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RESUMEN

Introduccién. La asfixia perinatal continta siendo una de las mayores causas de morbi-
mortalidad neurolégica. La encefalopatia neonatal derivada constituye una causa importante de
dafio cerebral afectando de manera moderada-grave a 1-3/1000 recién nacidos y comportando un
alto riesgo de déficits neurolégicos permanentes. La Unica aproximacion terapéutica actual
consiste en la hipotermia terapéutica, cuya eficacia, aunque constatada, es moderada, ya que no

siempre consigue una recuperacion funcional total.

Desarrollo. Se desconoce con certeza si la hipotermia tiene la capacidad de promover la
proliferacion celular en los nichos neurogénicos cerebrales, donde permanecen células madre
neuronales con capacidad de proliferacion y diferenciacion. ElI empleo de agentes terapéuticos
como la eritropoyetina o los cannabinoides y de células madres mesenquimales ha mostrado
resultados prometedores en diversos modelos experimentales de asfixia perinatal, siendo capaces
de modular los procesos de neurogénesis, de plasticidad neuronal y de neuro-reparacion tras dafio

cerebral hipoxico-isquémico.

Conclusiones. Aun se desconocen los efectos de estas terapias en modelos clinicos, y si las células
recién formadas seran capaces de integrarse de forma efectiva en las redes neuronales existentes
0 si podréan desarrollar sus funciones adecuadamente en un microambiente de lesion cerebral,
haciéndose necesario el desarrollo de nuevos trabajos enfocados a evaluar el potencial real de

estos agentes en la modulacion terapéutica de la neurogénesis tras hipoxia-isquemia neonatal.

Palabras clave: Asfixia perinatal. Dafio cerebral. Fisiopatologia. Hipoxia-lsquemia. Neonato.

Neurogénesis.

Palabras de cabecera: Neurogénesis tras hipoxia-isquemia neonatal



1. INTRODUCCION

La asfixia perinatal continda siendo una de las principales causas de morbi-mortalidad
neuroldgica en el recién nacido. Dicha situacion clinica implica la existencia de un trastorno en
el intercambio de gases, cuyo resultado es el déficit de oxigeno (O,) y el exceso de didxido de
carbono (CO»), con la consiguiente acidosis derivada. El mantenimiento de la asfixia casi siempre

producira hipotension e isquemia [1,2].

En la préctica clinica ha quedado acufiado el término hipoxia-isquemia dada la dificultad
para establecer con precision si ha predominado la hipoxemia (disminucion de la cantidad de O
en sangre) o la isquemia (disminucion de la perfusion de sangre), como determinante
etiopatogenico principal [2]. Seguramente, en la mayoria de los casos, una combinacion de ambas
condiciona la deficiencia de O- en los tejidos, determinante de la lesion neurolégica causada por

la agresion hipoxico-isquémica.

Cuando el episodio de hipoxia-isquemia asociado a la asfixia es suficientemente grave
para dafiar el cerebro del recién nacido, éste presenta en las primeras horas de vida un sindrome
neuroldgico denominado encefalopatia hipdxico-isquémica (EHI). El término “encefalopatia”
define la manifestacion clinica del anormal funcionamiento de la funcion cerebral tras el dafio,
que se caracteriza por dificultad para despertar o mantener la vigilia, dificultad para iniciar o
mantener la respiracién (depresion respiratoria), alteracion del tono muscular y de las respuestas
motoras, de la reactividad y los reflejos, de la capacidad de alimentacion y, con frecuencia,

convulsiones [3].

La EHI constituye una causa importante de dafio cerebral comportando un alto riesgo de
déficits neurologicos permanentes en los recién nacidos a término o casi a término (> 36 semanas
de gestacion) [4]. Este sindrome neuroldgico supone un problema socio-sanitario relevante,
afectando a 1-3 de cada 1.000 recién nacidos, relacion que aumenta hasta el 60% en los pretérmino
[5,6]. En paises en vias de desarrollo, donde se hace dificil el manejo de estos nifios de alto riesgo,
estos valores se ven incrementados hasta los 10-20 de cada 1.000 recién nacidos [7]. En Espafia,
mediante un estudio transversal realizado en 90 hospitales, la incidencia de EHI moderada-grave

fue 0,77/1.000 recién nacidos vivos [8].

El objetivo del presente trabajo es realizar una revision actualizada de la fisiopatologia
desencadenada tras la asfixia perinatal y de la posible modulacion de la neurogénesis y de los
procesos de plasticidad neuronal y de neuroreparacion tras el dafio cerebral hipoxico-isquémico

(HI) neonatal.



2. FASES DEL DANO HIPOXICO-ISQUEMICO

El dafio HI desencadena una serie de cascadas metabdlicas complejas que se desarrollan en varias
fases, comenzando inmediatamente tras el dafio asfictico y pudiéndose extender hasta meses
después. En cada una de estas etapas intervienen procesos moleculares concomitantes (resumidos
en la Fig. 1) y supone la implicacion de numerosos tipos celulares, desde neuronas hasta células

inmunitarias, asi como células gliales y endoteliales [9,10].
2.1. Fase aguda

En los primeros minutos tras el dafio, el descenso en la perfusion de oxigeno y de los niveles de
glucosa provoca la deplecion de compuestos de alta energia, principalmente adenosin trifosfato
(ATP) y fosfocreatina, necesarios para mantener el metabolismo intracelular. Este proceso
desencadena un fracaso energético que conlleva despolarizacion neuronal y fallo en las bombas
de sodio (Na*) y potasio (K*), dependientes de ATP [10,11]. Debido al fracaso en su recaptacion,
los niveles de aminoécidos excitatorios aumentan en la hendidura sinaptica, lo que en un estadio
posterior desembocara en excitotoxicidad [12-14]. Durante esta situacidn aguda, y debido en parte
a la acumulacion intracelular de iones de Na* y CI- con el consiguiente arrastre de H-O, se puede
producir la muerte de la neurona por necrosis. La magnitud de la pérdida neuronal dependera de
factores diversos, tales como la severidad y la duracién del dafio HI o la region cerebral afectada,

