AlF, anti-apoptosis-inducing factor (1:500) es una flavoproteina
mitocondrial que puede inducir apoptosis en nucleos aislados. Los estudios
han informado que AIF puede inducir la liberacion de citocromo c y caspasa
9. La proteina Bcl-2 es conocida por inhibir la liberacion de AlF sin afectar a
sus funciones de apoptosis. La tincion de AIF en la inmunotransferencia se
inhibe especificamente con el péptido inmunizante AIF (aminoacidos
humanos, 593-613).

Este producto fue suministrado por Sigma-Aldrich Biotech (Madrid, Espafia).

El anti-Cit c, es un anticuerpo monoclonal de la proteina Citocromo ¢ (1:500)
y es una IgG policlonal de conejo proporcionada a 200 g/ml. El antigeno
corresponde a los aminoacidos 1-104 que representa la longitud completa del
Citocromo c de origen equino, recomendado para la deteccién del Citocromo
c de ratén, rata, humano, equino y Drosophila por detectar WB, IP, IF, ELISA
y SC.

El anti-MAP-2, es para un anticuerpo monoclonal MAP-2 (1:500 para el WB y
1:5000 para ELISA). Esta asociado a los microtubulos y es una proteina del
citoesqueleto, importante en neuronas y pertenece a una familia de proteinas

asociadas a los microtibulos estables al calor.

Estos dos productos fueron suministrados por Santa Cruz Biotechnology (Barcelona,

Espana).

El anti-GFAP es un anticuerpo monoclonal anti-proteina 4cida fibrilar de la
glia (GFAP) (1:500). Es el principal constituyente de los flamentos intermedios
de los astrocitos y sirve como un marcador especifico de astrocitos y que
distingue a los astrocitos diferenciados de otras células gliales durante el
desarrollo del SNC.
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Anti-Smac/DIABLO (1:500) revela los aminoacidos N -terminales para la
unién de Smac/DIABLO a IAP y la activacion de las caspasas, y es expresado

en una variedad de tejidos humanos y de ratén.

Estos dos productos los suministré Sigma-Aldrich Biotech (Madrid, Espaia).

El Ara-C-citosina-B-D-arabinofuranosido-cloridico (CoH13N30s-HCI), fosforila-
zién de la Ara-CTP y se incorpora al ADN. Inhibe la replicacion del ADN
mediante la formacion de complejos de membrana con la enzima
topoisomerasa | produciendo la fragmentaciéon del ADN e induciendo la
apoptosis. No inhibe la sintesis de ARN y es agente antileucémico. Se utiliza

para prevenir la proliferacion de la glia.

Este producto lo suministré Sigma-Aldrich Biotech (Madrid, Espafia).

El DMEM (medio Eagle modificado de Dulbecco) se utiliza ampliamente como
un medio basal para fomentar el crecimiento de diferentes células de
mamiferos. Las células cultivadas exitosamente en DMEM incluyen

fibroblastos primarios, neuronas, células gliales y células del masculo liso.

El SFB (suero bovino fetal o Fetal Bovine Serum FBS), es una fraccion de la
sangre obtenida después de la coagulacion y la centrifugacion para eliminar
los eritrocitos. Para la utilizacion en cultivos se debe neutralizar mediante

calentamiento a 60° C durante media hora.

Estos dos productos se obtuvieron de Gibco life technology (Gibco Invitrogen

Corporation, Barcelona, Espafia).

El polimero PDL Poly—D-lisina se utiliza en la preparacion de las superficies
de las placas de cultivo, con el fin de conseguir la fijacion neuronal. También
se puede usar con las células que digieren los polimeros de poli-L-lisina y

causan una absorcion excesiva de L- lisina.

Este producto fue suministrado por Sigma-Aldrich Biotech. (Barcelona, Espafia).
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4.1.3 TIPOS DE ENSAYOS

Ensayo LOWRY, es un ensayo bioquimico para la determinacion del nivel total
de las proteinas en una disolucion, donde la concentracion total de proteinas
se detecta por la diferencia de color con respecto a una proteina dada
(BSA=Suero albumina bovina).

Ensayo MTT, se basa en la reduccion metabdlica del Bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) realizada por la enzima mitocon-
drial succinato-deshidrogenasa dando un compuesto coloreado de color azul
(formazan), permitiendo determinar la funcionabilidad mitocondrial de las
células tratadas. Este método ha sido muy utilizado para medir supervivencia
y proliferacion celular. La cantidad de células vivas es proporcional a la

cantidad de formazan producido.

Ensayo TUNEL (Terminal deoxinucleotidil transferasa o marcador terminal de
corte de dUTP), es un método comun para detectar la fragmentacion del ADN
debida a cascadas de sefializacion apoptoéticas, marcando el fragmento
terminal de los &cidos nucleicos.

El ensayo se basa en la presencia de cortes en el ADN, los cuales se pueden
identificar por la enzima terminal deoxinucleotidil transferasa (TdT) o
nuleotidilexotranferasa ADN (DNTT) que catalizara la adicion de dUTPs
marcados secundariamente con un marcador especifico. También podria

marcar células que han sufrido dafio severo al ADN.

Se obtuvo el ensayo TUNEL de Boehringer, Mannheim, Alemania.

WESTERN BLOT enhanced chemo-luminescent detection system (ECL) o
electrotransferencia, es una técnica analitica usada para la deteccién de
proteinas especificas en una muestra determinada (una mezcla compleja de
proteinas, como un extracto tisular). Mediante una electroforesis en gel, se
separan las proteinas atendiendo al criterio que se desee: peso molecular,
estructura, hidrofobicidad, etc.

Suministro por Amersham Bioscience (Amersham Biosciences, Barcelona, Espafia).
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4.1.4 TIPOS DE TINCIONES

Las tinciones utilizadas en este estudio fueron las siguientes:

La tincibn Hoechst 33342, colorante fluorescente utilizado para tefir el ADN
y el ARN. Emite una fluorescencia azul cuando se une a ADN, nucleos y
mitocondrias. Se emplea en la microscopia de fluorescencia y citometria de
flujo (FACS), para distinguir nucleos picnoticos condensados en células
apoptoticas, asi como para realizar estudios de ciclo celular en combinacion

con tincién BrdU.

Este producto fue suministrado por Molecular Probes.

MitoTracker® Deep Red FM es un colorante rojo fluorescente
(absorbancia/emision~644/665nm) que tifie las mitocondrias de las células
vivas. Se utilizara para la localizaciéon de mitocondrias vivas. El colorante se
conserva bien tras la fijacion con aldehido e incluso tras la permeabilizacion

posterior con detergentes.

4.1.5 OTROS PRODUCTOS

4.1.5.1 TAMPONES Y AGENTES

Los conjugados de Anexina V altamente fluorescentes proporcionan métodos
de deteccion rapidos y fiables para el estudio de la externalizacion de la
fosfatidilserina, uno de los primeros indicadores de apoptosis. El tinte Alexa
Fluor 488 es un tinte verde fluorescente con unos espectros similares a los de
la fluoresceina (FITC o isotiocianato de fluoresceina). loduro de propidio (PI)
es ampliamente utilizado, en conjuncion muchas veces con la anexina V, para
determinar si las células son viables, estan en apoptosis o en necrosis. Esto
se realiza observando las diferencias en la integridad de la membrana, del
plasma y de la permeabilidad de la membrana. Pl se utiliza con mas

frecuencia que otros marcadores nucleares porque es econémico, estable y
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es un buen indicador de la viabilidad celular, debido a su capacidad de no
penetracion en las células vivas.

La capacidad de PI para entrar en una célula depende de la permeabilidad de
la membrana. Pl no marca las células apoptoéticas en vivo, debido a la

presencia de una membrana plasmética intacta.

e Sustrato de ECL,es un quimioluminiscente para la deteccion de la actividad
de anticuerpos y otras sondas de inmunotransferencia (Western blot),
suministrado por Pharmacia Biotechnology, (San Francisco, CA).

e EIEDTA y sus derivados, tienen la valiosa propiedad quimica de combinarse
con iones metdlicos polivalentes en solucion para formar complejos
coordinados ciclicos no-i6nicos, solubles en agua y virtualmente no
disociables. A estos complejos se les conoce como quelatos. El cultivo de
tejidos, usando EDTA, se utiliza como un agente quelante que se une a calcio
y previene la unién de las caderinas entre las células previniendo la
agrupacion celular en cultivos en suspensién y para separar las células

adherentes durante los pases.

e EGTA, es un agente quelante util para la determinacion de calcio en presencia

de magnesio.

e FITC fluoresceina-5-isotiocianato, (Fluorescein-IsoTioCyanate), es una
molécula que pertenece al grupo de los colorantes de xanteno. Actua como
luorocromo y es derivado de la fluoresceina. El anticuerpo marcado con un
fluorocromo reacciona con el antigeno especifico cuya presencia se quiere
determinar y se observa el resultado de la reaccion con un microscopio de

fluorescencia.

e GFP, es una proteina verde fluorescente, se comporta como una sefal
luminosa capaz de expresarse en células mediante las técnicas rutinarias de
transgénesis. Al llevar la fluorescencia incorporada en su estructura, la
bioluminiscencia de la GFP puede producirse y mantenerse espontaneamente
en aquellas células vivas que incluyan el gen que la codifica, sin necesidad de

afiadir otros agentes o cromoforos.
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Su cédigo genético puede fusionarse a otras proteinas, proporcionando a éstas

un dominio fluorescente extra a modo de marca o etiqueta luminosa, que sirve para

poder seguir su actividad in vivo, seleccionar y aislar aquellas células que producen

la proteina fusionada a GFP o cuantificar la cantidad de dicha proteina producida en

un momento dado.

