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RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer (EA) es la causa mas comun de demencia en los
adultos mayores. En el presente trabajo nos proponemos determinar el efecto de
las formulaciones de Neuro-EPO por via intranasal e intraperitoneal sobre la
sobrevivencia, la eritropoyesis y la estructura histolégica de los cerebros en un
modelo animal no transgénico de la enfermedad de Alzheimer (EA). El modelo fue
inducido mediante la inyeccion intracerebroventricular (ICV) del péptido amiloide
AB,s.35 Y como control se utilizé la inyeccién ICV de la secuencia inversa ABas.»s del
péptido beta amiloide, los que fueron administrados el dia 0. Entre los dias 1 y 4 los
ratones recibieron vehiculo o rHUEPO intraperitoneal una vez al dia o vehiculo o
Neuro-EPO tres veces al dia por via intranasal seguin el grupo experimental. Se
evaluoé la sobrevivencia y a los 7 dias los ratones fueron sacrificados y se realizé un
estudio histolégico mediante la técnica de inclusién en parafina. Se analiz6 ademas,
el conteo de reticulocitos. Todos los animales permanecieron con vida hasta
finalizar el experimento y se encontré6 una mayor formacion de reticulocitos en el
grupo lesionado donde se utilizé la via intraperitoneal. Se observé una disminucion
de las células en la region CA1 y CA3 del hipocampo en los ratones lesionados con
administracion de Vehiculo intranasal comparados con los ratones lesionados con
administracion de Neuro-EPO intranasal, lo que sugiere el efecto neuroprotector de

la Neuro-EPO administrada.

PALABRAS CLAVE: Alzhaimer, Neuro-EPO, EPOCIM, intranasal, intraperitoneal,

cerebros.
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INTRODUCCION

La enfermedad de Alzheimer (EA) constituye un problema de salud a nivel mundial
y constituye la causa mas comun de demencia, incurable y terminal en los adultos
mayores. En estos momentos no existe una terapéutica especifica y validada que

permita mitigar el efecto devastador de esta enfermedad.

La EA se manifiesta como un deterioro cognitivo y trastornos conductuales. Se
caracteriza por una pérdida progresiva de la memoria y de otras capacidades
mentales, a medida que lentamente se deterioran las células nerviosas en diversas
zonas de la corteza cerebral, asi como algunas estructuras circundantes, dafiando
asi las capacidades de la persona de controlar las emociones, reconocer errores,
coordinar los movimientos y recordar; provocando finalmente la perdida de toda la

memoria y funcionamiento mental.

La EA representa una verdadera entidad neurodegenerativa que por lo general, el
sintoma inicial es la inhabilidad de adquirir nuevas memorias, pero suele
confundirse con actitudes relacionadas con la vejez o al estrés. Sus causas aun
permanecen desconocidas, aunque existen diferentes factores e hipodtesis que

pretenden explicar el fenémeno *.

Constituye en la actualidad la cuarta causa principal de muerte en los adultos y, a
menos que se desarrollen métodos eficaces para la prevencion y el tratamiento, la
enfermedad de Alzheimer alcanzara proporciones epidémicas para mediados del

siglo.

En Cuba el envejecimiento de la poblacidon nos llevara en los préximos afios a que
un 25% de nuestro pueblo sea adulto de la tercera o cuarta edad 2. Por tanto, la
aparicion de las demencias y entre ellas la enfermedad de Alzheimer tendran un
notable incremento en el cuadro de salud de la poblacién cubana, situacion que
tendra un negativo impacto en la calidad de vida de la poblacién asi como un
incremento en el presupuesto de los gastos de salud, por concepto de su atencidon
especializada por invalidez. Esta situaciéon la presentan también los paises
industrializados, para los cuales constituye un reto actual de las neurociencias
encontrar terapéuticas seguras y eficaces. Paradéjicamente, nuestro pais se
encuentra en similar situacién con el agravante de no disponer de la economia de

los industrializados. No obstante, esta realidad nos lleva a buscar soluciones contra
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el deterioro cognitivo que genera esta enfermedad, para lo cual debemos
profundizar en su estudio y en las posibilidades terapéuticas actuales y futuras,
para obtener conocimientos mas especificos de cémo actuar frente a esta

enfermedad y mejorar asi el manejo y la calidad de vida de estos pacientes.