entre otros [11].
2.2. Fase latente

Tras la fase aguda del dafio HI tiene lugar la reperfusion celular y tisular, durante la cual el
metabolismo energético parece recuperarse; sin embargo, esta recuperacion es tan solo transitoria
[15]. En este lapso temporal, denominado “fase latente”, se ha observado una disminucion de la
actividad electroencefalogréfica y una reduccion del consumo de O, aunque mediante
espectroscopia de resonancia magnética se aprecian niveles normales de metabolitos celulares
[4,16]. Mediante esta técnica, se ha podido establecer que la duracion de esta fase estd
inversamente relacionada con la gravedad del dafio. Asi, un insulto HI severo se asocia a un
periodo latente mas corto y a mayor muerte neuronal [11,17]. La duracidn de esta fase no ha sido
establecida con claridad: diversos estudios hablan de un periodo que puede abarcar desde la
primera hora hasta las 6-24h. Este lapso temporal presenta gran utilidad en la practica clinica,
denominandose ventana terapéutica, en el que actuar mediante el empleo de estrategias

terapéuticas para aminorar el dafio cerebral [11].



2.3. Fase secundaria

La recuperacién parcial que tiene lugar durante la fase latente es seguida por un deterioro
secundario. A pesar de la hiperperfusion previa, en la que los niveles de O parecen encontrarse
normales y la circulacion se restablece, se produce un aumento de los niveles de lactato cerebral
y el pH se alcaliniza [11]. Una de las consecuencias clave producidas durante esta fase es el
deterioro de la funcion mitocondrial. Las mitocondrias, ademas de ser las principales responsables
de la produccién de ATP, juegan un papel importante en procesos celulares como la autofagia y
en la regulacion de la muerte celular mediante apoptosis o muerte celular programada. Asi, el
dafio mitocondrial puede producir el desacoplamiento del metabolismo oxidativo,
desencadenando edema citotoxico, hiperperfusion cerebral y muerte celular [15,17]. La magnitud
del fracaso energético durante esta fase se relaciona estrechamente con la gravedad de la

discapacidad neuroldgica ulterior y la alteracion del crecimiento del neonato [4,18-20].

2.4. Fase terciaria

De reciente descripcién [9], aparece una fase terciaria de dafio considerada responsable de los
dafios permanentes que llegardn hasta la edad adulta. La duracion de la misma puede extenderse
meses o incluso afios tras el dafio HI y predispone al paciente a padecer peores resultados a largo
plazo. La persistencia de alcalosis cerebral lactica en nifios tras un afio de vida y de mecanismos
lesivos como gliosis o la activacion de receptores inflamatorios y cambios epigenéticos aparecen

relacionados con problemas del neurodesarrollo [9,11].

3. FISIOPATOLOGIA

El cerebro de los neonatos presenta una serie de caracteristicas que lo hacen especialmente
susceptible a la agresion hipdxica-isquémica, tales como un mayor consumo de oxigeno, mayor
contenido de agua, baja concentraciéon de enzimas antioxidantes o una menor mielinizacion
[21,22]. La fisiopatologia de la EHI es multifactorial (Fig. 1), siendo ésta una de las principales
causas de la falta de un tratamiento efectivo para reducir las lesiones cerebrales neonatales y
obligando a establecer diferentes dianas terapéuticas para tratar de frenar o aminorar sus

devastadoras consecuencias [23].
3.1. Excitotoxicidad

La asfixia perinatal favorece la acumulacion de neurotransmisores excitatorios, principalmente
glutamato y aspartato, los cuales producen la activacion continuada de diferentes receptores en la
neurona post-sinaptica. Entre ellos se describen el receptor N-metil-D-aspartato (NMDA), que

permite la entrada de Ca?* y Na* al interior de la célula intercambiandolo por K*, y los receptores
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o-amino-3-hidroxil-5-metil-4-isoxazol-propionato (AMPA) y kainato, siendo responsables de la
entrada masiva de Ca?" al interior de la neurona [11,24-26]. El Ca?* es fundamental para el
correcto funcionamiento de las neuronas; sin embargo, altos niveles de este ion en el espacio
intracelular pueden generar un gradiente osmotico que provoca edema y lisis celular,
desembocando en el desarrollo de diferentes procesos patoldgicos y en Ultima instancia en muerte
celular [27,28].

3.2. Estrés oxidativo

El cerebro es el érgano mas activo metabodlicamente: un 98% del consumo de oxigeno es reducido
a ATP y el 2% restante se libera como especies reactivas de oxigeno (ROS, segun sus siglas
inglesas) [29,30]. Las ROS son necesarias para el correcto funcionamiento de numerosos sistemas
enzimaticos, asi como para la sefializacion en el sistema nervioso central (SNC) y el sistema
nervioso periférico, y ademas participan en la modulaciéon de la transmision sinaptica y no
sinaptica entre neuronas y glia [31]. Las fuentes de especies reactivas durante la isquemia-
reoxigenacion son multiples, siendo las mas relevantes el complejo respiratorio mitocondrial y el

sistema de la xantina oxidasa (XO).