HEPES (acido 4-(2-hidroxiethil)-1-piperazinaetanesulfonic), es un compuesto
organico de naturaleza de Zwitterion y es también un tampon. Empleado con
mucha frecuencia en los cultivos celulares, debido a que se ha demostrado
gue es un buen controlador del pH fisioldgico. Tiene como ventaja frente a
otros tampones, como los tampones de carbonato, que ademas evita los
cambios debidos a la liberacion de dioxido de carbono producido por el

crecimiento celular.

El PBS (tampdn o buffer fosfato salino), es una solucién acuosa y salina que
contiene cloruro sodico, fosfato sédico, cloruro de potasio y fosfato de potasio.
Es isotonico y no es toxico para las células. Se utiliza para diluir sustancias
utilizadas para el cultivo y para lavar los recipientes que contienen las células.
No modifica el perfil de expresion y funcionamiento de la celular normal. El
uso de esta solucibn es muy comun para lavar células a través de

centrifugacion.

La Rodamina, es un compuesto organico heterociclico fluorescente, basado
en el xanteno. Puede considerarse derivado de la fluoresceina. Se utiliza para

la tincién de mitocondrias.

El TBS, se utiliza a menudo en inmunotransferencia, tanto para el lavado de

la membrana como para la dilucién del anticuerpo primario o secundario.
EI TBST (TBS + Tween 20), es un tampon salino utilizado en el Western Blot.

El tensoactivo no ionico Tritdn-X 100, es un compuesto quimico que tiene
muchas aplicaciones en diversas disciplinas. Como agente humectante en los
laboratorios de histologia y microscopia o también se emplea en disolucién
diluida para humectar durante algunos protocolos de tincion.
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4.1.5.2 FARMACOS

Sugamadex obtenido de Merck Millipore Products, Sharp & Dohme (Madrid,
Espafia). La Comision Europea emitié una autorizacion de comercializacion
valida para toda la Union Europea para el uso en humanos de Sugamadex en
Julio de 2008 (EMEA, 2008).
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4.1.6 TECNICAS DE MICROSCOPIA

4.1.6.1 MICROSCOPIA CONFOCAL

El principio del funcionamiento de la microscopia confocal se basa en eliminar
la luz reflejada o fluorescente procedente de los planos fuera del foco, iluminando

una pequefia zona de muestra. El microscopio consta de las siguientes partes:

e Dos diafragmas (pinhole), uno entre la fuente de la luz y el objetivo y otro entre
el objetivo y el detector. Ambos se encuentran perfectamente alineados, de
forma que solamente el segundo deja pasar la luz del plano focal al detector.

e Laser como fuente de luz que permite focalizar la iluminacion en una region
mas pequeia de la muestra con gran intensidad.

e Sistema de barrido, beam scanning, donde la muestra se desplaza por la

muesca o0 stage scanning sin que el haz se desplace y permanezca inmovil.

Se logran imagenes en diferentes planos focales y es posible aplicar técnicas de

reconstruccion 3D que permiten visualizar las estructuras.

El microscopio utilizado en este trabajo ha sido el Laser Confocal Leica TCS SP2

de Leica Microsystems.

4.1.6.2 MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

En la técnica de inmunofluorescencia se utiliza un microscopio que consta de las

siguientes partes:

e Fuente de luz ultravioleta y de luz visible.

e Uno o varios filtros de excitacion o filtros primarios, que seleccionan la longitud
de onda de la luz que incide sobre la muestra.

e Filtro secundario o de barrera, que selecciona las longitudes de onda emitidas
dentro del espectro visible, dejando pasar solo la luz emitida por la sustancia

fluorescente e impidiendo el paso de la luz excitadora.
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Las principales técnicas de inmunofluorescencia son el tipo directo y el indirecto:

» Técnica de inmunofluorescencia directa: se utiliza un anticuerpo (Ac)
especifico frente al antigeno (Ag) que se desea detectar, conjugado a un
fluorocromo (elemento/compuesto de fluorescencia).

» Técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFl): se emplea en un primer paso
el anticuerpo especifico no marcado, y en un segundo paso un anticuerpo
marcado con el correspondiente fluorocromo que reacciona de forma
especifica con el anticuerpo primario. Es mas sensible y resulta muy util para
detectar, en el suero de pacientes, determinados tipos de anticuerpos que son

capaces de reaccionar con antigenos presentes en los propios tejidos.

Otras técnicas de inmunofluorescencia (IF) son:

» la técnica sandwich, para detectar la presencia de inmunoglobulinas
especificas ante un determinado antigeno en las células plasmaticas en
tejidos de un animal previamente inmunizado con este antigeno.

» La técnica de incubacion con complemento es una modificacién de la técnica
indirecta y en ella el anticuerpo que se emplea en el primer paso de la técnica

ha de ser capaz de fijar el complemento.

El microscopio de fluorescencia utilizado en este trabajo fue un Diaphot 300 (Nikon®,

Tokyo, Japan).
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4.1.7 CULTIVO PRIMARIOS
4.1.7.1 CULTIVO PRIMARIO DE NEURONAS

Para los cultivos primarios de neuronas corticales, se extrajeron cortezas
cerebrales obtenidas en condiciones estériles. Posteriormente se diseccionaron y
disociaron mecanicamente mediante pipeteo durante 10 minutos con DMEM (10 ml

para la totalidad de los 12-14 fetos obtenidos a los 14-15 dias fetal).

La suspension celular se filtré a través de una malla de nilon de un poro de 90
pm de diametro, eliminando capilares sanguineos y agregados celulares. La
suspension celular se coloco6 en placas que previamente se habian revestido con la
solucién de poly—D-lisina (PDL) (5 x 10 células/cm?) para permitir la adhesion de las

neuronas.

Después de la adhesion de las células (1h), el medio se cambié a DMEM pH
7.4, suplementado con 10% de suero bovino fetal (SBF), 10mM HEPES, 40mM

NaHCOs, 100 unidades/ml penicilina, y 100 mg/ml estreptomicina.

El cultivo de neuronas se dejo crecer en una atmosfera de 5% CO:2y 95% Oz,
a 37°C, durante 3 dias. Posteriormente, el cultivo se expuso al toxico citosina-p-D-
arabinofuranosido-hidroclorido (10uM), durante 24h, para prevenir la proliferacion de
células no neuronales, debido a que este toxico es eficiente para destruir células en

proliferacion.

4.1.7.2 CULTIVO PRIMARIO DE ASTROCITOS

Los cultivos primarios de astrocitos corticales se llevaron a cabo a partir de
cortezas cerebrales de fetos de 21 dias de gestacion, bajo condiciones de esterilidad
libres de toxinas y fueron diseccionadas y disociadas mecanicamente por pipeteo de
10 veces con DMEM (10 ml del cértex obtenidos de los 12-14 fetos). La suspension

celular se filtré a través de una malla de nilon con un poro de 90 ym de tamano.

Las células se colocaron en placas (5 x 10* células/cm?) con solucién SBF a
20%, 10mM HEPES (titration 299.5%), 40mM NaHCOg3, 100 unidades/ml penicilina

y 100 mg/ml de estreptomicina.
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Después de 4 dias, el medio se cambié por un medio nuevo preparado tal
como se ha indicado anteriormente. A los 7 dias de cultivo, el 20% de SBF se cambi6

a 10% de concentracion.

Tanto los cultivos de astrocitos como de neuronas, crecieron en una atmosfera
humidificada de 5% CO2y 95% Oz, a 37°C, durante todo el tiempo de cultivo.

La posible contaminacion de los astrocitos y de las neuronas fue determinada
a través de ensayos de inmunofluorescencia (IF) utilizando el anticuerpo monoclonal
anti-proteina acida fibrilar de la glia (Anti-GFAP), marcador de astrocitos (1:500) y el
anticuerpo (clone G-A-5) y el policlonal de la proteina asociada a microtubulos 2
(MAP-2), marcador neuronal (1:500). Bajo estas condiciones aproximadamente el
99%+3 de las células del cultivo eran neuronas y en el cultivo de astrocitos

aproximadamente el 95% + 4 de las células eran astrocitos.
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4.2 METODO

4.2.1 INMUNOFLUORESCENCIA Y MICROSCOPIA CONFOCAL

Las neuronas creciendo en monocapas Yy en cristales de 16-mm se usaron
para estudios de inmunofluorescencia siguiendo el procedimiento descrito por Vallés
y sus colaboradores (Vallés et al., 2008). Los anticuerpos monoclonales anti-MAP-2
y anti-GFAP se usaron para detectar la pureza de los cultivos. La incubacion se
realizé6 a 37°C durante 60 min. Después de diversos lavados con tampon fosfato
salino (PBS), las células se incubaron con el anticuerpo secundario y cuando fue
necesario, el nucleo se tifidé con (0.5 pg/ml) de tincion Hoechst 33342 durante 5 min.
En otros experimentos, los astrocitos fueron incubados con mitotracker® y Hoechst
33342 y las neuronas simultaneamente con Anexina V, Hoechst 33342 y Rodamina

para ver apoptosis y necrosis.