El empleo de moléculas recombinantes humanas obtenidas a través de la
biotecnologia con actividad terapéutica es una creciente linea de investigacion en
neurociencias. Un ejemplo de este tipo de moléculas es la eritropoyetina (EPO), que
es una glicoproteina que se produce fundamentalmente en el rifidn y esta
involucrada en la proliferacion, diferenciacién y maduracion de los eritrocitos y
otras células hematopoyéticas, aumentando el suministro de oxigeno a los tejido *
4.

Se conoce que con el transcurso de los afios se incrementan los niveles de EPO en
el liquido cefalorraquideo °, desarrollandose una correlacién positiva con la edad °,
lo que puede ser interpretado como una respuesta fisiolégica de neuroproteccion
endoégena. Sin embargo en diferentes enfermedades neurodegenerativas ésta
correlacion se ve afectada como en la Ataxia SCA-2; resultados preliminares indican
disminucion significativa de EPO en el liquido cefalorraquideo de estos pacientes °.
Diversos estudios plantean que la alteracion de la homeostasis de esta proteina
puede jugar un deletéreo papel en diferentes enfermedades neurodegenerativas,

incluyendo la enfermedad de Alzheimer *.

Resultados alcanzados recientemente, han demostrado preclinicamente en un
modelo no transgénico de la enfermedad de Alzheimer el efecto neuroprotector de
una formulacién nasal de la EPO con bajo contenido de acido sialico cuyo principio
activo es la Neuro-EPO. La Neuro-EPO fue capaz de proteger a los animales del
efecto amnésico producido por la aplicacion intracerebroventricular del
neuropéptido del beta amiloide 25-35 2. Esta evidencia experimental se
corresponde con otros estudios donde se postulan el posible efecto neuroprotector

de la EPO en esta enfermedad °.

La Neuro-EPO es producida por el Centro de Inmunologia Molecular y se dispone de
propiedad intelectual sobre este novedoso producto, requisito indispensable para,
una vez registrada y demostrada su eficacia y seguridad en la clinica,
comercializarse como un nuevo producto de la industria biotecnoldgica de Cuba. La
formulacion nasal de Neuro-EPO es preparada en el Centro de Investigacion y

Desarrollo de Medicamentos patente de nuestro pais **

En el presente afio se proponen desarrollar nuevos estudios preclinicos del uso de
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la Neuro-EPO para el tratamiento preventivo y crénico de la isquemia cerebral y en
modelos no transgénico y transgénicos de la enfermedad de Alzheimer que

permitan confirmar los parametros de seguridad y eficacia.

Actualmente no se ha establecido una metodologia para la evaluacion de
neuroprotectores, ni para medicamentos que tengan acceso por la via nasal al SNC,
por lo que al ser esta formulaciéon nasal Neuro-EPO un nuevo producto, con una
nueva indicaciéon y via de aplicacion, se hace necesario establecer segln requisitos
de las autoridades regulatorias, los niveles de eficacia y de seguridad preclinicas en
diversos modelos de animales como los de Alzheimer, lo cual constituye un

requisito previo para su evaluacién en ensayos clinicos en humanos.

Teniendo en cuenta todos estos elementos, suponemos que la EPO enddgena
cerebral tiene funciones de neuroproteccion asi como de neuroplasticidad por lo que
consideramos que la aplicacibn de Neuro-EPO favorece los mecanismos de
neuroproteccibn enddégena que contribuyen a mantener y/o restaurar la
homeostasis de esta proteina, mejorando las alteraciones neurolégicas de animales

con enfermedad de Alzhaimer.
OBJETIVOS:

Determinar el efecto de la Neuro-EPO por via intranasal y la EPOCIM intraperitoneal
sobre la sobrevivencia en un modelo animal no transgénico de la enfermedad de

Alzheimer.

Identificar el efecto de la Neuro-EPO por via intranasal y la EPOCIM intraperitoneal
en la eritropoyesis en un modelo animal no transgénico de la enfermedad de

Alzheimer.