En la situacion fisiologica existe un equilibrio entre la formacion de ROS y su
neutralizacion. Sin embargo, en condiciones de estrés, se puede generar un desequilibrio en este
balance, pudiendo aumentar de forma nociva los niveles de ROS y desembocar en dafio celular y
tisular. Por ello, resulta necesaria la presencia y el correcto funcionamiento de un sistema de
defensa antioxidante (SDA), el cual se desarrolla en la gestacion con la finalidad de preparar al
feto para la oxigenacion postnatal [32,33]. Este sistema lleva a cabo la neutralizacion de las ROS
mediante mecanismos tanto enzimaticos como no enzimaticos. Los SDA no enzimaticos estan
constituidos por proteinas que fijan metales de transicion (transferrina, ceruloplasmina, ferritina),
vitaminas que bloquean la peroxidacion lipidica (A, E 'y C) o compuestos de bajo peso molecular
que reducen las ROS. Por su parte, entre las enzimas antioxidantes mas relevantes aparecen la
superoxido dismutasa, que cataliza la conversion de anion superoxido en peroxido de hidrégeno,
la catalasa y la glutation peroxidasa, que transforman el peréxido de hidrégeno en agua y oxigeno
[29,30,32].

Como hemos sefalado previamente, el cerebro inmaduro presenta una mayor
susceptibilidad al estrés oxidativo, en particular a la peroxidacion inducida por radicales libres
[34]. Ademas, durante la reperfusion y la reoxigenacion, el SDA esta sobrepasado por los altos
niveles de ROS, desencadenando un dafio celular secundario protagonizado por numerosos
procesos bioquimicos, entre los que se encuentran fendmenos como la peroxidacién lipidica, la
desnaturalizacion de proteinas, la inactivacion enzimatica y la liberacion de Ca?*". El incremento

en los niveles de este ion permite la activacion de la éxido nitrico sintasa (tanto en su forma

6



endotelial como en su forma neuronal, presente en estas células y en astrocitos), responsable de
la generacion de mas ROS y de especies reactivas de nitrdgeno, tales como el ¢xido nitrico. El
Oxido nitrico puede combinarse con radicales superdxido produciendo peroxidonitrito, el cual,
ademas de ser capaz de descomponerse espontdneamente formando nuevas especies reactivas de
nitrdgeno como radical hidroxilo, dioxido nitrogeno e ion nitrégeno, provoca disfuncion
mitocondrial y despolarizacion de la membrana. Consecuentemente, la reaccion desencadenada

implica a lipidos, proteinas y ADN, produciendo en altimo término dafio neuronal [31,35].
3.3. Respuesta inflamatoria

Las ROS también contribuyen a la secrecion de citoquinas inflamatorias y quimiocinas, que a su
vez acabaran favoreciendo la produccion de una gran variedad de agentes citotéxicos, como
metaloproteasas de la matriz, 6xido nitrico y mas ROS. La respuesta inmune es compleja e implica
la participacion de diferentes tipos celulares que contribuyen a la extravasacion de células

inflamatorias desde el torrente sanguineo, con la consiguiente exacerbacion del dafio [36-40].

Las células de la microglia actian como sensores de dafio cerebral y presentan la
capacidad de transformarse morfolégicamente, convirtiéndose en células mdviles que migran
hacia las areas afectadas, con el objetivo, entre otros, de eliminar los detritos celulares [39,40].
Sin embargo, su funcidn contribuye al dafio secundario producido en la EHI, mediante la
liberacion de diversos mediadores proinflamatorios (citoquinas, ROS, 6xido nitrico...). Todo ello
favorece la aparicidn de muerte celular secundaria, creando un ciclo de dafio que puede extenderse
en el tiempo [41]. Por su parte, los astrocitos también pueden contribuir a la liberacion de estos
mediadores e influenciar la reaccion inflamatoria local mediante su comunicacion con las células
vecinas, jugando un papel importante en la activacion microglial mediante la liberacién del factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-a segun sus siglas inglesas) y la interleuquina (IL)-1f, moléculas

asociadas a dafio neuronal tras la HI [37,42,43].

Recientemente, se ha descubierto que las neuronas también contribuyen en la respuesta
inmune mediante la expresion de ciclooxigenasa-2 (COX-2) [44]. COX-2 es un conocido
mediador en el dafio cerebral en adultos con una gran relevancia tras el dafio HI neonatal [37].
Por Gltimo, las células inmunes periféricas como linfocitos T, células B y células NK (del inglés
Natural Killer) tienen la capacidad de regular su expresiéon y de infiltrarse en el parénquima
cerebral. Estas células son capaces de sintetizar diversos factores neurotréficos, como el factor
estimulador de colonias de granulocitos, el cual posee un papel dual en respuesta al dafio cerebral.
Por un lado, puede desempefiar un efecto neuroprotector y modular la proliferacion celular; por
otro lado, un exceso del mismo tiene un efecto contrario, reduciendo la neurogénesis [45]. La
expresion de éste y de otros factores tréficos tras el dafio cerebral por isquemia es modulada por

COX-2, produciendo un desequilibrio en su sintesis y contribuyendo al dafio secundario [37,46].
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3.4. Muerte celular

La apoptosis, o0 muerte celular programada, es esencial para el desarrollo normal de los tejidos,
especialmente en el desarrollo cerebral [47], y el equilibrio entre supervivencia y muerte celular
requiere una gran regulacion. La apoptosis es un proceso complejo que se desencadena a través
de dos vias principales, una via extrinseca mediante sefiales extracelulares como Fas o TNF-a, y
una via intrinseca en respuesta al dafio en el ADN o por estrés celular, convergiendo a nivel
mitocondrial [48,49]. La forma en que las células responden tras el dafio producido depende
principalmente de su intensidad y de su duracion. Si se produce un dafio continuado en el tiempo,
se desencadenard una permeabilizacion catastréfica de la que la célula no podré recuperarse
[10,49]. Ademés, también influyen otros factores, como el subtipo celular de receptor de
glutamato que haya sido estimulado, la deplecién de energia y la disfuncién mitocondrial, entre
otros [50].