4.2.2 ENSAYO DE MTT Y DE LA ACTIVIDAD LACTATO DESHIDROGENASA

La viabilidad celular fue determinada por el ensayo de MTT (bromuro de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5 difeniltetrazol) y normalizada con células control con una
viabilidad del 100%. Las sales de tetrazolio son especialmente Utiles para ensayos
de cuantificacién de células viables porque la conversién de sales de tetrazolio
(amarillo y soluble) a cristales de formazan (purpura e insoluble) solo se puede
producir por la activacion de las deshidrogenasas mitocondriales de las células vivas.
A pesar de que el método MTT posee limitaciones debidas al estado fisiologico de
las células y a la variabilidad de la actividad deshidrogenasa mitocondrial en
diferentes tipos de células, es un método util para la determinacion del crecimiento
celular y de la toxicidad celular (Denizot & Lang., 1986; Carmichael et al., 1987). Este
método permite medir supervivencia y proliferacién celular, asi como también,

determinar la citotoxicidad de potenciales agentes terapéuticos.

La viabilidad celular también se midié mediante la liberacion de la actividad de
la enzima lactato deshidrogenasa (LDH), (actua al final de la glicolisis), al medio de
cultivo. En controles fue siempre >90%. La muerte celular o citotoxicidad es
determinada mediante la evaluacion de la actividad de la enzima lactato
deshidrogenasa (LDH), una enzima estable normalmente presente en el citosol de
todas las células, la cual es rdpidamente liberada al exterior cuando hay dafio celular.
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La actividad de la LDH puede ser determinada mediante una reaccidén enziméatica en
la cual la LDH oxida el lactato dando piruvato, el cual reacciona luego con una sal de
tetrazolio convirtiéendola en formazan. El incremento en la cantidad de formazan
producido en el sobrenadante del cultivo se correlaciona directamente con el nimero
de células muertas. El formazan es soluble en agua y puede ser detectado midiendo

su absorbancia a 500 nm en un espectrofotometro.

4.2.3 WESTERN-BLOT

Las células adheridas se recogieron y se les afadio tampodn frio con (0.125 M
Tris-HCI, pH 6.8, 2% SDS, 19% glicerol, 1 mM fenilmetilsulfonil fluorado, 1ug/ml
leupeptina, 1ug/ml aprotinina, y 1ug/ml pepstatina), pH 7.4. Fueron disgregadas con
ciclos repetidos de congelacion y calentamiento y hervidas durante 5 min a 90°. El
extracto celular se homogeneizo6 y centrifug6é (10000 x g durante 10 min a 4°C). El
sobrenadante resultante fue usado para el andlisis de Western-blot. La
concentracion de proteinas se determiné usando el método modificado de Lowry.
Las proteinas se separaron mediante geles de SDS-PAGE vy transferidas a

membranas de nitrocelulosa usando técnicas estandar (Fig.35).

ctx GBM
MAP2a/b — 280 KDa

= g2KDa

MAP2d —75KDa
GFAP — 51 KDa
GRB2 — 24KDa

Figura 35: Deteccion de proteinas de células neuronales mediante Western Blot.

Fuente: Pacifici & Peruzzi (2012).
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Las membranas se blogquearon con 5% de leche en TBS conteniendo 0.05%
de Tween-20 e incubadas con los correspondientes anticuerpos siguiendo las
recomendaciones de los fabricantes. Posteriormente las membranas se lavaron 3
veces con TBST (Tris-borato EDTA con 0.2% Tween 20) durante 15 min y luego
incubadas por 1 h con el anticuerpo secundario IgG unido a peroxidasa anti-ratén o
anti-conejo (Cell Signaling Technologies, Barcelona, Espafia). ECL se uso6 para el
desarrollo de las sefales auto-radiograficas que se analizaron usando un

densitdbmetro escaner de la marca Bio-Rad.

4.2.4 ENSAYO TUNEL

Las células apoptoticas se analizaron mediante la medicion del ADN
fragmentado en un ensayo TUNEL estandar siguiendo las instrucciones del
fabricante. Brevemente, las células se permeabilizaron con 0.1% Triton X-100
durante 2 min en hielo, reactivadas con la enzima TdT vy tefidas con FITC-dUTP
durante 1 h a 37°C en oscuridad. Las células positivas a TUNEL se vieron mediante
microscopia de fluorescencia (FIl) y las células con fluorescencia verde fueron

definidas como apoptéticas.
4.2.5 ENSAYO DE LA ACTIVIDAD DE LA CASPASA 3

La actividad de la Caspasa 3 fue medida en fracciones citosélicas (como se
indica en el apartado 4.1.6) usando un substrato colorimétrico de alta sensibilidad,
N-acetyl-Asp-Glu-Val-Asp p-nitroanilida (Ac-DEVD-pNA) siguiendo las instrucciones
de los fabricantes (Calbiochem, La Jolla, CA). La actividad enzimatica se calculd en

pmol/min.

4.2.6 FRACCIONAMIENTO SUB-CELULAR, CUANTIFICACION COLESTEROL

Las neuronas corticales cultivadas se fraccionaron para separar el citosol y la
fraccibn membranosa. Brevemente, las células recolectadas mediante adicion de 5
mM EDTA en PBS, se centrifugaron durante 10 min a 1000 x g a 4°C. El
sobrenadante fue descartado y el precipitado fue resuspendido en 200 ul de tampon
de fraccionamiento (0.25 M sucrosa, 1 mM cloruro de Mg, 2 mM EGTA y 25 mM
HEPES, pH 7.4) y lisado mediante tres ciclos de enfriamiento en nitrégeno liquido.
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El lisado fue centrifugado a 100000 g durante 30 min a 4°C. El sobrenadante (fraccién
citosolica) fue separado y el resto (fraccibn membranosa) fue disuelto otra vez en
200ul de tampon de fraccionamiento conteniendo 5% Triton X-100 y levemente
sonicado. Los lisados celulares completos fueron obtenidos por homogenizacion de
las muestras en tampon de fraccionamiento sub-celular conteniendo 2.5% Triton X-

100, seguido por una breve sonicacion.

Las neuronas se cultivaron, como anteriormente se indica, con 0 sin
cantidades incrementadas de colesterol soluble y con o sin SUG, los lisados
celulares completos y las fracciones celulares, se liofilizaron usando un equipo de
congelacion y secado de la empresa SP Scientific (Gardiner, NY). Los lipidos se
extrajeron y el colesterol fue determinado usando colesterol oxidasa (Heider &
Boyett, 1978).

4.2.7 ANALISIS DE LA MUERTE CELULAR

La muerte celular inducida por SUG (necrosis y apoptosis) se determiné
usando microscopia de fluorescencia. Las células convenientemente separadas se
incubaron con Hoechst 33342 (10 mM) y Rodamina (10 pg/ml), durante 3 min, y
analizadas usando un microscopio de fluorescencia Diaphot 300 con excitacion de
360 nm. Los nudcleos viables se observaron como nucleos redondos y azules. En la
necrosis, los nucleos se detectaron de color rosaceo, mientras que los nucleos de
células apoptoticas se detectaron como nucleos azules o rosas fragmentados. Cerca

de 1500 células se contaron cada vez.

La rotura de las cadenas de ADN en las células apoptoticas se mididé usando
el ensayo de marcaje directo TUNEL con el microscopio de fluorescencia siguiendo
las instrucciones del fabricante y su metodologia (Boehringer, Mannheim, Germany).
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4.3 SIGNIFICACION ESTADISTICA

Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo realizando ANOVA de una via
mediante el programa Graphpad Prim 5. Todos los resultados se expresaron como
la media + desviacion estandad (DS). El t-test (Student’s t) se usé para dos grupos
de andlisis. El test de Tukey se usé para el analisis de grupos multiples. Los

resultados se consideraron significativos con una p < 0.05.
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5. RESULTADOS
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5.1 DIFERENCIAS ENTRE CULTIVOS DE ASTROCITOS Y NEURONAS

En las figuras 36 (a, b), 37(a, b) y 38 se muestran las diferencias existentes
entre un cultivo de astrocitos y de neuronas, apreciandose la interconectividad
mediante sus axones en las neuronas y la morfologia caracteristica de los astrocitos.
La imagen de neuronas se realiz6 en campo claro a 10 dias de cultivo. La imagen de
astrocitos se realiz6 mediante inmunofluorescencia con el anticuerpo de la proteina
acida fibrilar de la glia (GFAP), especifica de astrocitos (Fig 36a) y mediante Hoechst
33342 para tefir los nucleos (Fig. 36b), con campo claro (Fig. 37a) y con
inmunofluorescencia y marcaje con Hoechst 33342 (Fig. 37b). La figura 38

corresponde a neuronas en cultivo primario en imagen de campo claro.

Figura 36 (a, b): Astrocitos en cultivo primario.

Figura 37 (a, b): Astrocitos en cultivo primario.

Figura 37: (ay b) Astrocitos en cultivo primario. Astrocitos de 10 dias de desarrollo.
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Figura 38: Neuronas en cultivo primario.

Figura 38: Neuronas en cultivo primario a 6 dias de desarrollo.