Caracterizar el efecto de la Neuro-EPO por via intranasal y la EPOCIM
intraperitoneal en la estructura histolégica de los cerebros en un modelo animal no

transgénico de la enfermedad de Alzheimer.

MATERIAL Y METODOS
Animales

Para el modelo no transgénico de la enfermedad de Alzheimer se utilizaron ratones
C57Bcl/6 masculinos de 5 semanas, con un peso entre 25 = 2 g. El modelo no
transgénico de enfermedad de Alzheimer a utilizar fue inducido por la inyecciéon
intracerebroventricular (ICV) del péptido amiloide AB.s.35 (9 nmol/ratén) y como
control se utilizaron animales a los que se les inyectd ICV la secuencia inversa ABas.

»5 del peptido beta amiloide (Sc.AB, 9 nmol/ ratén), segin el método descrito **.

4
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Los animales fueron obtenidos del Centro Nacional para la Producciéon de Animales
de Laboratorio (CENPALAB).

Los animales fueron mantenidos en el area de experimentacion animal de
Aseguramiento de la Calidad del CENPALAB con las condiciones controladas de
temperatura, humedad, iluminacién, ventilacion, ruido y cantidad de animales por
unidad de area. El ensayo fue conducido y regido por lo establecido en la Guia de
Buenas Practicas para el Cuidado, Uso, y Reproduccién de los Animales para la
Experimentacion en el CENPALAB, Principios de las Buenas Practicas de Laboratorio
no Clinico, de Seguridad Sanitaria y Medio Ambiental, asi como los Procedimientos
Operacionales de Trabajo establecidos para el desarrollo de todas las actividades en
el CENPALAB.

Los animales tuvieron libre acceso al agua y al alimento (Férmula EMO: 1002,
peletizado, esterilizable) y se mantuvieron en un ciclo de 12 horas luz y 12 horas
oscuridad. El protocolo de trabajo fue analizado y aprobado por el Comité de Etica
Institucional, considerando las declaraciones internacionales establecidas por el

ILAR (Institute of Laboratory Animal Resources) *2.
Formulaciéon nasal de Neuro-EPO

La formulacion nasal de Neuro-EPO es preparada en el Centro de Investigacion y
Desarrollo de Medicamentos de nuestro pais '°. Se emplea el polimero bioadhesivo
D-hidroxi-propilcelulosa, para aumentar el tiempo de residencia en la cavidad nasal
y disminuir su eliminacion por el movimiento ciliar. Otros excipientes para la
estabilidad de la formulacién son: buffer para estabilizar el pH, preservo para evitar
la contaminacion microbioldgica e isotonizante para regular la presion osmotica. En
lo adelante las referencias al vehiculo incluyen todos los componentes de la
formulaciéon excepto la Neuro-EPO. La formulaciéon de referencia de EPOhr comercial
(EPOCIM) fue suministrada generosamente por el Centro de Inmunologia Molecular
(CIM, La Habana, Cuba).

Métodos
Administracién intranasal de la Neuro-EPO y de la EPOhr por via intraperitoneal:

Se aplicé la via intranasal (IN) como esta establecido en las Guias para cuidado y
uso de los animales de laboratorio *2. Se aplicé la sujecién del animal, se colocé en
decubito supino y con una pipeta automatica se aplicaron las dosis de cada
protocolo en cada fosa nasal de forma lenta esperado que cada gota sea adsorbida
lentamente por los animales, se tap6 la boca para que el animal respirara por la

nariz y absorbiera toda la aplicacién, el tiempo de aplicacion fue de 1 a 2 minutos.
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La inyeccion intracerebroventricular (ICV) del péptido amiloide se realiz6 el dia O y

la administracion de EPOCIM o vehiculo por via intraperitonial se realizé una vez al

dia durante los dias 1 al 4 después de la inyecciéon del péptido a una dosis de 500

Hg/kg. La Neuro-EPO o vehiculo por via intranasal se administré a una dosis de 125

Hg/kg, tres veces al dia durante los dias 1 al 4 después de la inyecciéon del péptido.

