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Presentacion

El presente trabajo muestra un trabajo de farmacologia traslacional sobre el reposicionamiento de la riboflavina para
el tratamiento de ictus isquémico. Parte de una hipoétesis terapéutica procedente de observaciones clinicas y me-
diante farmacologia experimental se identifica un nuevo uso para riboflavina que se utiliza para validar clinicamente
un Nuevo mecanismo de accion para el tratamiento de esta patologia.

Resumen

El ictus isquémico presenta una alta incidencia a nivel
mundial con un importante deterioro de la calidad de
vida de los pacientes. Uno de los principales factores de
la muerte neuronal que se produce tras una enfermedad
isquémica cerebral es la excitotoxicidad inducida por un
exceso de glutamato cerebral. Una de las estrategias
propuestas para reducir este dano se basa en reducir los
niveles plasmaticos de glutamato para inducir un des-
censo de los niveles cerebrales de glutamato. En este
trabajo se describe cémo a partir de resultados de far-
macologia in vitro se ha identificado a la riboflavina como
un compuesto capaz de reducir los niveles de glutama-
to. El posible efecto terapéutico se confirmd en modelos
animales de ictus isquémico observandose un descenso
de los niveles de glutamato y mejoras en el area infarta-
da. En base a estas evidencias se llevo a cabo un ensayo
clinico de prueba de concepto donde se demostrd que
el tratamiento con riboflavina tras un ictus isquémico in-
dujo un descenso de los niveles plasmaticos de glutama-
to y una tendencia a una mejora del déficit neurolégico.

En conclusion, este estudio traslacional demostrd por
primera vez la utilidad de los atrapadores plasmaticos de
glutamato en pacientes de ictus isquémico.
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Summary

PLASMA GLUTAMATE GRABBERS IN ISCHEMIC
STROKE

Ischemic stroke has a high global prevalence with an im-
portant decline in patient’s life quality. One of the major
players in the neuronal death observed after the ischemic
injury is glutamate-induced excitotoxicity due to the high
brain glutamate levels. A strategy for reducing this injury is
based on decreasing plasma glutamate levels for induc-
ing a decrease in the brain glutamate levels. This work
describes the in vitro discovery that riboflavin was able
to decrease glutamate levels. The putative therapeutic
effect was confirmed in ischemic stroke animal models
where a decrease in glutamate levels and improvement
in the ischemic region were observed. Based on these
evidences a proof-of-concept clinical trial was carried out
demonstrating that riboflavin treatment after the ischemic
stroke led to a decrease of plasma glutamate levels, as
well as a trend to a neurological improvement.

In summary, this translational work demonstrates for first
time the usefulness of plasma glutamate grabbers in
ischemic stroke patients
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Necesidades clinicas en ictus isquémico

Aunque las mejoras en atencion primaria y hospita-
laria han reducido la mortalidad asociada con el ictus
isquémico su incidencia resulta todavia muy elevada
(1,2), por lo que existe una clara necesidad médica
de paliar el dafno cerebral tras el episodio isquémico
y mejorar la calidad de vida de los pacientes.

El ictus isquémico es el resultado de la interrupcion
de riego sanguineo en el cerebro, donde la region
isquémica se divide en un nicleo y en un area de
penumbra (3), siendo el nucleo la zona con una is-
quemia intensa que si es prolongada puede conlle-
var la necrosis neuronal y de la glia (4). El area de
penumbra se refiere al tejido adyacente al nicleo en
el que existe una hipoperfusion, pero la perfusion es
suficiente para preservar la funcion de los canales
ibnicos y por tanto las células permanecen viables
durante varias horas. Sin embargo, si no se recupera
el flujo cerebral esta zona tras pocas horas después
del episodio vascular aparecera la muerte celular.
Por tanto, esta area de penumbra es la zona donde
hay una mayor probabilidad de llevar a cabo inter-
venciones farmacologicas positivas.