5.2 SUGAMADEX CAUSA MUERTE NEURONAL

Para determinar si se producia muerte celular en los cultivos primarios de
neuronas se utilizd el ensayo MTT usando diferentes concentraciones (37.5, 75 y
150 pg/ml de SUG) y tiempos de tratamientos (0, 6, 12 y 24 h). Los ensayos se
iniciaron a los 10 dias después del comienzo del cultivo. Corresponderia a 10 dias
de crecimiento neuronal donde las neuronas se encuentran en periodo de
diferenciacion. En la Figura 39 se puede observar los cambios en la viabilidad celular
conforme transcurre el tiempo o se incrementa la concentracion de SUG ('p < 0.01).
En la citada figura se aprecia una disminucion de la viabilidad celular en relacion al

tiempo y al incremento de la concentracion de la y-ciclodextrina.

Basandonos en los resultados obtenidos en la Figura 39, seleccionamos la
concentracion estandar de 75 pg/ml de SUG para la realizacion de futuros
experimentos. A esta dosis observamos muerte celular manteniendo un porcentaje
de un 70% de células vivas, lo que nos permitiria la realizacion de futuras
investigaciones con suficiente muestra celular para llevarlas a cabo. A la dosis de
37,5 ug/ml, el % de células vivas seria superior al 90% no detectandose en muchos
casos las diferencias entre las células control y tratadas. En cambio a 150 pg/ml el

% de células vivas es demasiado bajo para poder ser usado en ensayos posteriores.
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Figura 39: Muerte neuronal inducida por SUG.

Figura 39: La neurotoxicidad se determiné por el ensayo de MTT, analizando la muerte celular dependiendo del
tiempo y de la concentracion de SUG. (*p < 0.01 vs. control). e (37.5 ug SUG/ml), o (75 ug SUG/ml), and o (150
Mg SUG/mI). Tiempos usados 0, 6, 12 y 24 horas.

Sugamadex produce muerte celular detectada mediante microscopia de

campo claro en neuronas diferenciadas de 10 dias en cultivo primario. En la figura

40 observamos una disminucion de neuronas en cultivo primario por la adicién de
SUG (24 h) (75 pug SUG/mI) comparado con las células control. La fotografia se

realiz6 a 10 nm y midiendo en campo claro, a los 10 dias de cultivo.

Figura 40: Imagen campo claro de neuronas a los 10 dias de cultivo.

Figura 40: Control y con SUG (24 h) a concentracion de 75 pg SUG/ml. El % de las células viables controles fue

siempre = 95%
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Con el fin de detectar si el SUG tenia algun efecto sobre las células no
diferenciadas (Stem Cells), se afiadi6 SUG durante 24h a dosis de 75 pg/ml a
neuronas de 4 dias de cultivo. En la figura 41, observamos una disminucion de las
conexiones interneuronales en las neuronas tratadas con SUG comparadas con las
neuronas control. La fotografia se realizé a 20 nm y midiendo las células en campo
claro (Fig.41).

Control SUG (24 h)

Figura 41: Campo claro de neuronas en cultivo primario a 4 dias de incubacién.

Figura 41: Disminucién de las conexiones interneuronales ocasionada por SUG (75 pg/ml) comparando con
control. Cultivo a 4 dias de crecimiento.
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5.3 MUERTE NEURONAL POR APOPTOSIS Y NECROSIS EN
NEURONAS

Usando técnicas de inmunofluorescencia con Hoechst 33342 para detectar
nacleos, Anexina V para detectar apoptosis y Rodamina para detectar necrosis, en
la figura 42 se aprecia un aumento en la apoptosis y la necrosis después de la adicion
de SUG comparado con las neuronas control (neuronas a 10 dias de cultivo).

Neuronas control

Neuronas con SUG

40 pm
Anngxin V Rhodamine

Figura 42: Inmunofluorescencia con Hoechst 33342, Anexina V y Rodamina.

Figura 42: Inmunofluorescencia de neuronas a 10 dias de cultivo (control y tratadas con SUG 75 ug/ml)
midiendo Hoechst 33342 para detectar nucleos, Anexina V para detectar apoptosis y Rodamina para detectar
necrosis. Usando 40 um en la imagen.
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5.4 MUERTE NEURONAL INDUCIDA POR SUGAMADEX

En la tabla 9 observamos que el niumero total de neuronas muertas fue
significativamente mayor en presencia de la y-ciclodextrina respecto al control. Este
dato nos indica que la muerte celular puede ser el efecto predominante causado por
el sugamadex. En el caso de las células control el porcentaje de células muertas por
apoptosis es similar al de células muertas por necrosis, mientras que en el grupo
tratado con sugamadex la apoptosis produjo un porcentaje mayor (87.7%) de muerte

celular con respecto a la necrosis que fue de un 12.3% (Tabla 9).

El porcentaje de células apoptoticas obtenidas usando Hoechst 33342 e
ioduro de propidio o usando técnicas de TUNEL fue similar. Durante el periodo de 48
h en presencia de la y-ciclodextrina, cerca del total de las células no viables (94.7 +
3.9 %) perdieron su adhesion a las placas de cultivo y fueron progresivamente

recuperadas en el medio de cultivo.

PARAMETROS NO ADICION SUGAMADEX
10* x namero de células 21407 8.3+ 23
muertas /ml
Células necroticas (%) 46,6 +7,5 12,3 + 4,4*
Células apoptoticas (%) 53,4+9,3 87,7 £10,6*

*p < 0.05 sugamadex vs control.

Tabla 9: Tipo de muerte neuronal inducido por SUG.

Tabla 9: Muerte neuronal. Parametros medidos: 10 x nimero de células muertas/ml, células necréticas (%) y
células apoptoticas (%) sin adicidn y con adicion de SUG. *p < 0.05 sugamadex vs control.
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5.5 APOPTOSIS, SUG Y CAMBIOS EN LOS NIVELES DE COLESTEROL

Para comprender mejor los mecanismos responsables de la activacion de la
apoptosis inducida por SUG, evaluamos si esta y-ciclodextrina puede causar
alteraciones en los niveles de colesterol y si este dato puede estar ligado a la
apoptosis. Como se aprecia en la Tabla 9, fracciones sub-celulares revelaron que el
SUG disminuy® los niveles de colesterol citosolicos, de membrana y mitocondriales.

Los niveles de colesterol en la célula completa se encuentran disminuidos
significativamente con respecto a los niveles control en las neuronas, células
endoteliales y leucocitos. Analizando los datos en la membrana plasméatica hay una

disminucién significativa en todos los tipos celulares incluso en astrocitos.

La Tabla 10 también nos indica la medicion de muerte celular mediante el
ensayo de MTT, donde Unicamente en neuronas se aprecia una disminucion de la

viabilidad celular de manera significativa producida por SUG.

Colesterol (ug/mg proteina) MTT
Célula completa Membrana plasmatica (% control)
- SUG + SUG - SUG + SUG -SUG  +SUG

Neuronas 30.3+3.7 18.5+2.7 67459 351+ 4.7 100+2 657
Astrocitos 51.7+8.2 401 +5.3 2156+265 177.4+10.2° | 100+8 92+10
Células Endot. 424 +3.9 NT7+39 137.3+19.2 116.7+8.7 | 100+3 99+12

Leucocitos 29.6+4.4 20.1£3.5 176.6 £15.2 139.3+9.5" | 100+9 97+13

Tabla 10: Efecto del Sugamadex

Tabla 10: Efecto de Sugamadex en el contenido celular y de membrana del colesterol y en la viabilidad celular
(MTT) en diferentes tipos celulares. *p < 0.05 vs control.
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5.5.1 COLESTEROL Y MUERTE CELULAR INDUCIDA POR SUGAMADEX

Como se aprecia en la Tabla 11 el tratamiento con SUG produce una

disminucién significativa de los niveles de colesterol (36.6 + 5.1) comparado con las

neuronas control (62.2 + 3). Ademas, la presencia de SUG+colesterol devolvio los

niveles de colesterol en membrana plasmatica (60.5 * 6.9) a los valores control.

Tratamiento Colesterol en Membrana MTT
Plasmatica (ug/mg proteina) (% Control)
No 6223 100 £ 3
SUG 36.6 £ 5.1 636
Colesterol 83.727.9 102 £2
SUG + Colesterol 60.5+6.9 97 £ 3

Tabla 11: Efectos en membrana plasmatica.

Tabla 11: Efecto en la membrana plasmatica del colesterol sobre la muerte neuronal inducida por SUG. *p < 0.05

vs control.
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5.6 SUGAMADEX Y FACTOR INDUCTOR DE LA APOPTOSIS (AIF)

Observando las diferentes sefiales moleculares en la fase pro-apoptotica
(usando técnicas de Western-blot, fig.43), demostramos un aumento significativo de
la expresion proteica de AIF después de la adicion de SUG comparada con las
células control (Fig. 43). La adicion de SUG+colesterol redujo la expresién proteica

de AIF de manera significativa con respecto a las células tratadas solo con

sugamadex.
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Figura 43: Efecto del SUG y del SUG + colesterol en la expresién proteica de AlF.

