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Resumen

El trauma craneoencefalico es una patologia que se caracteriza por presentar
alguna alteracion neurolégica secundaria a una lesién traumatica producida por
la liberacién de una fuerza externa, bien sea, quimica, mecanica, térmica,
eléctrica, radiante o una mezcla de ellas; ocasionando dafio estructural en la
boveda craneana y su contenido. Presenta diversas clasificaciones: segun el
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mecanismo del trauma, segun la severidad del trauma, o conforme a la
correlacion anatomopatolégica. El trauma afecta a mas de 60 millones de
personas cada afio en todo el mundo, mayoritariamente en paises con bajos y
medianos ingresos en los que ocurre el 90% de los casos, siendo los accidentes
de transito la principal causa de la morbimortalidad asociada.
Fisiopatologicamente se identifican la injuria primaria y secundaria. Ante la
gravedad del TCE se han realizado investigaciones sobre posibles blancos
terapéuticos que pudieran mejorar la sobrevida de los pacientes o aminorar las
lesiones subsecuentes del trauma, entre ellas la Proteina Precursora Amiloide,
el Factor Nuclear Eritroide Similar al Factor 2 y la Terbutilhidroquinona. En este
documento se abordan estas moléculas en el contexto del trauma, segun la
literatura desde 1990 hasta la actualidad, y se excluyeron documentos
relacionados con la poblacion pediatrica y obstétrica. Las tres moléculas tienen
evidencia preclinica que las propone como potenciales blancos para
intervencion en trauma craneoencefalico, actuando sobre puntos clave de la
fisiopatologia del trauma.

Palabras clave: Trauma craneoencefalico, TCE, fisiopatologia, Proteina
Precursora Amiloide, Factor Nuclear Eritroide Similar al Factor 2,
Terbutilhidroquinona.

Abstract

Traumatic Brain Injury is a pathology that is characterized by presenting some
neurological alteration secondary to a traumatic injury produced by the release
of an external force, whether it's chemical, mechanical, thermal, electrical,
radiant or a mixture of them; causing structural damage to the cranial vault and
its contents. Itis classified according to the mechanism of the trauma, according
to the severity of the trauma or according to the anatomopathological
correlation. In clinical practice, the most widely used classification is the first and
is carried out using the Glasgow Coma Scale. Trauma affects more than 60
million people each year throughout the world, mostly in low- and middle-
income countries, where 90% of cases occur, with traffic accidents being the
main cause of associated morbidity and mortality. From physiopathology,
primary and secondary injuries are identified. Given the severity of TBI, this
article aims to describe some investigations have been carried out on possible
therapeutic targets that could improve the survival of patients or reduce
subsequent injuries from trauma, including Amyloid Precursor Protein,
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Erythroid Nuclear Factor Similar to Factor 2 and Terbutylhydroquinone. In this
document, these molecules were addressed in the context of trauma. The
literature recorded from 1990 to the present was taken into account, and
documents dealing with the pediatric population were excluded. The three
molecules have preclinical evidence that proposes them as potential targets for
intervention in traumatic brain injury, acting on key points of its
pathophysiology.

Key words: Head injury, TBI, pathophysiology, Amyloid Precursor Protein,
Erythroid Nuclear Factor-Like Factor 2, Terbutylhydroquinone.

Resumo

O traumatismo cranioencefdlico € uma patologia que se caracteriza por
apresentar alguma altera¢do neuroldgica secundaria a uma lesdo traumatica
produzida pela liberacdo de uma forca externa, seja ela quimica, mecanica,
térmica, elétrica, radiante ou uma mistura de todas elas, ocasionando danos
estruturais na abdbada craniana e seu conteddo. Apresenta diversas
classificacBes: de acordo com o mecanismo do trauma, de acordo com a
gravidade do trauma, ou de acordo com a correlagdo anatomopatolégica. O
trauma afeta mais de 60 milh8es de pessoas por ano em todo o mundo,
principalmente em paises de baixa e média renda, onde 90% dos casos
ocorrem, sendo os acidentes de transito a principal causa de morbimortalidade
associada. Fisiopatologicamente, identificam-se a injuria primaria e secundaria.
Diante da gravidade do TCE, foram realizadas pesquisas sobre possiveis alvos
terapéuticos que pudessem melhorar a sobrevida dos pacientes ou diminuir as
lesdes subsequentes do trauma, incluindo a Proteina Precursora Amiloide, o
Fator Nuclear Eritroide Similar ao Fator 2 e a Terbutilhidroquinona. Neste
documento, essas moléculas sdo abordadas no contexto do trauma, de acordo
com a literatura desde 1990 até o presente momento, e documentos
relacionados a populacao pediatrica e obstétrica foram excluidos. As trés
moléculas tém evidéncia pré-clinica que as propde como potenciais alvos para
intervencdo no trauma cranioencefalico, atuando em pontos-chave da
fisiopatologia do trauma.