Distribuciéon de animales por grupos

Se utilizaron un total de 54 animales con los que se confeccionaron de forma

aleatoria 8 grupos, 4 grupos controles, 4 experimentales y un grupo denominado

control sano al que no se le realiz6 ningun proceder. Quedando los animales

distribuidos de la siguiente forma:

Grupo | Caracterizacion Via de | Dosis Cantidad
administraciéon de
animales

| Control  (Inyecciébn ICV la | Solucién salina 500 pg/kg una | 6
secuencia inversa ABss.os del intraperitoneal dosis diaria
péptido beta amiloide) durante 4 dias

1 Control  (Inyecciébn ICV la | EPOCIM 500 pg/kg una | 6
secuencia inversa ABss.os del intraperitoneal dosis diaria
péptido beta amiloide) durante 4 dias

i Control  (Inyeccibn ICV la | Vehiculo 125 ug/kg tres | 6
secuencia inversa ABss.os del intranasal veces al dia
péptido beta amiloide) durante 4 dias

v Control  (Inyecciébn ICV la | Neuro-EPO 125 ug/kg tres | 6
secuencia inversa APss.s del | intranasal veces al dia
péptido beta amiloide) durante 4 dias

\% Lesionado (Inyeccién ICV del | Neuro-EPO 125 ug/kg tres | 6
péptido amiloide AB.s._3s5) intranasal veces al dia
durante 4 dias

VI Lesionado (Inyeccion ICV del | EPOCIM 500 pg/kg una | 6
péptido amiloide AB.s._3s5) intraperitoneal dosis diaria
durante 4 dias

VII Lesionado (Inyeccion ICV del | Solucion salina 500 pg/kg una | 6
péptido amiloide AB.s._3s5) intraperitoneal dosis diaria
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durante 4 dias

VI Lesionado (Inyeccion ICV del | Vehiculo 125 pg/kg tres | 6

péptido amiloide AB2s_3s5) intranasal veces al dia

durante 4 dias

Control sano - - 6

Cuantificacion de reticulocitos

Para la determinacioén de reticulocitos se tomaron muestras de sangre en viales que
contenian una proporcion de 1:1 con azul brillante cresil, posteriormente se realizo
un frotis y se observd al microscopio con lente de 100x, segun la técnica descrita
por el procedimiento operacional correspondiente y sus resultados se expresaron en

por ciento.
Procesamiento de los cerebros para el estudio histoldgico:

Una vez finalizados los tratamientos los animales se anestesiaron por via peritoneal
con una mezcla de ketamina-atropina-diazepam (47 mg/Kg; 0.02 mg/Kg; 5
mg/Kg), respectivamente y se perfundieron por via transcardiaca con 20 ml de
solucién fisioloégica, seguida por 25 ml de solucién neutra de formaldehido al 10%.
Los cerebros fueron extraidos y mantenidos en la solucidon fijadora durante 1

semana.

Posteriormente se tomaron dos secciones coronales de 2 mm cada una: a nivel del
nucleo caudado-putamen (aproximadamente a +0.1 de Bregma) y otra a nivel del
hipocampo dorsal (aproximadamente 1.6 mm de Bregma). Las secciones de tejidos
fueron incluidas en parafina, se hicieron cortes de 5 um de grosor y se colorearon
con la técnica de hematoxilina — eosina para su observaciéon al microscopio 6ptico.

A continuacion se realizé un estudio cualitativo de las muestras histolégicas.

Estudio cualitativo: El estudio de las laminas se realiz6 a ciegas, teniendo en cuenta
estructuras como corteza parietal y temporal e hipocampo; asi como una valoraciéon
general de todo el corte. Se describieron ademas las lesiones teniendo en cuenta
los criterios sobre morfologia de las neuronas, perdida de neuronas, espongiosis y
reactividad glial. Se tomaron los criterios precisos de dafio volumétrico global de las

lesiones.

Se tomaron fotomicrografias con una camara de video CCD marca CANNON

acoplada a un microscopio 6ptico modelo Biostar de la firma OPTECH, conectado a
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una computadora. Las imagenes fueron tomadas con una magnificacion de 4Xy 40
X.

