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RESÚMEN

RESUMEN

La eritropoyetina (EPO) es una glicoproteína perteneciente a las citoquinas de

tipo I que se caracteriza por su funcionalidad pleiotrópica. El rol biológico principal de

esta hormona está relacionado con la estimulación de glóbulos rojos en la médula

ósea y el mantenimiento de la homeostasis sanguínea, por lo que históricamente se ha

utilizado para el tratamiento de pacientes con anemia derivada de insuficiencia renal

crónica. Sin embargo, con el hallazgo de la expresión de la EPO y su receptor en otros

tejidos  no  hematopoyéticos,  se  planteó  un  nuevo  rol  de  esta  molécula,

fundamentalmente  como  una  citoquina  protectora  de  tejidos,  principalmente  en  el

cerebro. En este tejido ha evidenciado un rol antiapopotótico y neuroprotector por lo

que ha sido propuesta para tratar anomalías del sistema nervioso central (SNC). No

obstante, su utilización para el tratamiento de estas patologías puede conllevar a la

aparición  de  efectos  adversos  asociados  a  su  actividad  eritropoyética,  tales  como

elevación de la masa de glóbulos rojos, hipertensión y fenómenos protrombóticos.

En  el  presente  trabajo  de  tesis  se  desarrolló  un  proceso  de  purificación

alternativo de la hormona producida en células CHO.k1 (rhEPO) para obtener una

combinación de glicoformas de EPO que se denominó Neuroepoetin (rhNEPO), la cual

presentó  una  composición  de  isoformas menos ácidas (rango pI  4.2-6.1)  y  menor

contenido de ácido siálico (8,0 ± 1,0 mol/mol de proteína). Así como también demostró

mayor contenido de estructuras neutras, mono-, di- y tri-sialidadas con respecto a las

existentes en la rhEPO (en total 81,4% y 30%, respectivamente) y, por lo tanto, menor

porcentaje de oligosacáridos tetrasialidados (13,6%) con respecto a rhEPO (58,1%).

Además, la rhNEPO presentó 45,6% más estructuras de oligosacáridos neutros menos

ramificadas (di- y tri-antenarias).

Estas  características  se  tradujeron  en  una  actividad  eritropoyética  in  vivo

prácticamente nula, siendo sólo del 4% con respecto a la hormona hematopoyética. A

pesar de esto, no se detectaron cambios en su afinidad por el receptor en ensayos in

vitro en células UT-7/EPO (1,25 ± 0,60 x 1011 l.mol-1 y 1,30 ± 0,63 x 1011 l.mol-1), pero sí

con la línea celular TF-1, donde la nueva combinación presentó una mayor afinidad

por el receptor con respecto a rhEPO (4,82 ± 0,64 x 1010 l.mol-1 y 2,93 ± 0,15 x 1010

l.mol-1, respectivamente).

La caracterización farmacocinética plasmática se realizó empleando diferentes

vías de administración: endovenosa y extravasculares (subcutánea e intraperitoneal).

Como era  esperable,  las  diferencias  observadas en el  perfil  de  glicosilación de la

rhNEPO incrementaron su depuración plasmática en 9,5 veces para la vía endovenosa

y en 12,8 y 18,3 veces para las vías extravasculares, respectivamente. 
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La capacidad de atravesar la barrera hematoencefálica fue analizada mediante

la evaluación de la farmacocinética de las variantes de rhEPO en el LCR empleando

las vías de administración endovenosa e intraperitoneal.  La rhNEPO fue capaz de

ingresar  al  líquido  cefalorraquídeo  más  rápidamente  que  su  contraparte

hematopoyética  en  concentraciones  dentro  del  rango  de  citoprotección  utilizando

ambas vías de inoculación, siendo la máxima concentración alcanzada en LCR del 0,1

al  0,6  %  de  la  máxima  concentración  plasmática,  no  existiendo  diferencias  entre

rhNEPO y rhEPO. 

Con el fin de incrementar el pasaje de estas moléculas, se evaluó la apertura

osmótica de la BHE utilizando una solución hiperosmolar de manitol y se observó que

si  bien  este  porcentaje  de  transferencia  se  mantuvo  prácticamente  constante,  la

rhNEPO alcanzó una concentración máxima 1,6 veces superior  a la  observada en

ausencia  de  este  polialcohol.  Por  su  parte,  la  rhEPO  no  alcanzó  mayores

concentraciones  sino  que  el  uso  de  manitol  permitió  anticipar  su  ingreso  al  SNC,

detectándose a los 5 min post-inyección en comparación con los 30 min que debieron

transcurrir para detectarla cuando fue administrada en ausencia del mismo.

La acción neuroprotectora de esta nueva combinación fue evaluada in vitro en

células SH-SY5Y (indiferenciadas y diferenciadas) y PC-12 (diferenciadas a fenotipo

neuronal con NGF) sometidas a distintos estímulos apoptóticos. En los ensayos de

proliferación con células SH-SY5Y en estado proliferativo, la rhNEPO fue capaz de

preservar la viabilidad celular a menor concentración que la rhEPO luego de someter

las  células  a  la  neurotoxina  6-OHDA.  Este  mismo  comportamiento  fue  observado

luego de inducir apoptosis a las células PC-12 diferenciadas mediante supresión de

suero y factor de crecimiento nervioso. En cambio, en las células SH-SY5Y sometidas

a diferenciación y apoptosis mediante incubación con STP, ambas variantes mostraron

efecto protector de la supervivencia celular similar.

El rol antiapoptótico de la Neuroepoetin fue evaluado in vitro empleando líneas

celulares estableciadas (SH-SY5Y indiferenciadas y PC-12 diferenciadas) así como

cultivo primario de neuronas corticales de rata. En las células SH-SY5Y expuestas al

estímulo apoptótico 6-OHDA, la rhNEPO fue capaz de reducir el porcentaje de células

apoptóticas a una menor concentración con respecto a rhEPO. Sin embargo, en la

línea celular PC-12 y en el cultivo primario de neuronas corticales de rata, a la misma

concentración  la  rhNEPO  fue  más  efectiva  para  disminuir  la  apoptosis.  En

prácticamente todos los casos la rhNEPO disminuyó la apoptosis entre 40 y 60% con

respecto al control de muerte.

Finalmente,  la  actividad neuroprotectora fue evaluada  in vivo empleando un

modelo de isquemia cerebral focal mediante oclusión de la arteria cerebral media en
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ratones  Balb/c.  En  esta  oportunidad,  ambas  variantes  de  rhEPO  permitieron  una

recuperación del estado neurológico de los animales luego del daño ocasionado por la

oclusión de  dicha  arteria.  Asimismo,  se  observó que  ambas variantes  tendieron a

disminuir  el  volumen  de  infarto  del  tejido  cerebral  entre  35%  y  42%.  A  nivel

morfológico, en la región CA1 del hipocampo, se preservó la respuesta astroglial luego

de los  tratamientos  con rhEPO o rhNEPO,  mientras  que la  expresión de MAP2 y

NF-200 se incrementó con respecto a los animales tratados sólo con el vehículo. Estos

resultados indicarían que los tratamientos con rhEPO y rhNEPO no sólo permiten una

disminución de la respuesta inflamatoria ocasionada por la MCAO en dicha región sino

también favorecen la recuperación de la arborización dendrítica y la preservación de la

estructura neuronal.

En resumen, este trabajo de tesis permitió obtener una nueva combinación de

isoformas  de  rhEPO  que  mantuvo  o  mejoró  las  propiedades  neuroprotectoras  y

antiapoptóticas de la rhEPO, lo cual se manifestó tanto en ensayos  in vitro  como in

vivo y, al mismo tiempo, presentó prácticamente nula actividad hematopoyética in vivo,

postulando a la rhNEPO como un potencial candidato terapéutico para el tratamiento

de enfermedades del sistema nervioso central.
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ABSTRACT

Erythropoietin  (EPO)  is  a  glycoprotein  belonging  to  type  I  cytokine  which  is

characterized by its pleiotropic functionality. The major biological role of this hormone is

related to the stimulation of  red blood cells  in  bone marrow and maintaining blood

homeostasis. Therefore, it has been used always to treat patients with anemia resulting

from chronic renal failure. However, with the discovery of the expression of EPO and its

receptor in other non-hematopoietic tissues, a new role for this molecule has arised,

mainly  as a tissue protective  cytokine in  the brain.  In  this  tissue,  it  has shown an

antiapopototic  and  neuroprotective  role.  Therefore,  it  has  been  proposed  for  the

treatment of abnormalities of the central nervous system (CNS). However, its use for

the  treatment  of  these  conditions  can  lead  to  adverse  effects  associated  with

erythropoietic  activity  such  as  elevated  red  blood  cell  mass,  hypertension  and

thrombotic phenomena.

In this thesis we developed an alternative purification process of the hormone

produced in CHO cells (rhEPO) to obtain a new combination of EPO glycoforms called

Neuroepoetin (rhNEPO), which presented a composition of less acidic isoforms (range

pI 4.2-6.1) and lower sialic acid content (8.0 ± 1.0 mol/mol protein). Besides, it showed

a higher content of  neutral,  mono-, di-and tri- sialylated structures with respect  to

those in rhEPO (in total 81.4% and 30%, respectively) and, therefore, lower percentage

of tetrasialyted oligosaccharides (13.6%) compared to rhEPO (58.1%). Furthermore,

rhNEPO  presented  45.6%  more  less  branched  neutral  oligosaccharide  structures

(di-and tri-antennary).

These characteristics translate into practically nul in vivo erythropoietic activity,

with only 4% with respect to the hematopoietic hormone. Despite this, there were no

changes in receptor affinity in vitro assays in UT-7 cells (1.25 ± 0.60 x 1011 l.mol-1 and

1.30 ± 0.63 x 1011 l. mol-1). However, there were changes with the cell line TF-1, where

the new combination showed higher affinity for  the receptor with respect  to rhEPO

(4.82 ± 0.64 x 1010 l.mol-1 and 2.93 ± 0 , 15 x 1010 l.mol-1, respectively).

Plasmatic  pharmacokinetics  characterization  was  performed  using  different

routes  of  administration,  intravenous  and  extravascular  (subcutaneous  and

intraperitoneal).  As expected,  the differences observed in  the different  glycosylation

profile  of  the  rhNEPO  increased  their  plasma  clearance  and  hence  diminished

hematopoietic capacity.

The  ability  to  cross  the  blood  brain  barrier  was  evaluated  by  studying  the

pharmacokinetics  of  rhEPO  variants  in  CSF  pathways  using  intravenous  and

intraperitoneal  administration.  At  this  time,  despite  the  reduced  half-life  in  plasma,
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rhNEPO  was  able  to  enter  the  cerebrospinal  fluid  faster  than  its  hematopoietic

counterpart within the range of concentrations for both cytoprotection inoculation sites,

and the maximum concentration achieved in CSF for rhEPO and rhNEPO was 0.1 to

0.6% of the maximum plasmatic concentration, without differences between them.

In order to increase the transfer of these molecules, osmotic opening of the BBB

was assessed using a hyperosmolar solution of  mannitol  and it  was observed that

while the transfer rate was essentially constant, the maximum concentration reached

for rhNEPO was 1.6 times higher than that achieved in the absence of this polyalcohol.

On the other hand,  rhEPO did not reach higher concentrations but  it  was detected

earlier in the CSF.

The neuroprotective  action  of  this  new combination  was  evaluated  in  vitro in

SH-SY5Y cells (undifferentiated and differentiated) and PC-12 (differentiated neuronal

phenotype with NGF) subjected to different apoptotic stimuli.  In proliferation assays

with SH-SY5Y cells in proliferative stage, the rhNEPO was able to preserve cell viability

at lower concentration than rhEPO after subjecting the cells to the neurotoxin 6-OHDA.

The same behavior was observed to induce apoptosis in differentiated PC-12 cells by

withdrawal of serum and NGF. In contrast, in SH-SY5Y cells subjected to differentiation

and apoptosis by incubation with STP, both variants showed a similar protective effect

on cell survival.

Antiapoptotic role of  Neuroepoetin was evaluated  in vitro using established cell

lines (undifferentiated SH-SY5Y and differentiated PC-12) as well as primary cultures

of  rat  cortical  neurons.  In  SH-SY5Y cells  exposed  to  6-OHDA apoptotic  stimulus,

rhNEPO was able to reduce the percentage of apoptotic cells at a lower concentration

compared to  rhEPO. However,  in  PC-12 cell  line  and in  the  primary culture  of  rat

cortical neurons, rhNEPO at the same concentration was more effective to decrease

apoptosis. In virtually all cases, rhNEPO decreased apoptosis between 40 and 60%

with respect to death control.

Finally, the neuroprotective activity was assessed in vivo using a model of focal

cerebral ischemia by occlusion of the middle cerebral artery (MCAO) in Balb/c mice.

This  time,  both  variants  of  rhEPO  allowed  recovery  of  neurological  status  of  the

animals after the damage caused by the occlusion of the artery. It was also noted that

both variants tended to reduce the volume of brain tissue infarction between 35% and

42%.  At  morphological  level,  it  was  observed that  the  reactive  astrogliosis  did  not

change after  treatments with  rhEPO or  rhNEPO, but  there was an increase in  the

expression of proteins MAP2 and NF-200. These results suggest that treatment with

rhEPO and rhNEPO allow dendritic arborization recovery and preservation of neuronal

structure, which were significantly reduced in animals receiving vehicle only.
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In summary, this thesis work yielded a new combination of rhEPO isoforms that

maintained or improved neuroprotective and antiapoptotic properties of rhEPO, which

is  expressed both  in  vitro and  in  vivo and,  at  the  same time,  showed virtually  no

hematopoietic  activity  in  vivo,  suggesting  that  rhNEPO  is  a  potential  therapeutic

candidate for the treatment of central nervous system diseases.
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1. PANORAMA ACTUAL DE LAS ENFERMEDADES ASOCIADAS AL SISTEMA

NERVIOSO CENTRAL (SNC) Y SU TRATAMIENTO.

Las enfermedades asociadas al SNC son aquellas que pueden afectar el cerebro

o  la  médula  espinal,  resultando  en  desórdenes  neurológicos  o  psiquiátricos.  Las

principales  causas  de  su  aparición  son  traumas,  infecciones,  degeneración,

desórdenes  autoinmunes,  defectos  estructurales,  tumores  o  accidentes

cerebrovasculares (ACV). Entre ellas, las ocasionadas por la degeneración neuronal o

por ACV son las que atraen la atención de los principales centros de investigación,

debido  a  que  las  primeras  son  de  etiología  poco  conocida,  extremadamente

heterólogas  y,  para  la  gran  mayoría,  no  existe  actualmente  en  el  mercado  un

tratamiento eficaz que logre su cura, y las segundas son los causantes del 85% de las

muertes ocasionadas por trastornos neurológicos (World Health Organization, 2006).

Según un informe de la Organización Mundial de la Salud (OMS) (2006), las

patologías relacionadas al  SNC afectan en todo el  mundo a unos mil  millones de

personas y son una importante causa de mortalidad. Se estima que para el año 2015,

representen el 11,84% de las muertes ocurridas a nivel mundial. 

Actualmente,  su tratamiento apunta a disminuir  los síntomas y desacelerar el

proceso de la enfermedad pero no necesariamente a detener su avance. Por lo que se

plantea la necesidad de hallar estrategias de tratamientos que permitan tratar dichas

patologías de una manera exitosa garantizando su curación. Esta carencia ha llevado

a que en los últimos años creciera considerablemente el interés por el desarrollo de

agentes neuroprotectores que permitan alcanzar dicha meta en forma segura y eficaz.

Fundamentalmente, el objetivo de la industria farmacéutica radica en encontrar

compuestos que sean capaces de atacar puntos clave y comunes en el desarrollo de

muchas  de  las  enfermedades  del  SNC,  tales  como  apoptosis,  estrés  oxidativo,

inflamación, disfunción metabólica y neuroplasticidad comprometida.

Este  campo  de  aplicación  está  en  amplio  crecimiento  y  se  espera  que  el

mercado mundial para estos agentes supere los U$S 2,6 billones en el 2014, con un

renovado crecimiento en el 2017 como consecuencia de la culminación de muchas de

las  pruebas que actualmente  se encuentran en fase clínica  y  de esta manera las

drogas podrían ser aprobadas para su comercialización (Visiongain, 2012).

Hasta  el  momento  se  han  evaluado  más  de  500  compuestos  con  estas

características,  dentro  de  los  cuales  encontramos  compuestos  nuevos  obtenidos

mediante  la  tecnología  del  ADN  recombinante  y  moléculas  ya  establecidas

farmacéuticamente para otras aplicaciones y a las cuales no se les conocía, hasta
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entonces,  un efecto neuroprotector.  Un claro ejemplo para este último caso,  es el

papel casi protagónico que ha despertado en las últimas décadas la eritropoyetina.

2. ERITROPOYETINA 

La eritropoyetina (EPO) es una glicoproteína perteneciente a las citoquinas de

tipo I que está caracterizada por su funcionalidad pleiotrópica. 

Fig. 1. Representación  gráfica  de  la  estructura  molecular  de  la  EPO
humana.

Obtenida de http://glycam.ccrc.uga.edu/ccrc/

La historia de este factor tiene sus inicios hacia el año 1839 cuando el científico

R. Bright describió por primera vez la anemia asociada a la insuficiencia renal. Sin

embargo, nada se sabía acerca de la causa de dicho efecto. 

Años más tarde, en 1863, el médico D. Jourdanet reconoció en forma indirecta la

existencia de una relación entre la menor presión parcial de oxígeno en sangre y la

elevación del número de eritrocitos cuando realizaba determinaciones de hematocrito

a personas que habían permanecido mucho tiempo viviendo en las alturas, y constató

que la sangre de estas personas era más viscosa que la de sus pacientes “normales”

(Jourdanet, 1863). Tres décadas después, en 1893, F. Miescher describió la formación

de eritrocitos como resultado de una disminución de oxígeno en la médula ósea (Melli

y col., 2006). 

Recién en 1906, el francés P. Carnot y su colaboradora C. Deflandre plantearon

por primera vez la hipótesis de la existencia de un factor humoral eritroregulador que

explicaba  sus  observaciones  de  laboratorio,  ya  que  advertían  la  inducción  de

reticulocitos  en  conejos  sanos  inyectados  con  el  plasma  derivado  de  conejos
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anémicos. A este factor lo llamaron “hemopoetina”(Carnot and Deflandre 1906) (Carnot

1906)(Carnot y DeFlander, 1906). 

Durante muchos años, diferentes grupos de investigación trataron de reproducir

esta hipótesis y recién en 1948 dos nefrólogos finlandeses, E. Bonsdorff y E. Jalavisto,

le dieron el nombre de eritropoyetina (Bonsdorff y Jalavisto, 1948). Sin embargo, se

considera como verdadero “descubridor” al científico A. Erslev quien fue el primero en

publicar en 1953 un artículo científico donde probaba sin duda alguna la existencia de

esta  hormona  (Erslev,  1953).  Pocos  años  después,  Goldwasser  y  colaboradores

demostraron que la eritropoyesis estaba gobernada por la relación entre la oferta y la

demanda de oxigeno e identificaron al  riñón como el  sitio  de producción de dicha

hormona (Jacobson y col., 1957). 

Transcurrieron 20 años hasta que  Miyake y col. (1977) lograron purificar unos

pocos miligramos a partir de la orina humana.

A partir de 1983, cuando Lin identificó el gen de la EPO humana, comenzaron

los intentos para su clonación en distintos sistemas biológicos empleando la tecnología

de  recombinación  del  ADN.  El  primer  reporte  de  su  clonación  y  expresión  en  un

sistema biológico procarionte (Escherichia coli) data de 1984 (Lee-Huang, 1984), y en

un cultivo de células de mamífero (células de hámster de ovario chino, CHO) recién se

logró en 1985 (Lin y col., 1985). A partir de este año, se hizo posible la producción de

la  eritropoyetina  humana  recombinante  (rhEPO)  en  grandes  cantidades  para  el

tratamiento de anemias.

3. CARACTERÍSTICAS ESTRUCTURALES DE LA EPO

3.1 Gen y estructura primaria

El gen de la EPO en el humano está representado como una copia simple en el

cromosoma 7 en la posición 7q11-7q22. Está conformado por 5,4 kpb y presenta 5

exones (582 pares de bases) y 4 intrones (1,5 kpb).  Este gen se encuentra altamente

conservado entre las especies y en la mayoría de las eritropoyetinas de mamíferos

existe un 80 % de homología en su secuencia aminoacídica (Wen y col., 1993).

Este  gen  codifica  una  proteína  de  193  aminoácidos  que  durante  las

modificaciones  post-traduccionales  sufre  la  remoción  de  un  péptido  señal  de  27

aminoácidos  del  extremo  N-terminal,  generándose  una  proteína  madura  de  166

aminoácidos. Asimismo, exhibe una profusa N-glicosilación en tres sitios determinados

por las Asn N24, N38 y N83 (Lai y col., 1986), una O-glicosilación en la Ser S126

(Browne y col., 1986; Egrie y col., 1986) y la formación de dos puentes disulfuros entre

los  residuos  de  Cys  C7-C161 y  C29-C33.  Finalmente,  antes  de  ser  liberada  a  la

27



INTRODUCCIÓN

circulación  esta  proteína  sufre  la  eliminación  de  un  residuo  de  Asn  del  extremo

C-terminal, quedando de este modo una proteína final de 165 aminoácidos (Fig.2).

Fig. 2. Estructura primaria de la hEPO.

Representación  gráfica de la  estructura primaria  de la  hEPO.  En la
misma se pueden observar los puentes disulfuro y la ubicación de la
cadena de los carbohidratos. Adaptada de Jamiri (2006).

La presencia de los carbohidratos unidos a la cadena polipeptídica originan una

glicoproteína cuya masa molecular ronda entre 30 y 39 kDa, dependiendo del método

analítico empleado para su determinación.  Tales carbohidratos están formados por

monosacáridos  de  manosa,  galactosa,  fucosa,  N-acetilglucosamina,

N-acetilgalactosamina  y  N-acetilneuramínico.  Estos  azúcares  representan

aproximadamente entre un 35 y 40% de su masa molecular, presentando la cadena

polipeptídica no glicosilada una masa molecular aproximada de 18 kDa.

3.2 Estructura secundaria y terciaria

La estructura secundaria y terciaria que presenta la EPO es común a todas las

citoquinas  de  tipo  I.  Se  caracteriza  por  presentar  4  alfa  hélices  antiparalelas

denominadas A, B, C y D, con asas largas cruzadas entre las dos primeras A-B y las
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dos últimas hélices C-D y,  además, presenta dos hojas beta (Boissel y col.,  1993;

Cheetham y col., 1998; Syed y col., 1998). 

A partir del estudio de su estructura se han identificado cuatro sitios importantes

para su actividad biológica hematopoyética, los cuales se encuentran localizados en la

hélice A (Val 11, Arg 14 y Tyr 15), hélice C (Ser 100, Arg 103, Ser 104 y Leu 108),

hélice  D (Asn 147,  Gly 151 y  Leu  155)  y  en el  asa que conecta  las  hélices  A-B

(residuos 24-51). Estas regiones determinan los dos sitios de unión al receptor. El sitio

1 está determinado por las porciones de las hélices A y C y el sitio 2 lo determinan los

aminoácidos detallados de la hélice D y el asa A-B (Brines y col., 2008; Elliott y col.,

1997;  Elliott  y  col.,  1996).  Los  sitios  de  adición  de  carbohidratos  se  encuentran

ubicados en una zona distal de la molécula con respecto al sitio de unión al receptor

(Egrie y Browne, 2001). 

Fig. 3. Modelo de la estructura tridimensional de la hEPO.

Representación  gráfica  en  forma  de  cintas  de  la  estructura
tridimensional de la EPO predicha empleando el diagrama de Ribbon.
Las cuatro hélices α (color magenta) se designan con las letras A-D.
Las interconexiones entre las hélices se designan con la letra de las
hélices que conectan. Dos regiones de la estructura que podrían formar
uniones  de  hidrógeno  entre  las  conexiones  AB  y  CD  están
representadas en color cian.  Los sitios de N y O glicosilación están
indicadas en color verde y azul, respectivamente. No se visualizan los
puentes.

Adaptada de Boissel y col. (1993). 
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3.3 Estructura de los carbohidratos

A diferencia de la estructura aminoacídica constante de la molécula de EPO, las

estructuras  de  azúcares  son  variables.  En  este  sentido,  se  habla  de

microheterogeneidad de la molécula, la cual se presenta no sólo en la molécula natural

sino también en la EPO obtenida en forma recombinante. Esta heterogeneidad está

determinada, en parte, por secuencias variables de monosacáridos en las cadenas

laterales  y,  por  otra  parte,  por  una  cantidad variable  de ácido N-acetilneuramínico

(Ácido siálico, AS) (Sasaki y col.,  1987;  Sasaki y col., 1988;  Takeuchi y col.,  1988;

Tsuda y col.,  1990). Por ejemplo, los sitios de N-glicosilación en la misma proteína

pueden contener diferentes estructuras de carbohidratos. Además, en el mismo sitio

de glicosilación de diferentes moléculas pueden encontrarse diferentes estructuras.

Esta heterogenidad es consecuencia de la síntesis no templada de los carbohidratos

(Egrie y Browne, 2001).

Las  cadenas  de  carbohidratos  unidas  a  los  sitios  de  N-glicosilación  pueden

contener dos, tres o cuatro ramificaciones (o antenas), cada una de las cuales finaliza

con una molécula de AS cargada negativamente. Por otro lado, el carbohidrato unido

en el sitio de O-glicosilación puede contener hasta dos moléculas de AS (Fig. 4).

Fig. 4. Esquema  de  la  estructura  de  los  carbohidratos  de  EPO  y
designación de las isoformas.

Representación  gráfica  de  la  variabilidad  que  pueden  presentar  los
carbohidratos en cuanto a la antenaridad y al contenido de ácido siálico
(cuadrado azul). Adaptada de Egrie y Browne (2001).
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Todos los azúcares presentes en la molécula son neutros con la única excepción

del ácido siálico que exhibe una carga negativa y le determina el carácter acídico a la

proteína. La variabilidad en la estructura de los azúcares determina variaciones en el

número de moléculas de ácido siálico y, por lo tanto, afecta la carga negativa neta de

la  molécula.  Teniendo  en  cuenta  esto,  una  isoforma  de  EPO  se  define  como  la

subpoblación de moléculas de EPO que comparten la misma carga neta. 

En conclusión,  tanto la  hEPO como su forma recombinante  consisten en un

conjunto de isoformas cuya diversidad en el contenido de ácido siálico es responsable

de la heterogeneidad observada en sus puntos isoeléctricos.

Tanto  la  presencia  de  los  carbohidratos  como  el  contenido  de  ácido  siálico

terminal son de sumo interés al momento de evaluar la actividad biológica de la EPO.

Por  un  lado,  la  adición  de  los  glúcidos  es  necesaria  para  la  correcta  biosíntesis,

secreción, estabilidad y actividad de la hormona (Delorme y col., 1992;  Dubé y col.,

1988; Narhi y col., 1991) y por otro lado, el ácido siálico es decisivo para la actividad

biológica in vivo de las glicoproteínas, ya que cuanto mayor es el contenido de ácido

siálico más prolongada es la vida media de la hormona en sangre (Byrne y col., 2007).

  

4. SITIOS DE PRODUCCIÓN

La EPO es uno de los pocos factores de crecimiento hematopoyético que se

caracteriza por su efecto endócrino, y el único cuya producción está regulada por la

tensión del oxígeno tisular.

Durante  la  gestación  la  EPO  es  producida  en  el  hígado.  Sin  embargo,  al

momento del nacimiento o poco tiempo después y en la vida adulta, los riñones pasan

a ser los sitios principales de producción (Tilbrook y Klinken, 1999). En este último

órgano  son  las  células  fibroblastoides  peritubulares  de  la  corteza  interna  y  de  la

médula externa las encargadas de esta tarea (Koury y col., 1988). En esta zona, la

expresión  de  EPO  es  constitutiva  y  máxima  en  cada  célula  en  condiciones  de

normoxia  mientras  que  se  produce  un  reclutamiento  de  fibroblastos  intersticiales

adicionales cuando la tensión de oxígeno tisular disminuye. 

En  el  hígado,  la  EPO  es  producida  por  los  hepatocitos  y  las  células  no

parenquimatosas,  presentando  mayor  expresión  las  células  que  se  encuentran  en

zonas  donde  la  tensión  de  oxígeno  es  baja  (próximas  a  las  venas  centrales)  y

pudiendo ser regulada positivamente cuando la hipoxia aumenta (Ebert y Bunn, 1999;

Koury y col., 1991). 

Las  células  del  riñón  presentan  una  sensibilidad  diferencial  a  la  hipoxia  en

comparación  con  las  del  hígado.  Cuando  la  hipoxia  es  leve,  el  incremento  de  la
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expresión de EPO es mucho mayor en los riñones que en el hígado, y sólo cuando la

hipoxia es más grave la síntesis hepática adquiere importancia (Tan y col., 1991).

A pesar de ser estos dos órganos los principales productores de eritropoyetina,

se ha detectado la expresión de esta hormona en otros tejidos tales como el cerebro

(Bernaudin  y  col.,  2000;  Masuda y  col.,  1994),  bazo  (De  Franciscis  y  col.,  1964),

pulmón (Fandrey y Bunn, 1993), médula ósea,  órganos reproductores (Ascensao y

col.,  1983;  Kobayashi  y col.,  2002),  entre otros (Arcasoy,  2008;  Haase,  2013).  Sin

embargo, en casos de insuficiencia renal crónica estos órganos no son capaces de

suplantar la producción renal, que representa entre el 80 y 85 % de la producción total

(Jelkmann,  2011).  En  condiciones  de  normoxia,  hasta  el  momento  no  se  ha

demostrado una contribución importante de estos tejidos a la eritropoyesis normal, lo

cual sugiere la participación de la EPO de forma autócrina/parácrina en estos tejidos,

modulando por ejemplo la angiogénesis y la viabilidad celular (Jelkmann, 2007).

5. REGULACIÓN DE SU EXPRESIÓN

La  síntesis  de  esta  hormona  está  controlada  por  diferentes  secuencias

reguladoras  presentes  en  el  ADN,  las  cuales  pueden  actuar  de  forma  positiva  o

negativa.  Dentro de las regiones reguladoras negativas (NRE;  del  inglés,  negative

regulatory element) se encuentran sitios de unión para GATA-2 (Tsuchiya y col., 1997)

y NF-κB (La Ferla, 2002). Este último, actúa como un inhibidor de la síntesis de EPO

fundamentalmente  en  enfermedades  inflamatorias  y  no  está  afectado  por  la

condiciones  de  hipoxia,  mientras  que  GATA-2  bajo  esta  condición  disminuye  su

expresión (Imagawa, 2003). 

Por otro lado, las secuencias potenciadoras también denominadas elementos de

respuesta  a  hipoxia  (HRE;  del  inglés,  hypoxia  response  elements)  en  el  riñón  se

encuentran en el extremo 5` (KIE; del inglés, kidney-inducibility element,) mientras que

en  el  hígado  están  en  el  extremo  3`  (LIE;  del  inglés, liver-inducibility  element,)

(Köchling y col., 1998). Estas regiones son activadas por los factores inducibles por

hipoxia (HIFs).

Inicialmente, en ensayos in vitro, se consideró a HIF-1 como el responsable de la

regulación de la expresión de la EPO (Wang y Semenza, 1995). Sin embargo, en los

últimos años HIF-2 surgió como el principal regulador de la expresión de esta hormona

in vivo (Haase, 2010; Warnecke y col., 2004).
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Fig. 5. Regulación de la expresión de EPO

En condiciones de normoxia, HIFα es hidroxilado en dos residuos de
Pro por la PHD (Prolil-4 hidroxilasa) y en uno de Asn. La hidroxilación
de las Pro permite la unión de la proteína VHL (von Hippel Lindau)
formando  parte  del  complejo  E3  ubiquitin-ligasa,  provocando  así  su
ubiquitinación  y  degradación  en  el  proteosoma.  En  condiciones  de
hipoxia, HIF-α evade la degradación y se une a HIF-β para luego, en
forma de dímero, unirse a los HREs presentes en el gen de EPO. El
gen  de  EPO  cuenta  con  elementos  reguladores  negativos  (NRE  o
NRLE) y elementos inducibles (KIE o LIE) en el riñón y en el hígado,
respectivamente.  Una vez que el  dímero HIF α/β se une permite  el
reclutamiento  de  los  coactivadores  transcripcionales  p300  y  CREB
activando  la  transcripción  del  gen.  En  el  tejido  hepático,  los  HIFs
además,  cooperan  con  el  HNF-4.  Adaptado  de  Fandrey  (2004)  y
Heyman y col. (2011).

Estos factores son heterodiméricos y están compuestos por una subunidad α

sensible al O2 (120 kDa) y una subunidad β (90-95 kDa) cuya expresión es constitutiva.