Palavras chave: Traumatismo cranioencefalico, TCE, fisiopatologia, Proteina
Precursora Amildide, Fator Nuclear Eritroide Similares ao Fator 2,
Terbutilhidroquinona.

Introduccion:
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El trauma craneoencefalico (TCE) se caracteriza por la alteracién neurologica
secundaria a una lesion traumatica producida por la liberacién de una fuerza
externa, bien sea quimica, mecanica, térmica, eléctrica, radiante o una mezcla
de ellas; ocasionando dafio estructural en la béveda craneana y su contenido
(1). Clinicamente se caracteriza por periodos de alteracion de la conciencia,
amnesia retrégrada o anterdgrada, debilidad muscular, pérdida de la
coordinacion o del equilibrio, pérdida de la vision, cambios en el lenguaje o
cambios en la percepcion sensorial (2).

Este puede clasificarse segun el mecanismo del trauma, la severidad o conforme
a la correlacion anatomopatoldgica (1), en la que se incluye el trauma por
explosién caracteristico de la poblacién militar (3). La clasificacion segun la
severidad del trauma es la mas usada en la practica clinica, y se realiza a través
de la Escala de Coma de Glasgow la cual permite correlacionar la presentacion
clinica con los desenlaces de la patologia y los hallazgos en la imagenologia y
patologia macroscopica postmortem (1). Esta escala cuenta con limitaciones
gue pueden interferir en la correcta clasificacion del TCE o en el prondstico de
recuperacion, y su uso se hace dificil en diversas condiciones como
imposibilidad de apertura palpebral por edema, pérdida de la audicion,
patologias psiquiatricas, fracturas, entre otros (4). Por ende, en el contexto del
trauma, es importante la implementacion de ayudas diagndsticas como las
tomografias computarizadas (TAC) o el uso de otras escalas como la Escala de
traumatismo y severidad de injuria (TRISS SCORE) o la Escala Abreviada de
Injuria (AIS SCORE) (5,6) para precisar su clasificacion.

Aunque existe subregistro epidemioldgico se sabe que el trauma afecta a mas
de 60 millones de personas cada afio en todo el mundo (7,8); mayoritariamente
a personas en paises con bajos y medianos ingresos en los que ocurre el 90%
de los casos. Las principales causas asociadas son los accidentes de transitoy la
violencia, siendo el primero el causante de aproximadamente el 60% de los
casos (8,9). Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), los accidentes de
transito causan el 2.5% de las muertes en todo el mundo por lo que estima que
para el 2030 estos constituiran la séptima causa de muerte a nivel mundial (10).

Fisiopatologia del trauma craneoencefalico

Injuria primaria:
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La injuria primaria es la que tiene lugar inmediatamente después del evento
traumatico; en ella se pueden evidenciar dafios locales, difusos o ambos de
acuerdo con la severidad del trauma (11). Una de las lesiones frecuentes
posterior al impacto inicial es el area necrética secundaria al compromiso del
flujo sanguineo, que se puede asociar a hematomas o hemorragias subdurales
o intracerebrales (12). De igual manera, por el efecto rebote, puede haber un
segundo impacto en el tejido opuesto al sitio inicial de la lesién o al tejido
circundante del mismo (2). Por lo que es posible observar signos neurolégicos
subitos o de rapida aparicion como alteracién de la conciencia, cambios en el
comportamiento o lesiones motoras. En contraste, la lesion difusa se da por
fuerzas sin contacto de rapida aceleracion y desaceleracion que causan lesiones
de corte y estiramiento en los tejidos nerviosos, como es el caso de la lesion
axonal difusa (13).