4. NEUROGENESIS

Durante el desarrollo embrionario, los procesos de apoptosis y de neurogénesis se acontecen de
forma perfecta en el tiempo y en el espacio, generandose circuitos neuronales funcionales [51].
El descubrimiento de células madre postnatales y adultas en el SNC de mamiferos ha cambiado
el dogma que se creia irrefutable de que el cerebro adulto es incapaz de remplazar las neuronas
perdidas [52,53]. Aungue no se sabe con certeza si el proceso de formacion de nuevas neuronas
a partir de células madre o progenitoras se lleva a cabo en otras zonas del sistema nervioso central,
se han identificado dos areas neurogénicas que persisten tras el nacimiento: la zona subventricular
(ZSV) de los ventriculos laterales (VLs) y la zona subgranular (ZSG) del giro dentado del
hipocampo [54-56].

En la etapa postnatal, la capacidad de generacion de nuevas neuronas y de células gliales
en el nicho de los VLs contribuye a la plasticidad del cerebro del recién nacido y al
remodelamiento tisular tras el dafio [51,57-60]. Basandose en su potencial regenerativo, se ha
comprobado que las células de la ZSV de los VLs pueden ser manipuladas molecularmente in situ
para inducir su proliferacion y emigracion a los sitios del dafio, o bien in vitro para posteriormente
ser trasplantadas [54,61-64]. También se ha comprobado que las células madre neuronales tienen
capacidad de autoregeneracién y de proliferacion, incrementandose cuando se ha producido un

dafo cerebral [65].

La proliferacion, migracion, supervivencia y diferenciacion neuronal de estas células
dependera de numerosos factores, entre ellos la intensidad o el tipo de dafio, la localizacién y su

duracion [66]. Aln se desconoce si las neuronas recién formadas se integran en la red neuronal
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existente y si pueden desarrollar sus funciones adecuadamente en un microambiente de lesion
cerebral [67], por lo que se hacen necesarias mas investigaciones orientadas a buscar dianas

terapéuticas con el objetivo de modular la neurogénesis tras el dafio.
4.1. Neurogénesis tras HI

El dafio celular y tisular desencadenado tras la HI puede ser generalizado, pudiendo afectar a los
nichos neurogénicos presentes en el SNC. En este sentido, se ha descrito que, durante las primeras
24-48h tras el dafio HI moderado-severo, se produce una extensa muerte celular en la ZSV
[68,69], afectando principalmente a células madre neuronales y progenitores de oligodendrocitos.
En un trabajo preliminar realizado por nuestro grupo de investigacion utilizando lechones recién
nacidos, hemos podido comprobar cdmo se produce un incremento en la presencia de células

retraidas y picnocticas en la ZSV 48h tras el dafio HI (Fig. 2).

Se ha constatado una vulnerabilidad selectiva de los diversos tipos celulares que
conforman la ZSV en funcion de la region en la que se localicen, observandose una mayor
supervivencia en la zona mas medial de la ZSV [70]. Mediante técnicas inmunohistoquimicas y
el uso de marcadores especificos para células multipotentes y precursores inmaduros, se ha
descrito la diferente respuesta al dafio HI de pre-oligodendrocitos y los neuroblastos [71]. En
nuestro laboratorio, hemos evaluado la expresion de la doblecortina o DCX
(marcador especifico de neuroblastos) en la ZSV de animales asficticos, constatando una pérdida

en el patron de marcaje para esta proteina citoplasmatica (Fig. 3).

Diversos trabajos sefialan que un dafio severo puede desencadenar una disminucion de la
proliferacion celular en la ZSV [69,70]. Sin embargo, otros autores han descrito que, tras un
intervalo de recuperacion mayor, la morfologia de la ZSV ipsilateral al hemisferio afectado
cambia y su tamafio aumenta [69,72-74], fendmeno atribuido a una mayor proliferacion celular
[72,75]. En estudios preclinicos con un modelo HI en ratones se ha observado que también se
produce una expansion de la ZSV del hemisferio contralateral [72], siendo los precursores mas
indiferenciados los responsables del incremento en su tamafio [75].

Para comprender mejor qué progenitores neuronales se forman tras la EHI se han
realizado experimentos utilizando citometria de flujo con multimarcadores y asi poder cuantificar
la proporcion de cada tipo celular. Se ha determinado que las células madre neuronales
disminuyen, mientras que los progenitores multipotenciales aumentan, asi como los progenitores
de células gliales. Esto demuestra que la EHI altera la composicion de la ZSV [76].
Posteriormente, las células que migran desde la ZSV tras el dafio se diferenciaran en la misma
proporcién en neuronas, astrocitos y oligodendrocitos [69, 73, 77]. Sin embargo, se ha estimado
gue un 85% de las nuevas neuronas generadas como respuesta a la HI perinatal no sobreviven tras

alcanzar la maduracion [72]. Dentro de las células gliales, no se ha establecido si los nuevos
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oligodendrocitos tienen la capacidad de producir mielina, mientras que el aumento en el nimero
de astrocitos reactivos puede traducirse en una mayor produccion de componentes de la matriz
extracelular, como &cido hialurénico y condroitin sulfatos, pudiendo inhibir la diferenciacion de
los oligodendrocitos [78,79] y limitar la sintesis de mielina.

5. ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS
5.1. Hipotermia y dafio HI

La Unica aproximacion terapéutica existente frente a la EHI consiste en la hipotermia
moderada. La temperatura corporal tiene un papel fundamental tras la agresion hipoxico-
isquémica; asi, un descenso de 3-4°C de manera precoz y mantenida durante 72 h disminuye la

mortalidad y la incidencia de discapacidades como la paralisis cerebral o déficits cognitivos [80].

Actualmente, la aplicacion de la hipotermia en las unidades de cuidados intensivos
neonatales se realiza siguiendo un proceso estandarizado, donde prima la rapida bajada de la
temperatura corporal y una posterior fase de recalentamiento progresiva y lenta [80, 81]. En la
primera fase, se pretende alcanzar una temperatura diana de 33-34°C en la hipotermia corporal
global y de 34-35°C en la hipotermia selectiva de la cabeza, enfriamiento llevado a cabo en 30-
40 minutos. Durante la denominada fase de mantenimiento, el objetivo es mantener la temperatura
diana con la menor variacion posible, por un periodo de 48-72h. Finalmente, se procede a un
proceso de recalentamiento lento, en un plazo de 6-12h y a una velocidad de 0,2-0,5°C/hora, de

tal manera que se mantengan los efectos beneficiosos del enfriamiento [80, 81].

La eficacia neuroprotectora de la hipotermia se fundamenta en la disminucién del
metabolismo cerebral con el consiguiente descenso en las tasas de consumo de oxigeno,
habiéndose establecido su aplicacion durante las primeras 6 h de vida [81]. Aungue su mecanismo
concreto de accion es todavia desconocido, se cree que es maltiple, participando en la supresion
de diferentes vias de inflamacion, la disminucidon de la formacion de radicales libres y la reduccion

de la muerte celular programada y el volumen del infarto cerebral [4,82].

Aunque los criterios de inclusion para el tratamiento con hipotermia estan definidos, es
de gran relevancia determinar la gravedad de la EHI, puesto que se desconoce si las formas leves
pueden beneficiarse de esta terapia. Asi, es fundamental analizar la posible existencia de cualquier
riesgo HI y la posterior evaluacion del neonato. Los datos que definen una situacién de hipoxia-
isquemia durante el parto son desaceleraciones tardias en el registro cardiotocografico,
bradicardia mantenida, la presencia de meconio en el liquido amnidtico, la presencia de un evento
centinela (desprendimiento prematuro de la placenta, prolapso umbilical, rotura uterina) o un

parto distdcico o dificultoso. Ante cualquiera de estas situaciones, si se precisa de medidas de
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resucitacion o el test de APGAR a los 5 minutos es bajo, es preciso su traslado a una unidad de
cuidados intensivos neonatal [83] Todos estos criterios dificultan el diagnostico de esta afectacion
[84], retrasando el diagnostico y la aplicacion de la hipotermia. Ademas, no es una opcion de
tratamiento en paises subdesarrollados puesto que requiere de equipos con un alto coste.

Pese a que la hipotermia ha supuesto una gran mejora en el manejo del recién nacido
asfictico y que los protocoles actuales parecen Optimos [85], su eficacia neuroprotectora es
limitada, observandose que hasta un 45% de los pacientes tratados, especialmente con EHI grave,
no presentan beneficio clinico [30,80]. Asi, la comunidad cientifica ha comenzado a trabajar en
la posible modulacion de la respuesta neurogénica mediante el empleo de esta terapia, analizando
si se produce un incremento en la proliferacion celular y en la neurogénesis con el objetivo tltimo

de favorecer los procesos de reparacion de las regiones cerebrales afectadas.
5.1.1. Hipotermia y neurogénesis

La relacion descrita entre la hipotermia y la proliferacién celular en los nichos
neurogénicos del SNC tras HI neonatal es a dia de hoy controvertida, con la existencia de trabajos
apoyando el papel neuroregenerativo de esta terapia frente a estudios en los que se ha descrito un

efecto antagonico.

En un estudio pre-clinico realizado con ratas neonatales, Xiong et al [82] describieron
que la hipotermia produce un aumento en el nimero de neuronas maduras e inmaduras. Como
hemos sefialado previamente, un efecto conocido de esta terapia es su capacidad de reducir la
apoptosis e interrumpir la necrosis neuronal temprana [86], por lo que, ademas, se veria
disminuida la tasa de apoptosis de progenitores neuronales y de neuronas inmaduras. Otro
beneficio descrito es la mejora del microambiente local, influyendo positivamente en la

regulacion y mantenimiento de las células madre [82,87].

Sin embargo, en otro ensayo realizado en ratas adultas, se ha demostrado que la
hipotermia no tiene ningln efecto en la neurogénesis [88]. Hay que sefialar que el modelo
experimental empleado fue diferente y que el protocolo de hipotermia utilizado fue tan solo de 45
min a 33 °C, frente a las 24 h a 32-33°C del estudio de Xiong et al [82].