Ambas  subunidades  comparten  cierta  homología  en  sus  extremos  N-terminales,

conteniendo un dominio bHLH (del inglés,  basic helix-loop-helix)  y un dominio PAS

(Per-Arnt-Sim), que están involucrados en la dimerización y en la unión al ADN (Wang

y  col.,  1995). La  subunidad  α  contiene,  en  el  extremo  C-terminal,  un  dominio  de

degradación dependiente de oxígeno (ODD) y un dominio de transactivación (TAD),

los  cuales  sufren  hidroxilaciones  en  residuos  de  Pro  y  Asn,  respectivamente.  Los

residuos blanco son Pro 402/564 y Asn 803 en HIF-1α y Pro 405/531 y Asn 847 en

HIF-2α (Haase, 2013; Jiang y col., 1997). Estas modificaciones permiten la unión de la

proteína  VHL a  los  sitios  hidroxilados  de  HIF-α  formando  parte  del  complejo  E3

ubiquitin-ligasa,  provocando  así  su  ubiquitinación  y  degradación  en  el  proteosoma

(Huang y  col.,  1998;  Salceda  y  Caro,  1997).  En  ausencia  de oxígeno,  HIF-1α es
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activado mediante una fosforilación mientras que HIF-2α mediante una deacetilación

mediada por una proteína llamada Sirt1 (Dioum y col.,  2009).  Una vez activada la

subunidad α  trasloca al  núcleo,  donde  dimeriza  con  HIF-β y  se  une  a  los  HREs,

permitiendo el reclutamiento de los coactivadores transcripcionales p300 y CREB y

finalmente activando la transcripción del gen. En el tejido hepático, los HIFs además,

cooperan con el  factor  nuclear del hepatocito [HNF-4 (Ebert y Bunn,  1999;  Haase,

2013)] (Fig. 5). 

El HIF-2 no sólo está asociado a la regulación de la expresión de la EPO sino

también al metabolismo del hierro, lo que sugiere que esta co-regulación es necesaria

para  cubrir  la  demanda de  hierro  causada  por  la  estimulación  de  la  eritropoyesis

(Haase, 2013).

6. RECEPTORES

El gen del receptor de la EPO (EPOR) está constituido por 8 exones y 7 intrones

y se encuentra en el cromosoma 19 en humanos, en la posición p13.3-p13.2.  Éste

codifica  una  glicoproteína  de  508  aminoácidos  con  un  péptido  señal  de  24

aminoácidos que es removido para dar lugar a una proteína final que consta de un

domino extracelular  determinado por  224 aminoácidos,  un dominio transmembrana

con 24 aminoácidos y un domino intracelular  de 236 aminoácidos (Vives  Corrons,

1998). 

Su  masa  molecular  es  aproximadamente  de  56  kDa  antes  de  sufrir  las

modificaciones post-traduccionales que incluyen una N-glicosilación y fosforilaciones.

Luego de ello, se han observado masas moleculares aparentes hasta de 78 kDa en el

receptor unido a la membrana (Vives Corrons, 1998). 

Como este receptor pertenece a la superfamilia de receptores de citoquinas tipo I

se  caracteriza  por  presentar  en  el  dominio  extracelular  cuatro  residuos  de  Cys

conservadas  y  un  motivo  Trp-Ser-X-Trp-Ser  (WSXWS)  próximo  al  dominio

transmembrana.  Carece  de  actividad  enzimática  en  el  dominio  citosólico,  el  cual

cuenta con dos cajas denominadas box 1 y box 2 esenciales para el anclaje de las

janus kinasas (JAKs) (Bazan, 1990; Ihle y col., 1995) (Fig. 6).

Estas proteínas JAKs tienen actividad de tirosina-quinasas y son indispensables

para desencadenar la cascada de señalización intracelular iniciada por la unión de la

EPO a su receptor (Watowich, 2011).

Cuando una molécula de EPO se une a sus receptores a través de sus sitios 1 y

2 (ver  apartado 4.2)  induce cambios  conformacionales  y  una estrecha unión entre

ellos.  Esto conlleva a la  transactivación de las  proteínas JAK2 que se encuentran
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unidas a la región citoplasmática (box1 y box2) de los EPOR y, como consecuencia,

ocho residuos de Tyr del EPOR son fosforilados generando sitios de acloplamiento

para las proteínas señalizadoras con dominios SH2 (del inglés, SRC homology 2) que

activan algunos factores de transcripción tales como los STATs o NF-κB.

Fig. 6. Estructura del receptor homodimérico de EPO

A. Representación gráfica de los dominios que conforman el EPOR.
B. Estructura tridimensional  del  homodímero de EPOR una vez que

éste se une a la EPO (Azul), D1 corresponde al dominio extracelular
(rojo),  D2 al  dominio intracelular (verde),  el  motivo WSXWS está
representado en amarrillo y los puentes disulfuro en cian. Adaptado
de http://maptest.rutgers.edu/drupal/?q=node/279.

Otras de las principales vías de señalización que desencadena la unión de EPO

a su receptor son la vía de PI3K (Phosphatidyl-inositol 3-kinase)/Akt y la vía Ras/MAP

kinasas (Dawson, 2002; Rossert y Eckardt, 2005) (Fig. 7). 
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Fig. 7. Cascada  de  señalización  desencadenada  por  la  unión  de  EPO a
EPOR.

La  unión  de  la  EPO  a  su  receptor  desencadena  una  cascada  de
señalización  intracelular  que  culmina  con  la  activación  de  NF- B,ƙ
STAT5, Ras/MAPK y PI3K/Atk. Adaptado de Dawson (2002).

A través de estas vías, entre otras, la EPO no sólo ejerce un efecto sobre la

diferenciación y proliferación celular sino también un rol antiapoptótico (Dawson, 2002;

Rossert y Eckardt, 2005).

El  efecto  de  esta  activación  culmina  cuando  las  fosfatasas  HCP (del  inglés,

haematopoietic cell phosphatase) catalizan la desfosforilación de las JAK2 (Klingmüller

y col., 1995; Yi y col., 1995).

El receptor de la EPO no sólo se expresa en los progenitores eritroides primarios

sino también en otros tejidos no hematopoyéticos tales como cerebro, retina, corazón,

riñón, células del músculo liso, mioblastos y endotelio vascular (Arcasoy, 2008).

7. ROL BIOLÓGICO DE LA EPO

Si  bien  el  rol  principal  de  la  EPO  está  relacionado  a  la  estimulación  de  la

producción de glóbulos rojos y el mantenimiento de la homeostasis sanguínea, en los

últimos años, con el hallazgo de la expresión de la EPO y su receptor en otros tejidos

no hematopoyéticos,  se planteó un nuevo rol  de esta molécula,  fundamentalmente

como una citoquina protectora de tejidos.
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A partir de esto, se pueden definir dos roles principales de esta molécula.  Por un

lado, una función eritropoyética (rol endócrino) y, por otro, una función citoprotectora

(rol autócrino/parácrino). Estas dos funciones no se interfieren, ya que para ejercer un

efecto citoprotector se requiere una alta producción de EPO focalmente en los tejidos

que  no  puede  ser  provista  por  el  nivel  basal  de  EPO  circulante  con  finalidad

eritropoyética (Konstantinopoulos y col., 2007).

7.1 Acción eritropoyética

La producción de glóbulos  rojos está regulada por  diferentes citoquinas,  que

participan en diferentes estadios de la diferenciación celular. Dentro de estos factores

de  crecimiento  eritropoyético  se  encuentran  el  factor  estimulante  de  colonias  de

granulocitos (G-CSF), las interleuquinas (IL) 1, 3, 4, 6, 9 y 11, el factor estimulante de

colonias  de  granulocitos  y  macrófagos  (GM-CSF),  factor  de  crecimiento  insulínico

(IGF-1) y la EPO. 

En  su  rol  hormonal  la  EPO  actúa  sobre  los  receptores  específicos  que  se

encuentran sobre la membrana de las células precursoras eritroides tempranas BFU-E

(del  inglés,  Burst  Forming  Unit-Erythroid)  y,  especialmente,  sobre  las  células  más

maduras  CFU-E  (del  inglés,  Colony  Forming  Unit-Erythroid)  promoviendo  su

sobrevivencia,  proliferación  y  diferenciación,  mediante  la  cascada  de  señalización

anteriormente descripta (apartado 7). El resultado final es la liberación de reticulocitos

a la sangre periférica. 

El número de receptores varía en las distintas células del linaje eritroide, desde

las  BFU-E  hasta  los  normoblastos  inmaduros,  siendo  mayor  en  las  CFU-E.  En

estadios  posteriores,  la  expresión  de  EPOR  decrece  a  medida  que  las  células

eritroides se diferencian y maduran. Los eritrocitos maduros no expresan receptores

de EPO (Testa, 2004).

Las principales funciones de la EPO durante la eritropoyesis son (Bottomley y

Muller-Eberhard, 1988; Hoffman y col., 1991; Silva y col., 1996):

• Inducir la transformación de CFU-E a proeritroblastos, 

• Incrementar la capacidad mitótica de todos los precursores eritroides, 

• Iniciar y mantener la maduración de los precursores eritroides mediante

un estímulo constante de la hemoglobinogénesis,

• Mantener  la  viabilidad  de  los  precursores  eritroides  inhibiendo  la

apoptosis celular.
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Fig. 8. Participación de la EPO en la eritropoyesis.

Adaptado de Besarab y col. (2009).

7.2 Acción citoprotectora

Como se mencionó anteriormente, la presencia ubicua de la dupla EPO/EPOR

se asoció  con  el  descubrimiento  de  nuevas  funciones  biológicas  para  la  EPO  en

tejidos no hematopoyéticos. 

En los últimos años, diversos estudios sugieren que la cascada de señalización

activada  por  la  unión  de  la  EPO  a  su  receptor  en  las  células  no  eritroides,

desencadenan una serie de eventos que a contribuyen con la angiogénesis patológica

y fisiológica,  la  inflamación,  el  desarrollo  de ciertos tejido  y  la  restauración de los

mismos luego de un daño, principalmente en cerebro y corazón. 

En la  actualidad los principales áreas de interés son la  cardioprotección y la

neuroprotección (Chateauvieux y col., 2011).

8. EPO Y SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

8.1 Expresión de EPO y EPOR en el cerebro

Los primeros hallazgos de la expresión de EPO en el cerebro se obtuvieron en

estudios con roedores en el año 1992 (Tan y col.), y tiempo después se  observó que

el  ARN  mensajero  (ARNm)  de  EPO  era  constitutivamente  expresado  en  niveles

comparables en el  cerebro de ratón (Digicaylioglu y col.,  1995), monos y humanos

(Marti y col., 1996). Las regiones principales asociadas con esa expresión en cerebro

de  monos  fueron  corteza  (frontal,  temporal  y  occipital),  cerebelo,  hipotálamo,
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hipocampo y núcleo caudado (Digicaylioglu y col., 1995; Marti y Bauer, 2006; Marti y

col., 1996), mientras que en muestras de cerebro humano se observó dicha expresión

en corteza, amígdala e hipocampo (Marti y Bauer, 2006; Marti y col., 1996; Sirén y col.,

2001). Como proteína, la EPO fue encontrada en corteza e hipocampo en el cerebro

de ratón y humano (Bernaudin y col., 2000;  Sirén y col., 2001). Además, la EPO fue

detectada en líquido cefalorraquídeo (LCR) de adultos humanos (Marti y col., 1997) y

neonatos (Juul y col., 1997).

En el ser humano las células encargadas de la producción de EPO en estas

regiones  son  las  neuronas  y  los  astrocitos,  siendo  éstos  últimos  los  principales

productores (Bernaudin y col., 2000; Sirén y col., 2001). En ratones, además de estos

dos tipos celulares,  también los oligodendrocitos fueron capaces de expresar EPO

(Masuda y col., 1994; Sugawa y col., 2002).

Una  de  las  diferencias  interesantes  halladas  entre  la  EPO  producida  por

astrocitos de rata respecto a la EPO plasmática producida por células del riñón fue su

menor masa molecular, aproximadamente 2 kDa menos, lo cual sugiere que existirían

dos tipos de EPO en el mismo organismo con pequeñas diferencias que podrían estar

asociadas a las modificaciones post-traduccionales sitio  específicas tales como las

ramificaciones de los carbohidratos y el contenido de ácido siálico terminal  (Masuda y

col., 1994).

En cuanto al receptor de EPO, se detectó en astrocitos y neuronas así como

también en células de la microglía, oligodendrocitos y células del endotelio vascular

(Marti  y  Bauer,  2006;  Nagai  y  col.,  2001)  (ver  Fig.  9).  En particular,  los  astrocitos

ubicados alrededor  de los  capilares  presentaron una fuerte  expresión del  receptor

(Brines y col., 2000).

Estos hallazgos son compatibles con la idea de que las células neuronales, las

células  gliales  y  las  células  del  endotelio  vascular  forman una red interactiva  que

promueve la formación de nuevos vasos sanguíneos en el cerebro frente a situaciones

de isquemia a fin de mantener el suministro de oxígeno y nutrientes (Marti y Bauer,

2006).

39



INTRODUCCIÓN

Fig. 9. Sitios de expresión de la EPO/EPOR en el cerebro

Mientras  que  la  expresión  de  EPO  sólo  se  ocurre  en  astrocitos  y
neuronas,  la  expresión  del  EPOR  ocurre  en  astrocitos,  neuronas,
oligodendrocitos microglía y en la superficie de las células endoteliales.
EPO actúa de forma autócrina y parácrina. 

Adaptado de Rabie y Marti (2008).

8.2 Regulación de EPO y EPOR en el cerebro

De igual  modo que en el tejido hematopoyético, en el cerebro la regulación de la

expresión de la EPO está gobernada por los factores inducibles por hipoxia (HIFs) que

son activados por una variedad de agentes que causan estrés cuyo mecanismo común

es la generación de especies reactivas de oxígeno (ROS), tales como la disminución

de la tensión de oxígeno (Sirén y col.,  2001), hipoglucemia y toxicidad, entre otros

(Grasso y col., 2004) así como también, en respuesta a la inflamación (Nagai y col.,

2001).

Si bien en condiciones normales la expresión tanto de EPO como de su receptor

es  muy baja,  es  rápidamente  inducible  por  dichos  estímulos.  Interesantemente,  la

expresión de EPO es potenciada en presencia del 17-β-estradiol, que por sí mismo es

un neuroprotector (Chikuma y col., 2000; Sirén y Ehrenreich, 2001; Wise y col., 2001).

La mayoría de las células del SNC son extremadamente sensibles a cambios en

la tensión de oxígeno. Por ejemplo, en condiciones de hipoxia aguda la mayoría de las

neuronas incrementan marcadamente  la  expresión de EPO y  su receptor  (Marti  y
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Bauer, 2006). Esto se puso en evidencia en células neuronales del hipocampo tanto in

vitro como in vivo (Sirén y Ehrenreich, 2001). 

Por otro lado, se observó un aumento de la expresión del gen del EPOR en el

cerebro luego de estrés anémico (Chin y col., 2000), así como en la zona próxima al

área de infarto (zona de penumbra) luego de la oclusión de la arteria cerebral media

(Sadamoto y col., 1998). A pesar que la EPO es el principal regulador de la expresión

de su receptor  en el  tejido  hematopoyético,  en  el  cerebro  está  fundamentalmente

regulado por la presencia de citoquinas proinflamatorias (por ejemplo, TNF-α) (Grasso

y  col.,  2004).  Asimismo,  estas  citoquinas  presentan  un  efecto  positivo  sobre  la

expresión de la EPO (Nagai y col., 2001). 

8.3 Cascada de señalización de la EPO en el cerebro

Como se expuso anteriormente, la EPO se une a un homodímero conformado

por dos subunidades del EPOR para cumplir su rol eritropoyético. Sin embargo, hay

evidencias  que  postulan  la  existencia  de  otro  receptor,  además  del  clásico

homodímero (EPOR)2, involucrado en el rol citoprotector en algunos tejidos, como  por

ejemplo en el  cerebro,  que difiere del  anterior  en la  afinidad por la EPO, la  masa

molecular del complejo y las proteínas asociadas al receptor (Masuda y col., 1993).

Esto sugiere que ambos efectos serían actividades totalmente independientes una de

la otra. 

En 1997 se descubrió  que existía  interacción entre el  EPOR y la  subunidad

β-común (βcR), que es el componente encargado de la transducción de señal común

en los receptores para GM-CSF, IL-3 e IL-5 (Jubinsky y col., 1997). Con este hallazgo

nace la hipótesis de que el efecto neuroprotector de la EPO estaría mediado por su

unión a un heteroreceptor, hecho que fue demostrado por Brines y col. (2004). 

Teniendo  en  cuenta  que  βcR  existe  como  un  dímero  entrelazado  sobre  la

superficie celular (Carr y col., 2001) y que se une a la subunidad α de forma covalente

recién cuando ésta se une a su ligando, se propuso que el receptor involucrado en la

citoprotección en este tejido es un heterómero formado por una subunidad del EPOR

unida a cada lado de un homodímero de βcR (Brines y Cerami, 2008) (Fig. 10).
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Fig. 10. Isoformas del receptor de EPO. 

A. Clásico homodímero de EPOR, fundamentalmente participa en la
eritropoyesis.

B. Modelo propuesto para el receptor involucrado en la citoprotección
basado en  el  conocimiento  de  GM-CSF y  otros  miembros  de  la
familia de citoquinas de tipo I. El mismo consiste en un homodímero
de  cadenas  βcR  entrelazadas  antiparalelas  y  un  monómero  de
EPOR asociado a cada subunidad βcR a través de las uniones de
cisteínas. En amarillo se indican los residuos de cisteínas y en azul
se representan los motivos Trp-Ser. Adaptado de  Brines y Cerami
(2008). 

La activación de este receptor heteromérico requiere altas concentraciones de

EPO  debido  a  que  la  afinidad  a  EPO  es  menor  que  la  afinidad  del  receptor

homodimérico (Konstantinopoulos y col., 2007). 

Si bien se plantea a este receptor como el protagonista en el rol citoprotector,

existe  evidencia  de  que,  cuando  la  expresión  del  βcR  es  muy  baja  o  nula,  el

homodímero de EPOR podría disparar también la citoprotección (Um y col., 2007).

La  interacción  entre  los  dominios  intracelulares  de  las  subunidades  del

homodímero o el heterómero conduce a la activación de múltiples vías de señalización

con la consecuente activación de la transcripción de numerosos genes asociados con

un efecto  antiapoptótico  y  mitogénico.  Las  cascadas  de señalización JAKs/STAT5,

Ras/MAPK  y  PI-3K/Akt  y  la  activación  del  NF-κB,  que  están  involucradas  en  la

eritropoyesis también están implicadas en la citoprotección (Fig. 7). 

8.4 Funciones de la EPO en el cerebro

El sistema endógeno EPO/EPOR es esencial  para el  desarrollo  neuronal  del

embrión  en  estadios  tempranos  y  contribuye  a  la  supervivencia  neuronal  y
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neurogénesis en adultos. A continuación se presenta el rol de dicho sistema en cada

una de estas funciones.

8.4.1 Durante el desarrollo

EPO y EPOR son detectados durante el desarrollo temprano del embrión hasta

la  mitad  de  la  gestación.  Su  expresión  en  el  sistema  nervioso  central  puede

evidenciarse durante el  desarrollo  fetal  humano alrededor  de la  semana 7 con un

incremento entre la semana 8-24 y luego disminuye marcadamente en el momento del

nacimiento (Juul y col., 1998). Sin embargo, en el LCR persiste durante toda la vida y

se incrementa en condiciones de hipoxia. 

Este comportamiento también fue advertido por Liu y colaboradores en estudios

con ratones, donde observaron que la expresión del EPOR en el cerebro disminuía

alrededor de 1000 veces justo antes del nacimiento (Liu y col., 1997).

Con  el  fin  de  comprender  esa  fluctuación,  Juul  y  su  equipo  examinaron  los

cambios de los niveles de los mismos durante el desarrollo y hallaron que a partir de la

semana  5-6  hay  un  marcada  presencia  de  EPO  y  su  receptor  en  la  células

neuroepiteliales indiferenciadas de la zona periventricular, y alrededor de la semana 10

la expresión de EPOR es predominante en la  zona subventricular  que contiene la

células nerviosas multipotentes (futuros oligodendrocitos y astrocitos). La progresión

de la neurodiferenciación es acompañada por la predominancia de EPO en astrocitos

y del receptor en neuronas.  En conjunto,  esta información sugiere la existencia de

funciones neurotróficas de EPO durante el desarrollo. 

El  trabajo con ratones transgénicos a los cuales los genes de EPO y EPOR

habían sido suprimidos sumó datos al estudio de la función del sistema EPO/EPOR

durante  el  desarrollo  fetal,  ya  que  se  observó  que  los  animales  murieron

prematuramente en el útero entre el día 11 y 15 de su etapa gestacional (E11-E15)

debido a anemias severas (Kieran y col., 1996; Lin y col., 1996; Wu y col., 1995) y a

lesiones en el cerebro tales como cierre incompleto del tubo neural (Tsai y col., 2006).

En  la  misma  línea,  ratones  a  los  cuales  sólo  se  les  suprimió  el  gen  del  EPOR

presentaron incrementada apoptosis en el hígado, corazón y cerebro (Yu y col., 2001;

Yu y col., 2002). 

Consistentemente  con  esto,  la  deleción  del  gen  que  codifica  para  el  EPOR

específico del cerebro resultó en la reducción de la proliferación celular en la zona

subventricular, donde la neurogénesis tiene lugar en los ratones adultos, y perjudicó la

neurogénesis  post-accidente  cerebro  vascular  (ACV)  a  través  de  una  migración

deficiente de la células progenitoras neuronales hacia los alrededores de la zona del

infarto (Tsai y col., 2006).
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Todas  estas  evidencias  sugieren  que  el  sistema EPO/EPOR juega  un  papel

importante en el desarrollo del cerebro. Este rol clave probablemente esté asociado

con la capacidad de la EPO para estimular la diferenciación y la prevención de la

apoptosis de las células progenitoras neuronales en el cerebro embrionario (Shingo y

col., 2001; Studer y col., 2000; Yu y col., 2001; Yu y col., 2002).

8.4.2 Neuroprotección

La neuroprotección es una estrategia terapéutica destinada a evitar, retardar o

detener  la  progresión  de  la  pérdida  neuronal,  preservando  y  restaurando  las

interacciones celulares en el cerebro, con el objeto de maximizar la protección de las

funciones  neuronales  en  enfermedades  del  sistema  nervioso  central  de  orígenes

diversos  tales  como  ACVs,  neurotrauma,  neuroinflamación  y  neurodegeneración

(Nordqvist, 2006).

En  este  campo,  la  EPO  ha  despertado  un  particular  interés  a  partir  de  las

evidencias sobre su capacidad para inducir un amplio rango de respuestas celulares

en el cerebro directamente relacionadas con la protección y la reparación del daño.

Los mecanismos por los cuales la EPO puede inducir neuroprotección son complejos y

variados,  dentro  de  los  más  importantes  podemos  encontrar  mecanismos

antiinflamatorios,  antioxidantes,  antineurotóxicos,  angiogénicos,  neurotróficos,

regenerativos y, uno de los principales, capacidad para prevenir la apoptosis. 

8.4.2.1 Propiedades antiapoptóticas

La apoptosis o muerte celular  programada es un proceso de autodestrucción

celular controlada que permite al organismo su correcta morfogénesis, así como su

renovación  y  la  eliminación  de  las  células  que  amenacen  su  supervivencia.  Esta

muerte es de vital importancia, tanto durante el desarrollo embrionario como durante la

vida adulta (de la Rosa y col., 2000; Glucksmann, 1951; Jacobson y col., 1997; Kerr y

col., 1972; Raff, 1992).

Cuando este equilibrio se rompe, ocurre un desbalance en el  organismo que

puede generar la inhibición de la apoptosis o el incremento de la misma. En general,

en la mayoría de las enfermedades del sistema nervioso central ocurre un incremento

de esta muerte celular programada. 

Un gran número de estudios  in  vitro con diversas líneas celulares  o cultivos

primarios de células neuronales, así como ensayos in vivo empleando ratones, ratas,

gerbos y conejos, han demostrado un marcado rol antiapoptótico por parte de la EPO

(Ghezzi y Brines, 2004; Sargin y col., 2010; Sosa y col., 2008).
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Uno de los mecanismos más estudiados involucrados en esta función de la EPO

es la modulación de los genes de la familia Bcl-2. Esta familia de genes cumple un rol

crucial  en  la  regulación de la  apoptosis  a  través de su capacidad para  regular  la

liberación  del  citocromo  c  mitocondrial.  Pueden  ser  divididos  en  tres  subclases,

definidas, en parte, por los dominios presentes en cada una de ellas (BH 1-4 y/o TM).

Dentro de estas subclases se encuentran los que promueven la muerte o los que la

inhiben. Por lo tanto, actúan como un reóstato dado que cuando el equilibrio se rompe,

la célula muere o sobrevive (Fig.11).

Fig. 11. Rol de la familia Bcl-2 en la regulación de la apoptosis.

A. Grupos  de  las  proteínas  de  la  familia  Bcl-2,  basadas  en  sus
dominios y función.

B. Diferencias entre una célula saludable y una célula que ingresa en
apoptosis.  Balance  entre  las  proteínas  pro  y  antiapoptóticas.
Adaptado de Rautureau y col. (2010). 

La  EPO  ha  mostrado  una  consistente  participación  en  el  incremento  de  la

expresión del gen antiapoptótico Bcl-XL, en  la disminución del gen Bak y también en el

cambio de la relación Bcl-2/Bax hacia un efecto antiapoptótico en un gran número de

líneas celulares y cultivos primarios, preservando la supervivencia celular (Ghezzi y

Brines, 2004; Sifringer y col., 2012; van der Kooij y col., 2008). Asimismo, en un gran
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número  de  modelos  de  daño  neuronal  in  vivo,  tales  como  enfermedades

cerebrovasculares,  hemorragia  cerebral,  enfermedades  neurodegenerativas  y  daño

traumático, la administración de EPO exógena mostró efecto antiapoptótico  regulando

la  expresión  de  los  genes  y  la  expresión  de  las  proteínas  antiapoptóticas  y

proapoptóticas,  preservando el  potencial  de membrana mitocondrial  e inhibiendo la

activación de las caspasas (Sargin y col., 2010;  Sifringer y col., 2012;  Xiong y col.,

2009).

Otra de las proteínas involucradas en esta función es el NF- B que, como seƙ

expuso anteriormente, es activada tras la unión de la EPO a su receptor y existen

evidencias  que  activa  la  expresión  de  la  familia  de  proteínas  inhibidoras  de  la

apoptosis (IAPs), las cuales inhiben la activación de las caspasas 3, 8 y 9. Además, el

NF- B podría activar la expresión de Bcl-Xƙ L (Digicaylioglu, 2006).

8.4.2.2  Efecto antiinflamatorio

El SNC posee células inflamatorias innatas como la microglía y los macrófagos,

las cuales tienen una función importante en la recepción y propagación de señales

inflamatorias.  Recientemente se ha postulado que el  sistema inmune y el  proceso

inflamatorio  participan  de  forma  activa  en  la  pérdida  neuronal  descripta  en

enfermedades  del  SNC  agudas  (infarto  cerebral)  y  crónicas  (esclerosis  múltiple,

enfermedad de Alzheimer) (Cuenca-lópez y col., 2010).

La  respuesta  inflamatoria  en  el  SNC  se  caracteriza  por  la  activación  de  la

microglía y astrocitos, y por la expresión de mediadores inflamatorios claves, con una

limitada  invasión  de  células  inflamatorias  circulantes.  Este  hecho  puede  verse

aumentado por la inducción rápida de la expresión de mediadores inflamatorios, como

las citoquinas, quimioquinas y prostaglandinas, que sobrerregulan las moléculas de

adhesión  y  aumentan  la  permeabilidad  de  la  barrera  hematoencefálica  (BHE),

facilitando  la  invasión  de  células  inflamatorias  circulantes,  con  la  consecuente

liberación de moléculas potencialmente tóxicas para las neuronas (Cuenca-lópez y

col., 2010; Kaur y Ling, 2008).

En  la  última  década,  un  importante  número  de  experimentos in  vivo han

demostrado que la  EPO presenta efecto antiinflamatorio.  En modelos de isquemia

cerebral, donde la inflamación juega un rol crítico en la patogénesis, la administración

exógena de rhEPO redujo notablemente la migración de células inflamatorias al tejido

isquémico, atenuando la producción de citoquinas proinflamatorias tales como TNF-α,

IL-1 y 6, limitando el tamaño de la lesión (Alnaeeli y col., 2012; Sifringer y col., 2012;

Sosa y col., 2008; Villa y col., 2003).
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Por otra parte, en muchos modelos de esclerosis múltiple y malaria cerebral la

administración de rhEPO inhibió la respuesta inflamatoria, retrasando la aparición de la

enfermedad y disminuyendo su severidad. También se observó un incremento de la

supervivencia celular y una menor desmielización e injuria axonal (Agnello y col., 2002;

Sargin y col., 2010; Savino y col., 2006; Yuan y col., 2008; Zhang y col., 2005). 

8.4.2.3  Efecto antioxidante

El estrés oxidativo está involucrado como un mediador crucial en la patogénesis

de diferentes enfermedades neurodegenerativas (Halliwell, 2006; Mariani y col., 2005)

y ocurre como el resultado de la generación de especies reactivas de oxígeno que

consisten en radicales libres de oxígeno y otras entidades químicas. Estas entidades

químicas  pueden  involucrar  radicales  libres  superóxido,  peróxido  de  hidrógeno,

oxígeno single, óxido nítrico (NO) y peroxinitrito La mayoría de estas especies son

producidas a bajos niveles durante condiciones fisiológicas normales y son eliminadas

de la  célula mediante el  sistema antioxidante endógeno que incluye la  superóxido

dismutasa (SOD), glutatión peroxidasa (GPX), catalasa y moléculas pequeñas como

las vitaminas C y E (Maiese y col., 2008).

Existen evidencias de que el tratamiento con EPO protege de la muerte neuronal

inducida por  agentes  generadores  de NO (Olsen,  2003;  Sakanaka y col.,  1998)  e

inhibe la peroxidación lipídica mediante el incremento de la actividad de las enzimas

citosólicas antioxidantes tal como la GPX (Chattopadhyay y col., 2000; Kumral y col.,

2005a; Kumral y col., 2005b; Solaroglu y col., 2003) así como también estimulando la

producción  de  GPX en  cultivo  de  astrocitos  (Genc y  col.,  2002),  protegiendo  a  la

microglia de la muerte inducida por estrés oxidativo (Li y col., 2006) y restaurando la

función mitocondrial luego de un daño traumático cerebral (Sifringer y col., 2012; Xiong

y col., 2009). 

8.4.2.4  Propiedades neurotróficas y regeneración neuronal

La  EPO ha  reportado  un  efecto  neurotrófico  y  neuroregenerativo  que  se  ha

puesto  en  evidencia  mediante  distintos  aspectos  que  incluyen  la  capacidad  de

estimular la formación de neuritas, la regeneración axonal, la brotación dendrítica y la

actividad eléctrica, así como la capacidad de modular el calcio intracelular y la síntesis

y liberación de neurotransmisores (Sifringer y col., 2012). 

Por  otra  parte,  se ha demostrado que la  EPO activa  la  expresión del  factor

neurotrófico  derivado  del  cerebro  (BNDF)  en  un  cultivo  primario  de  neuronas

hipocampales y reduce la apoptosis inducida por una neurotoxina en dicho cultivo. Por
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lo  tanto,  esto  indicaría  que  la  activación  de  este  factor  contribuiría  a  su  rol

neuroprotector (Viviani y col., 2005). 

Además,  la  EPO  evidenció  en  diversos  modelos  de  enfermedades

neurodegenerativas  tales  como  epilepsia,  Parkinson,  degeneración  retinal,

neuropatías, injuria en el nervio ciático, esclerosis lateral amiotrófica entre otras, un

mejoramiento  funcional,  disminución  de  la  apoptosis,  de  la  inflamación,  de  la

desmielización y de la degeneración axonal, así como un mejoramiento y prolongación

de la supervivencia (Sargin y col., 2010). Además, la EPO produjo un mejoramiento

funcional a través de la modulación de la plasticidad, de la conectividad sináptica y de

la actividad neuronal relacionada con la memoria (Adamcio y col., 2008; Weber y col.,

2002).

Como se expuso anteriormente (apartado 9.4.1), la EPO tiene efecto sobre la

neurogénesis durante el desarrollo. Sin embargo, este efecto no se limita sólo a esta

etapa sino que también contribuye a los procesos de reparación del cerebro luego de

un  daño tanto in vitro como in vivo (Shingo y col., 2001).

También se observó que la EPO es capaz de promover la diferenciación de las

células multipotentes a astrocitos y oligodendrocitos, este efecto estaría asociado a la

activación del NF- B (ƙ Lee y col., 2004; Sugawa y col., 2002).

Por último, también se encontró que la EPO induce la elongación de las neuritas

y,  de este modo,  mejora y modula el  efecto regenerativo en neuronas del  ganglio

espiral (Berkingali y col., 2008).

8.4.2.5  Potencial angiogénico

La  angiogénesis  es  un  proceso  que  involucra  múltiples  pasos,  altamente

controlado,  mediante  el  cual  se  forman  nuevos  vasos  sanguíneos  a  partir  de

vasculatura preexistente. 

Varios estudios han evidenciado un rol angiogénico por parte de la EPO que

podría actuar como un nivel adicional de citoprotección en varios sistemas celulares y

tejidos (Rabie y Marti, 2008). Por ejemplo, en un modelo de isquemia cerebral se puso

en evidencia que la EPO promueve la expresión de factores angiogénicos como por

ejemplo VEGF, Tie-2 y angiopoietin-2, los cuales podrían colaborar con la restauración

del flujo sanguíneo a los niveles normales (Li y col., 2007a). Por otro lado, en cultivos

de células endoteliales se observó que la EPO además regulaba la expresión de otros

genes involucrados en la función vascular, transducción de señales y transferencia de

energía (Banerjee y col., 2000;  Carlini y col., 1995;  Fodinger y col., 2000;  Sifringer y

col., 2012; Wang y Vaziri, 1999).
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Este  efecto,  fue  finalmente  confirmado  empleando  ratones  genéticamente

modificados que no expresaban EPO ni su receptor,  donde los embriones sufrieron

severos defectos en la angiogénesis (Kertesz y col., 2004).

Adicionalmente,  la  EPO  también  está  involucrada  en  la  regulación  de  la

permeabilidad vascular y la estabilización de la BHE (Martinez-Estrada y col., 2003;

Noguchi y col., 2007; Uzum y col., 2006).