Figura 43: Efecto de sugammadex y sugammadex + colesterol en la expresion proteica del factor inductor de
apoptosis (AIF). SUG (75 ug/ml) fue afadido al medio de cultivo durante 24 h. La expresion de la proteina AlF
fue analizada por Wester-blot. Los resultados expresados, en unidades arbitrarias, representan la media £ DS
(barras de error) (n=5). Los datos estdn normalizados frente a la proteina estandar (a-tubulina). *p < 0.01 vs
control. #p = 0.01 comparando SUG + colesterol vs SUG.
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5.7 EFECTO DEL SUG Y SUG+COLESTEROL EN EL CITOCROMO C

En Figura 44 se aprecia un aumento en la expresion de la proteina Citocromo
c (Cit c) tras la incubacion con SUG comparando con las células control. Ademas la
presencia de colesterol con SUG ocasiona una disminucién significativa de la
expresion de Citocromo ¢ con respecto a las células que solo presentaban SUG,

retornando a los niveles control.
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Figura 44: Efecto SUG y SUG + colesterol en la expresion proteica del Cit c.

Figura 44: SUG (75 pg/ml) presente en el medio de cultivo durante 24 h. Cit ¢ fue analizado por Western-blot.
Los resultados expresados, en unidades arbitrarias, representan la media + DS (barras de error) (n=4). Los datos
estan normalizados frente a la proteina estandar (a-tubulina). *p < 0.01 vs control. #p < 0.01 vs SUG.
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5.8 EXPRESION PROTEICA DE SMAC/DIABLO TRAS DE ADICION DE SUG

La proteina Smac/Diablo, al igual que el Citocromo c (Cit c), se libera cuando

se inicia la apoptosis en las células debido a la accion citotoxica.

En la figura 45 mostramos que la adicion de SUG, a las neuronas en cultivo
primario, produce un aumento significativo de la proteina Smac/Diablo. También, la
presencia de colesterol en el medio ocasiona una disminucion significativa de la
proteina con respecto a las neuronas que fueron solo tratadas con SUG, llegando

por lo tanto a niveles control (Fig. 45).
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Figura 45: Efecto SUG y SUG + colesterol en la expresion proteica del Smac/Diablo.

Figura 45: SUG (75 pg/ml) durante 24 h fue afiadido a neuronas en cultivo primario. La proteina Smac/Diablo
fue analizada por Western Blot. Los resultados expresados, en unidades arbitrarias, representan la media + DS
(barras de error) (n=4). Los datos estan normalizados frente a la proteina estandar (a-tubulina). *p < 0.01 vs
control. #p < 0.01 vs SUG.
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5.9 ACTIVIDAD DE LA CASPASA-3 EN NEURONAS EN CULTIVO PRIMARIO

La incubacion con SUG (75 pg/ml) aumento la actividad de la Caspasa-3
(CASP-3) de manera significativa con respecto a las neuronas control. La adicion de
colesterol a las células incubadas con SUG, produjo una disminucion significativa de
la actividad de la CASP-3 con respecto a las células en presencia solo de SUG. Estos
datos indican un aumento de apoptosis ante la presencia de SUG en el medio de
cultivo de las neuronas (Fig. 46), efecto que se previene con la administracion de

colesterol.
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Figura 46: Efecto SUG y SUG + colesterol en la actividad de Casp 3.
Figura 46: SUG (75 pg/ml) durante 24 h fue afiadido a neuronas en cultivo primario. La actividad de la Caspasa-

3 (CASP-3) fue determinada como se indica en material y métodos. Los datos representan la media + DS (n=5).
*p < 0.02 vs control. #p < 0.01 vs SUG.
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5.10 VIABILIDAD CELULAR DESPUES DE LA ADICION DE ROC, VEC Y
SUG.

Para estudiar la viabilidad neuronal ante la presencia de ROC o VEC se utilizé
el ensayo MTT. En figura 47, demostramos que la presencia de ROC o VEC no
produce cambios significativos en la viabilidad celular comparado con las neuronas
control. La presencia de SUG produce una disminucion significativa de viabilidad
celular comparada con las células control. La presencia de ROC o de VEC en las
células que presentaban la y-ciclodextrina (SUG) previene la disminucion en la

viabilidad celular inducida por SUG.
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Figura 47: Viabilidad neuronal (MTT) ante la presencia de ROC, VEC y SUG.

Figura 47: SUG (75 pg/ml), ROC (2 ug /ml) y VEC (0.33 pg/ml) fue afiadido (24 h) a neuronas en cultivo primario.
Los datos representan la media = DS (n=4). *p < 0.05 vs control. # < 0.04 vs SUG.
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5.11 DETERMINACION DE ENZIMA LDH. ACCION DE SUG, ROC Y VEC

Las neuronas se incubaron con SUG durante 24 h con el fin de determinar la
enzima LDH que nos indica la citotoxicidad producida con las diferentes sustancias
analizadas. En este ensayo se produjo un aumento significativo de la actividad de
LDH de alrededor de un 61,2% comparado con las células control. La adicion de
ROC o VEC previene, por lo tanto, el efecto deletéreo del SUG devolviendo los
niveles de LDH a los niveles control. Este dato indica un efecto protector del ROC o

del VEC frente a la muerte celular inducida por SUG (Fig. 48).
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Figura 48: Actividad de la LDH en cultivos primarios de neuronas.

Figura 48: Actividad de la enzima Lactato Deshidrogenasa en neuronas en cultivo primario. Las células se
cultivaron en presencia de ROC (2 pg /ml) y VEC (0.33 pg/ml) ROC (2 pg/ml), SUG (75 pg/ml), SUG+ROC y
SUG+VEC. Los datos indican la media = DS (n=4). *p < 0.02 vs control. # < 0.04 vs SUG.
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5.12 NEURONAS INCUBADAS CON SUG, ROC Y VEC CON M.O.

Usando la técnica de microscopia Optica fuimos capaces de detectar una
disminucion en el numero de células después de la incubacion con SUG (75 pg/ml)
durante 24 h cuando comparabamos con células control (Fig. 49).

Control SUG

Figura 49: Microscopia 6ptica de neuronas en cultivo primario (10 dias de cultivo).

Figura 49: Neuronas de 10 dias de cultivo con microscopia éptica: control y con SUG (75 pg/ml) durante 24 h.

La figura 50 nos muestra que en las células incubadas con ROC+SUG (2
pug/ml + 75 pg/ml respectivamente) no se detectdé muerte celular a diferencia de las
incubadas so6lo con SUG y por lo tanto se aprecia mayor numero de células

comparado con el control.

SUG | ROC+SUG

Figura 50: Microscopia 6ptica de neuronas en cultivo primario (10 dias de cultivo).

Figura 50: Neuronas de 10 dias de cultivo con microscopia 6ptica: SUG (75 pg/ml) y SUG + ROC (2 pg/ml)
durante 24 h.
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Del mismo modo que la figura 51 cuando incubdbamos con VEC+SUG (0.33
ug/ml + 75 pug/ml respectivamente) se detecté menor muerte celular comparado con
los cultivos solo con SUG (75 pg/ml).

SUG VEC+SUG
Figura 51: Microscopia 6ptica de neuronas en cultivo primario (10 dias de cultivo).

Figura 51: Neuronas de 10 dias de cultivo con microscopia éptica: SUG (75 pg/ml) y SUG + VEC (0.33 pg/ml)
durante 24 h.
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5.13 ACTIVIDAD DE LA CASPASA 3 TRAS ADICION DE ROC, VEC Y
SUG

La presencia de SUG produjo un aumento significativo de la actividad de la
Caspasa 3 desde un valor control de 3,5 pmol/108 células x min hasta un valor de
6,89 pmol/108 células x min, para las células con SUG. Este dato nos indica un
incremento significativo en la apoptosis después de la incubacién con SUG. La
presencia de ROC o VEC previene el aumento de la actividad de la Caspasa 3
producida por SUG (Fig. 52) indicando una reduccién de la muerte celular por

apoptosis cuando en el medio se encuentra ROC o VEC.
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Figura 52: Actividad de la Caspasa 3 en neuronas en cultivo primario.

Figura 52: Las células se cultivaron en presencia de ROC (2 pg/ml), VEC (0.33 pg/ml), SUG (75 pg/ml),
SUG+ROC y SUG+VEC. Los datos indican la media = DS (n=4). *p < 0.02 vs control. # < 0.04 vs SUG.

107



ACCION DEL SUGAMADEX Y DE LOS BLOQUEANTES NEUROMUSCULARES: ROCURONIO | JUAN
Y VECURONIO EN NEURONAS EN CULTIVO PRIMARIO. | CAMPOS

5.14 EXPRESION DE SMAC/DIABLO EN NEURONAS EN CULTIVO
PRIMARIO EN PRESENCIA DE ROC, VEC Y SUG

En la figura 53 la presencia de ROC o VEC no produjo diferencias
significativas con respecto a las células control. En cambio la ciclodextrina, SUG,
produjo un aumento significativo de la proteina Smac/Diablo desde 20 unidades
arbitrarias (control) hasta 45 unidades (Fig. 53). La presencia de ROC o VEC impidio

el incremento de expresion proteina Smac/Diablo inducida por SUG.
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Figura 53: Expresioén de la proteina Smac/Diablo en neuronas en cultivo primario.