Estudio cuantitativo: Sin conocimiento previo de la identificacion de las laminas, se
contaron las neuronas piramidales del sector CA1 del hipocampo dorsal de ambos
hemisferios. Se consideraron sanas aquellas neuronas con nucleo redondeado,
cromatina laxa, de tamafo relativamente grande y no eosinofilicas. Se consideraron
neuronas dafiadas aquellas que presentaron cariolisis, carriorrexis, eosinofilia,
picnosis y/o encogimiento del cuerpo neuronal. En todos los casos se analizaron 2
campos consecutivos de 314 pm de longitud por cada hemisferio. Para la

morfometria se utilizé el programa ImageJ 1.34s.

Las densidades lineales de neuronas sanas se compararon entre hemisferios y entre

grupos (Kruskal-Wallis y Mann-Whitney).
Analisis estadistico

Todos los andlisis estadisticos se realizaron con el programa Microsoft STATISTICA

version 6.0. En todos se aceptd un nivel de significacion de 0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION
Sobrevivencia

Se evalud la sobrevivencia del modelo de forma diaria, permaneciendo todos los

animales con vida hasta finalizar el experimento.

Conteo de reticulocitos

Al realizar el andlisis comparativo del conteo de reticulocitos en los grupos
lesionados con administraciéon de Neuro-EPO por via intranasal y EPOCIM por via
intraperitoneal se encontré una mayor formacién de reticulocitos en el grupo donde
se utilizé la via intraperitoneal (Figura 1). Estos resultados demuestran, tal como se
ha descrito por otros autores, que la administracion de EPOCIM por via
intraperitoneal provoca un aumento de la eritropoyesis. Esta molécula al igual que
la EPO endbgena actia en la médula 6sea sobre receptores que se encuentran
fundamentalmente en los progenitores eritroides produciendo la proliferacion y
diferenciacion de los precursores eritroides ** **. Como consecuencia de esta accién
se produce un aumento de reticulocitos y consecuentemente de la masa eritrocitica.
En la actualidad diversos estudios preclinicos y clinicos han utilizado Ila
eritropoyetina recombinante humana (rHu-EPO) como neuroprotector y han
empleado para su administracién las vias intracerebroventricular, intraperitoneal e

15

intravenosa >, mediante las cuales la molécula llega de forma inmediata en el
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torrente sanguineo constituyendo un riesgo potencial de estimulaciéon de la
eritropoyesis, la cual incrementa la cantidad de células y como consecuencia la

16

viscosidad de la sangre La busqueda de derivados de rHu-EPO sin actividad

eritropoyética in vivo, pero que conserven sus propiedades neuroprotectoras es
actualmente un reto para los investigadores en este campo " *&.

La baja sialilacion de la rHu-EPO empleada (Neuro-EPO), disminuye el tiempo de
vida media en el plasma y al mismo tiempo evita su actividad eritropoyética, para
la cual se requiere una estimulacién sostenida en el tiempo. En cambio la funcién
de neuroproteccidon ocurre mediante un programa de expresion de genes, el cual
solo requiere 5 minutos de exposicion. De esta manera, la Neuro-EPO, con un
tiempo de vida media reducido actuara preferiblemente en el dafio tisular, mas que
en la médula 6sea '® *°. Esta molécula de Neuro-EPO intranasal muy parecida a la
EPO sintetizada en el cerebro no tiene que pasar por el higado donde seria
degradada antes de llegar al SNC debido a que su contenido en &cido sialico es bajo
(valores por debajo 10 moléculas de acidos sialicos/mol de proteinas) y es
rapidamente destruida por las enzimas proteasas.

De acuerdo con varios autores, la administracion de moléculas protectoras como la
Neuro-EPO es una alternativa terapéutica potencial para contrarrestar los dafos
isquémicos agudos * 4. Se ha demostrado que esta molécula tiene ademas efecto
neuroprotector in vitro e in vivo demostrando actividad antiexcitotoxica,
antiapoptética, angiogénica y neurogénica *> %! En el 2002 se comenzé un estudio
piloto en humanos que demostré efectos beneficiosos de la aplicacion intravenosa
de la molécula de rHu-EPO con infarto cerebral agudo #*.

Actualmente se continla trabajando por grupos de investigadores en minimizar o
anular el efecto eritropoyético de la molécula de rHu-EPO sin dejar que ejerza su
efecto citoprotector en diferentes 6rganos y patologias 7 *2.