En  conclusión,  en  el  sistema  vascular,  la  EPO  no  sólo  actúa  directamente

preservando  la  integridad  de  las  células  endoteliales  sino  también  promueve  la

angiogénesis (Chong y col., 2002; Ribatti y col., 2003) y protege la BHE, contribuyendo

todo esto con el efecto citoprotector.

8.4.2.6  Propiedades antineurotóxicas

El glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio en el cerebro y participa

en la patogénesis de diversas enfermedades neurológicas asociadas con la pérdida

neuronal. 

Cuando la concentración de glutamato se eleva en condiciones de hipoxia o

hiperglucemia genera un incremento en la producción de NO, el que luego reacciona

con superóxidos y forma peroxinitrito e induce la muerte neuronal (Morishita y col.,

1997; Nicotera y Lipton, 1999).  La EPO protege al cerebro de la toxicidad inducida por

glutamato a través de la vías JAK-2/STAT y PI3K/Akt (Byts y col., 2008). Otro de los

mecanismos  moleculares  propuestos  podría  estar  relacionado  con  la  modulación

inducida por EPO del flujo de calcio intracelular inducido por glutamato (Morishita y

col.,  1997),  pero esto aún no está claramente  establecido.  Ensayos recientes  con

cultivo de células corticales sugieren que la EPO disminuye la entrada de calcio en

condiciones de excitotoxicidad, en parte a través de la activación de los canales K

activados por calcio, cuya activación depende de la vía PI3K (Andoh y col., 2011).

Por lo tanto, la disminución de la entrada de calcio podría contribuir con efecto

neuroprotector de la EPO. 

8.5 EPO como un agente neuroterapéutico en enfermedades del  sistema
nervioso central

Todas las evidencias obtenidas en ensayos in vitro e in vivo, postulan a la EPO

como un excelente candidato para el tratamiento de enfermedades del SNC, ya que

cumple con algunas de las propiedades que debe reunir  un agente neuroprotector

ideal  debido a que presenta mecanismos múltiples de acción,  es bien tolerado en

humanos,  no  es  neurotóxico  y  no  interacciona  con  otros  neuroprotectores.  Sin

embargo,  hay que  considerar  ciertos  aspectos  antes  de  pensar  en  una  aplicación
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futura de la rhEPO como un neuroprotector en la clínica, tales como accesibilidad al

tejido cerebral y riesgos asociados a su aplicación.

8.5.1 Traspaso de la BHE 

La BHE es una barrera que existe entre los  capilares sanguíneos y el  sistema

nervioso central. Su principal función es mantener las concentraciones vasculares y

extravasculares  de  iones  y  moléculas  en  niveles  apropiados  en  estos  dos

compartimientos.  Es  decir,  impedir  que  muchas  sustancias  tóxicas  la  atraviesen,

permitiendo al mismo tiempo el pasaje de nutrientes y oxígeno. Está conformada por

células endoteliales estrechamente unidas rodeadas por astrocitos y, en las arteriolas,

el espacio pericapilar entre el endotelio y los pies gliales presenta pericitos (Pascual

Garvi y col., 2004).

Fig. 12. Esquema de la estructura de la pared de un capilar con BHE.

1.  Uniones  estrechas  entre  dos  células  endoteliales;  2.  Célula
endotelial;  3.  Pericito;  4.  Pie astrocitario pericapilar;  5.  Lámina basal
subendotelial;  6.  Hendidura  interendotelial  7.  Fenestración
intraendotelial. Adaptado de Pascual Garvi y col. (2004). 

La BHE es la principal barrera para el transporte de medicamentos en el cerebro.

El transporte de sustancias a este tejido depende de los mecanismos de transporte

presentes  en  la  misma  y  la  difusión  depende  también  de  las  características

fisicoquímicas de la molécula (Pascual Garvi y col., 2004). Por lo tanto, es de gran

importancia determinar si un compuesto candidato para la neuroprotección es capaz o

no de travesar dicha barrera.

En  cuanto  a  la  EPO,  inicialmente  varios  estudios  indicaban  que  la  hormona

endógena producida por el riñón no era capaz de atravesar la BHE, excepto que esta
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perdiera su integridad, por lo que se pensaba que esto se debía a su tamaño y nivel de

glicosilación (Buemi y col.,  2000;  Digicaylioglu y col.,  1995;  Marti  y col.,  1997). Sin

embargo, tiempo después se halló que luego de una administración sistémica de EPO

en distintos animales,  tales como ratones,  ovejas,  conejos y  monos,  la  misma era

detectada en LCR luego de 1-2 h posteriores a su aplicación endovenosa (Brines y

Cerami, 2008;  Brines y col., 2000;  Ehrenreich y col., 2004;  Erbayraktar y col., 2003;

Juul y col., 2004; Statler y col., 2007a). 

Debido  a  que  estudios  inmunohistoquímicos  demostraron  alta  presencia  del

EPOR en la zona que rodeaba a los capilares sanguíneos, especialmente entre los

pies astrocíticos y la cara luminal de las células endoteliales, se sugirió que la EPO

circulante  podría  unirse  a  estos  receptores  y  podría  ser  transportada  en  forma

específica y  saturable  por  transcitosis  desde el  lumen capilar  hacia  el  parénquima

cerebral, como ocurre con otras citoquinas (Brines y col., 2000). Sin embargo,  aún no

está claro qué mecanismos emplea ya que otros autores postulan que este transporte

se realiza en forma lenta a través de una vía extracelular no específica (Banks y col.,

2004). Por lo tanto, hacen falta más estudios para poder dilucidar el movimiento de

EPO hacia el parénquima cerebral. 

Dado que la transferencia de EPO desde la sangre al  LCR es muy baja,  no

superando el 0,1% de la dosis inyectada, se requieren altas dosis de administración

para alcanzar concentraciones apropiadas para que cumplan su función citoprotectora

(Brines y col., 2000; Ehrenreich y col., 2004; Erbayraktar y col., 2003; Juul y col., 2004;

Statler y col., 2007a; Xenocostas y col., 2005).

8.5.2 Riesgos asociados con su aplicación 

El  uso  de  la  EPO  como  un  agente  neuroprotector  para  el  tratamiento  de

enfermedades del SNC en humanos requiere un manejo meticuloso y comprensivo,

particularmente  porque  altas  dosis  de  EPO  son  requeridas  para  obtener  niveles

suficientes de dicha hormona en el cerebro en situaciones en las que la BHE está

intacta. 

Dado  que  este  agente  debe  aplicarse  en  forma  sistemática  en  algunas

enfermedades como, por ejemplo, neurodegenerativas, debe considerarse la aparición

de efectos indeseados asociados con la capacidad hematopoyética de dicha molécula

tales  como  elevación  de  la  masa  de  glóbulos  rojos,  hipertensión  y  trombosis

(Stohlawetz y col., 2000; Wiessner y col., 2001), que a su vez pueden comprometer la

actividad neuroprotectora y endotelial de la EPO (Noguchi y col., 2007).
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Por lo tanto, es sumamente importante el desarrollo de análogos de EPO que

modulen  selectivamente  el  rol  hormonal  y  autócrino/parácrino  de  la  misma

(Konstantinopoulos y col., 2007).

8.5.3 Estrategias para la obtención de nuevos derivados.

Para contrarrestar los efectos adversos del uso de elevadas dosis de rhEPO, se

han diseñado diversas estrategias con el  fin de modificar dicha molécula para que

mantenga su actividad neuroprotectora pero su capacidad hematopoyética sea nula.

Dentro de las principales alternativas empleadas con esta finalidad se encuentran las

modificaciones químicas y la manipulación del contenido de ácido siálico.

8.5.3.1 Modificación química

Teniendo en cuenta que la función hormonal y la autócrina/parácrina de la EPO

podrían  estar  gobernadas  por  dos  receptores  distintos  con  actividades  no

superpuestas, se planteó la posibilidad de disparar estas actividades selectivamente

mediante  una  modulación  apropiada  de  estos  receptores.  Para  ello,  se  pensó  en

modificaciones que permitieran evitar el efecto hematopoyético. 

Existen  muchas  posibilidades  de  modificar  químicamente  la  EPO.  Diversos

residuos aminoacídicos de la proteína tales como lisinas, argininas, tirosinas y grupos

carboxilo pueden ser modificados mediante carbamilación, amidación, trinitrofenilación

o acetilación. 

Particularmente para la EPO, hasta el momento se ha evaluado la carbamilación

de siete residuos de lisina, lo que genera residuos de homocitrulina (Leist y col., 2004).

Este mecanismo ocurre en forma parcial naturalmente en el cuerpo humano ya que

0,8  % de la  urea es  convertida  a  cianato  en el  plasma humano.  Éste,  a  su  vez,

reacciona  con  la  EPO  (Satake  y  col.,  1990)  para  obtener  una  EPO  parcialmente

carbamilada  (Mun  y  Golper,  2000).  Esta  metodología  conlleva  cambios

conformacionales en la proteína que afectan su función.

Sobre la base de este hecho, se realizó la carbamilación completa de la EPO y

se  obtuvo  una  nueva  molécula  denominada  CEPO  que  no  presenta  actividad

hematopoyética pero sí retiene la actividad citoprotectora tanto  in vitro como  in vivo

(Leist y col., 2004; Mennini y col., 2006; Siren y col., 2009).  
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8.5.3.2  Modificación del contenido de ácido siálico

Esta estrategia tiene como fundamento la propiedad de los carbohidratos y el

ácido siálico terminal de modular la farmacocinética y la velocidad de depuración de

las proteínas (Sinclair y Elliott, 2005). 

Para el caso particular de la EPO, como se detalló anteriormente, el contenido

de ácido siálico en la molécula es crucial para su efecto eritropoyético. 

Teniendo en cuenta esto, una alternativa que ha demostrado ser exitosa consiste

en la remoción completa de todos los residuos de ácido siálico de la rhEPO generando

una  molécula  completamente  desialidada  denominada  AsialoEPO  (rhAEPO),

caracterizada por presentar una alta afinidad por el receptor en cultivos in vitro (Imai y

col.,  1990) pero casi nula actividad eritropoyética  in vivo  (Erbayraktar y col.,  2003)

debido a su corta vida media plasmática (~ 1,4 min). No obstante, ejerció un efecto

neuroprotector comparable al de la rhEPO en ensayos desarrollados in vivo e in vitro

(Erbayraktar  y  col.,  2003).  Este  hallazgo  refleja  que  la  respuesta  eritropoyética

requiere la presencia continua de la hormona mientras que la acción citoprotectora

necesita una exposición breve pero con altas dosis.

Otra variante obtenida mediante esta estrategia es la denominada Neuro-EPO

que presenta entre 4 y 7 mol AS.(mol de proteína)-1, representando aproximadamente

el 40% de AS correspondiente a la hormona hematopoyética. En bibliografía no se

hallaron  datos  publicados  acerca  del  proceso  de  purificación  empleado  para  su

obtención ni de sus características citroprotectoras en modelos in vitro pero si existen

evidencias de su acción neuroprotectora en modelos de isquemia cerebral focal en

gerbos y ratas tras su aplicación intranasal. Sin embargo, no existen reportes de su

utilización por vía sistémica (Nuñez Figueredo y col., 2009; Teste y col., 2012). 
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OBJETIVOS Y PLAN DE TESIS

El presente trabajo de tesis se centra en la obtención de una nueva variante de

rhEPO que mantenga la capacidad neuroprotectora de la rhEPO pero que demuestre

menor actividad hematopoyética,  con el  fin de que pueda ser administrada por vía

sistémica en el tratamiento de diversas enfermedades cerebrovasculares y del SNC,

disminuyendo la aparición  de efectos colaterales indeseados. Con ese fin, basándose

en  la  estrategia  de  la  modificación  del  contenido  de  ácido  siálico  terminal,  se

propusieron los siguientes objetivos particulares:

1. Preparación de una nueva variante mediante la selección de las isoformas

menos ácidas de rhEPO, es decir, las que presentan un bajo contenido de

ácido siálico terminal.

2. Caracterización  fisicoquímica  de  dicha  combinación  de  glicoformas  de

rhEPO.

3. Evaluación de la actividad biológica hematopoyética in vitro e in vivo.

4. Evaluación de la actividad biológica neuroprotectora en cultivo de células

con características neuronales, SH-SY5Y y PC-12.

5. Evaluación de la actividad antiapoptótica en líneas celulares establecidas

con características neuronales, SH-SY5Y y PC-12  y en cultivos primarios de

neuronas corticales.

6. Análisis farmacocinético de las diferentes combinaciones de isoformas de

rhEPO en plasma.

7. Análisis  de  la  localización  y  traspaso  de  la  BHE  de  las  diferentes

combinaciones de isoformas de rhEPO.

8. Permeabilización de la BHE empleando manitol y evaluación de su efecto

sobre el traspaso de las variantes del rhEPO.

9. Evaluación  de  la  actividad  neuroprotectora  en  un  modelo  de  isquemia

cerebral focal producida por la oclusión permanente de la arteria cerebral

media (MCAO). 
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MATERIALES Y MÉTODOS

1 REACTIVOS Y SOLUCIONES

Excepto  en  los  casos  donde  se  aclara  expresamente,  todas  las  soluciones

acuosas  fueron  preparadas  con  agua  ultra  pura  obtenida  por  ósmosis  inversa

(resistividad  18,2  MΩ.cm)  y  filtración  (0,22  µm),  empleando  un  equipo  Milli  QUF

(Millipore, Francia). Todos los reactivos fueron de grado de pureza analítico.

9. LINEAS CELULARES

A continuación se detallan las líneas celulares de mamífero empleadas durante

el desarrollo del trabajo, así como su procedencia, características y utilidad:

• Clon  productor  de  eritropoyetina  humana  recombinante

(rhEPO-CHO.K1):  puesto  a  disposición en el  Laboratorio  de  Cultivos

Celulares por la empresa Zelltek S.A. (Santa Fe, Santa Fe, Argentina).

Este  clon  se  obtuvo  transfectando  la  línea  CHO.K1  [American  Type

Culture Collection (ATCC), EE.UU] con un plásmido que contenía el gen

de  la  eritropoyetina  humana  y  empleando  la  técnica  de  clonado  por

dilución  límite.  El  mismo secreta  una  proteína  con  características  de

masa  molecular,  patrón  de  glicosilación  y  distribución  de  isoformas

compatibles para su uso en la producción del medicamento (Amadeo y

col., 1998).

• UT-7  (Drexler  y  col.,  1997;  Komatsu  y  col.,  1991): obtenida  de  la

colección de cultivos del Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und

Zellkulturen GmbH (DSMZ; Braunschweig, Alemania).

Esta línea se estableció a partir  de células de la médula ósea de un

paciente  con  leucemia  mieloide.  Son  células  constitutivamente

dependientes de citoquinas y responden a varias de ellas.

• UT-7/EPO:  esta  línea  se  obtuvo  en  el  laboratorio  a  partir  de  la  línea

celular UT-7 luego de adaptarlas durante 5 meses al crecimiento sólo en

presencia  de  eritropoyetina  humana  recombinante  partiendo  del

conocimiento  de  que  si  bien  la  línea  celular  UT-7  crece  en  forma

dependiente de la citoquina IL-3 y GM-CSF, también expresa receptores
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de  EPO (Komatsu  y  col.,  1993).  Se  empleó  para  la  valoración  de  la

actividad biológica in vitro de las variantes de rhEPO.  

• TF-1  (Drexler  y  col.,  1997;  Kitamura  y  col.,  1989):  obtenida  de  la

colección de cultivos del DSMZ.

Esta línea fue establecida a partir de células de la médula ósea de un

paciente con eritroleucemia. Se caracteriza por presentar un crecimiento

absolutamente dependiente de uno de los tres factores de crecimiento

hematopoyético: EPO, GM-CSF e IL-3.

Se empleó para la  valoración de la  actividad biológica  in  vitro de  las

variantes de rhEPO.  

• PC-12 (Greene y Tischler, 1976):  obtenida de la colección de cultivos

del Cell Line Services, (LCC, Eppelheim, Alemania). 

Esta  línea  se  estableció  a  partir  de  un  feocromocitoma  de  rata.  Se

caracteriza por responder al factor de crecimiento nervioso (NGF) y tiene

la capacidad de sintetizar y almacenar catecolaminas. 

Se empleó para la evaluación del efecto neuroprotector y antiapoptótico

in vitro de las variantes de rhEPO.

• SH-SY5Y (Biedler y col.,  1978):  obtenida de la colección de cultivos

ATCC. 

Esta línea celular se obtuvo a partir de tres subclonados consecutivos de

la línea SK-N-SH (Biedler y col., 1973) la cual fue obtenida a partir de un

neuroblastoma metastásico humano.

El primer subclon se llamó SH-SY, el cual fue nuevamente subclonado

como  SH-SY5  y  finalmente  éste,  fue  subclonado  nuevamente  como

SH-SY5Y. A diferencia de la línea celular que le dio origen, ésta presenta

receptores para eritropoyetina mientras que la progenitora no (Sartelet y

col.,  2007).  Por  tal  motivo,  se  empleó  para  la  evaluación  del  efecto

neuroprotector y antiapoptótico in vitro de las variantes de rhEPO.

10. CULTIVO PRIMARIO DE NEURONAS CORTICALES

Para la  obtención de cultivos  primarios de neuronas corticales  se emplearon

ratas Wistar de 1 día de edad, obtenidas del bioterio de la Facultad de Medicina (UBA,

Buenos Aires). Las mismas fueron sacrificadas mediante decapitación en condiciones
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asépticas, que se mantuvieron hasta el final del proceso. Posteriormente, el cerebro

fue retirado cuidadosamente del cráneo y se colocó en una placa de Petri contiendo

solución fisiológica (B/Braun Medical S.A., Argentina). 

El tejido, debidamente enjuagado con solución fisiológica, fue manipulado con

sumo cuidado y se retiraron las cortezas cerebrales disecando las meninges. Una vez

obtenidas las  cortezas limpias se trasvasaron a otra placa de Petri,  en  la  cual  se

disgregó el tejido mecánicamente con un bisturí estéril y se adicionó la solución de

disociación  [Medio  DMEM  (Dulbecco´s  Modified  Eagle´s  Medium,  Gibco,  EE.UU)

suplementado con Papaína (Sigma) 4 UI.ml-1 y  mezcla de los antibióticos penicilina

100 UI.ml-1-estreptomicina 100 µg.ml-1 (Gibco)]. En esta solución, el tejido se incubó

durante 30 min a 37 ºC. Una vez transcurrido dicho tiempo, se inactivó la papaína

mediante  dilución  con  medio  de  cultivo  (DMEM  suplementado  con  antibióticos).

Seguidamente,  se centrifugó a 1600 rpm durante 5 min empleando una centrífuga

Eppendorf 5403, rotor 16A4-44 (Alemania). 

A continuación, se descartó el sobrenadante y el sedimento se resuspendió en el

medio  DMEM  suplementado  con  DNAsa  (Sigma,  EE.UU.)  3,2 µg,ml-1.  Se  dejó

decantar el tejido no disociado y el sobrenadante conteniendo las células se centrifugó

a 1200 rpm durante 5 min.

Finalmente  el  sedimento  celular  se  resuspendió  en  el  medio  de  cultivo

especificado en el apartado 4, obteniendo de esta forma la suspensión de neuronas

corticales utilizada para la realización de los experimentos.  

11. MEDIOS DE CULTIVO

Para la preparación de los medios de cultivo y de todos sus suplementos se

empleó agua ultra pura obtenida por ósmosis inversa (conductividad 18,2 MΩ). 

La esterilización de los  medios de cultivo se realizó  por  filtración empleando

filtros  estériles  con  un  tamaño  de  poro  de  0,22  µm  (Millipore).  Para  controlar  la

esterilidad, los medios filtrados se incubaron durante 48 h a 37 ºC.

El  suero  fetal  bovino  (SFB)  (PAA,  GE  Heathcare)  empleado  para  la

suplementación  de  los  medios  de  cultivo  fue  previamente  descomplementado  por

incubación en baño de agua termostatizado a 56 ºC durante 30 min.

A continuación se detallan los medios de cultivos empleados para cada línea

celular:

• rhEPO-CHO.K1:

Se empleó el medio de cultivo descripto por Kratje y Wagner (1992), que

consistió en una mezcla 1:1 (V/V) de los medios D-MEM y Ham´s-F12
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(Gibco)  suplementado  con  NaHCO3 (Gibco)  2,441  g.l-1,  D(+)glucosa

anhidra  (Sigma)  1,183  g.l-1,  piruvato  de  sodio  (Gibco)  0,110  g.l-1,

L-glutamina  (Sigma)  1,100  g.l-1,  triptófano  (Sigma)  0,027  g.l-1,  ácido

aspártico  (Sigma)  0,040  g.l-1,  serina  (Sigma)  0,080  g.l-1 y  SFB

0,1% (V/V).

• UT-7: 

Se utilizó el medio de cultivo α-MEM (Minimum Essential Medium Eagle

Alpha  Modifications,  Gibco)  suplementado  con  NaHCO3 1,500  g.l-1,

gentamicina (Parafarm, Argentina) 50 µg.ml-1, rhGM-CSF (LeucomaxTM,

Molgramostim, Argentina) 5 ng.ml-1 y SFB 20% (V/V).

• UT-7/EPO: 

Se utilizó el medio de cultivo empleado para mantener la línea celular

UT-7 pero reemplazando el rhGM-CSF por rhEPO 1 U.Iml-1 (Zelltek S.A.,

Argentina). 

• TF-1: 

Se empleó el medio de cultivo RPMI 1640 (Gibco) suplementado con

L-Glutamina  2 mM,  NaHCO3 1,500  g.l-1,  gentamicina  50  µg.ml-1,

β-mercaptoetanol (Merck, Alemania) 0,05 mM, rhGM-CSF 20 ng.ml-1 y

SFB 10% (V/V).

• PC-12: 

Se utilizó el medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con L-Glutamina

2,0 mM,  NaHCO3  2,0  g.l-1,  mezcla  de  los  antibióticos  penicilina

100 UI.ml-1-estreptomicina  100  µg.ml-1 (Gibco),  suero  de  caballo  (SC)

(Gibco) 10% (V/V) y SFB 5% (V/V).

Para determinados ensayos se llevó a cabo la diferenciación de la línea

celular  a  fenotipo  neuronal.  Para  tal  fin  se  utilizó  el  medio  de

diferenciación  (MD)  compuesto  por  medio  RPMI  1640  (Gibco)

suplementado con L-Glutamina 2,0 mM, NaHCO3 2,0 g.l-1, mezcla de los

antibióticos  penicilina  100 UI.ml-1-estreptomicina  100  µg.ml-1,  SC  1%

(V/V) y NGF 50 ng.ml-1 (Invitrogen, EE.UU.).

• SH-SY5Y: 
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Se empleó  el  medio  de  cultivo  D-MEM/Ham´s F-12  1:1,  L-Glutamina

2,0 mM,  NaHCO3  2,438  g.l-1,  mezcla  de  los  antibióticos  penicilina

100 UI.ml-1-estreptomicina 100 µg.ml-1 y SFB 10% (V/V).

• Cultivo primario de neuronas corticales: 

Se empleó el  medio de cultivo Neurobasal (Gibco) suplementado con

B-27 2% (V/V) (Gibco), L-Glutamina 2,0 mM y mezcla de los antibióticos

penicilina 100 UI.ml-1-estreptomicina 100 µg.ml-1. 

12. SISTEMAS DE CULTIVO

12.1 Mantenimiento celular y ensayos biológicos

Todas las líneas celulares se cultivaron en estufa gaseada a 37 ºC, en atmósfera

de CO2 al 5% saturada de humedad (Nuaire, EE.UU) 

Se emplearon los siguientes sistemas de cultivo:

• Placas multipozos de poliestireno [Greiner Bio-one (GBO), Alemania] de

96, 24, 12 y 6 pozos con una superficie de 0,4; 2,0; 5,0 y 9,6 cm2 por

pozo, respectivamente.

• Frascos T (GBO) de 25, 75 y 175 cm2 de superficie.

En la mayoría de los casos se mantuvo una relación constante de 0,4 ml de

medio  por  cada  cm2 de  superficie,  de  acuerdo  a  lo  establecido  por  Freshney

(Freshney, 2000a). Sin embargo, para el caso de la línea celular SH-SY5Y, en ciertos

ensayos,  dicha  relación  se  modificó  a  0,2  ml  de  medio  por  cada  cm2,  ya  que  el

crecimiento no se vio afectado y permitió trabajar con menores volúmenes de medio y

consumo de reactivos.

Las líneas celulares que crecen adhiriéndose a una superficie sólida (sustrato)

forman una monocapa, como es el caso de la línea celular SH-SY5Y y PC-12. Para

realizar  subcultivos  se  las  debe  liberar  de  este  sustrato  por  medios  mecánicos  o

enzimáticos.

Para el caso de la línea celular SH-SY5Y, cuando los cultivos alcanzaron la

confluencia,  se  procedió  a  retirar  el  sobrenadante  y  lavar  la  monocapa  con  una

solución de tripsina-EDTA, compuesta por tripsina (Gibco) 0,05% (P/V) y Na2EDTA

(Gibco) 0,02% (P/V) en buffer fosfato salino [PBS: KH2PO4 (Sigma) 0,60 g.l-1, Na2HPO4

(Sigma) 0,78 g.l-1, NaCl (Merck) 8,8 g.l-1, pH 7,4] durante 15 s a temperatura ambiente,

con el fin de neutralizar la acción de los factores antitripsina presentes en el SFB. Se

respetó una relación de 20 µl de solución de tripsina-EDTA por cada cm2 de superficie.

Luego de eliminar la solución de lavado, se agregó nuevamente la misma proporción
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de la solución de tripsina-EDTA, dejándola actuar el tiempo necesario hasta lograr el

desprendimiento completo de las células adheridas.  Posteriormente,  se adicionó el

medio de cultivo suplementado con SFB para neutralizar la acción de la tripsina y se

homogeneizó la suspensión celular.

Para el caso de la línea celular PC-12 que presenta una adherencia leve a la

superficie sólida, no es necesario el empleo de soluciones enzimáticas. Por tal motivo,

al momento de realizar los subcultivos se las liberó del sustrato por medios mecánicos

mediante  pipeteos  consecutivos  hasta  lograr  el  desprendimiento  total  y  la  menor

cantidad de formación de burbujas.

Para las restantes líneas celulares que crecen en suspensión, los subcultivos

se efectuaron por simple dilución en el medio de cultivo fresco correspondiente.

12.2 Biorreactor

El clon rhEPO-CHO.K1 se cultivó en un biorreactor de 25 l (MBR Bio Reactor

AG, Suiza) cuyo volumen máximo de trabajo fue de 23,5 l,  operando en modo de

perfusión. Este proceso consiste en agregar medio de cultivo fresco en forma continua,

a medida que se retira la misma cantidad de sobrenadante de cultivo libre de células

del interior del reactor (Fig. 13). De esta forma, las células permanecen en el interior

del biorreactor, siendo alimentadas con nutrientes y removiéndose los productos del

catabolismo en forma continua, permitiendo alcanzar altas densidades celulares con

una productividad incrementada del producto de interés durante períodos prolongados

de tiempo. 
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Fig. 13. Esquema del biorreactor empleado (Beccaria, 2000)

La perfusión del cultivo se llevó a cabo empleando un filtro rotatorio (spin-sieve)

equipado con una malla de acero inoxidable de 10 µm de tamaño ubicado en el interior

del reactor. El volumen de perfusión consistió en un volumen de reactor.día-1.

La tensión de oxígeno disuelto, el pH de medio y la temperatura se regularon en

forma  automática  y  las  variables  operacionales,  detalladas  en  la  Tabla  1,  se

monitorearon constantemente.

Tabla 1. Valores de las variables de operación empleadas.

VARIABLE AJUSTE

Velocidad de agitación 120 rpm

Velocidad de giro del filtro rotatorio 100 rpm

Temperatura del cultivo 37-35 ºC

pH inicial del cultivo 7,20

Tensión de oxígeno disuelto en el cultivo 50%

La puesta a punto de las variables operacionales detalladas no formaron parte

de  esta  tesis,  este  trabajo  fue  realizado  anteriormente  por  otros  integrantes  del

Laboratorio de Cultivos Celulares.

13. DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE CÉLULAS VIABLES

62
Mattio, Mónica Cristina   - 2014 -



MATERIALES Y MÉTODOS

El recuento celular se realizó en cámara de Neubauer, estimando la proporción

de células muertas por el método de exclusión con azul de tripán (Cook y Mitchell,

1989). Esta técnica se basa en el hecho de que las células viables no captan ciertos

colorantes, mientras que las células muertas presentan una alteración de la membrana

plasmática que permite el ingreso del colorante hacia su interior.

Con este fin, la suspensión celular se incubó durante 1 min con una solución de

azul de tripán (Sigma) 0,4% (V/V) en PBS y posteriormente se sembró en la cámara

de recuento, empleado diluciones convenientes de acuerdo con la densidad celular de

la  muestra.  Se  contaron  las  células  vivas  (refringentes)  y  las  muertas  (azules),

contenidas en cada uno de los cuadrantes de los extremos.

La  concentración  de células  (X),  ya  sean  vivas  o  muertas,  se  determinó  de

acuerdo con la siguiente ecuación (1):

X (cél. ml-1 ) =Nº de células contadas × 104 × 
1
4

 × (dilución )-1 (1)

La viabilidad del cultivo se determinó calculando el porcentaje de células viables

con respecto a las totales (ecuación 2), teniendo en cuenta que la concentración de

células totales (XT) es la suma de la concentración de células muertas (XM) y vivas

(XV).

Viabilidad ( % ) =
XV

XT

×100 (2)

14. CRIOPRESERVACIÓN DE LAS LÍNEAS CELULARES

La criopreservación constituye un método eficaz de conservación de células que

garantiza  el  mantenimiento  de  sus  propiedades  metabólicas  iniciales  (Freshney,

2000b; Hasegawa, 1996).

El daño celular inducido por el congelamiento y la descongelación es causado

por  la  formación de cristales  de hielo  intracelulares  y  por  efectos  osmóticos  (Hay,

1986). La acción de un agente crioprotector, como glicerol o dimetilsulfóxido (DMSO)

(Lovelock  y  Bishop,  1959),  y  el  empleo  de  una  velocidad  lenta  de  enfriamiento,

aproximadamente 1 ºC por min (Leibo y Mazur, 1971), minimizan dichos efectos.

La conservación de las líneas celulares se realizó en nitrógeno líquido, ya que a

temperaturas de -196 ºC se observan mínimos deterioros celulares (Greene y col.,

1967). Se empleó una técnica de enfriamiento gradual desde temperatura ambiente

hasta -196 ºC.
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Para  ello,  una vez  realizado  el  recuento,  suspensiones celulares  en fase de

crecimiento exponencial se centrifugaron a 1.000 rpm durante 5 min a temperatura

ambiente. Se descartó el sobrenadante y el sedimento celular se resuspendió en una

solución de SFB y DMSO (Sigma) en una relación 95:5 (V/V), de manera de obtener

una concentración de 1-2.106 cél.ml-1. La suspensión celular se distribuyó a razón de 1

ml por criotubo (GBO) que luego fueron almacenados en un contenedor apropiado,

MrFrosty (Nalgene, EE.UU), y llevados a freezer de -70ºC por 24 h. Este dispositivo

contiene alcohol isopropílico, lo que permite que la temperatura disminuya a razón de

1 ºC por minuto, de manera de lograr un enfriamiento gradual de las células para que

la revitalización de las mismas sea satisfactoria.

Finalmente los criotubos se retiraron de dicho dispositivo y se almacenaron en

termos de N2 líquido a -196 ºC.

15. REVITALIZACIÓN DE LAS LÍNEAS CELULARES

El descongelamiento rápido de la suspensión celular es esencial para su óptima

recuperación. Para la revitalización de las líneas celulares criopreservadas se retiró el

criotubo del termo de N2 líquido y se lo sumergió rápidamente en un baño de agua a

37 ºC. La suspensión celular descongelada se transfirió a un tubo cónico que contenía

40 ml de medio de cultivo y se centrifugó a 1.000 rpm durante 5 min a temperatura

ambiente. Esta etapa se realizó con el objeto de eliminar el DMSO que es un reactivo

tóxico para las células en cultivo. Se descartó el sobrenadante y el sedimento celular

se resuspendió en un volumen de medio de cultivo adecuado. Finalmente, se realizó el

recuento celular con el objeto de evaluar la recuperación y la viabilidad celular.

16. PURIFICACIÓN DE LA NUEVA VARIANTE DE rhEPO

Teniendo en cuenta que la rhEPO producida en líneas celulares eucariotas es

una combinación de especies moleculares que comparten una misma cadena, pero

difieren  en  la  cantidad  de  ácido  siálico  terminal  presente  en  las  cadenas

oligosacarídicas, y que a estas diferentes formas de EPO se las conoce con el nombre

de  glicoisoformas  o  isoformas,  la  purificación  es  uno  de  los  puntos  claves  en  el

proceso  de  producción  ya  que  permite  obtener  la  composición  deseada  de  las

diferentes isoformas y, de esta manera, se puede dirigir el campo de aplicación. 

 Además, este proceso es indispensable para la caracterización fisicoquímica y

biológica de la molécula.

En la industria farmacéutica la estrategia de purificación típica consiste en cuatro

fases o estadios generales denominados (Belter y col., 1988):

64
Mattio, Mónica Cristina   - 2014 -



MATERIALES Y MÉTODOS

• Remoción de componentes insolubles
• Fase de captura
• Fase de purificación intermedia
• Fase de purificación final

Cada una de ellas puede contar con una o más etapas o procesos unitarios. Las

características  de  cada  fase  dependerán  de  numerosos  factores  tales  como  la

naturaleza del sobrenadante de cultivo, los requerimientos de pureza del producto final

y la economía del proceso.