Figura 53: Las células se cultivaron en presencia de ROC (2 pg/ml), VEC (0.33 pg/ml), SUG (75 ug/ml),
SUG+ROC y SUG+VEC. Los datos estan normalizados frente a la proteina estandar (a-tubulina). Los datos
indican la media £ DS (n=3). *p < 0.04 vs control. # < 0.04 vs SUG.

Debido a que Smac/Diablo es una proteina que se une a los miembros de la
familia IAP’s (proteinas inhibidoras de la apoptosis) neutralizando su actividad
antiapoptotica y al hecho de que Smac/Diablo es producido por la mitocondria,
decidimos analizar si otra proteina apoptotica también producida por la mitocondria,
como es el Citocromo c pudiera estar implicada en la muerte celular detectada en

nuestros ensayos.

108



ACCION DEL SUGAMADEX Y DE LOS BLOQUEANTES NEUROMUSCULARES: ROCURONIO | JUAN
Y VECURONIO EN NEURONAS EN CULTIVO PRIMARIO. | CAMPOS

5.15 EXPRESION DE CITOCROMO C EN NEURONAS EN CULTIVO
PRIMARIO EN PRESENCIA DE ROC, VEC Y SUG

La presencia de ROC o VEC en el medio de cultivo no produjo cambios
significativos en la expresion de Citocromo ¢ con respecto a las células control. El
SUG produjo un aumento significativo de la expresién de Citocromo ¢ comparando
los datos con las neuronas control (Fig. 54). La incubacién con ROC o VEC junto con

SUG evit6 la sobreexpresion de esta proteina inducida por SUG.
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Figura 54: Expresién de la proteina Citocromo ¢ en neuronas en cultivo primario

Figura 54: Las células se cultivaron en presencia de ROC (2 pg/ml), VEC (0.33 pg/ml), SUG (75 ug/ml),
SUG+ROC y SUG+VEC. Los datos estan normalizados frente a la proteina estandar (a-tubulina). Los datos
indican la media + DS (n=3). *p < 0.03 vs control. # p < 0.03 vs SUG.
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5.16 EXPRESION DE LA PROTEINA AIF EN NEURONAS EN CULTIVO
TRAS LA ADICION DE ROC, VEC Y SUG

La presencia de ROC o VEC no produjo cambios significativos con respecto
a las células control. La adicién de SUG produjo un aumento en la expresion de la
proteina AIF como demostramos en la figura 55, si se compara con las neuronas
control. La presencia de ROC o VEC elimino los efectos del SUG sobre la expresion

de la proteina AlF.
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Figura 55: Expresion de la proteina AIF en neuronas en cultivo primario.

Figura 55: Las células se cultivaron en presencia de ROC (2 pg/ml), VEC (0.33 pg/ml), SUG (75 pg/ml),
SUG+ROC y SUG+VEC. Los datos estdn normalizados frente a la proteina estandar (a-tubulina). Los datos
indican la media + DS (n=4). *p < 0.05 vs control. # p < 0.05 vs SUG.
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6. DISCUSION
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6. DISCUSION

Los farmacos BNMND se utilizan durante las intervenciones quirdrgicas para
facilitar la relajacion muscular en la intubacién endotraqueal y en la ventilacion
artificial para asegurar la inmovilizacion del paciente y facilitar las intervenciones

quirargicas (Claudius et al., 2009).

La principal ventaja del farmaco SUG es revertir la accion de los BNMND sin
depender de la inhibicion de la acetilcolinesterasa. La molécula amino-esteroidea
anclada al nucleo lipofilico del SUG no esta disponible para unirse con el receptor de
la acetilcolina en la unidon neuromuscular (Adam et al., 2002). Por esta causa se evita
el uso de medicamentos anticolinesterasicos, que producen inestabilidad vegetativa,
tales como la neostigmina, que tienen que ser coadminis- trados con

antimuscarinicos como la atropina (Darias et al., 2014).

Anteriormente no existia otra alternativa de eleccién, se usaba o bien
suxametonio o la neostigmina, cuando se requeria una respuesta rapida en un
tiempo corto para la relajacion muscular (Veiga-Ruiz et al., 2008). Sin embargo el
suxametonio no ha sido el farmaco ideal ya que posee efectos secundarios
indeseables como anafilaxia, aumento de los niveles séricos de potasio y diferentes
respuestas cardiovasculares, asi como recopilacion de sus numerosas reacciones
adversas. Dado que altas dosis de ROC tiene un inicio razonablemente rapido y
puede ser revertido por SUG, pudo ser potencialmente usado en sustitucion de los

farmacos anteriormente mencionados (Yang & Keam, 2009).

Los resultados presentados en esta tesis indican una toxicidad potencial del
SUG en las neuronas en cultivo primario, a dosis clinicamente relevantes. Pero como
se indica en el apartado de introduccion de esta tesis, estos efectos no deseados
podrian limitarse solo a condiciones asociadas con alteraciones moderadas o
severas de la integridad de la barrera hematoencefélica (Reynolds et al., 1997), como
en el caso de las enfermedades neurodegenerativas tipo Parkinson o Alzheimer y en

el cerebro en periodo de maduracion.
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Es en este contexto especifico donde nuestros hallazgos deben representar
una advertencia, en particular cuando se requieren dosis relativamente elevadas de

esta y-ciclodextrina para la rapida reversion de los BNMND.

El farmaco SUG se distribuye en los liquidos extracelulares del organismo,
siendo su volumen de distribucion en adultos de aproximadamente 11-14 litros
(Bridion. (EMEA, 2008; Yang & Keam, 2009). Una simple dosis de administracion de
SUG 16, 20, o 32 mg/kg en combinacion con ROC 1.2 mg/kg o VEC 0.1 mg/kg es
bien tolerada en los voluntarios sanos y ademas sin ninguna evidencia clinica de la
presencia residual de BNM. De esta manera, podemos concluir que las
combinaciones anteriormente mencionadas pueden ser administradas de manera

segura y simultanea (Cammu et al., 2008).

Debido a que SUG forma complejos 1:1 con las drogas esteroideas BNMND,
muchas de las moléculas de SUG administradas permanecen libres en el medio
extracelular. Ademas, en determinados pacientes que presentan alteraciones de la
permeabilidad de la barrera hematoencefalica, SUG podria estar presente en el
parénquima cerebral pudiendo llegar a ser toxico. En nuestro estudio la presencia de
SUG ocasiond una disminuciéon de la viabilidad neuronal de manera dependiente

tanto de la concentracion como del tiempo transcurrido.

En este sentido, estudios farmacocinéticos llevados a cabo en voluntarios
sanos muestran que después de la administracion simultanea de SUG (16 mg/kg) y
ROC (1.2 mg/kg) o VEC (0.1 mg/kg), la concentracion plasmatica de la y-
cyclodextrina libre fue de 70-80 mg/ml (Cammu, G. et al., 2008), no alcanzando
niveles de toxicidad.

Nuestros resultados muestran que el SUG causa muerte celular,
predominantemente por apoptosis (87,7%) y en menor medida por necrosis (12,3%)
en cultivos primarios de neuronas y que la induccion de la apoptosis se asocia con
una alteracion en la homeostasis neuronal del colesterol. Esta molécula es un
componente abundante de la membrana plasmatica de las células eucariotas y es

un regulador esencial de la fluidez de la membrana, de la permeabilidad de la misma,

114



ACCION DEL SUGAMADEX Y DE LOS BLOQUEANTES NEUROMUSCULARES: ROCURONIO | JUAN
Y VECURONIO EN NEURONAS EN CULTIVO PRIMARIO. | CAMPOS

de la movilidad de los receptores de membrana y de la actividad de los canales

ionicos (Brown & London, 1998).

En células cancerigenas A431 se ha demostrado que la disminucion del
colesterol usando metil-B-cyclodextrina, filipina Ill, colesterol oxidasa o mevastatina,
conduce a la formacion espontanea de agrupaciones de los complejos Fas-FADD,
activacion de la caspasa-8 y en ultima instancia a la apoptosis (Li et al., 2006). De
hecho, se ha demostrado que la muerte neuronal por inhibicién del trafico intracelular
del colesterol es dependiente de las caspasas y esta asociada a la activacion de la

via de la apoptosis mitocondrial (Huang et al. 2006).

Por lo tanto el mantenimiento de la homeostasis del colesterol, tanto del
presente en la membrana celular como del de ubicacién intracelular, es fundamental
para permitir la proliferacion y la supervivencia celular en condiciones fisioldgicas y

patolégicas (Martin et al., 2010).

La distribucidn del colesterol en las membranas no es uniforme y su contenido
es particularmente alto en las areas submicroscopicas también ricas en gangliosidos
y esfingolipidos. Estos micro-dominios conocidos como los “lipid-rafts” o balsas de
lipidos, actian como plataformas moleculares que organizan espacialmente las
moléculas de los diferentes receptores presentes en la membrana (Simons &
Toomre, 2001). Las B-ciclodextrinas y las carboximetil-B-ciclodextrinas inducen la
muerte celular apoptética dependiente de caspasas en queratinocitos humanos que
presentan disminucion de colesterol en las membranas, mientras que las a-
ciclodextrinas, y-ciclodextrinas y 2-hidroxipropil-B-ciclodextrinas no producen

apoptosis en este tipo de células (Schonfelder et al., 2006).