Injuria secundaria:

La injuria secundaria hace referencia a una serie de eventos complejos a nivel
molecular que pueden extenderse por horas o incluso afios agravando asi la
lesion y limitando el prondstico de recuperacién. Algunos de los eventos son:
excitotoxicidad, disfuncién mitocondrial, estrés oxidativo, peroxidacion lipidica,
neuroinflamacion, degeneracién axonal y apoptosis (2).

De manera breve y secuencial, el entendimiento de esta injuria se puede iniciar
con la disfuncion de la barrera hematoencefalica (BH) después del trauma, lo
que permite el paso de leucocitos activados dentro del parénquima cerebral;
estos, junto a la microglia y los astrocitos se encargan de la produccién de
especies reactivas de oxigeno (ROS), citoquinas y quimioquinas que daran lugar
a la inflamacion local, desmielinizacién y disrupcion del citoesqueleto axonal.

Estd documentado que existe una liberacion excesiva de aminoacidos
excitatorios posterior al TCE (14) asi como disminucién de la expresion de
recaptadores de glutamato (EAAT1-5 en humanos) (15), lo que permite mayor
disponibilidad en la hendidura sinaptica, permitiendo la activacion de los
receptores glutamatérgicos ionotropicos (iGLURS) y metabotrépicos (mGLURS).
Los iGLURS son selectivamente permeables a cationes que inducen la
despolarizacion membranal, teniendo AMPA y NMDA roles principales y
codependientes en el contexto del trauma (15). Los iGIuRs inducen la activacion
de sefales downstream como la Calcio/calmodulina Kinasa I (CAM/KII),
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proteinas Kinasas activadas por mitégeno, y fosfatasas. De igual manera, la
activacién de los receptores AMPA, genera a su vez activacion de la via MAP
Kinasa, promoviendo asi la formacion de especies reactivas de oxigeno y 6xido
nitrico, exacerbando la injuria celular (16). Los mGIuRs son receptores unidos a
proteinas G con 7 segmentos transmembrana asociados a un gran segmento
extracelular amino-terminal y uno pequefio intracelular, carboxilo-terminal. Se
subdividen en 3 tipos: el primero contiene a los mGIuRs 1y 5, el segundo se
compone de los mGluRs 2y 3, y el tercero contiene a los mGlurs 4,6,7,8 (17).

En el caso del TCE cobran importancia los mGLURS del grupo 1, ya que se
acoplan a la hidrdlisis catalizada por la Fosfolipasa C del fosfatidilinositol 4,5-
bifosfonato que permite la movilizacién del calcio a nivel intracelular (18,19).

Ademas de la despolarizacion de la membrana celular, la elevacion de calcio
intracelular genera edema en las organelas intracelulares, activacion de
endonucleasas que fragmentan el DNA con aglutinacion de cromatina (2), vy
despolarizacion de la membrana mitocondrial con la formacién del poro de
transicién de la permeabilidad mitocondrial (PPTM); un canal complejo que
conecta directamente el citoplasma celular con la matriz mitocondrial
permitiendo el paso de moléculas de hasta 1.5 kDa como la citocromo C, factor
inductor de la apoptosis (AIF) y la proteina Smac/DIABLO (19), las cuales estan
involucradas en la via intrinseca de la apoptosis; ademas, aumenta la
produccion de ROSy la inhibicion de la sintesis de ATP limitando la restauracion
metabdlica de la célula (20).

La reaccién entre ROS y 6xido nitrico (NO) forma perdxido nitrico, siendo este
medible con marcadores oxidativos como 3-nitrotirosina y 4 hidroxinonena, 2’

los cuales se han encontrado en la corteza ipsilateral a la lesién y en el
hipocampo después del trauma (21, 22, 23).