16.1 Material de partida y remoción de componentes insolubles

El  sobrenadante  de  cultivo  proveniente  del  biorreactor  fue  almacenado  en

recipientes  de plástico estériles de 50 l  (Nalgene,  EEUU) entre 4 y  8 ºC hasta  su

llenado completo. La remoción de agregados, detritos celulares y coloides se realizó a

través de un tren de clarificación constituido por dos cartuchos insertos en sendas

carcasas de acero  inoxidable  (Sartorius)  a  una presión de hasta  0,5  kgf.cm-2.  Los

cartuchos  empleados  fueron  de  10  pulgadas  de  longitud  y  tamaño  de  poro  en

gradiente de 3 a 0,8 µm (pre-filtro) y 0,8 a 0,45 µm (filtro). La cosecha filtrada fue

procesada inmediatamente.

16.2 Fase de captura: Cromatografía de afinidad a colorante

En  la  fase  de  captura,  los  objetivos  son  el  aislamiento,  la  concentración  y

estabilización de la proteína de interés a partir  del extracto clarificado. Además, es

recomendable que exista una remoción significativa de ciertos contaminantes críticos

como las proteasas y, en el caso particular de rhEPO, de sialidasas y/o glicosidasas.

Por  esta  razón,  en  esta  etapa  juega  un  papel  importante  la  velocidad  de

procesamiento, a fin de evitar el contacto prolongado de la proteína de interés con

contaminantes potencialmente perjudiciales.

Una de las cromatografías más empleadas en esta etapa es la cromatografía de

afinidad a colorante debido al gran número de ventajas que presenta, tales como bajo

costo,  fácil  disponibilidad,  resistencia  a  la  degradación  biológica  y  química  y

pseudobioespecifidad (Scopes, 1987).

Por  tal  motivo,  para  capturar  todas las  isoformas de rhEPO presentes en el

sobrenadante clarificado se utilizó un litro de resina  Blue-Sepharose Fast Flow (GE

Healthcare, Suecia) empaquetado en una columna BPG 100/500 (10 x 12,7 cm). La

purificación se llevó a cabo empleando el siguiente protocolo:

1. Equilibrado: la matriz se equilibró en  buffer fosfatos 50 mM pH 7 a un flujo

variable entre 50 y 100 ml.min-1 [Tiempo de residencia (TR) entre 10 y 20 min].

Dentro de este rango de flujo se trabajó durante todo el proceso.
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2. Siembra: se sembró un volumen de 18 l de cosecha clarificada.
3. Lavados: la matriz se lavó con 4 a 7 volúmenes de columna (VC) de buffer de

equilibrado.
4. Elución: La totalidad de las isoformas de rhEPO adsorbidas fueron recuperadas

empleando entre 2,5 y 4 VC de solución NaCl (Merck) 675 mM, etanol  (J.T.

Baker, EE.UU.) 20% (V/V), Tris (Merck) 20 mM pH 6,5.
El producto de elución se concentró hasta un volumen variable entre 500 y

1000 ml y se realizó un cambio de buffer con Tris 20 mM pH 6,5 empleando un

sistema de ultrafiltración tangencial Pellicon (Millipore) con cartuchos de 10 kDa

de tamaño de poro y 0,1 m2 de superficie. Se diafiltró empleando 10 veces el

volumen del concentrado. El producto obtenido se conservó a -20 ºC hasta su

procesamiento.
5. Conservación de la matriz: La matriz se lavó exhaustivamente con agua ultra

pura y se conservó en solución de etanol 20% (V/V) entre 4 y 8 ºC hasta su

reutilización.

Todo el proceso se llevó a cabo a una temperatura entre 4 y 8 ºC.

16.3 Fase de purificación intermedia: cromatografías de intercambio iónico

En la fase de purificación intermedia se busca remover la mayor cantidad posible

de impurezas tales como proteínas de la célula huésped, isoformas indeseadas de la

proteína de interés, ADN, potenciales partículas virales y endotoxinas. 

Dentro de los modos cromatográficos más comúnmente empleados en esta fase

se encuentran el intercambio iónico y el hidrofóbico. 

En este trabajo de tesis fueron de elección las cromatografías de intercambio

iónico  (CII)  cuyo  fundamento  se  basa  en  la  adsorción  reversible  de  moléculas

cargadas a un grupo intercambiador inmovilizado que posee carga opuesta. La fuerza

y la selectividad de la unión dependen del pH y la conductividad inicial, por lo que la

modificación de estos parámetros es utilizada para eluir selectivamente las moléculas.

16.3.1 Cromatografía de intercambio iónico I

En este primer paso de purificación intermedia, se utilizó una cromatografía de

intercambio aniónico que, además de permitir la separación de diferentes poblaciones

de glicoisoformas de rhEPO, es útil  para eliminar contaminantes no proteicos tales

como ADN.

Para tal fin, el producto obtenido en la etapa de captura fue descongelado a una

temperatura entre 4 y 8 ºC durante 48 h y diluido con solución de Tris 20 mM pH 6,5,

de modo tal  que su absorbacia a 280 nm fuese menor  a 0,4 unidades arbitrarias.
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Posteriormente, fue aplicado en 500 ml de  Q-Sheparose Big Bead (GE Healthcare)

empaquetada en una columna BPG 100/500 (10 x 6,4 cm) empleando el  siguiente

protocolo:

1. Equilibrado: la matriz se equilibró en  Tris 20 mM pH 6,5  a un flujo

variable entre 50 y 100 ml.min-1 (TR entre 5 y 10 min). Este flujo fue

constante a lo largo de todo el proceso.
2. Siembra: se sembró el volumen de muestra acondicionada necesario

para que la carga de la columna no supere los 2 mg.(ml de resina)-1.
3. Lavados: la matriz se lavó con 1,5 a 2,5 VC de buffer de equilibrado.
4. Elución 1: Las isoformas menos ácidas se recuperaron empleando

entre 2 y 3 VC de solución de glicina (Invitrogen) 50 mM pH 3,15. El

primer  VC  de  eluato  fue  descartado  por  contener  proteínas

provenientes  del  SFB  utilizado  para  suplementar  el  medio  de

crecimiento de las células. El resto de las fracciones se unieron y el

volumen total se acondicionó mediante el agregado de buffer acetato

de sodio 1 M pH 5 hasta lograr una concentración final de acetatos

de 20 mM. Se ajustó a pH 5 mediante el agregado de NaOH 10 N.

Este intermediario constituyó el  material  de partida para la tercera

etapa  cromatográfica.  El  producto  obtenido  se  conservó  a  -20 ºC

hasta su procesamiento.
5. Elución 2: El resto de las isoformas retenidas (isoformas más ácidas)

se eluyeron empleando una solución de alta fuerza iónica con el fin

de acondicionar la columna para su conservación.
6. Lavados:  se  realizaron  lavados  secuenciales  con  NaCl  1 M,  agua

ultra pura y finalmente NaOH 0,1 M.
7. Regeneración:  la  matriz  se  regeneró  empleando  una  solución  de

NaCl 1 M.
8. Conservación de la matriz: La resina se lavó exhaustivamente con

agua ultra pura y se conservó en solución de etanol 20% (V/V) entre

4 y 8 ºC hasta su reutilización.

Todo el proceso se llevó a cabo a una temperatura entre 4 y 8 ºC.

16.3.2 Cromatografía de intercambio iónico II

Esta etapa consistió en una purificación adicional de las isoformas menos ácidas

eluidas  en la  etapa anterior  (elución 1)  empleando una segunda cromatografía  de

intercambio aniónico. Este paso fue necesario para la remoción de trazas de albúmina

sérica bovina (BSA) y ADN presentes en el producto.

Para  ello  se  emplearon  200 ml  de  Q-Sepharose  Fast  Flow (GE  Healthcare)

empaquetados en una columna XK 50/20 (5 x 10,2 cm) y se desarrolló el siguiente

protocolo:
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1. Equilibrado: la matriz se equilibró con 20 mM de buffer acetato de sodio pH 5 a

un flujo de 20 ml.min-1 (TR de 5 min). Este flujo fue constante a lo largo de todo

el proceso.
2. Siembra: se sembró el volumen de muestra necesario para que la carga sea

como máximo de hasta 2 mg.(ml de resina)-1.
3. Lavados: la matriz se lavó, en primer lugar, con 5 VC de buffer acetato de sodio

20 mM pH 5 y luego con 1 VC de buffer citrato de sodio 20 mM pH 6,5.
4. Elución: Las isoformas menos ácidas se recuperaron en 1 a 2 VC de solución

de NaCl 100 mM en citrato de sodio 20 mM pH 6,5.
El producto de elución obtenido se conservó a -20 ºC hasta su procesamiento.

5. Lavados: se realizaron lavados secuenciales con NaCl 1 M, agua ultra pura y

finalmente NaOH 0,1 M.
6. Regeneración: la matriz se regeneró empleando una solución de NaCl 1 M.
7. Conservación de la matriz: La resina se lavó exhaustivamente con agua ultra

pura y se conservó en solución de etanol 20% (V/V) entre 4 y 8 ºC hasta su

reutilización.

Todo el proceso se llevó a cabo a una temperatura entre 4 y 8 ºC.

16.4 Fase de purificación final (Polishing)

En este paso se pretende alcanzar la máxima pureza de la proteína de interés,

removiendo  posibles  agregados,  productos  de  degradación,  vestigios  de  proteínas

derivadas de la célula huésped, así como también acondicionar la proteína purificada

para su uso inmediato o almacenamiento.

Una  de  las  técnicas  cromatográficas  más  empleadas  para  este  fin  es  la

cromatografía en fase reversa (CFR) cuya principal ventaja es su alta resolución.

El  producto  obtenido  de  la  segunda  cromatografía  de  intercambio  iónico  se

aplicó en una columna de fase reversa semipreparativa utilizando un cromatógrafo

líquido  de  alta  performance  (HPLC)  (Alliance  HPLC  System,  Waters,  EE.UU.)  y

detección UV a 280 nm.

Se trabajó con una columna C4 Júpiter (Phenomenex, EEUU) de 19,6 ml (250 x

10 mm) rellena con partículas  esféricas de 5 µm de diámetro interno y 300 Ǻ de

tamaño de poro. La columna se equilibró con ácido trifluoracético (TFA) 0,05% (V/V)

en etanol 50% (V/V) a 1,5 ml.min-1 (constante durante toda la corrida). Se aplicaron

5 ml de muestra por cada inyección, llegándose a realizar hasta 4 inyecciones como

máximo por cada corrida. El perfil de elución se compuso de una fase inicial isocrática

breve  (5  min)  en  las  condiciones  del  equilibrado  y  un  gradiente  lineal  hasta

100 % (V/V)  de  buffer  B  [TFA 0,05  %  (V/V)  en  etanol]  durante  25  min.  El  pico

correspondiente a la nueva combinación de glicoisoformas se recolectó en solución

Tris  50 mM pH 8 a los  fines de neutralizar  el  pH ácido de la  mezcla elutoria.  La
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columna se conservó bien cerrada en metanol  puro (Fisher,  EEUU) a temperatura

ambiente.

El lote final de la nueva combinación fue obtenido realizando un cambio de buffer

a NaCl 100 mM en buffer citrato de sodio 20 mM pH 6,15 (solución excipiente).

16.5 Determinación de la concentración de proteínas totales

La cuantificación de proteínas totales se llevó a cabo empleando el método de

Bradford (1976). El fundamento del mismo consiste en el desplazamiento del máximo

de absorbancia del colorante azul brillante de Coomasie en la zona de longitudes de

onda comprendida entre 595 y 620 nm, luego de su unión con los aminoácidos básicos

Arg y Lys presentes en la proteína. La intensidad de color generado es directamente

proporcional a la concentración de tales aminoácidos y, por lo tanto, de las proteínas

presentes  en  la  muestra  analizada.  Este  ensayo  es  ampliamente  aplicable  a  la

cuantificación de la mayoría de las proteínas, con excepción de pequeños polipétidos

básicos  y  soluciones  proteicas  que  contienen detergentes  iónicos  o  no iónicos  en

concentraciones superiores al 0,2% (P/V).

La técnica se realizó en microescala empleando placas de microtitulación. Se

preparó una curva de calibración utilizando BSA (Sigma) como estándar. Para ello, se

realizaron sucesivas diluciones 1:10 de una solución de BSA (desde 100 µg.ml-1 hasta

10 µg.ml-1) y se dispensaron por duplicado 20 µl por pozo de cada dilución. En otros

pozos,  se  dispensaron  por  triplicado  20  µl  de  cada  muestra.  Posteriormente,  se

adicionaron 200 µl  de la  solución del  colorante [azul  brillante  de  Coomasie G-250

(Sigma) 0,01 % (P/V), alcohol etílico 4,75 % (V/V), ácido fosfórico (Merck) 8,5 % (P/V)]

a todos los pozos. Se incubó durante 10 min a temperatura ambiente y se determinó la

absorbancia  a  λ=620  nm  en  un  lector  de  placas  de  microtitulación  (Labsystems

Multiskan MCC/340, Finlandia). La concentración de proteínas totales en las muestras

incógnitas se calculó mediante interpolación de los valores de absorbancia obtenidos

para cada muestra en la curva de calibración.

16.6 Parámetros evaluadores de la performance de purificación

Un proceso de purificación consiste en una secuencia de operaciones en las

cuales los contaminantes son subsecuentemente removidos, aumentado la cantidad

de proteínas de interés en relación a las demás proteínas. 

Existen  tres  parámetros  básicos  a  considerar  en  cada  etapa  de  un  proceso

separativo:

• Actividad específica (AE)
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• Factor de purificación (FP)
• Rendimiento o recuperación (R)

La  actividad  específica  es  un  parámetro  que  evalúa  en  modo  porcentual  la

presencia de la proteína de interés en una muestra compleja. La misma se calculó

como  el  cociente  entre  la  concentración  de  la  proteína  de  interés  (CPI)  y  la

concentración de proteínas totales (CPT) (ecuación 3):

AE=
CPI

CPT

(3)

Si este valor de AE es multiplicado por 100 se obtiene el porcentaje de pureza

(%).

El factor de purificación es el cociente entre la actividad específica de la muestra

obtenida luego del proceso de purificación (AE2) y la actividad específica previa de la

muestra (AE1). El FP se calculó utilizando la ecuación 4:

FP=
AE2

AE1

(4)

El  rendimiento  o  recuperación  de  la  purificación  fue  calculado  utilizando  la

ecuación 5, donde MF representa la masa de proteína de interés recuperada en el

proceso y MI, la masa inicial presente en la muestra.

R (%)=
MF

MI

 ×100 (5)

17. MÉTODOS PARA LA CUANTIFICACIÓN DE LAS VARIANTES DE rhEPO

Para la cuantificación de las diferentes variantes de rhEPO se emplearon tres

métodos diferentes dependiendo de la complejidad de la muestra a analizar.

17.1 ELISA sándwich amplificado

Para la cuantificación de las diferentes variantes de rhEPO presentes tanto en el

sobrenadante de cultivo como en las muestras biológicas complejas (plasma y líquido

cefalorraquídeo) se empleó un ELISA sándwich amplificado.

Este ensayo se basa en la captura de la hormona por parte de un anticuerpo que

se  encuentra  inmovilizado  sobre  placas  de  poliestireno,  que  posteriormente  es

reconocida  por  el  mismo  anticuerpo  conjugado  a  biotina.  Luego,  la  adición  de

estreptavidina conjugada a la enzima peroxidasa permite amplificar la señal, ya que
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por molécula de biotina pueden unirse varias moléculas de estreptavidina. Finalmente,

al agregar el sustrato específico para esta enzima aparece una coloración medible. La

señal obtenida es proporcional a la concentración de hormona presente en la muestra.

La muestra se cuantifica al realizar la extrapolación del valor de la señal con respecto

a una curva patrón, y considerando su dilución.

La metodología desarrollada se presenta a continuación:

1.- Sensibilización: Placas de poliestireno de fondo plano de 96 pozos (GBO)

fueron  sensibilizadas  con  100  µl  de  anticuerpo  policlonal

âEPO, proveniente de conejo C1 purificado por proteína A,

0,5 µg.ml-1  (50 ng por pozo) diluido en solución de Na2CO3

(Merck)/NaHCO3 50  mM,  pH  9,6  (solución  de

sensibilización). Se incubó durante 1 h a 37 ºC.
2.- Bloqueo: El bloqueo de los sitios de interacción inespecífica se realizó

con 200 µl por pozo de solución de BSA 1% (V/V) en PBS

(solución de bloqueo). Se incubó durante 1 h a 37 ºC.
3.- Primera incubación: En  los  pozos  correspondientes  se  agregaron  diluciones

sucesivas  1:2  de  estándar  de  rhEPO  (Zelltek,  S.A,

Argentina) en solución de BSA 0,1% (P/V) en PBS con el

agregado  de  Tween 20  (MP Biomedicals,  EE.UU.)  0,05%

(V/V)  (solución  diluyente),  partiendo  desde  5-20  ng.ml-1,

según  la  combinación  de  isoformas  de  rhEPO analizada.

Las  muestras  procesadas,  se  ensayaron  realizando

diluciones  seriadas  al  medio,  de  manera  de  poder

compararlas con el estándar en el rango de linealidad de la

curva. Se incubó durante 1 h a 37 ºC. 
4.- Segunda incubación: Se  agregaron  100  µl   de  anticuerpo  policlonal  âEPO

proveniente  de  conejo  C1  purificado  por  proteína  A

conjugado  a  biotina  en  una  dilución  1:2.000  en  solución

diluyente. Se incubó durante 1 h a 37 ºC. 
5.- Tercera incubación: Se  agregaron  100  µl  de  estreptavidina-peroxidasa  (GE

Healthcare) en una dilución 1:8.000 en solución diluyente.

Se incubó durante 1 h a 37 ºC. 
6.- Reacción reveladora: El  revelado  se  realizó  mediante  reacción  enzimática

empleando  como  sustrato  H2O2  (Merck)  0,015  volúmenes

diluida en solución de citrato/fosfato de sodio 50 mM, pH

5,3, con el agregado de  o-fenilendiamina (OPD, Sigma) en

una concentración de 0,5 mg.ml-1 (solución de revelado). Se

agregaron 100 µl de solución de revelado por pozo y, luego
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de  15  min  de  incubación  en  oscuridad  a  temperatura

ambiente, la reacción se detuvo mediante el  agregado de

50 µl de H2SO4 2 N. La lectura del color generado se efectuó

a una λ=492 nm en un lector de placas de microtitulación.
7.- Controles: Se realizó un control negativo para evaluar la posible unión

inespecífica de los reactivos. Para ello, durante la primera

incubación, se reemplazó el agregado de antígeno soluble

(rhEPO) por 100 µl de solución diluyente y se continuó con

las siguientes etapas del ensayo.
8.- Cuantificación: Se graficaron los valores de absorbancia en función de las

correspondientes concentraciones de rhEPO o sus variantes

y las diluciones en escala logarítmica para el estándar y las

muestras, respectivamente. La concentración de la muestra

se  determinó  utilizando  el  ensayo  de  rectas  paralelas

(Milano, 2001).

Todas las incubaciones se llevaron a cabo en cámara húmeda. Después de cada

etapa  se  realizaron  seis  lavados  con  solución  de  PBS-Tween  20,  0,05%  (V/V)

(solución de lavado).

17.2 Cromatografía en fase reversa

La cuantificación de las variantes de rhEPO en las muestras y la determinación

de su pureza después de cada paso de purificación se realizó empleando una columna

de  fase  reversa  analítica  utilizando  un  cromatógrafo  líquido  de  alta  performance

realizando la detección a λ=214 nm. Se trabajó con una columna C4 Jupiter de 4,15 ml

(250 x 4,6 mm) rellena con partículas esféricas de 5 µm de diámetro interno y 300 Ǻ de

tamaño de poro. La columna se equilibró con una solución acuosa de TFA al 0,05%

(V/V)  en  acetonitrilo  (ACN)  al  20%  (V/V)  empleando  un  flujo  de  1  ml.min -1 y  se

aplicaron  100 µl  de  muestra  mediante  inyector  automático.  El  perfil  de  elución  se

compuso de una fase inicial isocrática breve (5 min) en las condiciones del equilibrado

y un gradiente lineal  hasta 100% de  buffer B (TFA 0,05 % (V/V) en ACN) durante

40 min. El grado de pureza se determinó integrando la totalidad de los picos con el

software Empower TM2 (Waters, EEUU) y calculando el porcentaje de área del pico de

rhEPO en relación al total. La columna se conservó en metanol puro a temperatura

ambiente.
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17.3 Espectrofotometría

La cuantificación de las variantes de rhEPO en las muestras puras de elevada

concentración  se  llevó  a  cabo  por  medición  espectrofotométrica.  De  esta  manera,

conociendo su coeficiente de extinción, el cálculo de la concentración se realizó por

lectura de absorbancia a λ=280 nm y 400 nm, utilizando la siguiente ecuación:

C( mg.ml-1 )=
(Amuestra - A blanco)280 - (Amuestra - Ablanco)400

0,743 (mg.ml-1 .cm-1 )×L (cm)
(6)

donde C es la concentración de la variante de rhEPO; A, la absorbancia a la longitud

de onda indicada; 0,743, la absortividad específica de rhEPO a λ=280 nm (Kupke y

Dorrier, 1978), y L, la longitud de paso óptico (1 cm).

Se empleó un espectrofotómetro UV-visible (Ultrospec 2000, GE Healthcare) y

cubetas de cuarzo.

Las muestras puras fueron diluidas de modo que la lectura quedara entre 0,1 y 1

unidad de absorbancia.  Se leyó a 400 nm a fin  de corregir  la dispersión luminosa

producida  por  la  turbidez  de  la  muestra.  Todas  las  determinaciones  se  realizaron

contra el blanco de las soluciones en la cual se encontraba la proteína.

18. MÉTODOS PARA LA IDENTIFICACIÓN Y ANÁLISIS DE LAS ISOFORMAS DE

rhEPO

18.1 Electroforesis en geles de poliacrilamida

La  electroforesis  en  geles  de  poliacrilamida  (PAGE)  se  desarrolló  siguiendo

esencialmente el método descripto por Laemmli (1970), utilizando para el armado de

los  geles  el  sistema  de  electroforesis  modular  vertical  Mini-Protean 3  (Bio-Rad,

EE.UU.).  Todos  los  geles  fueron  ensayados  en  condiciones  desnaturalizantes,

agregando detergente iónico SDS (SDS-PAGE), en presencia de un agente reductor

de  enlaces  disulfuro  (β-mercaptoetanol).  Se  utilizó  un  gel  de  apilamiento  cuya

concentración  de  acrilamida/bisacrilamida  (Sigma)  fue  del  5%  (P/V)  y  un  gel  de

separación polimerizado con una concentración de acrilamida/bisacrilamida del 12%

(P/V). Las muestras se mezclaron con una solución de Tris 50 mM, SDS (Sigma) 2%

(P/V), glicerol (J.T. Baker) 10% (V/V), β-mercaptoetanol 5% (V/V), azul de bromofenol

(Sigma) 0,05% (P/V), pH 6,8 (solución de preparación de muestras) en proporción 3:1.

Las muestras fueron incubadas a 100 ºC durante 3 min y sembradas directamente

sobre  el  gel  de  apilamiento.  La  corrida  electroforética  se  llevó  a  cabo  a  voltaje
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constante de 200 V, sumergiendo el módulo en baño de hielo hasta que el frente de

corrida alcanzó 0,5 cm del borde inferior del gel de separación.

Luego de la electroforesis, se realizó la tinción de las proteínas empleando la

solución de colorante [Azul brillante de Coomasie R-250 (Sigma) 0,1% (P/V), metanol

(Merck)  40% (V/V)  y  ácido  acético  (Merck)  10% (V/V)  en  agua]  durante  15  min.

Posteriormente,  se  realizó  la  decoloración sumergiendo  el  gel  en una solución de

metanol 7,5% (V/V) y ácido acético 5% (V/V) hasta la visualización de bandas nítidas

contra un fondo claro.

Para  la  determinación  de  la  masa  molecular  aparente  de  las  variantes

purificadas, se graficó la movilidad electroforética relativa (Rf) en función del logaritmo

de la MM. Para ello, se utilizaron marcadores de masa molecular y, luego, el masa

molecular aparente se calculó mediante interpolación de los valores de Rf obtenidos

para cada muestra en la curva de calibración.

18.2 Espectrofotometría de masa MALDI-TOF

La ionización MALDI (desorción/ionización mediante láser asistida por Matriz),

acoplada a un analizador TOF (tiempo de vuelo), es una técnica de ionización suave

utilizada  en  espectrometría  de  masas  que  permite  el  análisis  de  biomoléculas

(biopolímeros como proteínas, péptidos y azúcares) y moléculas orgánicas grandes

(como polímeros, dendrímeros y otras macromoléculas) que tienden a hacerse frágiles

y fragmentarse cuando son ionizadas por métodos más convencionales.

Por tal motivo, para determinar en forma más precisa la masa molecular de las

variantes  en  estudio,  las  muestras  se  analizaron  empleando  un  espectrómetro  de

masa MALDI-TOF automatizado  Autoflex  TM (Bruker  Daltonics,Inc.,  EE.UU.)  en  las

instalaciones  de  Gemabiotech  S.A.  La  calibración  se  realizó  empleando  el  Kit  de

calibración II (Bruker Daltonics). Para el estudio se sembró 1 µl de la muestra y 1 µl de

solución de matriz [ácido sinapínico en solución acuosa TFA al 0,1% (V/V) en ACN al

50% (V/V)]  sobre un  AnchorChip (Bruker Daltonics)  y se dejó secar a temperatura

ambiente para permitir la cristalización. Posteriormente, se adquirieron los espectros

trabajando en modo linear positivo (<200 espectros acumulados) y se determinó la

masa molecular a partir de los mismos.

18.3 Isoelectroenfoque (IEF)

El análisis de la composición del perfil  de isoformas obtenidas luego de cada

etapa de purificación así como también del lote final se realizó mediante focalización

isoeléctrica,  utilizando  un  sistema de  GE Healthcare  compuesto  por  una  cuba  de
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electroforesis (Multiphor II), un baño refrigerante (Multitemp III) y una fuente de poder

(EPS3500XL).

La técnica de isoelectroenfoque se llevó a cabo en geles de 1 mm de espesor,

con una concentración de acrilamida/bisacrilamida del 8% (P/V) en presencia de urea

(Invitrogen) 7 M. El rango de pH se obtuvo mediante la mezcla de un 33% (V/V) de

anfolitos de pH 3-10 (GE Healthcare) y un 67% (V/V) de anfolitos de pH 2,5-5 (GE

Healthcare). Una vez preparado el soporte electroforético, se realizó el preenfocado de

los anfolitos durante 1 h a 10 W, 2.000 V y 100 mA, con el fin de generar el gradiente

de pH. Posteriormente, se sembraron entre 5 y 20 µl de las muestras a una distancia

de 1  cm desde el  cátodo.  El  enfocado se realizó  durante  40 min,  empleando  las

mismas condiciones que para la etapa de preenfocado. 

Luego de realizado el isoelectroenfoque, el gel se fijó con ácido tricloroacético

(J.T.  Baker)  10%  (P/V)  y  ácido  sulfosalícilico  (Cicarelli)  3,5%  (P/V)  en  solución

decolorante  [metanol  40%  (V/V),  ácido  acético  10%  (V/V)  en  agua]  en  agitación

durante 30 min. Posteriormente, se incubó en agitación con una solución decolorante

durante 1 h. Transcurrido dicho tiempo, el gel fue coloreado con la solución colorante

[Azul brillante de  Coomasie R250 0,125% (P/V), metanol 40% (V/V) y ácido acético

10% (V/V) en agua] incubándolo 30 min. Finalmente, el gel se decoloró por difusión

pasiva con la solución decolorante hasta que se visualizaron las bandas nítidas sobre

un fondo claro.

18.4 Electroforesis capilar zonal (ECZ)

El análisis del porcentaje de cada isoforma presente en la nueva combinación de

glicoisoformas  así  como  también  en  la  rhEPO  se  realizó  por  la  técnica  de

electroforesis capilar de zona. El protocolo que se detalla a continuación se empleó

para el análisis de la nueva variante y para el caso de la rhEPO se llevó a cabo la

metodología propuesta por la Farmacopea Europea 2.0 (Council of Europe, 2005).

Las muestras a ser analizadas se concentraron a 1 mg.ml-1 y diafiltraron contra

agua  ultra  pura  usando  membranas  de  ultrafiltración  Amicon  Ultra-4  de  10  kDa

(Millipore).

Se  utilizó  un  equipo  de  electroforesis  capilar  (Agilent  Technologies,  EE.UU.)

equipado  con  detector  UV  a  una  longitud  de  onda  de  214  nm.  La  separación

electroforética se realizó empleando un capilar de sílica fundida, no cubierto, con un

diámetro  interno  de  50  µm  y  una  longitud  efectiva  de  100 cm.  El  capilar  fue

previamente acondicionado con una solución de NaOH 0,1 M durante 60 min seguida

por  buffer ECZ  [NaCl 0,01 M;  tricina  (Sigma)  0,01 M,  urea  7 M;  acetato  de sodio
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(Merck) 0,01 M y putrescina (Sigma) 2,5 mM] durante otros 60 min. Las corridas se

realizaron durante 120 min a 15 kV utilizando buffer ECZ como electrolito en cada

reservorio. El capilar fue termostatizado a 35 ºC y las muestras fueron almacenadas

en el inyector a 4 ºC durante el análisis. 

El porcentaje de cada isoforma presente en la muestra se determinó integrando

la totalidad de los picos con el programa 3D-CE Chemstation (Agilent Technologies) y

calculando el porcentaje de área de cada pico en relación al total. 

19. EVALUACIÓN DE LOS OLIGOSACÁRIDOS UNIDOS TIPO N 

El estudio de las variaciones en las cadenas de carbohidratos de la rhEPO es de

suma importancia  ya  que las  mismas cumplen un rol  importante en la  biosíntesis,

secreción y actividad biológica. En muchos casos, modificaciones en las porciones de

azúcares de la rhEPO incrementan o eliminan completamente su actividad biológica,

mientras que mantienen o incrementan su actividad in vitro.

El análisis de los oligosacáridos neutros o sialidados unidos tipo N se llevó a

cabo empleando un sistema de cromatografía iónica ICS-3000 (Dionex, EE.UU) en las

instalaciones  de  Glycothera GmbH  (Hannover,  Alemania).  Los  oligosacaridos  se

inyectaron en una columna CarboPac PA200 (Dionex) y se separaron en sus formas

aniónicas  mediante  cromatografía  de  intercambio  iónico  alto  pH (HPAEC),  usando

diferentes gradientes de elución. La detección de las estructuras de los glicanos se

realizó por detección amperométrica pulsada (PAD) sin derivatización. Los picos de los

oligosacáridos  obtenidos  por  HPAEC-PAD  fueron  identificados  comparando  sus

tiempos  de  retención  con  los  correspondientes  a  oligosacáridos  estándares  de

referencia. 

20. CUANTIFICACIÓN DEL CONTENIDO DE ÁCIDO SIÁLICO TERMINAL

La determinación del contenido de ácido siálico terminal fue otra de las técnicas

que se utilizó para la caracterización fisicoquímica de las variantes de rhEPO. Para tal

fin, se empleó el método de Peryodato-Resorcinol descripto por Jourdian y col. (1971)

con  mínimas  modificaciones.  El  mismo  se  basa  en  el  método  del  resorcinol

(Svennerholm, 1957) pero introduce un paso de oxidación con peryodato previo al

calentamiento con el reactivo resorcinol. Esto permite determinar el ácido siálico unido

a la glicoproteína sin hidrólisis ácida. Es más sensible y no está afectado por lípidos,

aminoácidos y azúcares. Además, es capaz de cuantificar el ácido siálico libre y unido

a la proteína.

76
Mattio, Mónica Cristina   - 2014 -



MATERIALES Y MÉTODOS

En  primer  lugar,  se  preparó  una  curva  de  calibración  con  ácido

N-acetilneuramínico (AS, Merck) desde 0 a 200 µg.ml-1. Por otro lado, las muestras a

analizar se diluyeron con agua ultra pura hasta obtener una concentración final de 1

mg.ml-1  (A),  la  cual  se verificó mediante lectura espectrofotométrica (apartado 9.3).

También, se realizó una dilución 1:2 a partir de la muestra anterior (B).

Seguidamente,  se  dispensaron  por  triplicado  250  µl  de  cada  dilución  del

estándar o de las muestras en tubos de vidrio con tapa esmerilada que contenían 50 µl

de  ácido  periódico  0,04  M.  Estas  soluciones  se  mezclaron  cuidadosamente  y  se

sumergieron en baño de hielo durante 20 min. Posteriormente, se adicionaron 0,625

ml del reactivo de resorcinol [HCl 16,8 % (P/V), CuSO4.5H2O 0,25 mM, resorcional 0,6

% (P/V)], las soluciones se homogeinizaron y fueron secuencialmente colocadas en

baño de hielo durante 5 min, baño a 100 ºC durante 15 min y finalmente enfriadas en

baño de agua  a  temperatura  ambiente.  Luego,  se  agregaron  0,625  ml  de  alcohol

terbutílico y se mezcló vigorosamente para generar una única fase. Seguido a esto, los

tubos se colocaron en un baño de agua a 37 ºC durante 3 min para estabilizar el color

y  luego  se enfriaron a  temperatura  ambiente.  Finalmente,  se  realizó  la  lectura  de

absorbancia a una λ=630 nm empleando un espectrofotómetro y cubetas de cuarzo.