Los mecanismos neuroendocrinoldgicos estan regulados por la temperatura corporal. En
investigaciones llevadas a cabo con ratas, se ha visto como un ambiente hipotérmico produce un
aumento de corticoesteroides en plasma [89] y que éstos pueden disminuir la neurogénesis [90].
En linea con estos estudios, Kanagawa et al [91] demostraron que un protocolo de hipotermia en
el que latemperatura diana fue inferior a la empleada en los estudios clinicos, produjo un descenso
en el nimero de células positivas para el marcador de proliferacion celular bromodesoxiuridina o

BrdU, tanto en la ZSV de los VLs como en la ZSG del hipocampo, enfatizando en la importancia
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del protocolo de hipotermia utilizado [85]. Ademas, existen diversos factores de crecimiento cuyo
papel es relevante en la proliferacion y diferenciacion de células madre neuronales, cuya
expresion podria verse influenciada por la hipotermia. Asi, diversas investigaciones apuntan a un
incremento en la expresion del factor neurotrofico derivado de la glia [92], del factor de
crecimiento vascular endotelial [93] y de Bcl-2 (o B-cell lymphoma 2 en inglés, con efecto
antiapoptético principalmente a través de la via mitocondrial) [82], acompafiado del descenso en

la temperatura corporal.

Con el objetivo de obtener resultados 6ptimos mediante la modulacion de la capacidad
neurogénica cerebral a través de la hipotermia moderada, algunos autores establecen que deben
definirse claramente las pautas a seguir en la utilizacion de esta terapia [94]. Ademas, la
complejidad de la fisiopatologia de la HI neonatal hace necesario incidir en que la Gnica forma de
conseguir un tratamiento efectivo es mediante el empleo de estrategias terapéuticas que
intervengan en maultiples niveles de proteccidn, incluyendo el incremento de la supervivencia

celular, la regeneracion y la modulacion de la neurogénesis.
5.2. Eritropoyetina

La eritropoyetina (EPO) es una citoquina glicoproteica que estimula la produccion de glébulos
rojos. Se ha constatado la existencia del receptor de EPO en progenitores neuroepiteliales del
cerebro de embriones y fetos, el cual tiene la capacidad de estimular a dichos progenitores y
prevenir su muerte [95]. Ademas, la EPO es capaz de promover la neurogénesis y la
oligodendrogliosis en etapas tempranas y tardias tras infarto neonatal [96]. Las acciones de la
EPO también incluyen incrementar la regeneracion axonal, la revascularizacion, reducir el dafio
tisular e inducir la recuperacion y la conectividad de la sustancia blanca [97], funciones esenciales

para una correcta recuperacion tras la fase tardia de la EHI [23,97-99].

Estudios en modelos animales han demostrado que la concentracion de EPO aumenta con
la hipoxia. Mediante una reduccidn sistémica del O en ratones (7% de O, durante 30 min), los
niveles de ARN mensajero de la EPO se incrementaron considerablemente tras 4h de exposicion,
un efecto que se vio prolongado en el tiempo [100]. De manera similar, sometiendo a hipoxia in
vitro a las células progenitoras de la ZSV, se indujo la expresion de EPO, proceso vinculado con
la diferenciacién neuronal [101]. Otros ensayos en los que se ha infundido EPO en los VLs de

ratones adultos han mostrado un incremento en el nimero de células progenitoras [69,101].

Pese a que el conocimiento sobre su utilidad terapéutica es limitado, todo apunta a que la
EPO exdgena produce un aumento de la respuesta regenerativa de la ZSV [95]. Estudios en ratas
postnatales en los que se ha inyectado EPO intraperitoneal tras 48h de hipoxia-isquemia

mostraron un incremento en la produccion de neuroblastos y de progenitores de oligodendrocitos,
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asi como en la potenciacion de su maduracién [96,102]. De forma similar, esta citoquina también

tiene influencia en la poblacion astrocitaria, produciendo un aumento de la misma [69,98].

La EPO tiene efectos citoprotectores, anti-apoptéticos, anti-oxidativos y anti-
inflamatorios [103-108], es decir, interviene en muchos de los procesos que participan en la
produccion del dafio cerebral, favoreciendo el gran interés en su integracion en el tratamiento de
la EHI neonatal junto con la actual terapia existente, la hipotermia. Pese a todo, presenta algunas
limitaciones, ya que en un estudio realizado en ratones se ha podido observar que su efecto
neuroprotector tras HI es dosis-dependiente y solo presente en el sexo femenino [97].

5.3. Cannabinoides

El sistema endocannabinoide es un sistema neuromodulador enddgeno relacionado con
numerosas funciones bioldgicas, desarrolladas tanto en el SNC como en el periférico, a través de
una serie de receptores (CBRs por sus siglas inglesas) que aparecen diseminados en distintos tipos
celulares. En particular, en el SNC este sistema actla controlando la coordinacion motora, la
memoria, el aprendizaje, la temperatura corporal, el apetito y el dolor [109-111]. Los
endocannabinoides se producen en respuesta a la despolarizacion por la activacion de enzimas
calcio-dependientes. Gracias al receptor CB1R, ubicado en la membrana de las neuronas
presinapticas, presentan la capacidad de modular la intensidad y duracién de la transmision
sinaptica [112]. Por otro lado, la activacion de CB2R, localizado en células inmunes, ha mostrado
tener un efecto inhibitorio en la activacién, motilidad celular y secrecién de mediadores
inflamatorios [112-114]. Estas capacidades del sistema endocannabinoide han despertado interés
en sus posibilidades como moléculas terapéuticas para el tratamiento de patologias del SNC,
incluyendo el dafio cerebral perinatal [111,115,116].

El sistema endocannabinoide ha demostrado desarrollar un efecto neuroprotector tras el
dafio neuronal, ya que previene la excitotoxicidad producida por el glutamato, la acumulacién
intracelular del calcio, la activacién microglial, la reactividad neurovascular, la respuesta
inflamatoria y la muerte celular [117-120]. También tiene capacidad para modular la proliferacion
de células madre a través del CB2R [121-123]. En cuanto al CB1R, parece promover la
diferenciacion de las células madre hacia el linaje neuronal bajo condiciones de excitotoxicidad
[122]. Esto puede indicar que, segun el contexto en el que CB1R sea activado, puede condicionar

la proliferacion de células madre hacia un linaje especifico [124].