Durante las primeras 24 horas postrauma, el dafio de la BH y la sobre expresion
de ICAM-1 y VCAM-1, ligandos para receptores de adhesién de células
endoteliales y leucocitarias, permiten la infiltracién de neutréfilos, monocitos,
macrofagos, IL-1PB, IL- 6, TNF-q, y linfocitos en el parénquima cerebral afectado
(24); asi mismo, quimoquinas como la proteina inflamatoria de macro6fagos alfa
(MIP-alfa), la proteina quimiotactica de monocitos 1 (MCP-1) e IL-8 que actuan
sinérgicamente y participan en el reclutamiento de leucocitocitos en el sitio de
la lesién (25). Como miembro de la superfamilia Fas, el TNF-a interactua
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estrechamente con los Fas ligando para la activacibn de proteinas
proapoptdéticas como las caspasas y la microglia, esta Ultima relacionada con la
astrogliosis reactivo (26).

Como se menciong, el dafio axonal difuso se da por fuerzas sin contacto de
rapida aceleracion y desaceleracién que causan lesiones de corte y estiramiento
en los tejidos nerviosos, generando desorganizacion en el citoesqueleto,
degradacion de la vaina de mielina, deterioro del transporte axonal y acimulo
de proteinas transportadoras en lesiones denominadas bulbos de retraccion
axonal, las cuales se ubican predominantemente en el cuerpo calloso, los
tractos piramidales del tronco encefalico, el hipocampo, la corteza, el giro del
cingulo y la capsula interna y externa (27).

Finalmente, se conoce como astrogliosis reactiva a la reaccidén astrocitaria de
hipertrofia y proliferacion que se da con el fin de ayudar a la reparacion de la
injuria. Para esto se conocen dos patrones denominados gliosis isomofica y
anisomoérfica. En la primera se observa un patrén organizado y paralelo al sitio
de la lesion, como el que ocurre en la degeneracién Walleriana, y en la segunda
se observa una masa densa sin patrén discernible. 28 También pueden
identificarse 3 fases en este proceso:

1. Astrogliosis leve - moderada: en la que ocurre la hipertrofia celular,
cambios en la expresién molecular y aumento en la actividad
funcional de los astrocitos.

2. Astrogliosis severa difusa: mediada por la proliferaciéon astrocitica
gue provoca reorganizacion duradera de la arquitectura tisular en
el area de la lesion.

3. Astrogliosis severa con formacion de tejido cicatrizante: que se da
para evitar la expansién de la lesién, pero como consecuencia
también se detiene la reparacién neuronal.

Ademas de lo anterior, se ha observado mediante analisis
transcriptomicos dos tipos de astrocitos neuroinflamatorios: A1y A2; los
A1 regulan positivamente genes de la cascada del complemento que son
destructivos para la sinapsis mientras que los A2 regulan positivamente
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los factores neutréficos que promueven la supervivencia y el crecimiento
neuronal. 28

Protectores moleculares:
Proteina precursora amiloide (APP)

La idea de considerar opciones terapéuticas que prevengan las consecuencias
del TCE severo y mejoren la calidad de vida de los pacientes ha llevado a la
investigacion de algunos marcadores moleculares como es el caso de la
Proteina Precursora Amiloide (APP); una proteina descrita en 1987 relacionada
con el desarrollo de la enfermedad de Alzheimer (EA), descrita también en la
evaluacién anatomopatologica del sistema nervioso central después del TCE
(29) 'y aunque no se conocen bien sus funciones, se considera que tiene
acciones neuroprotectoras en el traumay en la isquemia crénica posterior a un
evento cerebrovascular (ECV) (30).

Esta es una proteina transmembranal compuesta por un largo dominio N
terminal extracelular, una region hidrofébica transmembranal y un extremo C
terminal intracelular.

El splicing alternativo del gen de la APP, localizado en el cromosoma 21, produce
3 isoformas que contienen 695, 751 y 770 aminoacidos respectivamente, de las
cuales, las dos ultimas se localizan de manera ubicua en el cerebro (31). Una
vez la proteina esta madura, sale del nucleo y se desplaza a la membrana
extracelular y sufre un proceso de clivaje mediado por la enzima secretasa a
dando como resultado 3 péptidos: AICD, P3 y APP soluble a (APPs-a) (32).