La  concentración  de  ácido  siálico  presente  en  las  muestras  se  calculó  mediante

interpolación de los valores de absorbancia obtenidos para cada muestra en la curva

de calibración.

El  ensayo  se  realizó  por  triplicado  y  los  resultados  se  expresaron  como  el

promedio  ±  SD en moles  de ácido siálico  por  mol  de glicoproteína,  empleando la

siguiente ecuación:

CAS=
[CAS

309 ]
[CEPO

30.600 ]
(7)

donde,  CAS  es  el  contenido  de  AS  [mol  de  AS.  (mol  de  rhEPO)-1];  CAS es  la

concentración de ácido siálico (mg.ml-1); CEPO es la concentración de la variante de

rhEPO (mg.ml-1),  309 es  la  masa molecular  del  AS (g.mol-1)  y  30.600 es  la  masa

molecular  promedio  de  la  rhEPO  (g.mol-1),  sugerido  por  la  Farmacopea  Europea

(Council of Europe, 2005).

Los  valores  se  compararon  realizando  la  prueba  t  de  Student empleando  el

programa  GraphPad Prism  5.1  (GraphPad,  EE.UU),  considerando la  existencia  de

diferencias significativas cuando p ≤ 0,05.

21. VALORACIÓN DE LA ACTIVIDAD BIOLÓGICA HEMATOPOYÉTICA IN VITRO
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El  ensayo  de  valoración  de  la  actividad  biológica  in  vitro de  la  EPO  o  sus

variantes se basa en la cuantificación de los efectos que estas citoquinas inducen

sobre la viabilidad y proliferación de las líneas celulares TF-1 y UT-7/EPO que, como

se explicó en el apartado 2, tienen la capacidad de crecer en presencia de EPO en

forma directamente proporcional a la concentración. 

El procedimiento básico consiste en sembrar un determinado número de células

en placas de microtitulación e incubarlas con diluciones seriadas de las variantes de

rhEPO  durante  un  determinado  tiempo.  Posteriormente,  mediante  un  método

colorimétrico se mide la proliferación celular, poniendo en evidencia la presencia de

enzimas deshidrogenasas que se encuentran en las células metabólicamente activas y

cuya  actividad  se  relaciona  en  forma  directa  con  la  cantidad  de  células  viables

presentes en el cultivo (Nederman y col., 1990).

Con  este  fin,  se  empleó  el  Kit Cell  Titer  96TMAQueous Non-Radioactive  Cell

Proliferation Assay (Promega, EE.UU.), el cual se compone de dos reactivos:

• MTS

[3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxi-fenil)-2-(4-sulfonfenil)-2H-tetraz

olium] 2 mg.ml-1.
• PMS [metasulfato de fenazina] 0,92 mg.ml-1.

Las  enzimas  deshidrogenasas  catalizan  la  biorreducción  del  MTS  en  un

cromógeno soluble (azul de formazán) que absorbe a una longitud de onda de 490 nm.

El  PMS  actúa  como  dador  de  electrones  en  la  reacción  de  óxido-reducción.  La

cantidad del producto generado es directamente proporcional al  número de células

metabólicamente activas en el cultivo.

Las  condiciones  del  bioensayo  fueron  previamente  optimizadas  por  otros

integrantes del laboratorio. Para ambas líneas celulares se empleó el mismo protocolo,

con pequeñas diferencias entre ellas. Las muestras y los controles se procesaron por

triplicado, utilizando el procedimiento que se describe a continuación:

1. En placas estériles de fondo plano de 96 cavidades se colocaron 50 µl  por

pozo de diluciones sucesivas 1:2 de las variantes de rhEPO en medio α-MEM

suplementado con 20%  (V/V)  SFB (medio de ensayo para UT-7/EPO) o  en

medio  RPMI  suplementado  con  10%  (V/V)  de  SFB  y  0,05  mM

β-mercaptoetanol (medio de ensayo para TF-1). El rango de concentraciones

evaluadas varió según la línea celular desde 4 ng.ml-1 hasta 0,01 ng.ml-1 para la

línea UT-7/EPO y desde 15 ng.ml-1 hasta 0,06 ng.ml-1 para la línea TF-1.
2. Se realizaron tres tipos de controles:

• Control de crecimiento: para evaluar la máxima proliferación celular en

presencia  de  una  concentración  definida  de  rhEPO.  Para  ello,  se
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colocaron  50  µl  del  medio  crecimiento  (UT-7/EPO)  o  del  medio  de

ensayo al cual se le adicionó rhEPO 7,5 UI.ml-1 (TF-1).
• Control  de  muerte:  para  evaluar  la  máxima  proliferación  celular  en

ausencia de rhEPO. Para ello, se colocaron 50 µl de medio de ensayo.
• Control de reactivo color: para evaluar los reactivos utilizados durante el

desarrollo de la reacción colorimétrica. Para ello, se colocaron 100 µl de

medio de ensayo en los pozos sin células. 
3. Las  líneas  celulares  fueron  cultivadas  empleando  el  medio  de  crecimiento

apropiado para su crecimiento (ver apartado 3). Cuando la suspensión celular

se encontraba en fase de crecimiento exponencial, las células se cosecharon y

se centrifugaron a 1.000 rpm durante 5 min. Se descartó el sobrenadante y las

células se resuspendieron en 30 ml de medio basal  (medio de lavado).  Se

centrifugó nuevamente y se descartó el sobrenadante de lavado. Esta etapa se

repitió 3 veces de manera de eliminar la rhEPO o el rhGM-CSF presentes en el

medio de crecimiento. Posteriormente, las células se resuspendieron en 5 ml

de medio de ensayo correspondiente para cada línea celular y se incubaron 2 h

(TF-1) o 4 h (UT-7/EPO) a 37 ºC. 
4. Una vez finalizado el tiempo de incubación, las células se resuspendieron en el

medio  de  ensayo  correspondiente  preparando  suspensiones  celulares  de

2.105 cél.ml-1.
5. Seguidamente, se adicionaron 50 µl de suspensión celular en cada cavidad

(1.104 células por pozo), excepto al control de reactivos, incubándose durante

72 h a 37 ºC en atmósfera húmeda al 5 % de CO2.
6. Transcurrido  el  tiempo  de  incubación,  se  agregaron  20  µl  por  cavidad  del

reactivo de color, preparado en el momento mezclando 2 ml de solución MTS

con 100 µl de solución de PMS por cada placa. Se incubó durante 4 o 5 h a

37 ºC. La absorbancia del cromógeno se midió a λ=492 nm contra lectura de

fondo de placa a λ=690 nm.
7. Para cada variante de rhEPO analizada se calculó la concentración de EPO

que  provoca  una  respuesta  media  entre  la  absorbancia  del  control  de

crecimiento y la absorbancia del control de muerte (C50). También se calculó la

constante aparente de afinidad (kAaf) empleando la siguiente ecuación:

kAaf = [150 ]x 18.398 x 1.106
(8)

donde, kAaf está expresada en l.mol-1, C50 en ng.ml-1, 18.398 es la masa molecular del

péptido de EPO (g.mol-1) y 1.106 es el factor de ajuste [(ng.l)(g.ml)-1].  En todos los

casos los valores se expresaron como el promedio ± SD. 
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La  comparación  de  las  medias  entre  los  diferentes  tratamientos  se  realizó

aplicando el test t de Student, considerando la existencia de diferencias significativas

cuando p ≤ 0,05.

22. VALORACIÓN DE LA ACTIVIDAD BIOLÓGICA HEMATOPOYÉTICA IN VIVO

La  actividad  hematopoyética  in  vivo se  evaluó  midiendo  la  producción  de

reticulocitos en ratones normocitémicos empleando la metodología propuesta por la

Farmacopea  Europea  (Council  of  Europe,  2005).  Se  utilizó  como  estándar  la

preparación biológica de referencia (BRP) de EPO conteniendo 32.500 UI por vial. 

Este  procedimiento  se  llevó a  cabo por  el  Laboratorio  de Inmunología  de la

Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires y para tal

fin se utilizaron ratones Balb/c de 8 semanas de edad (Comisión Nacional de Energía

Atómica,  Buenos  Aires,  Argentina).  Los  mismos  fueron  inyectados  en  forma

subcutánea con 0,5 ml de tres diluciones de las muestras ensayadas y de la solución

de referencia que contenían 80, 40 y 20 UI.ml-1 de EPO o su equivalente en masa para

el caso de la nueva variante.

Transcurridos 4 días de la administración, se recolectaron muestras de sangre y

se  realizó  la  marcación  de  los  reticulocitos  con  el  colorante  naranja  de  tiazol.

Posteriormente, la cuantificación del número de reticulocitos se llevó a cabo mediante

citometría de flujo. La potencia de las muestras se calculó usando el análisis de líneas

paralelas.

23. EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD NEUROPROTECTORA IN VITRO

La actividad neuroprotectora de las variantes de rhEPO se evaluó midiendo tanto

la  actividad  citoprotectora  como  antiapoptótica  empleando  las  líneas  celulares

establecidas PC-12 y SH-SY5Y y cultivos primarios de neuronas corticales.

23.1 Ensayo de evaluación de la viabilidad celular

Este ensayo se basa en la capacidad de las variantes de rhEPO para mantener

la viabilidad celular luego de someterlas a un determinado estímulo apoptótico. Existe

un  gran  número  de  estímulos  apoptóticos.  En  este  caso,  el  estímulo  apoptótico

evaluado dependió de la línea celular. 

El procedimiento básico consistió en sembrar un determinado número de células

de manera de formar una monocapa, luego incubarlas con distintas diluciones de las

variantes  de  rhEPO  durante  un  determinado  tiempo  y  finalmente  someterlas  al
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estímulo apoptótico el tiempo que fuera necesario en presencia de las moléculas en

estudio. 

Posteriormente,  mediante  un  método  colorimétrico  se  midió  la  proliferación

celular,  poniendo  en  evidencia  la  presencia  de  enzimas  deshidrogenasas  o  las

enzimas fosfatasas ácidas que se encuentran en las células metabólicamente activas

y  cuya  actividad  se  relaciona  en forma directa  con  la  cantidad  de células  viables

presentes en el cultivo (Nederman y col., 1990; Yang y col., 1996).

Con  este  fin,  se  empleó  el  Kit Cell  Titer  96TMAQueous Non-Radioactive  Cell

Proliferation  Assay  (Promega,  EE.UU.)  (Ver  apartado  14)  o  el  sustrato

p-nitrofenilfosfato (p-NPP) (Sigma). En este último caso, las enzimas fosfatasas ácidas

intracelulares hidrolizan dicho compuesto a p-nitrofenol que absorbe a una longitud de

onda de 405 nm. La cantidad del producto generado es directamente proporcional al

número de células metabólicamente activas en el cultivo (Yang y col., 1996).

Inicialmente,  se  optimizaron  las  condiciones  del  bioensayo  con  el  fin  de

evidenciar una diferencia significativa entre un control de crecimiento y un control de

muerte celular. Las condiciones optimizadas para cada línea celular fueron: 

• El tipo de inductor de apoptosis.
• La concentración de dicho inductor, en caso de tratarse de una sustancia

química.
• El tiempo de inducción de apoptosis.

Teniendo en cuenta que en trabajos previos se demostró que para que la rhEPO

actúe inhibiendo la apoptosis requiere de pretratamiento (Batistatou y Greene, 1991;

Haviv y col., 1997), tanto la rhEPO como la nueva variante se agregaron a los cultivos

24 h antes de la inducción de la muerte celular.

Posteriormente, el protocolo optimizado se utilizó para evaluar la capacidad de

las  variantes  de  rhEPO  para  prevenir  la  muerte  celular  causada  por  un  estímulo

apoptótico en células PC-12 y SH-SY5Y. 

Los ensayos realizados con la línea celular PC-12 se llevaron a cabo empleando

placas estériles de fondo plano de 96 cavidades previamente recubiertas con colágeno

(Sigma)  10 µg.cm-2,  en  las  cuales  se  sembraron  1,5.104  cél.cm-2 en  medio  de

crecimiento y se incubaron a 37 ºC. Transcurridas 72 h se reemplazó el medio de

crecimiento por medio MD (ver apartado 4) y las células se mantuvieron durante 10

días  en  estas  condiciones  con  renovación  de  medio  cada  2  días.  El  día  14  del

experimento, las células fueron pretratadas con dos concentraciones de las variantes

de rhEPO (7,5 y  37,5  ng.ml-1)  en  medio  MD,  y  24 h  después se desencadenó la

apoptosis por supresión de suero y NGF reemplazando el medio MD por medio basal

durante 48 h en presencia de cada hormona. Se realizaron tres tipos de controles:
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• Control de crecimiento: para evaluar la viabilidad celular en un cultivo que

no fue sometido al estímulo apoptótico. Para tal fin, las células siempre se

mantuvieron en medio MD.
• Control rhEPO: para evaluar si la rhEPO por sí misma tiene un efecto sobre

la proliferación celular en esta línea celular. Para tal fin, las células fueron

pretratadas  e  incubadas  hasta  el  día  del  revelado  en  presencia  de  7,5

ng.ml-1.
• Control de muerte: para evaluar el efecto de estímulo apoptótico. Para tal

fin,  las células no recibieron tratamiento previo con ninguna variante de

rhEPO pero sí fueron sometidas al estímulo apoptótico durante 48 h.

Transcurrido  el  tiempo  de  incubación,  se  agregaron  20  µl  por  cavidad  del

reactivo de color, preparado en el momento mezclando 2 ml de solución MTS con 100

µl  de  solución  de  PMS  por  cada  placa.  Se  incubó  durante  4  o  5  a  37  ºC.  La

absorbancia del cromógeno se midió a λ=492 nm contra lectura de fondo de placa a

λ=690 nm. Tanto los controles como los tratamientos se realizaron por sextuplicado.

Para la línea celular SH-SY5Y se emplearon placas estériles de fondo plano de

96 cavidades, en las cuales se sembraron 9,0.104cél.cm-2  o  1,2.105cél.cm-2, según el

inductor empleado, en medio de crecimiento y se incubaron a 37 ºC. Transcurridas

48 h se reemplazó el medio de crecimiento por medio fresco suplementado con las

diferentes concentraciones de las variantes de rhEPO (37,5; 76 y 190 ng.ml -1, según el

inductor empleado). Transcurridas 24 h, para inducir la muerte celular se evaluaron

dos estímulos apoptóticos [estaurosporina (STP) y 6-hidroxidopamina (6-OHDA)]. Se

conoce que la STP es capaz de inducir apoptosis en un gran número de células (Boix

y col., 1997; Yuste y col., 2002) así como la 6-OHDA, la cual es ampliamente utilizada

en modelos de enfermedad de Parkinson, ya que se ha reportado su capacidad para

producir  cambios  bioquímicos  y  patológicos  en el  comportamiento  de  animales  de

laboratorio,  similares  a  los  observados en dicha enfermedad (Schober,  2004).  Las

células fueron tratadas con 25 nM de STP (Calbiochem, EE.UU.) o 100 µM de 6-OHDA

(MP Biomedicals) durante 24 h en presencia de las variantes de rhEPO (37,5 y 190 o

76 y 190 ng.ml-1, respectivamente).

Los controles realizados fueron los mismos que se describieron anteriormente

para la línea celular PC-12, excepto para el control de crecimiento en el que las células

se mantuvieron en el medio de crecimiento.

Transcurrido el tiempo de inducción de apoptosis, para el ensayo llevado a cabo

con el inductor de apoptosis STP, el revelado se efectuó mediante el agregado del

reactivo de color MTS/PMS tal como se describió para la línea celular PC-12. Cuando

se emplea 6-OHDA no es posible utilizar dicho revelado ya que los productos de la
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oxidación  de esta  toxina  alteran el  color  del  medio  de cultivo,  interfiriendo  con  el

MTS/PMS  e  impidiendo  una  correcta  cuantificación  (Huang  y  col.,  2004).  Por  tal

motivo, en esta oportunidad se retiró el medio de cultivo de cada pozo y se lavaron las

células adheridas con PBS; seguidamente se adicionaron 100 µl del reactivo de color

preparado en el momento [acetado de sodio 0,1 M pH 5, tritón X-100 (Merck) 0,1 %

(V/V), p-NPP 5 mM] y se incubó durante 2 h a 37 ºC. La reacción se detuvo con el

agregado de 10 µl de NaOH 1 N. Finalmente se realizó la lectura de absorbancia a λ=

405 nm.

Para ambas líneas celulares, los valores de absorbancia obtenidos para cada

tratamiento se referenciaron al control de muerte. Los resultados se expresaron como

el promedio del porcentaje de viabilidad respecto a dicho control.

23.2 Métodos para la evaluación de apoptosis

La muerte celular programada o apoptosis es un proceso dinámico que presenta

diferentes características dependiendo del momento en el cual se encuentre la célula.

Esto  permite  disponer  de  diferentes  marcadores  para  este  evento.  Es  importante

destacar que todos los marcadores no están presentes en todas las células ni todos

los marcadores son exclusivos de este proceso. Por lo tanto, al momento de encarar

este estudio es necesario conocer qué marcadores pueden ser útiles para el sistema

celular en estudio.

Con el objeto de evaluar el efecto de las variantes de rhEPO sobre la apoptosis

se evaluó este proceso empleando dos técnicas diferentes que contemplan distintos

procesos celulares involucrados en este mecanismo de muerte: condensación de la

cromatina y fragmentación del ADN.

23.2.1 Detección de la condensación de la cromatina: Tinción con Hoechst

 Morfológicamente, la apoptosis primero se caracteriza por cambios en el índice

de refracción de las células (Hengartner, 1997) seguido por contracción citoplasmática

y condensación nuclear. La membrana celular comienza a mostrar protuberancias o

picos, dependiendo del tipo de célula y, eventualmente, estas protuberancias o picos

se separan de la célula muerta formando cuerpos apoptóticos (Fig.14). 
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Fig. 14. Cambios morfológicos durante el proceso apoptótico.

Diagrama  esquemático  que  ilustra  la  progresión  de  los  cambios
morfológicos observados en las células apoptóticas.  Al  comienzo se
produce la condensación de los cromosomas en la periferia del núcleo.
También disminuye el tamaño del cuerpo celular, aunque las organelas
permanecen  intactas.  Más  adelante  se  fragmentan  el  núcleo  y  el
citoplasma y se forman cuerpos apoptóticos que son fagocitados por
las células circundantes. Adaptada de Lodish y col. (2002).

Para visualizar la condensación de la cromatina durante el proceso de muerte

celular  programada  se  empleó  el  colorante  Hoechst  33258  (Sigma)  que  tiene  la

capacidad de intercalarse en las bases del ADN. Se excita con la luz UV (λ=350 nm) y

emite fluorescencia azul con un máximo de emisión a λ=461 nm. 

Este  estudio  se  llevó a cabo empleando la  línea celular  SH-SY5Y y  cultivos

primarios de neuronas corticales. Para la línea celular establecida se empleó como

inductor de la muerte celular la neurotoxina 6-OHDA y para los cultivos primarios se

empleó CoCl2, el cual se utiliza como un inductor químico de hipoxia en modelos de

hipoxia in vitro (Zhang y col., 2011). El mecanismo de acción radica en la capacidad

del cobalto de ocupar el sitio de unión al hierro en el factor inducible por hipoxia HIF-1,

impidiendo su degradación (Al Okail, 2010).

Tanto  para  la  línea  celular  como  para  los  experimentos  empleando  cultivo

primario,  en  primer  lugar  se  optimizaron las  condiciones  del  ensayo  con el  fin  de

evidenciar una diferencia significativa entre un control de crecimiento y un control de

muerte celular. Las condiciones optimizadas fueron: 

• La concentración del inductor.
• El tiempo de inducción de apoptosis.

Posteriormente, el protocolo optimizado se utilizó para evaluar la capacidad de

las  variantes  de  rhEPO  para  prevenir  la  muerte  celular  causada  por  el  estímulo

apoptótico. 

Los ensayos realizados con la línea SH-SY5Y se llevaron a cabo empleando

placas  estériles  de  fondo  plano  de  24  cavidades,  en  las  cuales  se  colocó  un

cubreobjeto circular de 10 mm de diámetro (Biotraza, China) por pozo. Los mismos
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fueron previamente lavados dos veces con acetona durante 10 min cada lavado, luego

dos  veces  con  etanol  absoluto  durante  otros  10  min  por  lavado  y  finalmente  se

enjuagaron con agua ultra pura antes de esterilizarlos empleando calor seco (160 °C

durante 2 h). Se sembraron 2,0.105cél.cm-2  en medio de crecimiento y se incubaron

durante 48 h a 37 ºC.

Transcurrido  dicho  tiempo,  se  reemplazó el  medio  de crecimiento  por  medio

fresco suplementado con las diferentes concentraciones de las variantes de rhEPO

(173, 345 y 690 ng,ml-1) y en esas condiciones las células fueron mantenidas durante

24  h.  Posteriormente,  se  indujo  apoptosis  con  6-OHDA 100  µM  durante  4  h  en

presencia de las moléculas en estudio.

Simultáneamente se realizaron dos controles, un control de muerte y un control

de crecimiento, tal como se detalló en la sección anterior. 

Finalizados los tratamientos, las células se lavaron cuidadosamente con PBS 1X

y se fijaron con una solución de paraformaldehído (PFA, Merck) 4 % (P/V) en PBS

durante 15 min a temperatura ambiente y al resguardo de la luz. Seguidamente, se

realizaron dos lavados con PBS 1X y se expusieron las células al reactivo de Hoechst

(10 ng.ml-1) en PBS 1X durante 10 min en oscuridad y a temperatura ambiente. Una

vez realizada la marcación, a los fines de retirar el exceso de colorante, se realizaron

dos lavados con agua ultra pura. Finalmente, el montaje de los preparados se realizó

empleando una gota de líquido de montaje Vectashield® (Vector Laboratories, EE.UU.)

y colocando los cubreobjetos con las células hacia el portaobjeto. Se dejó secar el

líquido  de  montaje  y  se  observaron  en  el  microscopio  de  fluorescencia  (Olympus

BX-51TRF, Japón) empleando una longitud de onda de λ= 352 nm para la excitación y

observando la emisión a λ= 461 nm. Las imágenes se tomaron con una cámara digital

color de alta resolución (QImaging® Go-3, QImaging, Surrey, Canadá). 

Para los experimentos realizados con cultivos primarios, se emplearon placas

estériles de fondo plano de 24 cavidades,  en las cuales se colocó un cubreobjeto

circular de 10 mm de diámetro (Biotraza, China) por pozo tratados como se detalló

anteriormente para el  caso de las células SH-SY5Y con la  diferencia que en esta

oportunidad, además, se incubaron con una solución de poli-L-lisina (Sigma) 0,02%

(P/V) en PBS 1X durante 1 h a 37 ºC y luego toda la noche a 4 ºC. Transcurrido dicho

tiempo,  se  lavaron  dos  veces  con  agua  estéril  y  se  sembraron  entre

1,0-1,6.105 cél.cm-2 en medio de crecimiento y se incubaron a 37 ºC en atmosfera

gaseada.  

Una  vez  que  las  células  adquirieron  morfología  neuronal  (7  días  de

diferenciación) fueron pretratadas con 395 ng.ml-1  de rhEPO o rhNEPO durante 24 h.

Transcurrido dicho tiempo, se desencadenó la apoptosis mediante el agregado de 600
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µM  de  CoCl2  (Sigma)  durante  24  h  en  presencia  de  las  variantes  de  rhEPO.

Simultáneamente  se  realizaron  los  controles  de  muerte  y  de  crecimiento

correspondientes. 

Transcurrido  el  tiempo  de  inducción  de  apoptosis,  las  células  se  lavaron

cuidadosamente con PBS 1X y se fijaron con una solución de paraformaldehído (PFA,

Merck) 4 % (P/V) en PBS durante 15 min a temperatura ambiente y al resguardo de la

luz. Seguidamente, se realizaron dos lavados con PBS 1X y se procedió a realizar una

inmunomarcación de la proteína MAP2 presente en las neuronas, para determinar el

porcentaje de células neuronales que había en el cultivo. Para tal fin, las células se

permeabilizaron con Tritón X-100 0,1% (V/V) en PBS incubándolas durante 15 min a

temperatura ambiente y, luego, se lavaron una vez con PBS 1X. A continuación, se

bloquearon  los  sitios  inespecíficos  con  suero  normal  de  cabra  (SNO,  Natocor,

Argentina)  al  5  %  (V/V)  en  PBS  durante  30  min  a  temperatura  ambiente.

Posteriormente,  se  aspiró  dicho  líquido  y  se  incubó  con  el  anticuerpo  monoclonal

âMAP-2 diluído 1:1000 en la solución diluyente (SNO al 1% (V/V) en PBS) durante

toda la noche a 4 ºC. 

Transcurrido dicho tiempo, las células se lavaron tres veces con PBS 1X y se

incubaron durante 4 h a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario âIgG de

ratón conjugado a fluoresceína diluido 1:500 en solución diluyente. Una vez finalizada

esta incubación, las células se lavaron nuevamente con PBS 1X y se incubaron con el

colorante  Hoechst  (10  ng.ml-1)  en  PBS  1X  durante  15  min  en  oscuridad  y  a

temperatura ambiente. 

Concluida  la  marcación,  a  los  fines  de  retirar  el  exceso  de  colorante,  se

realizaron dos lavados con agua ultra pura. Finalmente, el montaje de los preparados

se  realizó  empleando  una  gota  de  líquido  de  montaje  Vectashield® (Vector

Laboratories,  EE.UU.)  y  colocando  los  cubreobjetos  con  las  células  hacia  el

portaobjeto. Se dejó secar el líquido de montaje y observaron en el microscopio de

epifluorescencia Axiolab (Zeiss, EE.UU) empleando una longitud de onda de λ= 352

nm para la excitación y observando la emisión a λ= 461 nm. Las imágenes se tomaron

con  una  cámara  digital  color  de  alta  resolución  (Olympus  Qcolor3)  acoplada  al

microscopio.

En  todos  los  casos,  la  cuantificación  de  los  núcleos  apoptóticos  se  realizó

mediante el recuento de más de 500 células empleando el programa Image Pro Plus

5.1. Todos los tratamientos se evaluaron por duplicado y se realizaron tres ensayos

independientes.
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23.2.2 Marcación con TUNEL

La degradación del ADN es una de las características más importantes de la

apoptosis por lo cual se han desarrollado diferentes métodos que permiten analizar

individualmente cada célula. Uno de los métodos más utilizados es la marcación del

ADN simple hebra por medio de una transferasa terminal que adiciona nucleótidos

marcados al ADN en extremos 3´libres. Dichos nucleótidos pueden estar marcados

con  fluorescencia  o,  alternativamente,  se  pueden  detectar  por  métodos  de

inmunohistoquímica.  Este  método  se  conoce  como  método  de  TUNEL

(transferase-mediated  dUTP  nickend-labeling)  y  se  puede  utilizar  tanto  para  la

detección por medio de citometría de flujo como por microscopía. Esta técnica permite

determinar  la  presencia  de  fragmentación  de  ADN  en  células  individuales  (Alfaro

Moreno y col., 2000).

Este estudio se llevó a cabo empleando la línea celular PC-12 y la apoptosis se

indujo por supresión de suero y de NGF.

Inicialmente,  se  optimizó  el  tiempo de  inducción  de  apoptosis,  con  el  fin  de

evidenciar una diferencia significativa entre un control de crecimiento y un control de

muerte  celular.  Posteriormente,  el  protocolo  optimizado  se  utilizó  para  evaluar  la

capacidad de las variantes de rhEPO para prevenir la muerte celular causada por el

estímulo apoptótico. 

Se  emplearon  placas  estériles  de  fondo plano de  24 cavidades previamente

recubiertas  con  colágeno  (Sigma)  10 µg.cm-2,  en  las  cuales  se  sembraron

1,5.104cél.cm-2 en medio de crecimiento y se incubaron a 37 ºC. Transcurridas 72 h se

reemplazó el medio de crecimiento por medio MD (ver apartado 4) y las células se

mantuvieron durante 7 días en estas condiciones con renovación de medio cada 2

días.  El  día  7  del  experimento,  las  células  fueron  pretratadas  con  37,5 ng.ml-1

(5 UI.ml-1) de cada variante de rhEPO durante 24 h. Posteriormente, se desencadenó

la apoptosis por supresión de suero y NGF reemplazando el  medio MD por medio

basal durante 24 h en presencia de cada hormona. Se realizó un control de muerte y

uno de crecimiento como se describió en la sección 16.1. Todos los tratamientos se

evaluaron por duplicado y se realizaron tres ensayos independientes.

Una vez finalizados los  tratamientos,  se  realizó  la  marcación de los  núcleos

apoptóticos empleando el kit ApopTag® Plus Peroxidase In Situ Apoptosis Detection Kit

S7101 (Chemicon International, EE. UU.) siguiendo las especificaciones del fabricante.

La cuantificación de los núcleos apoptóticos se realizó mediante el recuento de

más de 500 células a partir  de las fotos tomadas empleando el microscopio óptico

(Olympus XI50) acoplado a una cámara analógica (Olympus SC35 Type 12).
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Los  resultados  se  expresaron  como  porcentaje  de  células  apoptóticas

referenciándolos al control de muerte. 

23.3 Expresión de resultados y análisis estadístico

Para los ensayos de la evaluación del efecto neuroprotector de las variantes, los

valores  se  expresaron  como  valores  absolutos  relativos  al  control  de  crecimiento,

mientras  que  para  los  ensayos  de  evaluación  de  apoptosis  los  resultados  se

expresaron como valores absolutos relativos al control de muerte. Para la realización

de los gráficos y el análisis estadístico se empleó el programa GraphPad Prism 5.01

(GraphPad, EE.UU.). La comparación de las medias entre los diferentes tratamientos

se realizó mediante análisis estadístico de la varianza (ANOVA) seguido del test de

Tukey, considerando la existencia de diferencias significativas cuando p ≤ 0,05. 

24. EVALUACIÓN DE LA FARMACOCINÉTICA DE LAS VARIANTES DE rhEPO

Con el propósito de caracterizar la farmacocinética de cada variante de rhEPO

se realizaron experimentos in vivo empleando animales de experimentación utilizando

vías de administración intravascular y extravascular. 

En todos los casos se emplearon ratas Wistar hembras, de dos meses de edad,

con  un  peso  promedio  entre  200-250  g  (Comisión  Nacional  de  Energía  Atómica,

Argentina), las cuales fueron mantenidas en un bioterio a una temperatura controlada

de 24 ºC y un fotoperíodo luz/oscuridad de 12 h, proporcionándoles agua y comida

ad-libitum.

24.1 Administración intravascular

Para este estudio farmacocinético las ratas fueron separadas en 11 lotes de 2

animales para cada molécula ensayada (cada lote correspondió a un tiempo evaluado)

e inyectadas por vía endovenosa a través de la vena de la cola con una dosis única de

500 µg de cada variante de rhEPO luego de haber sido anestesiadas con la mezcla

ketamina (Brouwer S.A., Argentina):xilacina (Alfasan, Holanda) (80 mg.kg-1: 10 mg.kg-1)

vía intramuscular.

Transcurrido el tiempo correspondiente desde el momento de la inoculación se

procedió a la extracción de sangre a partir de la vena retroorbital empleando capilares

heparinizados. Cada muestra de sangre fue centrifugada a 5.000 rpm durante 5 min a

temperatura ambiente con el fin de separar el plasma, que fue conservado a -20 ºC

hasta su posterior utilización.
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24.2 Administración extravascular

24.2.1 Vía de inoculación intraperitoneal

Para  el  análisis  farmacocinético  utilizando  esta  vía  de  administración  los

animales fueron separadas en 8 lotes de 2 animales para cada molécula ensayada

(cada lote correspondió a un tiempo evaluado) e inyectadas en forma intraperitoneal

con una dosis única de 500 µg de cada variante de rhEPO. Transcurridos diferentes

tiempos post-inyección, se recolectaron las muestras sangre como se describe en la

sección 17.1.

24.2.2 Vía de inoculación subcutánea

Para  el  estudio  farmacocinético  de  las  variantes  de  rhEPO  luego  de  una

administración subcutánea, las ratas fueron separadas en 2 lotes de tres animales

cada uno. Los animales de cada lote fueron inyectados por vía subcutánea con una

dosis única de 200 µg de cada variante de rhEPO. Transcurridos diferentes tiempos

post-inyección, se recolectaron muestras de sangre como se describe en la sección

17.1.

24.3 Cuantificación de las variantes de rhEPO en las muestras biológicas

La cuantificación de la citoquina en las muestras se realizó mediante técnica de

ELISA sándwich amplificado (apartado 10.1).  Con los datos obtenidos se graficó la

concentración  de  cada  variante  en  función  del  tiempo  transcurrido  desde  su

inoculación para cada vía de administración. 

24.4 Análisis Farmacocinético

24.4.1 Administración intravascular.  Análisis compartimental

Los modelos más comúnmente empleados en farmacocinética son los modelos

compartimentales, los cuales analizan el comportamiento de la droga agrupando los

tejidos  corporales  cinéticamente  indistinguibles  en  compartimientos,  y  describen  la

transferencia de la droga entre los mismos en términos de constantes de velocidad.

Estos modelos pueden clasificarse en monocompartimentales, cuando el organismo

actúa  como  un  único  compartimiento  donde  el  fármaco  se  distribuye  en  forma

instantánea,  y  multicompartimentales,  cuando  la  droga  se  distribuye  a  diferentes

velocidades según el tejido o fluido del organismo. 

El  comportamiento  de  las  citoquinas  analizadas  se  ajustó  a  un  modelo

bicompartimental, que considera que la droga se distribuye rápida y uniformemente en

un  compartimiento  central  o  intravascular  (representado  por  la  sangre,  los  fluidos
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extracelulares y los tejidos altamente irrigados) y se equilibra más lentamente con un

compartimiento periférico o extravascular (constituido por los tejidos con menos flujo

sanguíneo) (Shargel y col., 2005a) (Fig. 15 ).