La activacién de los receptores cannabinoides mediante agentes exdgenos también ha
sido estudiada. EI empleo del WIN55,212-2, un agonista sintético de CB1R y CBR2, ha
conseguido mejorar los mecanismos de recuperacion y reparacion neuronal en un modelo
experimental HI neonatal [111], efecto beneficioso que se ha extendido a la sustancia blanca

subcortical [125]. Ensayos posteriores con este compuesto y otros agonistas revelaron que su
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administracion induce una mejora en la proliferacion de oligodendrocitos [126] y que éstos
sobreviven y se diferencian en sus formas maduras, con capacidad de promover la mielinizacion
de la capsula externa del nucleo caudado afectado por la HI [127]. Basdndonos en estos resultados
prometedores mostrados tanto por el WIN55,212-2 como por otros agonistas sintéticos, parece
necesaria la caracterizacion del efecto neurogénico de cannabinoides sin efectos psicoactivos,
como el cannabidiol, en modelos experimentales de asfixia perinatal, efectos que ya han sido

descritos en otros tipos de dafio cerebral [128].
5.4. Células madre mesenquimales

Las células madre contribuyen a regular la homeostasis y a reparar los tejidos aportando nuevas
celulas diferenciadas [129]. El empleo de esta terapia en modelos de dafio cerebral agudo pretende
restaurar el tejido dafiado a través de la formacién de nuevas neuronas, vasos sanguineos
(angiogénesis) y mediante el fomento de la sinaptogénesis [130]. Las células madre
mesenguimales (CMM) son células multipotentes, con capacidad de diferenciarse hacia células
de origen mesodérmico como osteocitos, condrocitos y adipocitos, y también hacia neuronas y
astrocitos [131,132].

Se han realizado diversos estudios valorando la eficacia de la administracion intranasal
de CMM, describiéndose su efecto beneficioso tras el dafio HI, disminuyendo el tamafio de la
lesién y mejorando el comportamiento cognitivo y motor [133-137]. Esta terapia ha demostrado
ademas ser capaz de restaurar la pérdida de proyecciones del cuerpo estriado tras la EHI, efecto
realizado de forma independiente de su dosis, mientras que dosis altas son capaces incluso de

mejorar la funcién motora [130].

La administracién de CMM derivadas de médula 6sea en etapas mas avanzadas de dafio
también es capaz de aumentar la sinaptogénesis, con la consiguiente mejora en la integracion de
neuronas recién formadas y de aquellas que han sobrevivido, como se ha observado tras su
administracion una semana después del dafio [130]. Ademas, este efecto se extiende a la
modulacion de la respuesta inmune, mediante la atenuacion de la activacion de microglia y
macrofagos [132,138], reduciendo asi la respuesta inflamatoria 21 dias después del dafio y

aumentando las posibilidades de supervivencia neuronal [130,133].
5.5. Otras terapias

Ademas de las ya descritas, son muchas las dianas terapéuticas sobre las que se esta trabajando
actualmente con el objetivo de reducir al méaximo las secuelas neurolégicas de los recién nacidos

asficticos.
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La melatonina es una hormona sintetizada principalmente en la glandula pineal cuya
funcidon principal es regular el ritmo circadiano. Sin embargo, esta molécula presenta otros
muchos efectos y ahora se conoce que se sintetiza también en 6rganos extra-pineales, como en el
sistema inmune, el cerebro y la médula 6sea, entre otros [139]. Ademas de tener propiedades
neuroprotectoras frente al dafio HI [38], tales como reducir el estrés oxidativo o presentar
actividad antiapoptdtica y antiinflamatoria, desempefia un papel neuroregenerativo. Se ha
demostrado que la melatonina, a través de la activacion de su receptor MT2 localizado en el
hipotalamo, estimula la neurogénesis y la proliferacion celular [139]. Ademas, estudios in vitro
han descrito la capacidad de esta hormona para incrementar la supervivencia de las CMM, efecto
que se ha visto inhibido mediante el empleo de un farmaco antagonista de los receptores de la

melatonina, con mayor afinidad por el MT2 [140,141].

La humanina es un péptido conocido por sus efectos anti-apoptéticos en el dafio
isquémico [142,143]. Se han realizado investigaciones utilizando S14G-humanina, un mutante de
alta potencia, observandose que tras la administracién de la misma se produce un aumento en la
cantidad de oligodendrocitos y en la mielinizacion axonal, previniendo la atrofia cerebral y

mejorando la recuperacion neuroldgica funcional [144].

Otra opcion terapéutica sobre la que se han realizado investigaciones es el sildenafilo, un
farmaco utilizado en la disfuncion eréctil y la hipertensién pulmonar que acttia como inhibidor de
la fosfodieterasa 5, evitando de esta forma la hidrolisis del guanosin monofosfato ciclico y
favoreciendo la neurogénesis [145]. Se ha apreciado un aumento significativo de la poblacion de
neuronas inmaduras en la ZSV ipsilateral a la lesion HI y en el cuerpo estriado de ratones a los
que se administro este farmaco. Ademas, tiene la capacidad de mejorar la recuperacion funcional
[145].

La metformina, un antidiabético oral utilizado en el tratamiento de la diabetes mellitus
tipo 11, es otro farmaco que podria tener un efecto beneficioso en la EHI. En ensayos in vitro se
ha podido comprobar que la administracion de metformina en el cerebro neonatal durante 7 dias
puede favorecer la expansion y migracion de precursores neuronales, con el consiguiente efecto

beneficioso en la funcidn sensitivo-motora [146].