Al tiempo, la enzima secretasa B cliva la proteina produciendo la APPs-3 -
involucrada en la fisiopatologia de la EA - (33).

Dado a que la APP se conserva en diferentes especies de animales - mamiferos,
insectos y nematodos - se sugiere que tiene ventajas reproductivas y de
supervivencia. De hecho, en el nematodo C. elegans es letal la pérdida de la APP
(34) y en Drosophila esta relacionada con graves déficits de memoria (35). Ahora
bien, los roedores que carecen de APP son viables y fértiles pero presentan peso
corporal y cerebral reducido, manifestando sintomas de déficit neuroldgico
como fuerza de agarre reducida, déficit en la memoria visoespacial y mayor
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susceptibilidad a convulsiones. Estos roedores tienen disminucién en el nUmero
de espinas dendriticas y disminucién en la potenciacién a largo plazo en la
region hipocampal (36, 37).

Hay varios estudios que describen el aumento de la APP en los bulbos de
retraccion axonal tras condiciones hipdxico-isquémicas agudas y cronicas, como
en un ECV o en enfermedades cerebrovasculares cronicas (38). Esto concuerda
con estudios realizados en ratas, ratones y ovejas en los que se ha observado
un aumento en la expresién de APP tras inducir un TCE moderado (39, 40, 41).

En 2006, se realiz6 el primer estudio in vivo en ratas para demostrar los efectos
neuroprotectores de la APPs-a. Después de inducir una lesion traumatica difusa
los investigadores administraron APPs-a intraventricular, 30 minutos después
se observo reduccion en la lesién axonal y en la apoptosis de las células
nerviosas, lo cual se reflej6 en mejoria de la capacidad motora y cognitiva
comparada con los controles (42). En el mismo estudio se realizaron analisis
inmunohistoquimicos usando anticuerpos contra la caspasa 3, mostrando que
el tratamiento con APPs-a redujo significativamente el numero de somas
neuronales apoptoéticos dentro de la region CA3 del hipocampo y en la corteza
a los 3y 7 dias posteriores a la lesion (42).

En 2012 se estudiaron los resultados histolégicos y funcionales de ratones con
lesion focal moderada asociada a la administracion de APPs-a. Lo que se
encontré fue que los ratones sin el tratamiento tenian un dafio
significativamente mayor sobre todo en la region hipocampal. Sin embargo,
después de la administracion de APPs-a mejord el resultado histolégico y
funcional a tal punto que no eran significativamente diferentes al grupo que
habia recibido el tratamiento desde el inicio (43).

El mecanismo por el que se cree que actua la APPs-a es por medio de la
estabilizacién del calcio intracelular disminuyendo la excitotoxicidad, inhibiendo
los canales voltaje dependiente de larga duracién y también protegiendo las
células hipocampales de la toxicidad mediada por el péptido amiloide beta(43,
44) el cual se ha observado en la formacion de placas similares a las encontradas
en la EA en la corteza temporal de personas relativamente jévenes que mueren
en la fase aguda después del TCE (45), ademas, hay evidencia de que el riesgo
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de desarrollar EA aumenta 2.3 veces en personas con antecedente de TCE
moderado y hasta 4.5 veces en aquellos con antecedente de TCE severo (46).

Factor Nuclear Eritroide Similar Al Factor 2 (Nrf2)

El Nrf2 pertenece a la familia de proteinas NF-E2 con un caracteristico “zipper”
o cierre de leucinas (bZip) en la regién C- terminal. Fue descubierto como
protector contra la hepatotoxicidad del acetaminofén regulando las enzimas
metabolizadoras de farmacos y genes antioxidantes (47). En condiciones
fisiolégicas esta proteina tiene una ubicacion citoplasmatica y es inhibida por la
proteina KEAP1, de hecho, la KEAP1 sirve como un adaptador para la proteina
Cullin 3y asiinduce su degradacion proteosomal. Sin embargo, ante el aumento
de estrés celular, por un proceso que no se ha esclarecido aun, Nrf2 se disocia
de la proteina KEAP1 y se internaliza en el nucleo para actuar como factor de
transcripcion uniéndose por medio de sus 7 dominios, conocidos como “Neh”,
a diversos puntos del genoma en respuesta a la injuria (48):