Fig. 15. Modelo abierto de dos compartimientos, inyección intravenosa.

La  droga  se  distribuye  en  dos  compartimientos  que  alcanzan  el
equilibrio y se elimina a través del compartimiento central (plasma). La
letra D indica la cantidad de droga en el compartimiento central (p) y
tisular (t), la letra V, el volumen de los compartimientos y la letra C, la
concentración de la droga. Las constantes k12 y k21 son constantes de
velocidad de transferencia entre compartimientos y la constante k10 es
la constante de eliminación del compartimiento central hacia el exterior
del sistema. Adaptada de Shargel y col. (2005a).

El modelo consiste en una simplificación de la compleja cinética de las drogas en

el organismo, lo cual supone la aceptación de una serie de hipótesis:

• El sistema es abierto porque el fármaco puede ser eliminado del mismo.
• Los compartimientos no son una región fisiológica o anatómica, sino que

son un conjunto de tejidos o fluidos que poseen similar flujo sanguíneo y

afinidad por la droga.
• Se considera que la droga está uniformemente distribuida dentro de cada

compartimiento. 
• La  transferencia  de  la  droga  entre  compartimientos  es  un  proceso

reversible con una cinética de primer orden. 

En el modelo de dos compartimientos, la curva de concentración plasmática de

la  droga  en  función  del  tiempo  transcurrido  desde  su  inyección  tiene  una  forma

biexponencial  decreciente,  la  cual  resulta  de  la  suma de  dos  procesos  de  primer

orden: distribución y eliminación (Fig. 16A). Este modelo asume que, a tiempo cero, no

existe  droga en el  compartimiento  tisular.  Luego de una inyección endovenosa,  la

droga se equilibra rápidamente en el compartimiento central. La fase de distribución de

la curva (o fase α) representa la remoción inicial de la droga del compartimiento central

hacia  el  compartimiento  periférico.  Aunque  la  eliminación  y  la  distribución  ocurren

simultáneamente durante la fase de distribución, existe una transferencia neta de la

droga del compartimiento intravascular a los tejidos. Cuando la concentración tisular

alcanza  su  valor  máximo,  que  puede  ser  superior  o  inferior  a  la  concentración

plasmática, la velocidad de entrada de la droga a los tejidos iguala la velocidad de
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salida,  alcanzándose  un  equilibrio  con  la  fracción  de  droga  en  el  compartimiento

central.  En este momento, la concentración de la droga en ambos compartimientos

disminuye en forma paralela (Fig. 16B). Esta disminución es un proceso de primer

orden y  se  denomina  fase  de eliminación (o  fase β).  La  mayoría  de los  modelos

bicompartimentales asume que la eliminación ocurre desde el compartimiento central

(Fig.  15),  ya  que  los  principales  sitios  de  depuración  de  fármacos  son  órganos

altamente irrigados, como los riñones y el  hígado.  Las k12 y k21 son constantes de

velocidad de primer orden que gobiernan la velocidad de transferencia de la droga

fuera y dentro del torrente sanguíneo, respectivamente, mientras que la constante k10

es la constante de eliminación del organismo.

Fig. 16. Perfil  plasmático  y  tisular  de  una  droga  inyectada  mediante  vía
endovenosa cuyo comportamiento se ajusta a un modelo de dos
compartimientos.

A. La curva de concentración plasmática de la droga en función del
tiempo  transcurrido  desde  su  inyección  tiene  una  forma
biexponencial  decreciente  que  denota  la  existencia  de  dos
procesos: distribución y eliminación. 

B. La concentración de la  droga en los tejidos alcanza un máximo,
luego  del  cual  disminuye  en  forma  paralela  a  la  concentración
plasmática. Adaptada de Shargel y col. (2005a).

De esta manera, la variación de la concentración del fármaco en el plasma (Cp)

en el tiempo puede ser descripta de acuerdo con la siguiente ecuación:

dCp

dt
= k21Ct - k12 Cp - k10 Cp (9)

donde Ct es la concentración del fármaco en los tejidos. Integrando la ecuación 9 se

obtiene;

91
Mattio, Mónica Cristina   - 2014 -



MATERIALES Y MÉTODOS

Cp=
Dp

0

Vp
(k21-a

b-a
e-at + 

k21 -b

a-b
e-bt) (10)

donde Cp es la concentración del fármaco remanente en la circulación al tiempo t,

Dp
0  es la dosis inicial inyectada, Vp es el volumen del compartimiento central y a y b

son constantes que dependen únicamente de k12, k21 y k10. La ecuación anterior puede

ser transformada en la siguiente expresión:

Cp= Ae-at + Be-bt (11)

Las constantes A y B son constantes híbridas que dependen de la dosis inicial,

por lo que no tienen un significado fisiológico real. Las constantes a y b son constantes

de velocidad para la fase de distribución y eliminación, respectivamente, y permiten el

cálculo de los tiempos de vida media de distribución o fase α (t1/2α) y de eliminación o

fase β (t1/2β), de acuerdo con las siguientes ecuaciones:

t 1/ 2α = 
ln2
a

=
0,693
a

(12)

t 1/2β = 
ln2
b

=
0,693
b

(13)

Los datos experimentales se ajustaron a la función exponencial que describe la

ecuación  11  utilizando  el  complemento  de  Excel®  denominado  PKSolver.  Este

software  realiza  el  análisis  bicompartamental  y  arroja  todos  los  parámetros

farmacocinéticos  más  comúnmente  utilizados.  A continuación  se  describe  cómo la

correcta sustitución de las constantes a, b, A y B en las ecuaciones 12, 13, 14, 15 y 16,

permite obtener los valores de tales parámetros.

k10 = 
ab (A+B)
Ab+Ba

(14)

k12 = 
AB (b-a)2

(A + B)(Ab + Ba)
(15)

k21 = 
Ab + Ba
A + B

(16)

92
Mattio, Mónica Cristina   - 2014 -



MATERIALES Y MÉTODOS

En general, una droga se equilibra rápidamente en el cuerpo. Sin embargo, cada

tejido individual puede tener una concentración distinta de medicamento debido a las

diferencias  en  la  afinidad  hacia  el  mismo.  El  volumen  de  distribución  (VD)  es  un

parámetro útil que relaciona la concentración plasmática con la cantidad total de droga

en el  organismo.  El  volumen de distribución puede considerarse como el  volumen

“aparente”,  dado  que  no  tiene  un  significado  fisiológico  en  términos  de  espacio

anatómico en el cual se disuelve la droga. 

El volumen del compartimiento central (Vp) o volumen de distribución inicial es

útil  para determinar  la  concentración de la  droga inmediatamente después de una

inyección intravenosa. A tiempo cero no se produce eliminación de la droga, por lo

que:

Vp= 
Dp

0

Cp
0 (17)

Donde  DP
0 Dp

0   es la dosis inyectada por vía endovenosa y  Cp
0 , es la

concentración  plasmática  a  tiempo cero.  En  este  mismo momento,  dado  que  t=0,

entonces e0 =1, por lo que la ecuación 11 se reduce a la siguiente expresión:

Cp
0=A+B (18)

Reemplazando la ecuación 17, se obtiene la expresión 19, que permite calcular

Vp mediante la determinación de A y B:

Vp= 
Dp

0

A+B
(19)

En el  estado estacionario, la velocidad de entrada al compartimiento tisular o

periférico desde el compartimiento central es igual a la velocidad de salida, por lo que:

Dt k21= Dp k12 (20)

La cantidad total de droga en el estado estacionario es igual a la suma de la

cantidad  de  droga  en  el  compartimiento  tisular  (Dt)  y  la  cantidad  de  droga  en  el

compartimiento central (Dp).  Por lo tanto, el volumen de distribución aparente en el

estado estacionario, (VD)SS, se puede calcular dividiendo la cantidad total de droga en

el organismo por la concentración de la droga en el compartimiento central en este

mismo estado:

( VD )SS =
Dp+ D t

Cp
(21)
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La magnitud de (VD)SS depende de factores hemodinámicos responsables de la

distribución  de  la  droga  y  de  las  propiedades  físicas  de  la  misma,  las  cuales

determinan la cantidad intra o extravascular relativa que permanece en el cuerpo. Por

lo  tanto,  constituye  un  parámetro  importante  cuando  se  comparan  drogas  con

características diferentes.

Otro parámetro importante que describe una droga en un sistema dado es su

depuración del organismo o clearance. El clearance es una medida de la eliminación

del fármaco del organismo que no requiere identificar los mecanismos involucrados.

Se define como el volumen de plasma que es depurado de la droga por unidad de

tiempo. Este parámetro puede ser calculado sin tener en cuenta el tipo de modelo, por

lo  que  puede  verse  como  un  concepto  fisiológico  de  remoción  del  fármaco.  El

clearance (CL) se calculó como la dosis inyectada, D0,  dividido por el área bajo la

curva de concentración de droga en plasma en función del tiempo, ABC (ecuación 22):

CL=
D0

⌊ABC ⌋ t
0 (22)

Para  la  evaluación  farmacocinética  de  cada  variante  se  presentan  los

parámetros t1/2α, t1/2β, CL y (VD)SS y se expresaron como el valor promedio ± SD

(n=2). El análisis estadístico de las diferencias entre los parámetros obtenidos para

cada  molécula  se  realizó  empleando  el  test  t de  Student  o  t de  Student  con  la

corrección  de  Welch,  según  los  parámetros  presentaran  varianzas  iguales  o

desiguales, respectivamente, considerando diferencias significativas cuando p<0,05. 

24.4.2 Administración extravascular. Análisis no compartimental

En  comparación  con  la  vía  endovenosa,  la  farmacocinética  de  una  droga

suministrada  por  vía  extravascular  es  más  difícil  de  modelar.  Los  modelos

farmacocinéticos para las vías extravasculares deben tener en cuenta la absorción

sistémica del fármaco desde el sitio de administración hacia el plasma. Además, la

administración extravascular se complica debido a variables en el sitio de absorción,

incluyendo posible degradación de la droga y diferencias significativas en la velocidad

y grado de absorción entre individuos, por lo cual puede llegar a ser muy complicado el

modelado de estos datos, sumado a que es dificultoso seleccionar un modelo que

pueda ser aplicable a las diferentes vías de administración (Shargel y col., 2005b).

Por tales motivos, se seleccionó el análisis no compartimental para los datos obtenidos

para las vías extravasculares.
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A diferencia  de los  modelos  compartimentales,  el  análisis  farmacocinético  no

compartimental consiste en estimar parámetros farmacocinéticos sin la necesidad de

ajustar los datos a un determinado modelo matemático. Sin embargo, puede llegar a

ser  aplicado a  algunos modelos  compartimentales,  asumiendo una farmacocinética

lineal (Gillespie, 1991). 

Este  análisis  se  basa  en  la  teoría  de  los  momentos  estadísticos,  donde  las

curvas de concentración de droga en función del tiempo se tratan como curvas de

distribución estadística. Con ese fin,  se supone que las moléculas se distribuyen y

eliminan al  azar y,  por lo tanto, dicha curva sigue una distribución normal con una

media y una varianza.  La aplicación del concepto de los momentos estadísticos en los

tratamientos farmacocinéticos fue desarrollado, en forma simultánea, por Cutler (1978)

y Yamaoka y col. (1978).  

El tránsito de las moléculas de un fármaco a través del organismo es un proceso

estocástico. Es decir, el movimiento de las moléculas individuales a través del cuerpo

está  gobernado  por  la  probabilidad  ya  que  ellas  no  pueden  ser  absorbidas,

metabolizadas o excretadas todas al mismo tiempo. 

El perfil de concentración plasmática en función del tiempo, luego de una dosis

de un fármaco,  puede ser  considerada como una curva de distribución estadística

donde los tres primeros momentos (cero al segundo) de la curva se denominan S0, S1

y S2 y se definen como:

S0= ∫
0

∞

C(t).dt=ABC (23)

S1= ∫
0

∞

t. C(t).dt =ABCM (24)

S2= ∫
0

∞

t2 .C(t).dt (25)

donde t es el tiempo, ABC es el área bajo la curva de concentración en función del

tiempo y ABCM es el área bajo la curva de la concentración por el tiempo en función

del tiempo.

El tiempo medio de residencia se define como el tiempo medio requerido para

que las moléculas intactas transiten a través del cuerpo e involucra todos los procesos

cinéticos, incluyendo la liberación "in vivo" desde la forma farmacéutica, la absorción y

todos los procesos de disposición. Representa el tiempo necesario para que el 63,2%

de la dosis administrada sea eliminada por todos los procesos.
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Teniendo  en  cuenta  los  momentos  estadísticos  descriptos  anteriormente,  se

puede  definir el  tiempo  de  residencia  del  fármaco  en  el  organismo  como  una

distribución de frecuencias con una media y una varianza alrededor de esta media. A

continuación se presentan las fórmulas para el cálculo del tiempo de residencia medio

(TMR) y su varianza (VRT).

TMR= 
∫
0

∞

t.C.dt

∫
0

∞

C.dt

= 
[ ABCM ]0

∞

⌊ABC ⌋0
∞ =

S2

S1

(26)

VRT=
∫
0

∞

(t-TMR )2  C.dt

∫
0

∞

C.dt

(27)

Estas  ecuaciones son útiles  cuando el  fármaco es  administrado por  una  vía

intravascular. Sin embargo, cuando el suministro de la droga se efectúa a través de

una vía extravascular se debe considerar el tiempo asociado al proceso de absorción

desde el reservorio de administración (por ejemplo, tejido celular subcutáneo, cavidad

intraperitoneal, etc) hacia el compartimiento central. Por lo cual, el TMR de un fármaco

administrado por una vía extravascular, se denomina TMRev y está representado por la

siguiente ecuación:

TMR ev =TMR iv+TMA (28)

donde  TMRiv  es  el  tiempo  de  residencia  medio  calculado  para  la  administración

endovenosa del fármaco y el TMA corresponde al tiempo requerido para que la droga

alcance el  compartimento  central.  Por  lo  tanto,  el  TMA puede ser  calculado de la

siguiente manera:

TMA= TMRev - TMR iv (29)

A partir del TMA puede calcularse una constante de absorción aparente a partir

de la siguiente ecuación:

Kaap = 
1
TMA

(30)

La biodisponibilidad es una medida de la disponibilidad sistémica de una droga.

Se refiere a la velocidad y grado en los cuales el principio activo de una droga se torna
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disponible  en  el  sitio  de  acción.  Se  puede  definir  como  la  fracción  de  la  dosis

administrada de un fármaco que llega al plasma sanguíneo luego de los procesos de

absorción y que está disponible para cumplir su efecto farmacológico. Dentro de los

factores que afectan la biodisponibilidad de un medicamento se encuentran el tipo de

producto (solución, suspensión, etc.), la naturaleza de los excipientes, las propiedades

fisicoquímicas de la molécula y la vía de administración. La biodisponibilidad es la

disponibilidad sistémica de una droga luego de una administración extravascular (por

ejemplo,  oral,  subcutánea,  intraperitoneal,  etc.)  en  comparación  con  la  dosis

intravascular.  La  biodisponiblidad  (F)  se  calculó  en  forma  porcentual,  aplicando  la

siguiente ecuación.

F (%) = 
ABCev

ABCiv

x
Div

Dev

x 100 (31)

donde,  ABCev  es  el  área  bajo  la  curva  obtenida  luego  de  la  administración

extravascular,  ABCiv es  el  área  bajo  la  curva  obtenida  luego  de  la  administración

intravenosa, Div es la dosis (masa) inyectada vía endovenosa y Dev es la dosis inyecta

por una vía extravascular.

El  clearance aparente (CLapp)  de una droga administrada vía extravascular se

define  como  el  clearance determinado  luego  de  una  inyección  endovenosa,  CL,

dividido por la biodisponibilidad calculada para la vía correspondiente, F. Por lo tanto,

la expresión que permite realizar este cálculo es la siguiente:

CLapp = 
CL
F

=
Dev

ABCev

(31)

Los  parámetros  farmacocinéticos  Tmax y  Cmax se  obtuvieron  por  observación

directa a partir de los datos experimentales recolectados. La teoría de los momentos

estadísticos  no  permite  calcular  mediante  una  ecuación  matemática  dichos

parámetros.

Los perfiles de concentración en función del tiempo en cada muestra biológica

estudiada fueron analizados para cada grupo de datos y los cálculos de las diversos

parámetros  se  realizaron  empleando  el  complemento  para  Excel®  PKsolver.  Los

parámetros farmacocinéticos  Tmax,  Cmax, TMRev,  TMA, Kaap,  CLapp y F se expresaron

como el promedio ± SD de los datos obtenidos para cada animal (intraperitoneal n=2 y

subcutánea  n=3).  Los  parámetros  farmacocinéticos  de  ambas  moléculas  fueron

comparados utilizando el test t de Student o t de Student con la corrección de Welch,

según los parámetros presentaran varianzas iguales o desiguales,  considerando la

existencia de diferencias significativas cuando p≤0,05.
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25. EVALUACIÓN  DE  LA  PERMEABILIDAD  DE  LA  BARRERA

HEMÁTOENCEFÁLICA

Con el fin de evaluar la capacidad de las diferentes combinaciones de isoformas

de rhEPO para atravesar la barrera hemátoencefálica se extrajo muestras de líquido

cefalorraquídeo (LCR) a los animales de experimentación que recibieron una dosis

única de cada variante de rhEPO por vía intravascular o extravascular. 

25.1 Construcción del dispositivo de punción

Para construir el dispositivo de punción se removió la aguja 25G x 5/8” (Neojet,

China)  de  su  cono  y  se  fusionó a  un capilar  de  vidrio  no  heparinizado  (Parawal,

Argentina) de 75 mm de longitud y un diámetro externo de 1,50 mm. Luego, este tubo

fue adjuntado a un catéter de silicona de 2 mm de diámetro (Tubo nasogástrico K-33,

Laboratorio Rivero, Argentina) conectado a una jeringa (TJ, Argentina) (Fig. 17).

Fig. 17. Dispositivo empleado para la recolección de LCR.

Se  observa  secuencialmente  el  armado  dicho  dispositivo.  A:  aguja
utilizada, B: aguja sin el cono, C: capilar no heparinizado, D: dispositivo
completo.

25.2 Extracción de LCR

Se emplearon los mismos animales que se describieron en el apartado 17.1 y

17.2.1.  (vía  endovenosa e intraperitoneal,  respectivamente),  a  los  cuales  antes  de

realizarle la tomo de muestra de sangre se le efectuó la extracción de LCR como se

detalla a continuación.
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Minutos antes de la extracción se anestesiaron con la mezcla ketamina:xilacina

(80 mg.kg-1: 10 mg.kg-1) vía intramuscular. Seguidamente, con el animal anestesiado,

se  rasuró  la  piel  de  la  parte  posterior  del  cuello  y  el  área  fue  desinfectada  con

cloroxilenol.  Luego,  se  inyectó  en  forma  subcutánea  una  solución  de

lidocaína:epinefrina  (20  mg.ml-1:5  µg.ml-1)  (Scott-Cassara,  Argentina)  entre  la  parte

posterior de la zona suboccipital y el cuello, con el fin de evitar el sangrado durante la

extracción. Posteriormente, se realizó una incisión en la línea media de la piel y el

tejido  subcutáneo  en  dirección  cefalocaudal  con  una  hoja  de  bisturí  Nº  15.  Los

músculos  superficiales  se separaron por  disección roma hasta  la  visualización del

plano aponeúrotico prevertebral. Inmediatamente las ratas se sujetaron manualmente

con el fin de lograr la hiperflexión de la cabeza para una apertura máxima del espacio

suboccipital.  Después  de  localizar  por  palpación  el  área  romboidal  deprimida

correspondiente al espacio atlantooccipital, se definió el sitio de punción para acceder

a la cisterna magna como la intersección de una línea imaginaria vertical extendida

desde  la  protuberancia  occipital  externa  hasta  el  proceso  espinal  C1  y  una  línea

horizontal entre los dos apófisis mastoideas (Fig. 18). Una vez identificado, se insertó

el dispositivo de punción y se tomó una muestra de LCR mediante aspiración suave

(aproximadamente 50-75 µl) (Ceaglio y col., 2013). La muestra incolora se conservó a

-20  ºC  hasta  su  procesamiento.  Para  terminar  el  proceso,  los  animales  fueron

suturados  con  material  reabsorbible  Dexon  4/0  empleando  una  aguja  curva

atraumática, se les extrajo sangre (apartado 17.1) y se depositaron en sus jaulas hasta

su recuperación. 

La cuantificación de la citoquina en las muestras se realizó mediante técnica de

ELISA sándwich amplificado (apartado 10.1).  Con los datos obtenidos se graficó la

concentración  de  cada  variante  en  función  del  tiempo  transcurrido  desde  su

inoculación. 

99
Mattio, Mónica Cristina   - 2014 -



MATERIALES Y MÉTODOS

Fig. 18. Sitio de punción para acceder a la cisterna magna.

Ilustración esquemática del cráneo y cuello de la rata donde se muestra
al sitio anatómico para efectuar la punción como la intersección de una
línea  imaginaria  vertical  extendida  desde  la  protuberancia  occipital
externa hasta el proceso espinal C1 y una línea horizontal entre los dos
apófisis mastoideas  

25.3 Apertura osmótica de la BHE

Una  estrategia  ampliamente  utilizada  para  incrementar  la  distribución  de

diferentes drogas en el sistema nervioso es la disrupción osmótica reversible de la

BHE empleando soluciones hiperosmolares de arabinosa (Rapoport, 2000) o manitol

(Brown y col., 2004; Rapoport, 2000), tradicionalmente, por vía intraarterial (Bellavance

y  col.,  2008)  aunque  en  los  últimos  años  también  se  reportó  su  uso  por  vía

endovenosa (McCarty y col., 2009; Seyfried y col., 2008; Yang y col., 2011). Teniendo

en cuenta esto, se administró por vía endovenosa una dosis única de las variante de

rhEPO (500 µg) en una solución de manitol 1,1 M a ratas Wistar hembras, de dos

meses  de  edad,  con  un  peso  promedio  entre  200-250  g  (Comisión  Nacional  de

Energía  Atómica,  Argentina),  las  cuales  fueron  mantenidas  bajo  las  mismas

condiciones descriptas en la sección 17. Las ratas fueron separadas en 11 lotes de 2

animales para cada molécula ensayada (cada lote corresponde a un tiempo evaluado).

Transcurridos diferentes tiempos post-inyección, se recolectaron las muestras de

LCR tal como se detalla en el apartado 18.2 y de sangre (apartado 17.1).
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25.4 Análisis farmacocinético

Los parámetros farmacocinéticos se calcularon empleando el programa PKsolver

(Microsoft  Office  Excel)  a  partir  de  los  datos  obtenidos luego de la  administración

endovenosa  en  presencia  o  ausencia  de  manitol  aplicando  el  análisis  no

compartimental de los datos (ver apartado 17.4.2).

Los  parámetros  farmacocinéticos  calculados  fueron  Tmax,  Cmax y  ABC0-1h y  se

expresaron  como el  promedio  ±  SD de  los  datos  obtenidos  (n=2).  Las  diferentes

moléculas fueron comparadas utilizando el  test t  de  Student  o  t  de Student  con la

corrección  de  Welch,  según  los  parámetros  presentaran  varianzas  iguales  o

desiguales, respectivamente, considerando la existencia de diferencias significativas

cuando p≤0,05.

26. EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD NEUROPROTECTORA IN VIVO

Con el objeto de evaluar el efecto de las variantes de rhEPO en un modelo de

daño  neuronal  in  vivo,  se  trabajó  en  colaboración  con  el  Laboratorio  de

Neurotoxicidad,  Neuroprotección  y  Neurorreparación  perteneciente  al  Instituto  de

Biología Celular y Neurociencias (IBCN-Conicet) de la Facultad de Medicina de la UBA

bajo  la  dirección  de  la  Dra.  Alicia  Brusco.  Dicho  laboratorio  tiene  una  amplia

experiencia en el trabajo con modelos de daño neuronal.

26.1 Modelo de oclusión de la arteria cerebral media (MCAO)

El modelo de oclusión de la arteria cerebral media se basa en la capacidad de

generar una isquemia cerebral controlada impidiendo el flujo sanguíneo al área del

cerebro  irrigada  por  esta  arteria.  El  mismo  puede  ser  en  forma  transitoria  o

permanente.  En  esta  oportunidad  se  llevó  a  cabo  un  modelo  de  isquemia  focal

permanente.

Para este estudio se emplearon 60 ratones Balb/c machos, de un mes de edad,

con un peso promedio de 20-25 g (Bioterio de Esperanza, Argentina), los cuales fueron

mantenidos en un bioterio a una temperatura controlada de 24 ºC y un fotoperíodo

luz/oscuridad de 12 h, proporcionándoles agua y comida ad-libitum. 

Antes  de  la  cirugía,  los  animales  fueron  anestesiados  con  la  mezcla  de

ketamina:xilacina (100 mg.kg-1: 10 mg.kg-1). Posteriormente, se realizó una incisión en

forma perpendicular a la línea que une el canto externo del ojo derecho y el conducto

auditivo externo para exponer y retraer el músculo temporal. El cráneo fue perforado

por una trepanación,  se retiró la  duramadre y la  arteria  cerebral  media (ACM) fue

ocluida de forma permanente empleando pinzas de electrocoagulación bipolar CO-20
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(BEIC, Argentina) [(Liesz y col., 2009; Wagner y col., 2011), modificado para ratones].

La lesión de la piel se suturó y el ratón se mantuvo en una jaula individual hasta la

recuperación  de  la  anestesia.  La  operación  control  se  realizó  como  se  describió

anteriormente, excluyendo la coagulación de la ACM. La tasa de supervivencia de los

animales hasta el final del experimento fue de 100%. 

26.2 Diseño experimental y grupos experimentales

El diseño experimental consistió en 8 días de tratamiento contando a partir del

día 0 hasta el día 7 que comprendió desde el entrenamiento de los animales hasta el

sacrificio de los mismos. En la Fig. 19 se detalla el diseño empleado.

Fig. 19. Esquema de trabajo.

En la figura se representa la línea de tiempo en el cual se desarrolló el
experimento. La misma abarca desde el día 0 (D0) hasta el día 7 (D7).
Los rectángulos que se encuentran por debajo determinan el periodo o
los días en los cuales se realizaron distintas actividades.

Los animales fueron divididos en dos tandas de 30 animales y, a su vez, cada

una de ellas en 6 grupos experimentales que se detallan en la Fig. 20. Con un total de

10 animales  por  grupo al  final  de  experimento.  La primera tanda  se empleó  para

realizar estudios morfológicos mediante IHQ y evaluación de la actividad motora (n=5),

mientras que la segunda tanda se empleó sólo para evaluar actividad motora con la

finalidad de aumentar el número de animales (n=5).
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Fig. 20. Grupos experimentales.

En el esquema se observan los 6 tratamientos evaluados (rectángulos
turquesas  con  letras  en  blanco)  dentro  de  cada  grupo  (rectángulos
blancos con bordes verdes).

Las moléculas empleadas fueron vehiculizadas con solución salina [NaCl 0,1%

(P/V)]  e  inyectadas  vía  intraperitoneal.  La  dosis  administrada  fue  de  39,5  µg.kg-1

equivalente a 5000 U.kg-1, que corresponde a la dosis reportada en varios estudios in

vivo (Brines y col., 2000; Li y col., 2007b; Velly y col., 2010; Villa y col., 2007) para este

biofármaco. Los grupos que no recibieron las variantes de rhEPO fueron inyectados

con el mismo volumen de solución excipiente diluida en solución salina.

26.3 Análisis de la actividad motora

Las  pruebas  de  comportamiento  se  realizaron  en  una  sala  aislada  en

condiciones de iluminación y silencio constantes a lo largo de la prueba. Para eliminar

las huellas olfativas dejadas por los ratones, el piso y las paredes de los equipos se

limpiaron cuidadosamente antes de continuar con el siguiente animal. 

26.3.1 Índice de déficit neurológico (IDN)

La evaluación del estado neurológico permite determinar cuán severo es el daño

ocasionado  en  el  animal  de  experimentación  luego  de  provocarle  una  isquemia

cerebral focal permanente (Hatcher y col., 2002; Longa y col., 1989). 

Esta prueba se realizó diariamente desde el  día  D1 (3 horas después de la

MCAO).
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Fig. 21. Respuesta alterada al reflejo posterior.

Adaptada  de Quinzaños-Fresnedo y col. (2008).

Los hallazgos neurológicos se calificaron en una escala de cinco puntos:

0 - sin déficit neurológico,

1  -  falla  en  la  extensión  de  la  pata  izquierda  (leve  déficit  neurológico  focal)

(Fig. 21),

2 - cuerpo encorvado a la izquierda (déficit neurológico focal moderado),

3 - cayendo a la izquierda (déficit focal severo),

4 - falta de movimientos espontáneos y disminución del nivel de conciencia.

Los resultados se expresaron como el promedio ± SEM (n=10), siendo SEM el

error estándar medio.

26.3.2 Evaluación de la fuerza de las extremidades delanteras

Esta  prueba  permite evaluar  la  capacidad  de  los  animales  para  mantenerse

suspendidos  de  una  cuerda  poniendo  en  evidencia  la  fuerza  de  las  extremidades

delanteras (Hattori y col., 2000; Li y col., 2004).

Se  realizó los días 0, 4 y 7 del tratamiento. Con este fin, los animales fueron

suspendidos por sus extremidades delanteras en un alambre tendido entre 2 columnas

a una altura de 60 cm por encima de una cama de viruta. Se registró el tiempo (en s)

que cada animal se mantuvo suspendido y se consideró una puntuación desde cero

(ratón  que  cayó  de  inmediato)  hasta  120  s  (período  de  suspensión  máximo).  Se

realizaron 2 ensayos para cada ratón en cada día de prueba.
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Fig. 22. Capacidad de agarre de las patas delanteras.

Adaptada  de Quinzaños-Fresnedo y col. (2008).

26.3.3 Prueba del cilindro

La prueba del cilindro permite evaluar la asimetría en el uso de las extremidades

anteriores  durante  la  exploración  vertical.  Originalmente  fue  desarrollada  para  el

estudio en ratas (Brooks y Dunnett, 2009; Hua y col., 2002; Schallert y col., 2000). Sin

embargo, tiempo después fue adaptada para su aplicación en ratones (Li y col., 2004).

Para el desarrollo de esta prueba el ratón se colocó en un cilindro transparente de 9

cm de diámetro y 15 cm de altura y fue filmado durante 5 min desde la parte superior

del cilindro con el objeto de poder registrar todos los movimientos de las extremidades

anteriores.

El criterio empleado para contabilizar los contactos de las extremidades con la

pared del cilindro se describen a continuación:

• El primer contacto con una de las extremidades sobre la pared del cilindro

cuando el ratón se elevó fue considerado un movimiento independiente.
• Cuando el ratón tuvo contacto con ambas extremidades simultáneamente al

elevarse  fue  considerado  sólo  como  un  movimiento  registrado  como

ambas.
• Cuando el animal en primer lugar tuvo contacto con una extremidad y luego

apoyó  la  siguiente,  se  consideró  un  movimiento  independiente  y  un

movimiento con ambas.
• Cuando  el  ratón  exploró  la  pared  del  cilindro  con  ambas  extremidades

alternando entre uno u otra también fue considerado como un movimiento

de ambas.

Un total de 20 contactos se registraron durante la prueba. Dado que la MCAO de

la  ACM afecta  la  motricidad  de las  extremidades delanteras  en forma cruzada,  el
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resultado se expresó como la relación entre el porcentaje de uso de la extremidad no

afectada (derecha) el D7 y el porcentaje del uso el D0. Así como también se graficó el

porcentaje de uso de cada extremidad en forma independiente o simultánea durante la

exploración vertical.  

Fig. 23. Prueba del cilindro

Adaptada  de Brooks y Dunnett (2009).

26.3.4 Prueba de la esquina

Esta  prueba  podría detectar  una  combinación  de  asimetrías  inducidas  por

isquemia  cerebral,  focal  que  incluyen  sensibilidad  de  los  bigotes,  uso  de  las

extremidades anteriores y posteriores y función motora postural (Zhang y col., 2002).

Esta actividad se llevó a cabo los días 0 y 7, colocando a cada ratón entre dos

placas de 30x20 x1 cm (ver Fig. 24). Los bordes de las dos placas se unieron en un

ángulo de 30 º con una pequeña abertura a lo largo de la unión entre las dos juntas

para fomentar la entrada en el rincón. El ratón se colocó entre las dos placas mirando

hacia la esquina aproximadamente a mitad de camino. Al entrar profundamente en la

esquina ambos lados del  cuerpo son estimulados al  tacto suave.  El  ratón llega al

rincón y luego se levanta hacia adelante y hacia arriba, luego gira para ir hacia el final

abierto.  El  ratón no isquémico no tiene preferencia de giro,  pudiéndolo hacer para

cualquiera de las direcciones (derecha o izquierda) mientras que el ratón con daño

isquémico preferentemente lo hace hacia el lado ipsilateral a la MCAO (derecha). 

Se registraron un total de diez giros para cada animal. El índice de lateralidad

(IL) y el índice de lateralidad normalizado (ILN) fueron calculados como propone Bouet

y  col.  (2007).  El  IL fue  calculado  para  cada  animal,  de  acuerdo  con  la  siguiente

fórmula:

IL= 
D-I
10

(32)
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Donde D es el número de giros hacia la derecha, I es el número de giros a la

izquierda y 10 es el número total de giros registrados. El IL se calculó para el D0 y fue

considerado como el índice basal (ILB) y el IL calculado para el D7 fue normalizado

empleando la ecuación 33 (Rynkowski y col., 2009).

ILN = 
ILD7+ 2

ILB + 2
(33)

Fig. 24. Prueba de la esquina.