La evaluacién del efecto eritropoyético de una variante de rHu-EPO con bajo
contenido de acidos sidlicos permitié demostrar que este producto no incrementa el
conteo reticulocitario a través de un ensayo validado internacionalmente. Aln
existe la necesidad de evaluar su seguridad por la via intranasal, ya que en la
practica preclinica las moléculas empleadas con este fin han fracasado en los
estudios clinicos por razones de seguridad *!. Se debe demostrar que lo pacientes
tratados con Neuro-EPO con bajo contenido de &cido sialico no tienen una
estimulacién de la eritropoyesis, aspecto que estaria en contra del estado clinico de

los pacientes 3.

Estudio histolégico de los cerebros
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Al comparar el estudio histolégico de los cerebros de los ratones lesionados con
administracion de Neuro-EPO intranasal con los ratones Ilesionados con
administracion de Vehiculo intranasal, observamos en éstos dudltimos una
disminucion de las células en las regiones CAl1 y CA3 del hipocampo de ambos
hemisferios; asi como la presencia de muerte neuronal selectiva y aumento del
niamero de microglias. En general las neuronas piramidales del hipocampo se
observaron eosindéfilas y en proceso de cariorrexis (Figura 2), lo que sugiere el

efecto neuroprotector de la Neuro-EPO administrada.

A y D: Control (Inyeccién ICV la secuencia inversa APas.,s del péptido beta

amiloide) con administracién de Neuro-EPO IN.

B y E: Lesionado (Inyeccion ICV del péptido amiloide AB.s.35) con administracion del

vehiculo IN. Flechas indican células pignéticas.

C y F: Lesionado (Inyecciéon ICV del péptido amiloide AB»s.35) con administraciéon de
Neuro-EPO IN.

Se realiz6 conteo de las neuronas sanas de la region de CAl del hipocampo
encontrando menor cantidad de neuronas en los animales lesionados tratados con
el vehiculo por ambas vias con respecto a los animales lesionados tratados con
EPOCIM y Neuro-EPO respectivamente con p<0.05. Nosotros observamos una
significativa disminucion en las células viables en el area de CA1 del hipocampo en

un 20-24%, en el area de neuronal vulnerable a la toxicidad de AB.s_35 previamente.

La via intranasal es una especial y novedosa solucion para hacer llegar la Neuro-
EPO al cerebro. Como se ha descrito, la region olfatoria tiene atributos anatémicos
y fisioldgicos Unicos que definen vias extracelulares e intracelulares hacia el SNC,

que evaden la Barrera hematoencefélica 2* 2°

. Actualmente se sabe que varias
sustancias llegan al SNC por inhalacion, habiéndose reportado el paso de moléculas
tréficas y neuroprotectoras por esa via 2°.

En un estudio similar al nuestro, realizado en Montpellier/Francia, se demostré un
significativo efecto protector de la Neuro-EPO por via intranasal frente a la toxicidad
del péptido amiloide AB.s.35 utilizado en un modelo no transgénico de enfermedad
de alzheimer, lo que indica que la formulacién intranasal de NeuroEPO puede ser

una alternativa de tratamiento facil y segura a utilizar en estos pacientes 2.

CONCLUSIONES

La eritropoyetina presenta un efecto neuroprotector en el modelo no transgénico de

la enfermedad de Alzheimer inducido por la inyeccion intracerebroventricular del

10
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péptido amiloide AB.s.3s lo que indica que la formulacién intranasal de Neuro-EPO
puede ser una alternativa de tratamiento facil y segura a utilizar en estos

pacientes.
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ANEXOS
Fig. 1

Figura 1. Conteo de reticulocitos en los grupos lesionados con administracion de

Neuro-EPO y EPOCIM.
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Fig.2

Figura 2. Fotomicrografia Optica de hipocampo de ratones lesionados con la
inyeccion ICV del péptido amiloide APB,s.35. Coloracién con hematoxilina y eosina.
40X. A,B C. Regioén CA 1 del Hipocampo. D,E,F. Regién CA3 del Hipocampo.

Fig.3 Conteo de Neuronas de CA1l
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