a. Neh 1 contiene el bZip que le permite su unién a una secuencia genética
conocida como ARE (Elementos de Respuesta Antioxidante) para la
sintesis de proteinas antioxidantes y de modulacién inmunoldgica, que
ayudan a preservar la BH por la induccion de moléculas como la glutation
S - transferasa a-1 (GSTa1), o La hemo oxigenasa 1 (HO-1);, también actua
en la disminucion del estrés oxidativo por la sintesis de moléculas como
la HO-1, la NADPH quinona oxidorreductasa 1 (NQO-1) y la inhibicion de
NADPH oxidasa 2 (NOX2) .

b. Neh 2 media la unién a la proteina KEAP1.

c. Neh 3 se ubica en el extremo C terminal y actia uniéndose a la helicasa.

d. Los Neh 4 y 5 actian activando la proteina de unién al elemento de
respuesta de AMPc, CREB 1, un factor de transcripcién que actua en la
sintesis del factor de crecimiento nervioso, encefalina y somatostatina.

e. Neh 6 media la degradacion independiente de KEAP1.

f. Neh 7 actua con el receptor X retinoide alfa (RXRA), un receptor nuclear
que codifica la sintesis de acido retinoico para la disminucion de la
expresion de NO, prostaglandinas, IL y citocinas.

Se sabe que la ausencia de Nrf2 en ratas esta relacionada con aumento del
edema cerebral e injuria neuronal 24 horas después del trauma (49). Estudios
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revelaron que en ausencia de Nrf2 aumenta la expresion de NADPH, NOX-2,
Malondialdehido (MDA), TNF-q, IL-1[3, IL-6 e ICAM-1 (50), mientras que la accion
redox de la superdxido dismutasa (SOD) esta disminuida (51). En contraste se
ha demostrado que Nrf2 aumenta en la hipoxia al igual que la expresién de
genes como el de la HO-1 aliviando el dafio por estrés oxidativo (52), por lo que
ayuda a preservar la funciéon de la BH reduciendo los marcadores celulares
endoteliales y la conservacion de las proteinas de union (53, 54).

Terbutilhidroquinona (TBHQ):

La TBHQ es miembro de la clase de hidroquinonas en las que se reemplaza un
anillo de hidroquinona por un anillo del grupo tert-butilo. > Se conoce
ampliamente en la industria alimentaria para la conservacién de comidas de
alto contenido graso, como aceites o margarina (56, 57). En la literatura se
encuentran algunos estudios a partir del 2000 sobre la efectividad de la tBHQ
en el TCE.

En 2011, Wei Jin y su equipo describieron el incremento de Nrf2 después de la
administracién de tBHQ en el TCE agudo y ademas describieron las vias que
fueron activadas en el proceso; para esto tomaron 36 ratones separados por
igual en tres grupos: el primero de control mas la administracion del vehiculo
(solucién salina), el segundo de ratones con TCE experimental mas el vehiculo,
y el tercero de ratones con TCE mas la administracién de tBHQ. El ultimo grupo
fue alimentado con suplementos dietarios ricos en tBHQ una semana antes de
inducir el TCE experimental. Los animales fueron sacrificados 24 horas después
de la injuria.

Por medio de ensayo de cambio en la corrida electroforética o EMSA, por sus
siglas en inglés, se determiné la unién de Nrf2 al DNA y la activacién del factor
nuclear kappa B (NF-kB), y por medio de ELISA se midieron las concentraciones
de proteinas inflamatorias.

Se observd baja actividad de Nrf2 en el grupo uno, pero aumentada en los
grupos dos y tres, especialmente en el ultimo. La actividad de NF-kB estuvo
disminuida en el primer grupo, aumentada en el segundo y tercero pero
posteriormente atenuada en el Ultimo. Finalmente, la concentracién de las
citoquinas inflamatorias tuvo un resultado similar a los anteriores, fue baja en
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el primer grupo, aument6 en el segundo, y tras la administracion de la tBHQ
disminuy6 considerablemente en el tercero (58, 59).