26.4 Controles de rutina

A los fines de evaluar si los tratamientos aplicados provocaban cambios en la

conducta alimentaria de los animales, se realizaron dos controles de rutina: 

• Control de la ingesta: se colocaron 10  pellets de alimento en la jaula de

cada animal y al día siguiente se contabilizaron cuántos se habían ingerido.

Este procedimiento se realizó diariamente desde el día D0.
• Control del peso: diariamente los animales se pesaron y se registró su peso

desde el día D0.

26.5 Determinación del hematocrito

Para evaluar el efecto de las variantes de rhEPO sobre la producción de glóbulos

rojos,  luego  de  los  tratamientos  aplicados  se  realizó  un  microhematocrito.  El

hematocrito corresponde a la relación entre el volumen ocupado por eritrocitos y el

correspondiente a la  sangre total.   Como los animales que se emplearon para los

estudios conductuales no podían sufrir alteraciones se realizó este estudio con otra

serie de ratones que recibieron el mismo tratamiento que los animales del modelo pero

a los cuales no se les realizó ninguna cirugía.
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Para ello, se emplearon 15 ratones Balb/c machos, de un mes de edad, con un

peso  promedio  de  20-25  g  (Bioterio  de  Esperanza,  Argentina),  los  cuales  fueron

mantenidos en un bioterio a una temperatura controlada de 24 ºC y un fotoperíodo

luz/oscuridad  de  12  h,  proporcionándoles  agua  y  comida  ad-libitum.  Los  mismos

fueron divididos en tres grupos experimentales (rhEPO, rhNEPO y Vehículo) con 5

animales cada uno. 

Culminado el tratamiento, según Fig. 19, se utilizaron capilares no heparinizados

de 75 mm de longitud y 1 mm de diámetro interior, los cuales se llenaron hasta las ¾

partes de capacidad con sangre obtenida de la vena retroorbital de cada animal. El

extremo seco del tubo se cerró con plastilina y se colocó en una microcentrífuga radial

(Bioamerican  Science,  Argentina)  con  el  extremo  cerrado  dirigido  hacia  fuera.  Se

centrifugaron a 12.000 rpm durante 4 min.

Luego, se midió la relación entre la longitud de la columna de eritrocitos y toda la

columna de plasma empleando un ábaco especial.

Los resultados se expresaron como el promedio ± SEM para cada grupo (n=5) y

el análisis estadístico se realizó aplicando el test ANOVA seguido del test de Tukey,

considerando diferencias significativas cuando p≤ 0,05.

26.6 Sacrificio de los animales y procesamiento de los cerebros

Transcurridos  los  8  días  del  experimento,  cada  animal  fue  profundamente

anestesiado  con  una  dosis  intraperitoneal  de  ketamina:xilacina  (100  mg.kg-1:

10 mg.kg-1) y luego perfundido a través del ventrículo izquierdo (Caltana y col., 2009).

Inicialmente,  el  animal se perfundió con 40 ml de una solución salina conteniendo

heparina (Rivero, Argentina) 50 UI  (como anticoagulante) y NaNO2 (Merck) 0,05%

(P/V) (como vasodilatador), y posteriormente con 40 ml de una solución fijadora que

contenía PFA 4% (P/V) y glutaraldehído (J.T. Baker) 0,25 % (V/V) en buffer fosfato 0,1

M pH 7,2 (BF). Los cerebros fueron retirados del cráneo y mantenidos en la misma

solución fijadora durante 2 horas a 4ºC, posteriormente se lavaron tres veces en BF y

se conservaron en una solución de sacarosa (Merck) 5 % (P/V) en BF durante 18 h a

4 ºC. 

Finalmente,  los  cerebros  se  cortaron  en  secciones  coronales  de  50  µm  de

espesor  empleando  un  vibrátomo  (Vibratome  1000Plus,  Vibratome®,  EE.UU.),  en

series de 15, y se criopreservaron en una solución de glicerol al 50 % (V/V) en PBS a

-20 ºC hasta su análisis.

108
Mattio, Mónica Cristina   - 2014 -



MATERIALES Y MÉTODOS

26.7 Inmunohistoquímica 

Con el fin de evaluar los distintos cambios bioquímicos y morfológicos ocurridos

en los cerebros de los animales sometidos a la isquemia cerebral focal permanente y a

los  cuales  se  les  aplicaron  distintos  tratamientos  se  realizaron  una  serie  de

inmunomarcaciones empleando diferentes anticuerpos. 

En cada uno de los experimentos de IHQ el procedimiento técnico fue el mismo.

En todo momento, los cortes de cerebro de cada uno de los grupos experimentales se

procesaron en flotación libre, simultáneamente, en condiciones estandarizadas (para

cada inmunomarcador, en el mismo momento, el mismo día) (Evrard y col., 2006).  

El primer paso realizado tuvo como finalidad inhibir la actividad de la peroxidasa

endógena, para lo cual las secciones de tejidos fueron tratadas con H2O2  0,5% (V/V)

en PBS 1X durante 30 min. Luego se lavaron con PBS 1X y se incubaron durante 1 h

en  una  solución  conteniendo  SNO 3% (V/V)  y  Tritón  X-100  0,5  % (V/V)  en  PBS

(Solución  de  bloqueo)  para  bloquear  los  sitios  de  unión  inespecíficos  y  en  forma

simultánea permeabilizar los tejidos. Posteriormente, se realizaron dos lavados con

PBS 1X y se incubaron 3 h a temperatura ambiente y luego toda la noche a 4 ºC en

presencia  de  los  anticuerpos  primarios  dirigidos  contra  los  distintos  marcadores  a

estudiar en cada caso particular, diluidos con solución diluyente [SNC 1% (v/v) y Tritón

X-100 0,3% (v/v) en PBS 1X] en las siguientes proporciones:

• Anticuerpo monoclonal anti-MAP2 (Sigma) 1:1000
• Anticuerpo policlonal anti-GFAP (DAKO, EE.UU.) 1:3000
• Anticuerpo monoclonal anti-NF-200 (Sigma) 1:1000

Transcurrido ese tiempo, los cortes se lavaron cinco veces con PBS 1X y se

incubaron durante 90 min a temperatura ambiente con los anticuerpos secundarios

biotinilados  anti-IgG  de  ratón  (Sigma)  o  de  conejo  (Sigma),  dependiendo  del

anticuerpo primario. En todos los casos, la dilución fue 1:500 empleando la solución

diluyente.

Una vez finalizada esta incubación, se lavaron nuevamente los cortes y se incubaron a

temperatura  ambiente  durante  90  min  con  el  complejo  estreptavidina-peroxidasa

(Sigma) diluido 1:500.

Seguidamente, se lavaron los cortes 2 veces con PBS 1X y 2 veces con buffer

de  acetato  0,1  M,  pH  6,0  (BA).  A continuación,  se  incubaron  durante  5  min  a

temperatura  ambiente  con  tetraclorhidrato  de  3,3´-diaminobenzidina  0,035%  (P/V)

(DAB, Sigma) y sulfato amónico de níquel (Sigma) 2,5% (P/V) en BA.

El revelado se llevó a cabo con el agregado de H2O2 0,1% (V/V) agitando hasta

observación de color. Luego, los cortes se lavaron con BA 3 veces y 1 vez con agua

destilada.
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Finalmente,  los  cortes  se  montaron  en  portaobjetos  gelatinizados,  se  los

deshidrató por  desecación al  aire y  se  los cubrió  con un cubreobjeto  utilizando el

medio de montaje PermountTM (Fisher, EE.UU.). 

26.8  Determinación del volumen de infarto

Con el objeto de determinar el volumen del tejido infartado, los cortes se lavaron

dos veces con PBS 1X y montaron sobre portaobjetos gelatinizados se dejaron secar

al aire y se colorearon aplicando la coloración de Nissl. Para ello,  se cubrieron las

secciones con una gota de la solución de coloración [azul de toluidina (Merck) 0,1%

(P/V)  y  Na2CO3  (Merck)  1,25% (P/V)  en  agua  destilada],  durante  20  a  30  s  para

obtener  una  tinción  suave,  e  inmediatamente  se  lavaron  suavemente  con  agua

destilada y,  en caso de que la  coloración fuese demasiado oscura,  se  aclaró  con

alcohol  96º.  Finalmente,  se secaron al  aire y  se los cubrió con medio de montaje

PermountTM y un cubreobjetos. 

Para  obtener  las  imágenes  en  forma  digital  se  escanearon  empleando  el

scanner ImageScanner (GE Healthcare) y se empleó el editor de imágenes  Adobe

PhotoShop (Adobe,  Irlanda).  El  área  de  infarto  en  cada  sección  del  cerebro  fue

calculada empleando el programa  ImageJ  (NIH, EE.UU.) calibrando previamente los

píxeles correspondientes a una unidad milimétrica. Para cada animal, la cavidad fue

medida en 2-5 secciones, separadas aproximadamente por 750 µm. Esta distancia es

el resultado del producto entre el espesor del corte (50 µm) por el número de series

(en este caso 15). El área de infarto de cada sección se calculó sustrayendo el área

calculada para el hemisferio ipsilateral a la del hemisferio contralateral. Finalmente el

volumen de infarto se obtuvo empleando la siguiente ecuación (34):

( A c−A i

Vi   =  d. ∑
1

n

¿¿
(34)

donde d es la distancia (0,075 mm), Ac es el área (mm2) del hemisferio contralateral, Ai

el área del hemisferio ipsilateral y n es el número total de secciones evaluadas para

cada animal.

26.9  Captura de imágenes digitales

Las secciones teñidas con la técnica de IHQ se fotografiaron con un microscopio

de  epifluorescencia  Axiophot  (Zeiss)  acoplado  con  una  cámara  digital  (Olympus

Qcolor5) y con un microscopio de epifluorescencia Axiolab (Zeiss) acoplado con una

cámara digital (Olympus Qcolor3). 
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Todas las secciones de una determinada inmunomarcación fueron fotografiadas

en  paralelo,  manteniendo  las  mismas  condiciones  de  luminosidad  y  tiempo  de

exposición  para  todos  los  grupos  experimentales.  Cada  campo  microscópico  fue

seleccionado dentro de los límites de la zona anatómica de interés para ser analizada

morfométricamente.  Se fotografiaron 3 campos por área cerebral en cada corte de

cada animal. Las áreas estudiadas fueron la región CA1 del hipocampo y la corteza

ubicada por encima de dicha región.

26.10 Análisis morfométrico de las imágenes digitales

Para el análisis de las imágenes se emplearon los programas ImageJ e Image

Pro Plus 5.1.

Según  el  tipo  de  marcación  realizada  la  cuantificación  fue  diferente.  A

continuación se presentan las que se utilizaron en este trabajo:

• Cuantificación del área relativa de fibras: se midió el área relativa de las

fibras MAP2, NF-200 y se relacionó al área total del campo microscópico

correspondiente al aumento 20 X. Expresando el resultado como superficie

relativa.
• Cuantificación del  área relativa  celular:  se midió  el  área relativa  de las

células GFAP positivas (Evrard y col., 2006) y se relacionó al área total del

campo  microscópico  correspondiente  al  aumento  20  X.  Expresando  el

resultado como superficie relativa.

26.11 Análisis estadístico

El análisis estadístico y los gráficos fueron realizados empleando el programa

GraphPad Prism. Los valores se presentan como el promedio ± SEM (n=10, para las

pruebas conductuales y n=5 para lIHQ). La comparación fue realizada empleando el

análisis  de  la  varianza  de  una  o  dos  vías  (ANOVA),  seguido  del  test de

Student-Neuman-Keuls o  Bonferroni,  respectivamente, considerando la existencia de

diferencias significativas entre muestras cuando p ≤ 0,05. 
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1. PURIFICACIÓN DE UNA NUEVA VARIANTE DE rhEPO

La utilización de células animales para la producción de proteínas terapéuticas

es de suma importancia cuando la molécula de interés es una glicoproteína, ya que

este sistema permite obtener perfiles de glicosilación similares a los presentes en las

proteínas humanas. 

Sin embargo, para la purificación de dichas moléculas hay que tener en cuenta la

composición del medio de cultivo utilizado, el nivel de expresión de la proteína, su

costo y mercado, la calidad requerida (siempre elevada por tratarse de proteínas para

uso parenteral en humanos) y las técnicas de purificación desarrolladas. Todas estas

variables afectan tanto el rendimiento final como el costo del proceso.

En la industria farmacéutica la estrategia de purificación típica consiste en cuatro

fases o estadios generales que abarcan la remoción de componentes insolubles, la

fase de captura, la fase de purificación intermedia y la fase de purificación final (Belter

y col., 1988). 

Teniendo en cuenta esto, el proceso de purificación planteado para la obtención

de una nueva variante de rhEPO contempló las cuatro fases.  El  primer paso,  que

consiste  en  la  remoción  de  componentes  insolubles,  se  realizó  de  sometiendo  el

sobrenadante  de  cultivo  obtenido  a  partir  del  reactor  a  un  sistema  de  filtración

empleando cartuchos de tamaño de poro variable. En este punto, se lograron eliminar

los agregados y detritos celulares,  permitiendo el  correcto acondicionamiento de la

muestra  para  ser  sometida  a  la  siguiente  etapa.  Es  importante  destacar  que  se

obtuvieron 18 l de clarificado conteniendo 900 mg de la proteína de interés, con un

porcentaje de pureza del  22%, que resulta elevado considerando que se obtuvo a

partir de un cultivo de células animales. Esto, en parte, puede ser explicado por la baja

proporción de SFB empleado para la suplementación del medio de cultivo, y por el alto

nivel de producción del clon celular. 

En las fases subsiguientes,  para alcanzar  el  producto deseado se llevaron a

cabo cuatro pasos cromatográficos. 

El primero de ellos consistió en una columna cromatográfica de pseudoafinidad

usando una matriz basada en la inmovilización del colorante triazínico Cibacron Blue,

que permitió la captura de la población completa de isoformas de rhEPO secretadas al

medio de cultivo por las células CHO.K1 productoras y, al mismo tiempo, la eliminación

de un alto número de impurezas. En la Fig. 25 se presenta el perfil cromatográfico

obtenido a partir del empleo de la mencionada matriz.  
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Fig. 25. Perfil  cromatográfico  obtenido  para  la  cromatografía  de
pseudoafinidad.

En  azul  se  grafica  la  absorbancia  (λ=280  nm)  y  en  marrón  la
conductividad del efluente. Las líneas rojas indican un cambio de etapa
en el protocolo de purificación.

El principal  contaminante eliminado fue la  BSA proveniente del  SFB utilizado

como suplemento del medio de cultivo, ya que pudo ser parcialmente separada de la

población  de  isoformas  de  rhEPO  debido  a  su  diferente  carga  a  pH  7  y  a  la

contribución diferencial de otras fuerzas de unión de naturaleza no electroestáticas.

Como se puede observar en la Fig. 25 al inicio de la siembra una gran población de

proteínas contaminantes fueron incapaces de unirse a la columna, lo cual se reflejó en

el marcado incremento de la absorbancia en la fracción F1. Por otra parte, el pico

observado en la fracción F3 correspondió a la elución de la proteína de interés.

Dado que las condiciones cromatográficas empleadas no fueron suficientemente

selectivas como para separar poblaciones de isoformas de EPO, se obtuvieron 900 ml

de eluato concentrado y diafiltrado conteniendo una mezcla de 15 isoformas de EPO

que contienen entre 0 y 14 moléculas de ácido siálico  (Fig. 29B, calle 2) con un alto

porcentaje de recuperación (85%) y un incremento de la pureza en un factor de 3,23

alcanzando un aceptable nivel de pureza (71%) (Tabla 2).

El  segundo  paso  cromatográfico,  que  forma  parte  de  la  primera  etapa  de

purificación intermedia, fue introducido como una operación clave en el proceso ya que

permitió obtener, por un lado, una población de glicoisoformas de rhEPO apropiada

para el  tratamiento  de anemias  y,  por  otro,  la  nueva  combinación propuesta  para

terapias citoprotectoras. Para ello, se utilizó una cromatografía de intercambio aniónico
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que, además de permitir la separación de estas dos poblaciones de glicoisoformas de

rhEPO, fue útil para eliminar contaminantes no proteicos tales como ADN. En la Fig.

26 se presenta el perfil cromatográfico obtenido para este paso de purificación.

Fig. 26. Perfil  cromatográfico  obtenido  para  la  columna  columna
Q-Sepharose Big Bead.

En azul y rojo se grafican las absorbancias del efluente a λ=280 nm y
254 nm, respectivamente. En marrón y gris se grafican la conductividad
y el pH. Las líneas verticales rojas indican un cambio de etapa en el
protocolo de purificación.

En esta oportunidad, el volumen del eluato obtenido en la fase de captura fue

sembrado en una columna de Q-Sepharose Big Bead a pH 6,5. A dicho pH todas las

isoformas de EPO se encuentran cargadas negativamente por lo que en su mayoría

fueron adsorbidas a la matriz. Luego se eluyeron las isoformas de interés (aquellas

menos ácidas) mediante disminución del pH. La primera fracción (F3) obtenida luego

de  esta  disminución  fue  descartada  por  contener  proteínas  provenientes  del  SFB

empleado para suplementar el medio de crecimiento de las células mientras que la

fracción  F4  constituyó  el  producto  de  interés  (Fig.  26).  Este  paso,  generó  un

rendimiento total del 42% (Tabla 2), lo cual era esperable ya que un alto número de

isoformas  (más  ácidas)  quedaron  retenidas  en  la  matriz  y  debieron  ser  eluidas

efectuando lavados con una solución de alta fuerza iónica (F5, Fig. 26). De este modo,

este  paso  de  purificación  permitió  separar  selectivamente  dos  poblaciones  de

glicoformas de rhEPO con propiedades fisicoquímicas diferentes, unas más ácidas y
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otras menos ácidas dado el inferior contenido de ácido siálico terminal (Fig.29B, calles

3 y 4). 

La pureza alcanzada en este paso fue del 80% (Tabla 2). A pesar de haberse

incrementado con respecto a la etapa previa, aún se hallaba presente una banda de

masa molecular similar a la de la BSA en el eluato (Fig. 29A, calle 5). Por este motivo,

se  llevó  a  cabo  un  paso  adicional  de  purificación  intermedia  empleando  una

cromatografía de intercambio aniónico Q-Sepharose Fast Flow equilibrada a pH 5. En

la Fig. 27 se presenta el perfil cromatográfico obtenido en este paso de purificación.

Fig. 27. Perfil cromatográfico obtenido para la columna  Q-Sepharose Fast
Flow.

En azul  y rojo se grafican las absorbancias a λ=280 nm y 254 nm,
respectivamente. En marrón se grafica la conductividad de la muestra y
las líneas verticales rojas indican un cambio de etapa en el protocolo
de purificación.

 En esta condición todas las isoformas presentes en la siembra se unieron a la

matriz, mientras que la BSA no quedó retenida debido a que prácticamente tiene carga

nula al  mencionado pH. Posteriormente, mediante un incremento de la fuerza iónica

se realizó la elución de la población de isoformas retenidas en la matriz (F4, Fig. 27)

sin evidenciar cambios en su composición. Sin embargo, se mejoró significativamente

la  pureza  (88%,  Tabla  2)  al  remover  las  trazas  de  BSA y  ADN  presentes  en  el

producto. 

Por lo tanto, esta fase de purificación intermedia permitió obtener en el primer

paso  cromatográfico  una  fracción  más  ácida,  con  un  patrón  de  glicoisoformas
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comparable al de la rhEPO empleada en tratamientos de anemias (Fig. 29B, calles 4 y

8) y, por otro lado, una fracción menos ácida que luego de ser sometida a un segundo

paso cromatográfico fue denominada Neuroepoetin (rhNEPO) debido a su similitud en

masa molecular a la EPO producida por cultivo primario de células de cerebro de rata

(Masuda y col., 1994) y por células astrocíticas del mismo origen (Masuda y col., 1999)

(Apartado 2.1). Por consiguiente, este protocolo de purificación resulta una estrategia

atractiva y de bajo costo para la obtención simultánea de derivados de rhEPO con

diferentes propósitos terapéuticos, que constituye el objetivo de estudio del presente

trabajo de tesis.

Por último, se realizó una purificación final empleando una cromatografía de fase

reversa por HPLC-C4, con la finalidad de remover dímeros, productos relacionados de

elevada masa molecular y vestigios de proteínas derivadas de la célula huésped. En la

Fig. 28 se presenta el perfil cromatográfico obtenido en esta última etapa.

Fig. 28. Perfil cromatográfico obtenido para la columna HPLC-C4.

En azul se grafica la absorbancia (λ=280 nm) y en negro se representa
el  gradiente  empleado.  Los  picos 1  y  2  corresponden a impurezas,
mientras que el pico 3 corresponde a rhNEPO monomérica.

Este  paso  permitió  alcanzar  una  pureza  final  elevada  del  99,4%  (Tabla  2),

acorde  a  los  requerimientos  establecidos  para  compuestos  biofarmacéuticos.  Es

importante  destacar  que  el  porcentaje  de  pureza  determinado  mediante  HPLC-C4

difiere del calculado por el  cociente entre la  masa de EPO y las proteínas totales
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debido  a  que  dichas  determinaciones  fueron  realizadas  por  diferentes  métodos

(HPLC-C4 y Método de Bradford).

El producto obtenido luego de este último paso de purificación se sometió a un

cambio  de  buffer y  se  lo  acondicionó  en  solución  excipiente  para  mantener  su

estabilidad,  conformando de esta manera el  lote final  de rhNEPO. Este cambio no

afectó la composición de isoformas presentes (Fig. 29 B, calle 7).

En la  Fig.  29 se muestra  el  análisis  por  SDS-PAGE e IEF de los  diferentes

productos obtenidos luego de cada etapa de purificación.

Fig. 29. Análisis  del  proceso  de  purificación  de  rhNEPO  mediante
SDS-PAGE (A) e IEF (B).

Los diferentes productos obtenidos luego de cada paso de purificación
así  como  los  lotes  finales  de  rhNEPO  y  rhEPO  estándar  fueron
analizados por SDS-PAGE (A) y por IEF (B). 
Calle 1: sobrenadante de cultivo (A) y marcador de punto isoeléctrico
(pI)  (Serva,  Alemania)  (B),  Calle  2:  elución  de  la  Blue  Sepharose
(isoformas  totales),  Calle  3  y  4:  picos  de  proteínas  eluidos  de  la
Q-Sepharose  Big  Beads (isoformas  menos  y  más  ácidas,
respectivamente), Calle 5: elución de la Q-Sepharose Fast Flow, Calle
6: elución de la HPLC-C4, Calle 7: lote final de rhNEPO, Calle 8: lote de
rhEPO (Zelltek, S.A.), Calle 9: EPO desialidada, Calle 10: Marcador de
masa molecular (BioRad) (A) y marcador de pI (B).
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En la Tabla 2 se resumen todos los parámetros cromatográficos obtenidos para

cada  etapa  de  purificación  y,  como  se  puede  observar,  el  rendimiento  global  del

proceso fue del 33% con un factor de purificación neto de 4,52; si bien este valor es

bajo se debe tener en cuenta que se partió de una muestra cuyo nivel de pureza era

superior al 20%. 

Tabla 2. Parámetros de purificación de proceso completo

Etapas
Volumen total

(mL)
Proteína

total  (mg)
rhEPO Total

(mg)
Pureza*

(%)
FP R (%)

Remoción de 
componetes insolubles

18.000 4.100 900 22 ----- 100

Blue Sepharose1 900 1.090 765 71 3,23 85
Q-Sepharose Big 
Beads2 400 477 382 80 1,13 42

Q-Sepharose Fast Flow2 300 391 344 88 1,10 38

HPLC-C43 185 300 293 99,4 1,13 33

1 Cromatografía de afinidad a colorantes.
2 Cromatografía de intercambio iónico.
3 Cromatografía de fase reversa.
* determinada por HPLC-C4.

27. CARACTERIZACIÓN FISICOQUÍMICA DE rhEPO

La  caracterización  fisicoquímica  de  toda  proteína  es  muy importante  ya  que

permite definir y relacionar las propiedades asociadas a la misma. 

En  esta  oportunidad,  la  nueva  combinación  de  glicoisoformas  (rhNEPO)  fue

caracterizada fisicoquímicamente en forma comparativa con la rhEPO empleada como

droga  hematopoyética  y  con  la  rhEPO  cuyas  moléculas  de  ácido  siálico  fueron

removidas por acción enzimática (rhAEPO). 

27.1 Evaluación de la masa molecular

En primer lugar, se determinó la masa molecular aparente mediante SDS-PAGE

y, como se observa en la Fig. 30, todas las variantes estudiadas se visualizan como

una banda ancha consistente con la heterogenidad de isoformas presentes en cada

muestra.  En  cuanto  a  la  rhNEPO,  se  observa  un  masa  molecular  aparente

comprendida en un rango entre 30,8 y 38,0  kDa cuyo valor medio es de 34,4 kDa,

siendo éste menor al  de la rhEPO (37,1 kDa) cuya masa molecular  aparente está

comprendida entre 33,7 y 40,4 kDa. 

Como  se  puede  observar,  existe  una  zona  en  la  que  las  bandas

correspondientes a estas moléculas se superponen, indicando que comparten algunas
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isoformas de igual tamaño. Sin embargo, la rhNEPO presenta isoformas de menor

tamaño que  están ausentes  en la  combinación  hematopoyética,  y  ésta,  a  su  vez,

presenta en su composición isoformas de mayor masa molecular que no se hallan en

la nueva combinación. Esta diferencia es claramente visualizada si se tiene en cuenta

el valor medio de masa molecular aparente de cada variante de rhEPO ya que se

observa  una  diferencia  de  2,7  kDa,  imitando  las  diferencias  observadas  entre  la

hormona  secretada  por  un  cultivo  primario  de  células  del  cerebro  de  rata  bajo

condiciones de hipoxia comparada a la circulante en el suero de la rata (Masuda y col.,

1994). Además, la rhNEPO evidenció un tamaño medio muy similar al de la rhAEPO,

cuya masa aparente oscila entre 31,8 y  38,0 kDa, con un valor medio de 34,9 kDa.

Fig.  30.  Determinación de la masa molecular aparente de las variantes de
rhEPO mediante SDS-PAGE. 

Las  distintas  variantes  de  rhEPO  se  sembraron  en  un  gel  de
SDS-PAGE al 12% (P/V) y se colorearon con  Coomasie Brillant Blue.
Calle 1: marcador de masa molecular (BioRad), Calle 2: rhEPO, Calle
3: rhAEPO y Calle 4: rhNEPO.

Con el fin de corroborar si las diferencias observadas principalmente entre la

rhNEPO  y  la  rhEPO  realmente  existían,  se  realizó  la  determinación  de  la  masa

molecular  de manera precisa  mediante MALDI-TOF.  En esta oportunidad,  la  masa

molecular promedio de la rhEPO fue de 29,3 kDa, como era esperable teniendo en

cuenta la masa molecular conocida de la rhEPO de referenica α/β (Llop y col., 2008),

mientras que la masa molecular de la rhNEPO fue de 26,4 kDa. De este modo, la

nueva variante presentó una diferencia con la rhEPO de 2,9 kDa, comparable con la

obtenida  cuando  se  determinó  mediante  SDS-PAGE.  Por  otro  lado,  la  rhAEPO

presentó una masa molecular promedio de 26,1 kDa, siendo muy similar a la de la

rhNEPO, tal  como se había  observado mediante la  técnica de SDS-PAGE. Por  lo

tanto, dado que la rhAEPO carece de ácidos siálicos terminales pero presenta una
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masa molecular similar a la de la nueva variante, se puede inferir que estas diferencias

en la masa molecular podrían no sólo estar relacionadas con el contenido de ácido

siálico sino también con la estructura de los carbohidratos unidos a la proteína.

27.2 Evaluación de la glicosilación 

La  glicosilación  es  una  de  las  más  importante  modificaciones

post-transcripcionales  presente  en  la  mayoría  de  las  proteínas  recombinantes

utilizadas como bioterapéuticos. Constituye uno de los atributos críticos de calidad que

requiere un análisis minucioso para garantizar la seguridad y eficacia del producto, ya

que  tiene  un  marcado  efecto  sobre  diversas  propiedades  biológicas  de  dichas

proteínas  que  pueden  afectar  su  solubilidad,  estabilidad,  antigenicidad,

inmunogenicidad, actividad biológica, interacción entre células, farmacocinética y vida

media en plasma (Delorme y col., 1992; Dubé y col., 1988; Narhi y col., 1991; Sola y

Griebenow, 2010). La glicosilación no sólo contempla las estructuras oligosacarídicas

unidas  a  la  proteína  sino  también  el  contenido  de  ácido  siálico  presente  en  la

molécula. 

Dado que para el caso de la rhEPO, las estructuras prioritarias que confieren

mayor heterogenidad a la molécula son los oligosacáridos de tipo N unidos, se realizó

sólo el estudio de estos carbohidratos (nativos y neutros) presentes en la rhNEPO y la

rhEPO mediante HPAEC-PAD. Una vez obtenidos los cromatogramas con los picos

correspondientes, se realizó la integración manual de los mismos y los resultados se

expresaron como porcentaje de cada estructura presente en la muestra (Tabla 3).

Para  el  caso  de  los  oligosacáridos  nativos,  los  picos  integrados  fueron

identificados  considerando  sus  tiempos  de  retención  en  comparación  con  las

estructuras estándares empleadas. Las estructuras oligosacarídicas identificadas en

cada muestra se agruparon de acuerdo con su carga (número de moléculas de ácido

siálico terminal: por ejemplo, el grupo disialidadas comprende los oligosacáridos que

presentan dos moléculas de ácido siálico terminal). Dentro de cada grupo mono-, di-,

tri- y tetra-sialidados también se discriminó la antenaridad. 

En la Fig. 31 se observan los perfiles cromatográficos obtenidos para la nueva

variante y la rhEPO estándar cuando se analizó la composición de los oligosacáridos

nativos. Como se puede observar claramente, la rhNEPO está enriquecida en glicanos

neutros, mono-, di- y tri-sialidados (81,4 %), comparada con la rhEPO (30 %). Además,

el contenido de oligosacáridos tetrasialidados fue mucho menor que en la rhEPO (13,6

y 58,1%, respectivamente).
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Al comparar el nivel de ocupación con ácido siálico terminal y la ramificación de

las estructuras, se puede ver que la rhNEPO presenta mayor porcentaje de estructuras

ramificadas con sitios libres de ácido siálico que la rhEPO, principalmente si se tienen

en cuenta las estructuras tri- y tetrasialidadas.

Tabla 3. Análisis cuantitativo de las estructuras oligosacarídicas neutras o sialidadas de
la rhEPO y rhNEPO luego del estudio mediante HPAEC-PAD.

Estructuras
rhNEPO

(%)
rhEPO

(%)

Oligosacáridos 
Nativos

Neutras 1.9 0.2

Monosialidadas 17.6 0.4

Disialidadas 31.7 7.4

Diantenarias 56.8 85.1

Tri/Tetraantenarias 43.2 14.9

Trisialidadas 30.2 22.0

Triantenarias 37.4 63.6

Tri+1R/Tetraantenarias 62.6 36.4

Tetrasialialidadas 13.6 58.1

Tetraantenarias 58.9 62.0

Tetraantenarias + 1-2-3-R 41.1 38.0

Otras estructuras& 5.0 11.9

Oligosacáridos 
Neutros

Diantenarias 11.5 5.3

Triantenarias 37.5 18.1

Tetraantenarias 40.9 58.1

Otras estructuras* 10.1 18.5

R: repeticiones de N-acetyl-lactosamina.
&  Estructuras pentasialidadas, sulfatadas y fosforiladas.
*  Estructuras monosialidadas, sulfatadas y fosforiladas.
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Fig. 31. Composición de oligosacáridos tipo N nativos. 

Se observan los cromatogramas obtenidos para la rhNEPO (azul) y la
rhEPO (rojo) al aplicar la medotología de HPAEC-PAD para analizar la
estructura de los oligosacáridos tipo N nativos.

Con el fin de completar el estudio, se determinaron los oligosacáridos neutros.

Para ello,  ambas muestras debieron ser  completamente desialidadas antes  de ser

inyectadas a la columna cromatográfica. Una vez obtenidos los diferentes picos, los

mismos fueron integrados e identificados de la misma manera que los oligosacáridos

nativos  pero  en  esta  oportunidad  las  estructuras  oligosacarídicas  identificadas  se

agruparon de acuerdo con su antenaridad (número de antenas: por ejemplo, el grupo

diantenarias  comprende  los  oligosacáridos  que  presentan  dos  ramas  o  antenas).

Dentro de los grupos de oligosacáridos diantenarios, triantenarios y tetraantenarios se

identificaron  subestructuras  (estructuras  con  o  sin  unidades  repetidas  de

N-acetilglucosamina). 

En  la  Fig.  32  se  observan  los  perfiles  cromatográficos  obtenidos  para  los

oligosacáridos neutros. Como se puede ver, la rhNEPO exhibió mayor porcentaje de

estructuras di- y triantenarias que la rhEPO (49,0 y 23,4%, respectivamente), mientras

que la rhEPO presentó mayor  proporción de oligosacáridos  tetraantenarios (58,1%

comparado con 40,9% de la rhNEPO). 

Estos datos  confirman que la  diferencia  observada en la  masa molecular  de

ambas moléculas no sólo se debía al  contenido de ácido siálico sino también a la

estructura de la ramificación exhibida por los oligosacáridos tipo N unidos. 
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Fig. 32. Composición de oligosacáridos tipo N neutros. 