Hasta la fecha el Unico tratamiento aprobado para
recuperar la irrigacion de la zona de penumbra es la
inyeccioén intravenosa de activador de plasmindégeno
tisular (-PA) entre las primeras cuatro horas y media
horas y la trombectomia mecanica tras el ictus isqué-
mico (5,6), este pequeno margen de tiempo para ob-
servar el efecto terapéutico limita su aplicacién a un
reducido nimero de pacientes.

La excitotoxicidad del glutamato en el
ictus isquémico

La concentracion extracelular de glutamato se regula
de forma muy precisa por medio de transportadores
dependientes de sodio (7) presentes en astrocitos
que recaptan el glutamato para su reciclado. Ade-
mas, estos transportadores también se expresan en
células endoteliales de capilares cerebrales que al-
macenan el glutamato y posteriormente permiten la
transferencia del glutamato hacia la sangre mediante
difusion facilitada (8,9).

La falta de aporte de nutrientes celulares que aparece
tras un episodio isquémico conlleva una despolariza-
cion neuronal, lo que conduce a una liberacion masiva
de glutamato al espacio extracelular sin que pueda ser
recaptado por astrocitos o células endoteliales debido,
precisamente, a la falta de aporte energético. De este
modo, tras un episodio cerebrovascular se alcanzan
concentraciones de glutamato extracelular muy eleva-
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das (en el rango de milimolar) que inducen una sobre-
excitacion de receptores NMDA y AMPA/kainato indu-
ciendo un efecto excitotdxico no s6lo a nivel neuronal,
sino también en astrocitos, oligodendrocitos, pericitos
y células endoteliales (10).

En estudios clinicos en pacientes de ictus isquémico
se demostr6 que los niveles de glutamato son criticos
en el dafo neuronal, mostrando en el momento de
la admisién niveles de glutamato plasmatico y en el
liquido cefalorraquideo mas elevados que individuos
control (11). Los niveles plasmaticos de glutamato
se plantearon como predictivos de la progresion del
dafio neuronal a las 48 horas. Asi, cuando las con-
centraciones plasmaticas de glutamato fueron supe-
riores a 200 yM la sensibilidad de prediccion de este
dano fue del 85% y la especificidad fue del 97% (12).

Todas estas evidencias sugieren un papel critico del
glutamato en la progresion del ictus isquémico y supo-
nen una fuente de nuevas estrategias neuroprotectoras
basadas en la disminucion de esta excitotoxicidad.

Atrapadores del glutamato plasmatico

En condiciones fisiologicas existe un gradiente de
concentraciones entre el glutamato plasmatico (40-
60 uM) y el cerebral (1-10 yM). Asi, cuando hay un
incremento del glutamato extracelular los niveles
se ven reducidos por su transporte a los astrocitos
y a las células endoteliales. En el momento en que
la concentracion de glutamato en las células endo-
teliales es superior a la plasmatica, el glutamato se
transporta a la sangre por medio de un mecanismo
de difusion facilitada. Basandose en este mecanis-
mo, si se disminuyen los niveles plasmaticos de glu-
tamato se modificaria este gradiente favoreciendo la
salida del glutamato cerebral y por tanto reduciendo
sus efectos neurotoxicos.

Para demostrar este mecanismo de accion se propo-
ne como atrapador del glutamato la glutamato-oxala-
cetato-transaminasa (GOT), una enzima presente en
la sangre que, en presencia de oxalacetato, transfor-
ma el glutamato en alfa-cetoglutarato y aspartato. Asi,
cuando se incrementa la concentracion de oxalacetato
el equilibrio se desplaza induciendo un descenso del
glutamato. Este efecto se confirm6 en animales de ex-
perimentacién tanto mediante estudios de microdiali-
sis como con glutamato radiactivo (13, 14)

El efecto neuroprotector del oxalacetato se ha de-
mostrado en distintos modelos animales, como en
ratas sometidas a lesiones fototrombéticas o en mo-
delos de isquemia inducidos por oclusion transitoria
de la arteria cerebral media (15, 16).
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Figura 1. Identificacion in vitro de la riboflavina. A) Actividad de los compuestos sobre GOT para reducir la formacién
de glutamato. La linea punteada muestra el punto de corte para la definicion de hits. B) Curva concentracion-respuesta
de riboflavina para la reduccion de los niveles de glutamato plasmatico.