Otros estudios in vitro también apoyan la teoria de efectividad de la tBHQ para
la activacion de ARE en cultivos de astrocitos por medio de la activacion de Nrf2.
>9 Sin embargo postulan que la actividad de la tBHQ seria nula en caso de que
elindividuo a estudiar carezca de Nrf2 (60, 61), resaltando que este es un agente
neuroprotector por excelencia por su facilidad de unién a diversos puntos del
genoma que le permite la induccién de expresion de moléculas como la HO-1,
la NQO-1 o el RXRA (62).

En 2014 (62), Zhong et al. investigaron el efecto de la tBHQ en el TCE agudo al
igual que la disfuncidon cognitiva después de inducir una hemorragia
subaracnoidea (SAH, por sus siglas en inglés) en ratas Sprague - Dawley (SD). Se
organizaron cuatro grupos: el grupo de control (n=40), el grupo con SAH (n=40),
el grupo con SAH mas el vehiculo (solucién salina) y finalmente, el grupo con
SAH mas la administracion de tBHQ. Estas ultimas recibieron 12.5 mg/kg de
tBHQ a las 2 horas, 12 horas, 24 horas y 36 horas después de la SAH. De igual
manera, se administrd el vehiculo con la misma dosis y horario al grupo tres.
Posteriormente se establecieron dos entornos experimentales, en el primero se
decapitaron los animales 48 horas después de la SAH (n=30 de cada grupo) y en
el segundo los animales fueron entrenados y evaluados por medio del test de
Morris Water Maze (MWM) (n=10 de cada grupo). Y se utilizaron técnicas de
inmunohistoquimica, Western blot (WB) y EMSA para evaluar la actividad de la
via Keap1 / Nrf2 /ARE después de la administracion de la tBHQ.

Por medio de WB se observo6 que los niveles de esta via fueron muy bajos en el
grupo control antes y después de la administracién de tBHQ durante las 48
horas de observacién. Sin embargo, los grupos dos y tres incrementaron
significativamente los niveles de esta via en comparacién a lo observado antes
de la injuria. Por otro lado, el grupo cuatro superd los niveles de la via después
de la administracion de tBHQ en comparacion con los grupos anteriores.

Con EMSA se observo baja actividad de union de la tBHQ a Nrf2 en el grupo de
control pero alta actividad en el segundo y tercer grupo; y en el Ultimo, fue
significativamente mayor en contraste con la actividad medida antes de la
induccion de la injuria.
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Los estudios de inmunohistoquimica mostraron positividad de la via Keap1 /
Nrf2 / HO -1 principalmente en las neuronas y las células gliales de los grupos
dos, tres y cuatro, pero significativamente mayores en el ultimo.

Finalmente se realizaron las pruebas de MWM para evaluar el aprendizaje, la
memoria espacial y la memoria de trabajo. Lo que se evidenci6 fue que hubo
concordancia con los hallazgos descritos anteriormente, el grupo cuatro tuvo
mucho mejor desempefio en las pruebas, lo que sugiere que la administracion
de tBHQ para la activacion de la via Keap 1 / Nrf2 / ARE puede mitigar el dafio
inducido por la SAH en la memoria espacial, la memoria de trabajo y el
aprendizaje.

En 2020 un grupo de investigadores agregaron un punto diferencial a la
discusion del rol de la tBHQ en el TCE, describieron la disminucion de la
activacién de los astrocitos reactivos ante la injuria neuroldgica. Para ello se
utilizaron 72 SD las cuales se dividieron en cuatro grupos, cada uno con 18 SD,
el primer grupo corresponde al control mas el vehiculo (solucion salina), el
segundo grupo a la induccién de TCE experimental mas el vehiculo, el tercer
grupo corresponde al control mas tBHQ y el cuarto compuesto por el TCE mas
tBHQ. La tBHQ fue administrada de forma intraperitoneal a dosis de 25 mg/kg
después del TCE, la solucion salina fue inyectada de la misma manera, ambos
durante 7 dias. Los grupos fueron evaluados neurologicamente con la escala
de severidad neuroldgica (mNSS) tres veces al dia, los dias 7, 14, 21 y 28 después
de la injuria. Ademas, evaluaron la funcién motora e hipocampal con el test de
MWM en los dias 22-27 del experimento. Fueron usadas también técnicas de
inmunofluorescencia y Western blot para evaluar la actividad de la tBHQ.