Por otra parte, determinados autores han publicado que la disminucion del
colesterol por metil-B-ciclodextrinas bloquea el transporte de la toxina del célera
desde los endosomas al aparato de Golgi en las neuronas del hipocampo
(Shogomori & Futerman, 2001), y que el enriguecimiento de la membrana plasmatica
de las neuronas con colesterol protege a las neuronas corticales de la apoptosis

inducida por oligémeros solubles del péptido téxico ABi-40 (Sponne et al., 2004).
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En esta tesis se demuestra por primera vez que la y-ciclodextrina puede
causar dafio a las neuronas y que este efecto esta asociado a la disminucion del
colesterol en las membranas plasmaticas celulares y en las estructuras

correspondientes a las membranas de organelas intracelulares.

Por todo lo expuesto seria adecuado para la prevencion del dafio neuronal

recomendar el tratamiento previo con colesterol.

Diferentes estudios sugieren que el colesterol seria beneficioso para la
integridad de las células parenquimatosas cerebrales (Paul et al., 2017). De manera
consistente, otros autores han demostrado que el mantenimiento de los niveles
fisiolégicos de colesterol en las células, parece disminuir la muerte neuronal
(asociado a especias reactivas de oxigeno) causada por priones peptidicos a traves
de la regulacion de los niveles proteicos de p53, P-p38 y P-ERK (Reynolds et al.,
1997; Jeong et al., 2010).

Se sabe que el estrés oxidativo juega un papel importante en las
enfermedades neurodegenerativas, y determinados resultados demuestran que el
colesterol elevado en las células podria protegerlas frente al estrés oxidativo en
diversas enfermedades neurodegenerativas, incluida la enfermedad de Alzheimer
(Huang et al., 2013). La adaptaciéon de las células neuronales al estrés oxidativo
cronico esta asociada a la acumulacion de colesterol, a la homeostasis alterada de

los esfingolipidos y a la funcién lisosomal (Cardone et al., 1994).

La liberacion de Cit ¢ mitocondrial asociada al estrés celular es, en su mayor
parte, independiente de las caspasas. Ademas, la liberacion de Smac/Diablo es un
evento catalizado por las caspasas, siendo su sintesis un proceso que ocurre
después de la liberacion del Cit c. Ademas, existen diferentes evidencias que
demuestran que la apoptosis asociada a la liberacion de Citc y de Smac/Diablo desde
la mitocondria, es mediada por mecanismos diferentes en cada caso. Smac/Diablo
es exportado desde la mitocondria al citosol celular y se puede inducir por la accion
de diferentes drogas citotdxicas, asi como por la presencia de ADN dafiado, e

igualmente por la union del receptor de muerte CD95 (Huang et al., 2006).
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Nuestros resultados evidencian una expresion proteica incrementada de
Smac/Diablo después de la adicion de SUG si lo comparamos con las muestras
control. También resulta destacable la presencia de muerte celular causada por
inhibicion del movimiento intracelular del colesterol dependiente de las caspasas y
asociado con la activacion de la via apoptoética mitocondrial.

Se detecto una disminucion en la expresion de las proteinas Smac/Diablo y
Citc después de la adicion de SUG+Colesterol comparado con las muestras en las
que estaba unicamente presente el SUG. Este hallazgo experimental demostraria
una disminucion de la apoptosis tras la adicion de colesterol. En otros estudios se ha
indicado un aumento de Smac/Diablo por la via apoptotica, probablemente producido
por inhibicion del desarrollo de las células B de la médula 6sea y de la diferenciacion
de las células T, asi como por la disminucién de células esplénicas T, tal como ha
sido publicado por Huang y sus colaboradores (Huang et al., 2006).

Sin embargo, la acumulacién de colesterol podria tener efectos diferentes a
los anteriores, ya que ciertos autores sugieren que la presencia de excesivo
colesterol en las mitocondrias puede ser el paso clave en la progresion de las
enfermedades neurodegenerativas como por ejemplo, la enfermedad de Alzheimer
(Fuchs-Buder et al., 2004). En referencia a lo indicado anteriormente, U18666A, un
agente inhibidor del transporte de colesterol, produce una acumulacion excesiva de
colesterol intracelular en neuronas en cultivo primario, provocando activaciéon de las
caspasas, de las calpainas, aumentando también la hiperfosforilacion de la proteina

tau y la apoptosis celular (Tassonyi et al., 2002).

La asociacion potencial de las alteraciones inducidas por SUG en la
homeostasis del colesterol, con la activacién de los procesos de estrés oxidativo y
los conducentes a la apoptosis y muerte celular por necrosis, junto con el hecho de
que la resistencia o la sensibilidad al estrés oxidativo puede diferir entre regiones
cerebrales y tipos de células neuronales, afadiendo ademas las interacciones
potenciales entre neuronas y astrocitos, asi como la modulacion del proceso por
mecanismos patoldgicos como la inflamacion, representan todos una ventana nueva

de investigacion que mereceria futuros estudios e investigaciones.
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Los farmacos bloqueantes neuromusculares, tales como ROC y VEC, se usan
ampliamente en la practica médica habitual con objeto de provocar la relajacion de
los musculos esqueléticos, facilitar la ventilacibn mecanica y prevenir los
movimientos andmalos durante la intervencion quirargica para posibilitar la
intubacién endotraqueal en las técnicas anestésicas (Claudius et al., 2009; Kovac,
2009).

El SUG es el farmaco mas ampliamente utilizado para la reversion del efecto
relajante tanto de ROC como de VEC. Las cadenas laterales de SUG se unen a los
bloqueantes neuromusculares de forma no covalente (Akha et al., 2010; Bom et al.,
2009) y ademas las interacciones de Van-der-Waals también intervienen pero con un
papel menor. Es de destacar que los grupos cargados positivamente de NMNB se
unen electrostaticamente a los grupos terminales cargados negativamente de SUG
(Akha et al., 2010).

Las moléculas de ROC-SUG son incapaces de unirse al receptor de la
acetilcolina (Adam et al., 2002). SUG forma un complejo 1:1 con las drogas BNMND,
rapidamente se produce la encapsulacion de los BNMND por parte del SUG,
reduciéndose de esta forma la concentracion de ROC y VEC en la union
neuromuscular y en el plasma. Debido a ello, se produce la reversion del bloqueo
neuromuscular (Yang & Keam, 2009). Sin embargo, muchas de las moléculas

administradas permanecen libres en el medio extracelular del organismo.

En pacientes sanos, se realiza la administracion simultanea de SUG junto con
ROC que presenta concentraciones plasmaticas que disminuyen mas rapidamente
gue las de SUG (Cammu et al., 2008). De esta manera la presencia de SUG libre en
plasma es facilitada, lo que podria conducir a diferentes efectos deletéreos del SUG,

bien en células parenquimatosas periféricas como en el sistema nervioso central.

Otros relajantes musculares como son VEC y pancuronium también se
pueden unir con SUG pero con mucha menor afinidad a como lo hace ROC (Bom et
al., 2009; Akha et al., 2010). La afinidad de SUG por ROC es 2,5 veces mayor que
para VEC y ademas es similar a la que presentan las moléculas endoégenas por sus

receptores (Bom et al., 2009).
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La molécula de ROC es absorbida por el higado y presenta una excrecién
biliar, urinaria y fecal (Proost et al., 2000). Por tanto los efectos de ROC se prolongan
cuando disminuye la eliminacion renal o hepatica, produciéndose una mayor vida
media plasmatica de ROC, como ocurre en pacientes con fallo renal (Cammu et al.,
2012; de Souza et al., 2015). SUG es eliminado rapidamente por la via renal (Peeters
et al., 2011).

Es interesante afadir que la eliminacion renal de ROC aumenta con la
presencia de SUG. Ademas, la union de ROC-SUG es eliminada principalmente por
via renal (Ren & Jahr, 2009).

Uno de los principales efectos secundarios del SUG es la induccion de
hipersensibilidad, presentando diferentes sintomas tales como: eritema (Soria et al.,
2012), hipotension, taquicardia (Jeyadoss et al., 2014) y edema generalizado
(Sadleir et al., 2014). Por otra parte, SUG provoca nauseas, dolores de cabeza,
incluso dolores generalizados y/o vémitos (Lemmens et al., 2010; Ren & Jahr, 2009).
Después de la extubacién traqueal se produce la presencia de bloqueantes
neuromusculares residuales que pueden ocasionar complicaciones pulmonares,
paralisis muscular, obstruccion aérea y aumento de la morbilidad (Jones et al., 2008;

Lemmens et al., 2010).

La alergia a ROC o VEC es la primera causa de reacciones anafilacticas
postoperatorias (Chiriac & Demoly, 2016). ROC produce, en algunos casos,
complicaciones cardiovasculares después de la induccién con anestésicos
(Schulberg et al., 2016). Los pacientes con antecedentes de hipersensibilidad a
antibioticos poseen mayores reacciones alérgicas dermatoldgicas y representan un
grupo de mayor riesgo para desarrollar reacciones anafilacticas que la poblacién en
general (Hagau et al., 2016). Ademas, ROC presenta interacciones potentes con
otros farmacos incluidos los antibioticos aminoglucésidos (Hasfurther & Bailey,
1996).