Emax (Inhibicion

Emax (Inhibicion

Compuesto maxima de la forma- IC50 (uM) de succinato des- IC50 (uM)
cion de glutamato) hidrogenasa)

R(-) apomorfina 80.20+0.70 58.1 81.37+4.16 6.2
Nifedipina 54.46+1.77 - 58.88+10.57 -

L(-) metildopa 55.71+1.77 117 35.51+1.32 -
Dobutamina 43.18+0.71 81.7 50.98+5.55 -
Riboflavina 60.32+6.19 1.96 39.22+2.77 10.8
Doxiciclina 52.06+2.68 15.1 - -

Tabla 1. Valores de potencia (EC,)) y de eficacia (Emax) de los compuestos sobre la actividad de GOT y de succinato

deshidrogenasa.

Sin embargo, el uso del oxalacetato como un atra-
pador de glutamato plasmatico se ve limitado por las
elevadas dosis que habria que emplear en pacientes
para observar efectos similares a los observados en
animales. Estas concentraciones inhibirian la succi-
nato-deshidrogenasa que participa tanto en el ciclo
del &cido citrico como en el ciclo de Krebs lo que im-
pide su uso en humanos con seguridad, por lo que se
hace necesaria la identificacion de nuevas moléculas
que modulen la actividad de la GOT para reducir el
glutamato plasmatico.
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Identificacion in vitro de atrapadores de
glutamato plasmatico

Para identificar nuevos atrapadores de glutamato
plasmatico se llevd a cabo una estrategia de reposi-
cionamiento de farmacos, donde se estudio el efec-
to de una coleccion de 1120 farmacos (Prestwick®
chemical collection) aprobados sobre la actividad de
la GOT humana. El cribado de estos farmacos per-
miti6 identificar 6 compuestos que redujeron la con-
centracion de glutamato en presencia de GOT. Para
confirmar su efecto sobre la GOT se estudio la activi-
dad de estos hits mediante la construccion de curvas
concentracion-respuesta, presentando cinco de ellos
un efecto dependiente de la concentracion, siendo
la vitamina B2 (riboflavina) el que mostrdé una mayor
potencia para reducir los niveles de glutamato con
una IC,, de 1.96 uM (Figura 1, Tabla 1).
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Figura 2. Efecto de distintas concentraciones de riboflavina sobre distintas concentraciones de oxalacetato en la reduccion
de los niveles de glutamato inducida por GOT.
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Figura 3. Efecto a distintos tiempos tras la administracion de riboflavina (1 mg/Kg, 10 mg/Kg, 50 mg/Kg) y oxalacetato (35
mg/Kg) sobre los niveles de glutamato plasmatico en ratas Sprague-Dawley macho sanas.

En base al efecto observado del oxalacetato en la a la potencia observada para reducir los niveles de
succinato-deshidrogenasa, se evalud la potencia de glutamato plasmatico (Tabla 1).

los hits para inhibir esta enzima, observandose que

la riboflavina presenté una buena ventana terapéu- Dado que la riboflavina redujo en menor extension
tica con una selectividad superior a 10 veces frente que el oxalacetato los niveles de glutamato plasma-
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tico se estudi6 el efecto mediado por la combinacion
entre ambos compuestos, observandose que existia
una sinergia aditiva entre la riboflavina y el oxalace-
tato que incrementaba el efecto de ambos compues-
tos a concentraciones a las que ninguno de los dos
inhibe la succinato deshidrogenasa (Figura 2).

En base a la potencia observada y a la buena selecti-
vidad de la riboflavina, se seleccion6 este compuesto
para su estudio en modelos animales de ictus isqué-
mico que permitieran validar su uso como atrapador
de glutamato plasmatico.