Por su parte, el factor de crecimiento fibroblastico basico es un polipéptido con potentes
efectos troficos, protectores y neuroreparativos [147]. En estos experimentos se comprobé que el
aumento de la proliferacion celular en el giro dentado del hipocampo tras HI era maximo a los 7-
14 dias, coincidiendo de forma similar con la expresién de ARN mensajero del factor de
crecimiento fibroblastico basico. Ademas, estos mismos autores pudieron comprobar que la
administracion de este factor de crecimiento exdgeno también producia un incremento de la

proliferacion celular tras el dafio en el giro dentado [148].
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6. CONCLUSIONES

Pese a que el efecto terapéutico de la hipotermia tras asfixia perinatal abarca la supresion
de diferentes vias inflamatorias, la disminucion en la formacion de radicales libres y la reduccion
de la muerte celular programada o apoptosis, a dia de hoy no se puede afirmar con rotundidad que
esta terapia favorezca los procesos de neuroreparacion tras la asfixia perinatal. Por otro lado,
presenta varias limitaciones, como un tiempo reducido en el que su aplicacion es efectiva, y la
necesidad de un equipo especifico que no es sustentable en algunos hospitales o en paises en vias
de desarrollo.

Con el objetivo de inducir una modulacion terapéutica de la neurogénesis, la
administracion de compuestos como la EPO o los cannabinoides o de CMM ha mostrado
resultados prometedores tanto en ensayos in vitro como mediante el empleo de modelos animales.
Para el correcto desarrollo e implementacidn de estos agentes terapéuticos, parece necesario que
su eficacia deba ser ensayada en estudios clinicos, con el fin Gltimo de poder incorporar estos
nuevos tratamientos en las unidades de cuidados intensivos neonatales, ya sea de forma

independiente o en combinacién con la hipotermia.
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Neonatal hypoxia-ischemia: cellular and molecular brain damage and therapeutic

modulation of neurogenesis

Introduction. Perinatal asphyxia remains a major cause of both mortality and neurological
morbidity. Neonatal encephalopathy affects to 1-3/1000 newborns, leading to significant brain
damage and childhood disability. The only standard therapy is therapeutic hypothermia, whose
efficacy, despite proved, is limited, being partially effective.

Development. The capacity of hypothermia in promoting cell proliferation in the neurogenic
niches of the central nervous system remains subject of investigation. The use of therapeutic
agents such as erythropoietin and cannabinoids and mesenchymal stem cells have shown
promising results in experimental models of perinatal asphyxia, being able of modulate
neurogenesis, neuronal plasticity and neuroreparation processes after hypoxic-ischemic brain
injury.

Conclusions. The effects of these therapies in clinics are still unknown, so as if the newborn cells
will be able to effectively integrate in the existing neuronal networks or if they will develop their
proper functions in a brain-damaged microenvironment, thus being necessary new works focused
on the evaluation of the real potential of these therapies in the modulation of neurogenesis after

neonatal hypoxia-ischemia.

PIES DE FIGURA

Figura 1. Fisiopatologia del evento HI. La asfixia perinatal genera un descenso del flujo
sanguineo cerebral que produce una caida de las reservas de alta energia como el ATP y aumento
del &cido lactico. La acumulacién masiva de glutamato (tridngulos) conlleva la pérdida de
homeostasis idnica de la membrana neuronal, con la consiguiente acumulacion de K* en el espacio
extracelular y de Na*y Ca?* en el intracelular, desencadenando la despolarizacion de la membrana
post-sinaptica, dafio mitocondrial, produccion de radicales libres y edema. Estos procesos
favorecen una cascada neuroinflamatoria mediada por la infiltracion de células inmunes
periféricas, la liberacion de factores pro-inflamatorios (COX-2) y la activacion microglial. Todos

estos eventos pueden desencadenar en Ultima instancia muerte celular.
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Figura 2. Microfotografias obtenidas de secciones cerebrales tefiidas mediante hematoxilina &
eosina al nivel de la zona subventricular de lechones recién nacidos (edad postnatal: 48 horas)
[85]. Los grupos experimentales, animales y protocolos, asi como la obtencién, procesamiento y
tincion de las muestras, fueron realizados acorde a la referencia [85]. Las fotografias Ay C
corresponden a animales control, mientras que las imagenes B y D corresponden a animales
sometidos a un evento hipoxico-isquémico. Notese la presencia de células retraidas y picndcticas
en la fotografia D, indicadoras de muerte celular y dafio tisular. Aumentos: Ay B: 5x; Cy D: 40x.
VL: ventriculo lateral. PvWM: sustancia blanca periventricular, en inglés. ZSV: zona

subventricular.

Figura 3. Microfotografias obtenidas de secciones cerebrales al nivel de la zona subventricular.
A) Inmunomarcaje mediante el empleo del antigeno doblecortina 0 DCX (marcador de
neuroblastos). B) Localizacion de ndcleos celulares mediante tincion con 4',6-diamino-2-
fenilindol o DAPI (marcador de nucleos celulares). C) Colocalizacién de DCX y DAPI. Las
flechas sefialan neuroblastos (positivos para DCX y DAPI) y las puntas de flecha sefialan
ependimocitos (positivos para DAPI pero sin marcaje para DCX). D y E) Inmunomarcaje de
neuroblastos en animales del grupo control (D) y del grupo hipoxico-isquémico (E). Notese el
descenso en el patrén de marcaje para los animales de este segundo grupo. Aumentos: 40x. VL:
ventriculo lateral. PvWM: sustancia blanca periventricular, en inglés. ZSV: zona subventricular.

Barras: 100um.
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