Otros BNMND como VEC producen anafilaxia e inhiben también el receptor
de acetilcolina ocasionando la diferenciacion de las células stem de glioblastoma
derivdndolos a astrocitos (Spina et al., 2016). Sin embargo, ROC produce una

reaccion anafilactica mayor comparada con VEC (Sadleir et al., 2013).
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El SUG ha sido usado para reverter la reaccion anafilactica producida por
ROC. Sin embargo, no ha sido posible identificar el mecanismo exacto de reversion,
aunque la hipotesis mas plausible es que sea debido al mecanismo de encapsulacion
previamente citado (Barbosa & Cunha, 2012). Ademas, SUG es capaz de reducir el

namero de mastocitos tras la reaccion anafilactica (Tomak et al., 2012).

También existen dudas de que la excrecion de ROC pudiera detener el
proceso anafilactico ya que la cascada alérgica y la activacion de los mastocitos y su
degranulacién ya se han desencadenado. De hecho, SUG no puede parar la reaccion
alérgica en estudios sanguineos con ROC (Leysen et al., 2011). Cabe destacar que
la presencia de SUG en el organismo produce un aumento en el tiempo de
tromboplastina y protrombina, pero no ha sido asociado con un aumento del riesgo

de hemorragia comparandolo con una situacion fisiologica (Rahe-Meyer et al., 2014).

Como previamente hemos indicado para el SUG, tampoco el ROC o VEC
atraviesan la barrera hematoencefalica en individuos sanos (Reynolds et al., 1997;
Huang et al., 2013). Sin embargo, existen claras evidencias de que pacientes con
dafio tanto funcional como organico en la barrera hematoenceféalica y tratados con
estos farmacos, presentaron disfuncién autondmica, crisis epilépticas e incluso

muerte neuronal (Cardone et al., 1994).

Por otra parte, ROC, pero no VEC, ha sido detectado en el liquido
cefalorraquideo en pacientes con hemorragia subaracnoidea que fueron sometidos
a diferentes intervenciones neuroquirurgicas (Cardone et al., 2004; Tassonyi et al.,
2002). Estos hallazgos pueden ser atribuidos al hecho de que el ROC es una
molécula con mayor hidrosolubilidad que el VEC, de forma que alcanzaria mas
rapidamente el parénquima cerebral cuando la barrera hematoencefalica se

encuentra dafiada (Roy & Varin, 2004).

Estos estudios indican que en las condiciones clinicas en las que esté
comprometida la integridad de la barrera hematoencefalica, como ocurre en
diferentes enfermedades neurodegenerativas, tales como la enfermedad de
Alzheimer, en el dafio traumatico cerebral, en la isquemia o hemorragia cerebral, en

la meningitis o en el sistema nervioso inmaduro, se podria presentar neurotoxicidad
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inducida por estos farmacos (Langley et al., 2016; Schmidt et al., 2000; Rahe-Meyer
et al., 2014).

No existen datos clinicos o articulos publicados con el uso de SUG en mujeres
gestantes o lactantes. Estudios en animales demuestran la no existencia de efectos
negativos directos o indirectos sobre el feto, o durante el desarrollo postnatal (Bridion
EMEA 2008). En la poblacion pediatrica y en mujeres gestantes se pueden presentar
riesgos afiadidos con el uso de ROC, VEC o SUG (Langley et al., 2016).

De hecho, SUG no es recomendado por un grupo importante de especialistas,
para pacientes menores de dos afios ya que no existen datos disponibles, en esta
poblacién, acerca del riesgo de toxicidad neuronal de estos farmacos, dato que
deberia tenerse en cuenta para futuras investigaciones (Langley et al., 2016). No
existen criterios bien establecidos debido a que algunos especialistas si que
recomiendan el uso de estos farmacos (Bridion. EMEA 2008). Se desconoce si SUG
esta presente en la leche materna, pero en estudios con animales se demuestra un
cierto grado de excreciéon. Sin embargo, la absorcion intestinal por via oral de SUG

es baja y por lo tanto no se cree que pueda afectar a los lactantes.

El proceso de envejecimiento supone una disminucion de la funcionalidad de
la mayor parte de los aparatos y sistemas organicos, asi como de los procesos de
degradacion metabdlica de mdltiples farmacos (Priebe, 2000). En este sentido,
diferentes autores sefialan que en la poblacion anciana la eliminacién de ROC, VEC
0 SUG no es dependiente de la edad (McDonagh et al., 2011). De todas maneras, la
recuperacion tras la anestesia es mas prolongada en la poblacion mayor, pero este
efecto parece ser secundario porque existen diferentes cambios en el organismo y
en las funciones fisiologicas durante el proceso de envejecimiento (Leysen et al.,
2011; Shin et al., 2015).

Otros autores sugieren que en la electromiografia practicada a ancianos, se
detectan fallos que responden a problemas con el retorno a valores basales,
probablemente debidos a la edad y especialmente en el caso de ROC (De Almeida
et al., 1996). Cabe sefialar que en este estudio hemos usado las dosis

recomendadas de SUG, ROC y VEC para obtener uniones adecuadas de los
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BNMND con SUG y una reversion moderada o profunda de BNMND (ROC o VEC)
similar a la recomendada en la cirugia clinica (Gijsenbergh et al., 2005; Jones et al.,
2008).

Por todo lo expuesto, se deberia en todo momento considerar un uso
adecuado de ROC, VEC y SUG para conseguir un equilibrio entre la concentracion
plasmatica de los farmacos, evitando su posible toxicidad. En nuestro estudio, como
ha quedado patente, SUG puede tener efectos nocivos neuronales que se evitan
cuando se une a ROC o VEC. Hay que tener en cuenta que la presencia de SUG
libre podria atravesar la barrera hematoencefalica en casos como en ancianos,
enfermedades neurodegenerativas, traumatismos, enfermedades inflamatorias y en
la poblacion gestante e infantil. Por lo tanto, resulta fundamental ajustar las dosis de
estos farmacos con el objetivo de impedir el SUG libre. Nuestro estudio se ha
realizado con experimentos “in vitro” por lo que seria necesario e interesante realizar

estudios “in vivo” para determinar los efectos de estos farmacos.
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7. CONCLUSIONES

1. El SUG produce muerte de neuronas en cultivo primario de ratas, tanto por
Nnecrosis como por apoptosis.

2. La activacion de la apoptosis producida por el SUG se puede relacionar con
la homeostasis del colesterol y ademas con disminucion del mismo en las
membranas plasmaticas celulares y en las estructuras correspondientes a las
membranas de organelas intracelulares.

3. La presencia de SUG produce un aumento de la expresion proteica de AlF,
de Citocromo c y de Smac/Diablo junto con un aumento de la actividad de la
caspasa 3, si lo comparamos con neuronas control. En conjunto, estos datos
nos indican que el SUG induce procesos apoptoticos en neuronas en cultivo
primario.

4. La presencia de colesterol junto con SUG produce una disminucion
significativa de la expresion proteica de AlF, Citocromo ¢ y Smac/Diablo, asi
como una disminucion en la actividad de la Caspasa 3, con lo que el colesterol
supone un factor protector ante la apoptosis inducida por el SUG.

5. Ni ROC ni VEC, producen cambios en la viabilidad neuronal y ambos
farmacos unidos por separado a SUG inhibieron los efectos nocivos de este
sobre las neuronas.

6. La presencia de ROC o VEC unido a SUG impide la sobreexpresion de AlF,
Citocromo ¢ y Smac/Diablo ocasionado por SUG, asi como el aumento en la
actividad de la caspasa 3 y de la liberacion de LDH. Estos datos nos indican

un efecto protector de ROC y VEC frente a la muerte celular inducida por SUG.
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ANEXO |

GENERALITAT
Q\\ VALENCIANA

) CLIMATIC LoRUBR Unidn Europea
DIRECCION GENERAL DE AGRICULTURA,
GANADERIA Y PESCA

AUTORIZACION PROCEDIMIENTO 2016/VSC/PEA/00220
Vista la solicitud realizada en fecha 21/11/16 con n° reg. entrada 29748 por D/D?. Pilar Campins

Falcé, Vicerrectora de Investigacion i Politica Cientifica, centro usuario ES462500001003, para
realizar el procedimiento:

“Mecanismos de accion de diferentes farmacos en células neurales en cultivo primario
(sugamadex, rocuronio, ranolazina) y otras sustancias (canabis, alcohol, colas, efc.)”

Teniendo en cuenta la documentacién aportada, segln se indica en el articulo 33, punto 5y 6, y
puesto que dicho procedimiento se halla sujeto a autorizacién en virtud de lo dispuesto en el
articulo 31 del Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero,

\fista la propuesta del jefe del servicio de Produccion y Sanidad Animal.

AUTORIZO:
la realizacién de dicho procedimiento al que se le asigna el codigo: 2016/VSC/PEA/00220 tipo 2,
de acuerdo con las caracteristicas descritas en la propia documentacién para el numero de
animales, especie y periodo de tiempo solicitado. Todo ello sin menoscabo de las autorizaciones
pertinentes, por otras Administraciones y entidades, y llevandose a cabo en las siguientes
condiciones:
Usuario: Uinversitat de Valencia
Responsable del proyecto: Lilian Soraya Vallés Marti
Establecimiento: Animalario Facultad de Medicina y Odontologia de Valencia

Necesidad de evaluacion restrospectiva:
Condiciones especificas:

Observaciones:

Valencia a, 14 de diciembre de 2016
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