Validacion in vivo de atrapadores de glu-
tamato plasmatico para su uso en infarto
isquémico

Previamente, se estudi6 el efecto de la riboflavina so-
bre los niveles de glutamato en animales sanos, ob-
servandose que tras la administracion intravenosa en
ratas a 3 dosis diferentes (1, 10 y 50 mg/kg) habia una
reduccion de los niveles de glutamato plasmatico a las
2y alas 4 horas tras la administracion similares a las
observadas tras la administracion del oxalacetato a 35
mg/kg. Sin embargo, a las dosis de 1 y 50 mg/kg se
observaron reducciones en los niveles de glutamato
plasmatico superiores a las obtenidas por oxalacetato
a los 30 minutos tras la administracion, observandose
el efecto maximo a las 2 horas tras la administracion.
La falta de un efecto dependiente de la dosis llevéd a
seleccionar la concentracién mas baja (1 mg/kg) para
el estudio en modelos animales isquémicos (17).
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La riboflavina se administr6 a ratas en las que se in-
dujo el infarto mediante la oclusion de la arteria ce-
rebral media 1 hora después de la induccion de la
isquemia y tras la reperfusion de la arteria. Mediante
la obtencién de imagenes de resonancia magnéti-
ca se observo que tanto los animales tratados con
oxalacetato como los tratados con riboflavina mos-
traron una reduccion del area infartada a las 24 horas
tras el tratamiento, ademas de una reduccion en los
niveles de glutamato plasmatico a las 3 horas tras
la oclusion de la arteria con respecto a animales no
tratados (Figura 3).

Por otro lado, se comprob6 que el tratamiento con
riboflavina no indujo ninguna modificacién en ratas
en las que se indujo una hemorragia intracerebral,
lo cual permite su administracién previa, antes del
diagnostico por imagen para discriminar entre ictus
isquémico e ictus hemorragico (17).

Prueba de concepto clinica de atrapado-
res de glutamato plasmatico en el trata-
miento de ictus isquémico

El hecho de que la riboflavina fuese un farmaco
usado en humanos con una formulacion similar a la
utilizada en los ensayos en animales de experimen-
tacion para la administracion en un bolo intravenoso
(Vitamin B2, Streuli) permiti6 la realizaciéon de un
ensayo clinico de prueba de concepto en pacientes
de ictus isquémico. Este fue un ensayo interven-
cional unicéntrico aleatorizado y doble ciego de 18
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Figura 4. Efecto de la administracion de riboflavina (1 mg/Kg), oxalacetato (35 mg/Kg) y la combinacién de ambos en ratas

Sprague-Dawley en las que se indujo una isquemia por oclusion
infartada y B) niveles de glutamato plasmatico.
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meses llevado a cabo en el Hospital Clinico Univer-
sitario de Santiago de Compostela (NCT02446977).
En el ensayo se enrolaron un total de 50 pacientes
que cumplieron los criterios de inclusion y bien ellos
mismos o bien sus familiares firmaron el consenti-
miento informado. Los pacientes se asignaron bien
a un grupo placebo (25 pacientes) a los que se ad-
ministré un bolo de 4 ml de suero salino o0 a un grupo
tratado (25 pacientes) a los que se administraron 20
mg de riboflavina en un bolo de 4 ml. Ambos grupos
fueron tratados con t-PA siguiendo la practica clinica
habitual. En todos los pacientes se determinaron los
niveles séricos de glutamato en el momento de la
administracion y a las 3, 6, 12 y 24 horas después.

Se observé un descenso en los niveles plasmaticos
de glutamato a las 12 horas tras la administracion
que fue superior en el grupo tratado con riboflavina
a la observada en el grupo de placebo (Figura 4).
Aunque el tamafio muestral tan reducido no permitio
observar diferencias significativas, se observé una
mayor mortalidad en el grupo placebo que en el gru-
po control, asi como una mejoria en las escalas de
evaluacion NIHSS y mRS (17), lo que apoya la rea-
lizacion de un estudio en Fase Il para validar esta
nueva aproximacion terapéutica.

Conclusion

Los resultados obtenidos confirman la hipotesis de
que la riboflavina reduce de forma segura los nive-
les de glutamato plasmatico y muestra una tendencia
hacia una mejor evolucion clinica y estado funcional
a los 3 meses del accidente isquémico.
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