Para las técnicas de inmunofluorescencia fue usada la proteina acidica fibrilar
glial (GFAP) para evaluar la funcién astrocitaria después del TCE y se evidenci6
que la expresion de esta proteina aumentd después de la injuria neuronal, y
disminuy6 después de la administracién de tBHQ.

En los grupos controles no hubo diferencia en la morfologia de los astrocitos
antes y después de la tBHQ, eran pequefios con procesos largos y delgados, lo
que quiere decir que conservaban su forma fisioldgica, en contraste con los
grupos expuestos a la injuria neuronal, los astrocitos eran hipertréficos y
alargados, y la actividad de la GFAP aument¢ significativamente.
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También se hizo uso del antigeno neuronal nuclear (NeuN) para evaluar la
accion de la tBHQ en la via del Nfr2/HO-1. NeuN fue administrado en la corteza
ipsilateral de la lesion después de la induccion del TCE en las SD. Se mostro6 que
el grupo al que no se le administré tBHQ tuvo una disminucion significativa de
células neuronales en comparacién con los grupos de control, pero, el grupo al
que se le administro tBHQ después del TCE incrementd considerablemente la
marcacion de NeuN, sugiriendo su accidon neuroprotectora.

También se evalud la via por medio de Western Blot, y se evidencié que la tBHQ
aumento significativamente la expresion de los genes que inducen Nrf2, NQO1,
y HO-1. 63

Las pruebas realizadas mediante el test MWM para evaluar la disfuncion
cognitiva después del TCE demostraron que aquellas ratas a las que se les
administré tBHQ tuvieron una mejoria significativa en el aprendizaje y la
memoria en contraste con las que no obtuvieron tratamiento, al contrario, estas
ultimas tuvieron pérdida progresiva de memoria.

Son varias las moléculas inductoras del Nrf2, sin embargo, por la amplia
utilizacién de la tBHQ en la industria alimentaria esta cobra mayor interés
investigativo. Su uso sigue siendo controversial, porque si bien se conocen sus
efectos neuroprotectores, en altas dosis podria estar relacionada por la
aparicion de cancer.

Conclusiones:

La fisiopatologia del TCE involucra principalmente mecanismos como la
excitotoxicidad, la disfuncién mitocondrial, la astrogliosis reactiva o el dafio
axonal difuso que podrian ser blancos terapéuticos para disminuir la
morbimortalidad del TCE. Algunas moléculas se han tenido en consideracion
segun la evidencia en la literatura reciente, como es el caso de la APPs-q, el Nrf2
y la tBHQ. La APPs-a parece tener efectos neuroprotectores, ya que se ha
observado que tras la administracién exégena en el TCE agudo experimental en
ratas se asocia con disminucion del nimero de somas neuronales apoptoéticos
dentro de la regién CA3 del hipocampo y la corteza, lo cual se ve representado
en mejoria en la capacidad motora y cognitiva. Por su parte, Nrf2 tiene la
capacidad de unirse a diversos puntos del genoma que le permite la induccion
de moléculas anti estrés oxidativo como la HO-1, la NQO-1 y disminucion de la
NOX2, que preservan la BH disminuyendo también la actividad de moléculas o
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factores proinflamatorios como el NF-kB. Por ultimo, la tBHQ, la Unica molécula
no fisiolégica descrita en este articulo, cobra relevancia en TCE porque esta
relacionada con la induccién del Nrf2, potenciando asi su actividad. Los estudios
preclinicos con esta molécula evidencian mejoria en la memoria de trabajo,
visoespacial y en la funcion motora respecto a los controles. Las cascadas
biologicas y contextos relacionados con estas tres moléculas constituyen puntos
clave para el futuro disefio y abordaje terapéutico para el trauma
craneoencefalico en humanos.
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