Se observan los cromatogramas obtenidos para la rhNEPO (azul) y la
rhEPO (rojo) al aplicar la medotología de HPAEC-PAD para analizar la
estructura de los oligosacáridos tipo N neutros.  (1):  diantenaria,  (2):
triantenaria (2/4 ramificaciones),  (3):  triantenaria  (2/6 ramificaciones),
(4): tetraantenaria, (5): triantenaria + 1R, (6): tetraantenaria + 1R, (7):
triantenaria + 2R, (8): tetraantenaria + 2R y (9): tetraantenaria + 3R.
Los picos adicionales no asignados en la figura corresponden a formas
truncadas de las estructuras di-, tri- y tetraantenarias.

Si bien a la rhAEPO no se le aplicó este análisis, cabe destacar que como se

obtuvo por remoción únicamente de los ácidos siálicos terminales, las ramificaciones

presentes serían las que se observaron para la rhEPO a la cual se le realizó el análisis

de estructuras neutras. Por lo tanto, esto permitiría explicar la similitud observada en la

masa molecular con la rhNEPO, si se considera que la rhEPO presentó un 17% más

de estructuras tetraantenarias y un 25,6% menos de estructuras di-y tri-antenarias que

la nueva combinación de isoformas. Es decir, se observó una compensación entre la

ausencia  de  ácido  siálico  y  la  mayor  proporción  de  estructuras  ramificadas  en  la

molécula de rhAEPO.

Por otro lado, se llevó a cabo el método de Peryodato-Resorcinol con el fin de

evaluar el contenido de ácido siálico presente en cada variante y compararlo con el

estudio de los oligosacáridos nativos y neutros. Los resultados obtenidos se calcularon

en función de un estándar de ácido siálico y se expresaron como moles de AS por mol

de proteína. 

El valor obtenido para la rhNEPO fue de 8,0 ± 1,0 mol AS.(mol de proteína)-1, el

cual  fue  significativamente  diferente  al  de  la  rhEPO  [12,9  ±  1,0  mol  AS.(mol  de

proteína)-1],  representando  el  62%  del  CAS  de  la  hormona  hematopoyética.  Esta

característica es la principal diferencia con respecto a la Neuro-EPO que sólo presenta

menos  del  40%  (García  Rodríguez  y  Sosa  Teste,  2009).  Estos  resultados  se
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correlacionan  con  el  menor  tamaño  molecular  observado  para  la  rhNEPO  y  su

enriquecimiento con estructuras de glicanos con reducida antenaridad (estructuras di-

y triantenarias) así como también con la pérdida de ácido siálico en la mayoría de las

estructuras ramificadas de tipo tetraantenarias (Tabla 3).

El  contenido  de  ácido  siálico  determinado  para  la  molécula  completamente

desialidada (rhAEPO) fue prácticamente nulo [0,7 ± 0,3 mol AS.(mol de proteína) -1], lo

que corrobora la idea de que la similitud en la masa molecular observada entre la

rhNEPO y  la  rhAEPO no sólo  está  relacionada  al  contenido de  ácido  siálico  sino

también  depende  de  las  estructuras  de  las  ramificaciones  de  los  carbohidratos

presentes en las moléculas.

27.3 Evaluación de las isoformas presentes 

Con el fin de evaluar la heterogeneidad de las variantes de rhEPO, íntimamente

relacionada con los oligosacáridos unidos y el contenido de ácido siálico terminal, las

muestras se examinaron mediante IEF para determinar la composición de isoformas

presentes (Fig. 26B). 

En  la  muestra  de  rhNEPO  se  detectaron  siete  isoformas  con  pI  aparente

comprendido entre 4,2 y 6,1, mientras que el perfil de isoformas observado para la

rhEPO fue marcadamente diferente, conteniendo seis glicoformas comprendidas en un

rango de pI  más ácido (3,0-4,2).  Por lo tanto,  la rhNEPO está conformada por las

isoformas menos ácidas secretadas al  medio de cultivo,  las que en el  proceso de

producción industrial de la droga hematopoyética son descartadas. Esta observación

es relevante, ya que como se comentó anteriormente, partiendo de un mismo proceso

de producción se podrían obtener dos combinaciones de glicoisoformas de rhEPO con

un  propósito  terapéutico  diferente.  Asimismo,  esta  población  fue  diferente  a  la

reportada para la Neuro-EPO, que está conformada por un total de 13 isoformas con

un pI comprendido entre 3 y 5 (García Rodríguez y Sosa Teste, 2009).

Para realizar un estudio cuantitativo más preciso de estas subpoblaciones se

llevó  a  cabo  el  análisis  mediante  ECZ.  En  la  Fig.  33  se  presentan  los

electroferogramas obtenidos a pH 7,5 para la rhEPO y la rhNEPO, pH al cual todas las

isoformas se encontraban negativamente cargadas. Para la Neuroepoetin, se observó

un  patrón  de  picos  bien  separados,  siendo  su  distribución  cualitativa  y

cuantitativamente similar  a  la  observada por  IEF.  De este modo,  esta  preparación

consiste  en  nueve  glicoformas  (desde  0  a  8),  con  tiempos  de  migración  cortos,

mientras que la rhEPO presenta seis isoformas que migran más lentamente debido a

su mayor carga negativa, otorgada por el mayor contenido de ácido siálico. En la ECZ,
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el  flujo  electroosmótico  supera  la  movilidad  electroforética  propia  de  las  proteínas

permitiendo explicar el menor tiempo de migración de las especies menos cargadas

tales como las isoformas que constituyen la combinación de rhNEPO.

Fig. 33. Electroferogramas de ECZ obtenidos para rhEPO y rhNEPO. 

Además de ser capaz de resolver especies estrechamente relacionadas, el valor

práctico  de  la  ECZ  está  dado  por  su  capacidad  de  proporcionar  información

cuantitativa sobre las diferentes isoformas observadas, siendo más apropiada que la

cuantificación de bandas por IEF, ya que los resultados obtenidos por IEF están muy

influenciados por variaciones en los pasos de tinción, captura y digitalización de la

imagen de las bandas empleando el programa adecuado. 

En consecuencia, utilizando los datos obtenidos mediante ECZ se asignó a cada

pico  observado  para  la  rhNEPO  una  isoforma  (desde  la  1  hasta  la  7,  siendo  la

isoforma  1  la  que  más  rápido  migró  a  lo  largo  del  capilar)  y  se  calcularon  sus

porcentajes  mediante  integración  del  área  bajo  la  curva  de  cada  pico.  Para  esta

combinación,  se  observó  que las  isoformas 4  y  5  son  las  más predominantes  (el

porcentaje promedio de tres determinaciones fue de 21,09 ± 1,01% y 20,35 ± 0,94%,

respectivamente), seguidas por las isoformas 3 (17,74 ± 0,71%), 6 (17,58 ± 0,58%), 2

(11,68 ± 0,26%), 7 (7,73 ± 0,35%) y 1 (4,10 ± 0,04%), siendo este último pobremente

detectado por IEF. Las isoformas 0 y 8 fueron detectadas por ECZ pero no por IEF,

debido a los bajos porcentajes observados para ambas (inferiores al 0,50%). 

Continuando  con  la  misma  nomenclatura  de  isoformas,  en  la  rhEPO  se

identificaron desde la 7 hasta la 12. Por lo tanto, las isoformas 7 y 8 son compartidas
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en  ambas  variantes,  presentándose  en  mayores  proporciones  en  la  variante

hematopoyética.

Es  importante  destacar  que  el  protocolo  de  ECZ  fue  optimizado  para  la

separación de isoformas menos ácidas (pH 7,5) como las existentes en la combinación

denominada  rhNEPO.  Por  ese  motivo,  para  la  determinación  de  la  proporción  de

isoformas de la variante rhEPO, que en conjunto resultan más acídicas, se empleó el

protocolo que se detalla en la Farmacopea Europea (Council of Europe, 2005), a pH

5,5. Mediante este protocolo se observó coincidencia con los valores de referencia

establecidos por esta entidad reguladora para todas las isoformas presentes en la

mencionada combinación eritropoyética.

28. EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD HEMATOPOYÉTICA IN VITRO E IN VIVO

Además de la caracterización fisicoquímica, un nuevo producto con propósitos

terapéuticos  requiere  de  procedimientos  de  caracterización  biológica  que  permitan

evaluar su actividad y estabilidad.

La actividad biológica es una propiedad importante que describe la capacidad o

habilidad específica de un producto para llevar a cabo su efecto biológico y constituye

la propiedad que se utiliza para caracterizar biológicamente las biomoléculas activas.

La evaluación de la actividad hematopoyética de la eritropoyetina es de gran

relevancia ya que es la principal función biológica que ejerce en el organismo. Por lo

cual,  la  obtención  de  nuevos  derivados  que  presenten  disminuida  esta  actividad

requiere el desarrollo de diversos ensayos para valorar tal capacidad. 

Hoy en día existe  un gran número de bioensayos utilizados para tal  fin  que

pueden agruparse en dos grandes grupos:  aquellos que se desarrollan empleando

cultivos  primarios  de  células  o  líneas  celulares  establecidas  (in  vitro)  y  los  que

emplean animales (in vivo).

28.1 Evaluación de la actividad hematopoyética in vitro

Los bioensayos in vitro utilizados para EPO miden la capacidad de esta citoquina

para inducir la estimulación de la proliferación o diferenciación celular sobre células en

cultivo durante un corto tiempo. Algunos ensayos evalúan la formación de colonias

eritroides en medio de cultivos semisólidos, usando la médula ósea como fuente de

células  con  respuesta  a  EPO  (McLeod  y  col.,  1974).  Otros  ensayos  miden  la

estimulación  de  la  proliferación  inducida  por  EPO  [comúnmente  midiendo  la

incorporación de timidina marcada (Krystal,  1983)]  o la  diferenciación [midiendo la

incorporación de hierro radioactivo a la hemoglobina (de Klerk y col., 1978)] en cultivos
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en suspensión en medio líquido. Las principales células eritroides utilizadas en estos

cultivos son generalmente derivadas del bazo, médula ósea e hígado fetal de ratones.

Sin embargo, los ensayos que emplean líneas celulares eritroides han cobrado

importancia  sobre  el  empleo  de  cultivos  primarios  ya  que  éstas  resultan  más

convenientes y fáciles de manipular. Algunas de las líneas celulares más comúnmente

utilizadas para la medición de la actividad biológica de la rhEPO son las células T-F1 y

UT-7/EPO.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, en este trabajo de tesis la capacidad

para  promover  el  crecimiento  de  líneas  celulares  eritroides  se  evaluó

comparativamente  tanto  para  la  variante  hematopoyética  como  para  la  nueva

combinación de glicoisoformas de rhEPO empleando las  líneas UT-7/EPO y  TF-1.

Luego de someter las células a diferentes concentraciones de estas citoquinas durante

72 hs, se reveló el ensayo y, con los resultados obtenidos, se calcularon los valores de

C50 y sus correspondientes constantes aparentes de afinidad kAaf.  En la Tabla 4 se

presentan dichos valores para cada variante y en cada línea celular.

Tabla 4. Estudio de la actividad hematopoyética in vitro.

Células UT-7 Células TF-1

C50 (ng.ml-1) KAaf (M-1) C50 (ng.ml-1) KAaf (M-1)

rhEPO 0,16 ± 0,08 1,30 ± 0,63 x 1011 0,63 ± 0,03 2,93 ± 0,15 x 1010

rhNEPO 0,17 ± 0,08 1,25 ± 0,60 x 1011 0,39 ± 0,05* 4,82 ± 0,64 x 1010*

*p<0.05 comparado a rhEPO empleando el test t de Student.

Como se muestra en la Tabla 4 y en la Fig. 34, ambas variantes mostraron ser

equipotentes en la línea celular UT-7, indicando una afinidad por el receptor EPOR

similar en esta línea celular. En consecuencia, las constantes de afinidad de ambas

moléculas fueron similares (1,30 ± 0,63 x 1011 l.mol-1 y 1,25 ± 0,60 x 1011 l.mol-1), no

observándose diferencias significativas entre ellas.

Contrariamente, las células TF-1 respondieron diferencialmente de acuerdo con

el contenido de ácido siálico de las variantes de rhEPO en estudio (Fig. 34). De esta

manera,  la  rhNEPO  exhibió  una  C50 1,6  veces  menor  que  la  de  la  rhEPO  y,  en

consecuencia,  una  mayor  afinidad  aparente  por  el  receptor  (p  ≤  0,05;  Test  t  de

Student).  Este  fenómeno  también  ha  sido  observado  por  otros  autores,  quienes

arribaron a la conclusión de que la afinidad de los análogos de la rhEPO por el EPOR

se halla inversamente relacionada con el  grado de sialidación de los carbohidratos
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unidos a la proteína (Egrie y Browne, 2001). Una posible explicación para este efecto

podría estar dada por la influencia de los hidratos de carbono y el contenido de ácido

siálico terminal, ya que Darling y col. (2002) demostraron que los mismos afectan la

afinidad  por  el  receptor,  enmascarando  o  impidiendo  alguna  de  las  fuerzas

electrostáticas de atracción presentes entre la EPO y su receptor y/o introduciendo

algún impedimento estérico que altere la asociación.

Fig. 34. Actividad biológica  in  vitro  de la  rhEPO (■)  y  rhNEPO (●)  en las
células UT-7 (símbolo lleno) y en las células TF-1 (símbolo vacío). 

Los resultados se muestran como el valor promedio ± SD (n=3). 

No obstante, aún no está clara la razón por la cual esta respuesta diferencial de

las variantes más o menos sialidadas no fue observada en la línea celular UT-7/EPO.

Es importante destacar que el crecimiento de ambas líneas celulares originalmente no

está  sustentado  sólo  por  EPO  sino  que  también  muestra  dependencia  de  otras

citoquitas,  tales  como  GM-CSF e  IL-3.  Dichas  moléculas  actúan  a  través  de  sus

receptores constituidos por una subunidad alfa específica y una subunidad beta común

a ambas. Sin embargo, cuando  Komatsu y col. (1993) establecieron la línea celular

UT-7/EPO, reportaron que estas células habían perdido su respuesta a GM-CSF y a

IL-3 debido a la marcada disminución de la expresión de la subunidad beta común de

su receptor.

Contrariamente,  la  línea celular  TF-1 presenta una completa dependencia  de

estas citoquinas, pero con EPO sólo puede mantener su crecimiento un corto tiempo

(Kitamura y col., 1989). 
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Teniendo en cuenta la hipótesis de la existencia de un nuevo receptor para la

EPO  en  el  tejido  cerebral,  que  no  sólo  comprende  al  EPOR  sino  también  a  la

subunidad beta común antes descripta (Brines y col., 2004), la expresión diferencial de

tal  subunidad  beta  común en  las  líneas  celulares  UT-7/EPO y  TF-1  podría  ser  la

responsable  del  fenómeno  observado.  Por  lo  tanto,  la  rhNEPO,  que  presenta

características  fisicoquímicas  similares  a  la  EPO  producida  por  células  del  tejido

nervioso, podría exhibir incrementada actividad en las células que presenten ambas

clases de receptores (tal como las TF-1) comparada con la rhEPO.

Teniendo  en  cuenta estos  resultados,  se  podría  pensar  que  la  rhNEPO

presentaría  mayor  actividad  eritropoyética  que  la  EPO.  Sin  embargo,  ha  sido

ampliamente demostrado que la farmacocinética es más relevante que la afinidad por

el receptor (Egrie y Browne, 2001; Wasley y col., 1991) como factor condicionante de

la actividad biológica in vivo de esta hormona.   

Por consiguiente, si bien estos bioensayos son útiles para predecir la interacción

entre la droga y el receptor, presentan serias desventajas ya que no son capaces de

predecir el efecto de dichas variantes in vivo. Por tal motivo, fue necesario evaluar el

efecto de las variantes de rhEPO empleando modelos que contemplen la interacción

de la droga con su receptor en el organismo teniendo en cuenta su farmacocinética.

28.2 Evaluación de la actividad hematopoyética in vivo

Los  bioensayos  in  vivo clásicos  utilizados  para  la  EPO  se  basan  en  la

estimulación de la formación de glóbulos rojos mediante la administración de EPO

exógena  a  ratas  o  ratones.  Estos  animales  pueden  ser  previamente  sometidos  a

condiciones de hipoxia, hemorragias o exposición a drogas citotóxicas con el fin de

incrementar la población de progenitores eritroides [policitémicos (Cotes y Bangham,

1961)]  o no (normocitémicos).  La respuesta generada en estos animales luego de

inyectar  la  hormona  es  comúnmente  medida  mediante  incorporación  de  hierro

radioactivo en las células del bazo o glóbulos rojos o por recuento de reticulocitos

mediante microscopía o citometría de flujo. 

En esta oportunidad, se evaluó el efecto in vivo de la eficacia de las variantes de

rhEPO  para  incrementar  el  hematocrito  en  ratones  normocitémicos  empleando  la

metodología propuesta por la Farmacopea Europea. 

Una  vez  transcurrido  el  tiempo  correspondiente,  las  muestras  de  sangre

obtenidas  fueron  procesadas  y  los  resultados  calculados  a  partir  de  la  BRP  se

presentan en la Tabla 5. 
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Tabla 5. Estudio de la actividad hematopoyética in vivo (UI.ml-1).

rhEPO rhNEPO

131.976 ± 52.324 5.034  ± 2166

Como  se  puede  observar,  la  rhNEPO  presentó  menos  del  4%  de  actividad

hematopoyética  comparada  con  la  rhEPO;  es  decir,  la  nueva  combinación  fue  25

veces menos eficiente para estimular la eritropoyesis en ratones normocitémicos que

la droga empleada para tal fin.

Este comportamiento era predecible si se tiene en cuenta la influencia de  los

carbohidratos y el ácido siálico terminal para modular la farmacocinética y la velocidad

de depuración de las proteínas (Sinclair y Elliott,  2005), ya que la rhNEPO no sólo

presentó  menor  proporción  de  carbohidratos  más  ramificados  sino  también  menor

contenido de ácido siálico terminal (ver apartado 2.2).

 Esta mínima actividad hematopoyética observada para la rhNEPO constituye

una de las principales ventajas sobre la EPO comercial para ser utilizada con otros

propósitos terapéuticos (tales como neuroprotección), ya que la elevación de glóbulos

rojos en pacientes no anémicos es considerado como un efecto adverso debido a su

capacidad para provocar hipertensión y posibles eventos trombóticos  (Stohlawetz y

col., 2000; Wiessner y col., 2001).

29. EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD NEUROPROTECTORA IN VITRO

Con  el  fin  de  evaluar  la  capacidad  neuroprotectora  del  nuevo  derivado  de

eritropoyetina que presenta prácticamente nula actividad hematopoyética se realizaron

ensayos de evaluación de la viabilidad celular empleando dos líneas celulares, una

con  capacidad  para  diferenciarse  a  fenotipo  neuronal  (PC-12)  y  otra  con

características neuronales (SH-SY5Y).

29.1 Línea celular PC-12

Esta  línea  celular  multipotente  derivada  de  un  feocromocitoma  de  rata  es

utilizada  como  modelo  de  estudio  de  la  apoptosis,  supervivencia  y  diferenciación

celular de las neuronas, ya que estas células son capaces de diferenciarse a fenotipo

neuronal en presencia de NGF (Greene y Tischler, 1976). Este factor es esencial para

la supervivencia, desarrollo y mantenimiento de las neuronas simpáticas y sensoriales

derivadas de las crestas neurales en el  sistema nervioso periférico,  así como para

neuronas colinérgicas del estriado y del cerebro basal inferior (Ebendal, 1989; Hartikka
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y Hefti,  1988). Por lo tanto, cuando las células PC-12 son expuestas a este factor

durante  al  menos  4  días  sufren  un  cambio  dramático  en su fenotipo  y  adquieren

numerosas propiedades de las neuronas simpáticas. A nivel morfológico se observa un

cese  de  su  división  y  la  extensión  de  neuritas  (Gunning  y  col.,  1981),  que  está

acompañado por la inducción de la excitabilidad eléctrica, sensibilidad a la acetilcolina

y un incremento en la actividad específica de la enzima colinacetiltransferasa (Das y

col., 2004; Dichter y col., 1977; Schubert y col., 1977). 

Adicionalmente  a  esta  capacidad,  tales  células  expresan  en  su  superficie  el

EPOR (Masuda y col., 1993) y en presencia de EPO sufren cambios a nivel de la

expresión de diferentes proteínas asociadas a una amplia variedad de funciones, entre

ellas y una de las más importantes, provoca un incremento en la expresión de las

proteínas  anti-apoptóticas  y  una  disminución  de  las  pro-apoptóticas  (Renzi  y  col.,

2002).

Por tales motivos,  esta línea celular fue seleccionada para analizar el potencial

efecto neuroprotector de la nueva variante de rhEPO en comparación con la hormona

hematopoyética, empleando ensayos de evaluación de la viabilidad celular. 

29.1.1 Optimización de las condiciones del bioensayo 

Con el fin de seleccionar las condiciones del bioensayo más apropiadas para

llevar a cabo la evaluación de la capacidad neuroprotectora de la rhNEPO se debió

seleccionar el estímulo inductor de apoptosis y el tiempo de inducción necesario para

evidenciar  una diferencia significativa con el  control  de crecimiento,  que permitiese

evaluar el efecto de las distintas variantes de rhEPO.

Como estímulo inductor de apoptosis se seleccionó la supresión del suero de

caballo  y  del  NGF presentes  en  el  medio  de  cultivo.  Estas  condiciones  han  sido

reportadas en la bibliografía como responsables de desencadenar una cascada de

activación de proteínas involucradas en la apoptosis que culminan con la muerte de

las células e imitan lo que ocurre en enfermedades asociadas al  sistema nervioso

central  donde  la  producción  de  factores  tróficos  está  comprometida,  tales  como

Alzheimer y Parkinson (Batistatou y Greene, 1991; Haviv y col., 1997; Mesner y col.,

1995; Vaghefi y col., 2004).

En primer lugar, se evaluaron distintos tiempos de inducción de apoptosis (24, 48

y 72 h) post-diferenciación de las células en presencia de NGF durante 5 días. Los

resultados obtenidos se presentan en la Fig. 35.
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Fig. 35. Efecto  de  la  supresión  de  suero  y  NGF a  distintos  tiempos,  sin
recambio de medio de cultivo.

CC  corresponde  al  control  de  crecimiento  y  * p ≤ 0,1,  *** p ≤ 0,01
representan el grado de significancia estadística luego de la aplicación
del test ANOVA y test post-ANOVA de Tukey (n=3).

Como se puede observar en la Fig. 35, todos los tiempos evaluados permitieron

obtener  una  diferencia  estadísticamente  significativa  con  respecto  al  control  de

crecimiento.  Claramente  se  puede  ver  que  la  disminución  de  la  viabilidad  fue

directamente  proporcional  al  tiempo  de  inducción,  evidenciándose  una  diferencia

significativa sólo entre 24 y 72 h. En este caso, la mayor diferencia observada con el

control de crecimiento fue de aproximadamente 25% a las 72 h. 

Teniendo en cuenta estos resultados, se decidió seleccionar 48 h de inducción

como estímulo apoptótico, ya que permitió evidenciar una respuesta intermedia con

una disminución de la viabilidad de aproximadamente 20%. Asimismo, considerando

que  en  un  gran  número  de  trabajos  previos  reportan  mayores  tiempos  de

diferenciación de los cultivos (7 a 14 días) (Kim y col., 1999;  Kummer y col., 1997;

Mesner  y  col.,  1995;  Renzi  y  col.,  2002;  Vaghefi  y  col.,  2004),  se decidió  evaluar

cuánto  afectaba  esta  condición  sobre  la  inducción  de  apoptosis  y,  para  ello,  se

probaron  dos  estadios  de  diferenciación:  5  y  10  días.  Cabe  destacar  que

morfológicamente  no  se  observaron  grandes  diferencias  (datos  no  mostrados)  tal

como ya había sido reportado por Gunning y col. (1981), quienes observaron que las

células tratadas con NGF 50 ng.ml-1 durante 5 o 10 días mostraban aproximadamente

40% de células con neuritas en ambos casos.
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Fig.  36.  Efecto  de  la  supresión  de  suero  y  NGF a  distintos  tiempos,  sin
recambio de medio de cultivo.

CC corresponde al control de crecimiento, CA al control de apoptosis y
*** p  0,01  representa  el  grado  de  significación  estadística  luego  de
aplicar el test ANOVA seguido por el test post-ANOVA de Bonferroni
(n=3).

En la Fig. 36, se presenta lo ocurrido para ambos tiempos de diferenciación.  En

ambos casos se obtuvo una diferencia significativa superior al 35%, siendo un 10%

mayor para las células que fueron diferenciadas durante 10 días. Este comportamiento

también ha sido observado por otros autores (Vaghefi y col., 2004). Sin embargo, la

disminución de la viabilidad en dicho trabajo fue mucho más dramática, presentando

menos del  10% de viabilidad luego de 48 horas de inducción de apoptosis.  Estas

diferencias pueden deberse al estado bioquímico de la célula, que puede diferir en el

número de pasajes y, por lo tanto, en la expresión de algunas proteínas intracelulares,

con respecto a la línea celular del mencionado grupo de investigación.

Tomando en consideración estos resultados, se decidió evaluar la acción de la

rhNEPO y la rhEPO diferenciando las células durante 10 días en presencia de NGF y

realizando la inducción de apoptosis durante 48 horas. 

29.1.2 Efecto de las variantes de rhEPO 

Una  vez  seleccionadas  las  condiciones  de  inducción  de  apoptosis,  se  hizo

necesario definir qué tratamiento se llevaría a cabo con las variantes de rhEPO en

estudio.  Para ello,  se tuvo en cuenta el  trabajo de  Renzi  y  col.  (2002),  en el  que

observaron  que  a  bajas  concentraciones  de  rhEPO  (10  pM~  0,31  ng.ml-1)  se

requirieron 24 horas de incubación con esta hormona para evidenciar cambios en la

expresión  de  los  genes  involucrados  en  la  apoptosis,  tales  como  anti-apoptóticos

(Bcl-XL) y pro-apoptóticos (Bax). Asimismo, se consideraron otros trabajos previos (Li y
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col., 2008; Morishita y col., 1997) que reportaron que la inhibición de la apoptosis por

parte  de  EPO  requirió  de  pre-tratamiento.  Con  toda  esta  información  se  decidió

incubar  las células  en presencia de dos concentraciones de cada combinación de

glicoisoformas de rhEPO durante 24 horas antes de desencadenar la muerte celular

programada. 

Las concentraciones evaluadas fueron seleccionadas en base a lo reportado en

la  bibliografía  para  otros  inductores  de  apoptosis.  Por  ejemplo  Li  y  col.  (2008)

evaluaron un rango de 0,5 a 10 UI.ml-1 de rhEPO y evidenciaron un efecto protector

por parte de la rhEPO a partir de 1 UI.ml-1; por otro lado, Um y col. (2007) evidenciaron

diferencias  significativas  empleando 0,75 y 7,5 ng.ml-1 (~1 UI.ml-1),  dentro  de este

mismo rango, Morishita y col. (1997) observaron un efecto citoprotector de rhEPO de

0,1  a  10  ng.ml-1.  Teniendo  en  cuenta  esta  bibliografía,  las  células  una  vez

diferenciadas fueron incubadas durante 24 h en presencia de 7,5 y 37,5 ng.ml-1 (1 y 5

UI.ml-1, respectivamente) de cada variante en estudio y, luego de someterlas durante

48 horas al  estímulo apoptótico en presencia de rhEPO o rhNEPO, el  ensayo fue

revelado poniendo en evidencia  la  actividad deshidrogenasa presente en el  medio

(mediante el empleo combinado de los reactivos MTS/PMS). Los resultados obtenidos

se presentan en la Fig. 37.
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Fig. 37. Efecto protector de la rhNEPO sobre las células PC-12 diferenciadas
luego de la inducción de apoptosis por supresión de suero y NGF. 

Las variantes rhEPO y rhNEPO fueron agregadas al cultivo 24 h antes
de la inducción de apoptosis y luego en forma concomitante al estímulo
apoptótico.  La  viabilidad  celular  se  determinó  por  el  ensayo  de
supervivencia MTS/PMS. Grado de significancia estadística: * p ≤ 0,05,
** p ≤ 0,01 comparados con el grupo sometido a apoptosis sin ningún
tratamiento. Test ANOVA y test post-ANOVA de Tukey (n=6).

135



RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Como  se  muestra  en  la  Fig.  37,  la  supresión  de  suero  y  NGF  redujo

significativamente  la  viabilidad  celular  a  58,4  ±  6,4%  comparado  con  el  control

(p ≤ 0,01). La rhEPO fue sólo capaz de prevenir la apoptosis a una alta concentración

(37,5  ng.ml-1;  p≤ 0,05).  Sin  embargo,  la  rhNEPO  protegió  las  células  PC-12

diferenciadas  de  la  muerte  celular  a  ambas  concentraciones,  incrementando  la

supervivencia  a  89,9 ±  19%  y  88,5  ±  12,9  %,  respectivamente  (p ≤  0,01),  sin

diferencias significativas entre ellas. 

Este efecto diferencial observado entre la rhEPO y la rhNEPO podría explicarse

a través de la capacidad de unión al receptor de cada molécula. Teniendo en cuenta la

hipótesis de la existencia de un receptor heteromérico en esta línea celular reportada

por  Leist  y  col.  (2004)  y  considerando que la  activación del  mismo requiere  altas

concentraciones de EPO debido a que la afinidad por dicha molécula es menor que la

afinidad del receptor homodimérico (Konstantinopoulos y col., 2007) podría pensarse

que la rhNEPO, al tener una composición de carbohidratos y ácido siálico diferente,

presenta  mayor  afinidad  por  dicho  receptor.  De  esta  manera,  serían  necesarias

menores concentraciones para ejercer su efecto citoprotector.

Sin embargo, aún no está completamente claro si éste es el principal receptor ya

que en oposición a estos hallazgos  Um y col.  (2007) demostraron que en la línea

celular PC-12 no se expresa la cadena βcR y, por lo tanto, el efecto de la EPO estaría

mediado  sólo  por  el  receptor  homodimérico  (EPOR2).  En  esta  situación,  la  menor

concentración  de  rhNEPO  necesaria  para  ejercer  el  efecto  citoprotector  podría

explicarse teniendo en cuenta lo que reportan otros autores en relación a la afinidad de

análogos de la rhEPO por el EPOR. Dichos autores establecen que la misma está

inversamente  relacionada al  grado de sialidación de los  carbohidratos  unidos a  la

proteína en células hematopoyéticas (Egrie y Browne, 2001), tal como se explicó para

la línea celular TF-1 (apartado 3.1). 

Tratando de dilucidar esto, Sanchez y col. (2009) evaluaron mediante RT-PCR e

IHQ la existencia de EPOR y el βcR en distintas áreas del cerebro de rata, hallando

muy bajos niveles de βcR que no se correlacionaron con la existencia de EPO, lo cual

está  en  concordancia  con  los  resultados  obtenidos  por  Um  y  col.  (2007).  Estos

resultados  los  llevaron  a  postular  que  la  mayoría  de  las  neuronas  expresan  altos

niveles de EPOR pero bajos o prácticamente nulos niveles de βcR. 

Independientemente  del  receptor  que  podría  estar  involucrado  en  este

mecanismo,  los  resultados  obtenidos  en  este  trabajo  de  tesis  demuestran  que  la

rhNEPO  exhibe,  en  estas  células,  un  efecto  citoprotector  in  vitro a  menor

concentración que la rhEPO. Esta característica la postula como una molécula muy

promisoria para el tratamiento de enfermedades del sistema nervioso central.
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29.2 Línea celular SH-SY5Y

Otra de las líneas celulares empleadas para evaluar el efecto citoprotector de la

nueva  variante  de  rhEPO  fue  la  línea  SH-SY5Y.  La  misma  ha  sido  ampliamente

utilizada  como  modelo  neuronal  desde  comienzos  de  1980,  ya  que  estas  células

poseen  propiedades  bioquímicas  y  funcionales  de  las  neuronas.  Por  ejemplo,

expresan  marcadores  neuronales  con  actividad  enzimática  (tirosina  y

dopamina-β-hidroxilasas), proteínas neurofilamentosas, así como también receptores

muscarínicos, opioides y para NGF. Además, metabolizan la norepinefrina, propiedad

típica  de  las  células  noradrenérgicas  (Ciccarone  y  col.,  1989).  Sumado  a  estas

características, poseen la capacidad de proliferar en cultivo durante largo tiempo sin

contaminación,  un  prerrequisito  muy  importante  para  el  desarrollo  de  un  modelo

celular in vitro. 

Además,  presentan propiedades de células multipotentes,  por  lo  que pueden

diferenciarse  aún  más  hacia  diferentes  fenotipos  neuronales  con  características

distintas  en  presencia  de una  variedad  de estímulos,  que incluyen  ácido  retinoico

(Singh y Kaur,  2007),  acetato de tetradecanoilforbol  [TPA, (Pahlman y col.,  1981)],

factor  neurotrófico  derivado  del  cerebro  [BDNF,  (Cernaianu  y  col.,  2008)]  y  STP

(Mollereau y col., 2007; Pregi y col., 2006), entre otros.   

Como consecuencia de todas las propiedades antes mencionadas, esta línea

celular  en  su  forma diferenciada  o  no,  ha  sido  ampliamente  utilizada  en  estudios

neurológicos experimentales, que incluyen análisis de la diferenciación neuronal, del

metabolismo  y  de  funciones  relacionadas  a  procesos  neurodegenerativos  y

neuroadaptativos,  así como también de neurotoxicidad y de neuroprotección (Xie y

col., 2010). 

Adicionalmente  a  estas  características  y,  a  diferencia  de  la  línea  que  le  dio

origen, las SH-SY5Y expresan receptores para EPO (Sartelet y col.,  2007). Por tal

motivo, fue seleccionada para evaluar  el potencial efecto neuroprotector de la nueva

variante  (rhNEPO)  en  comparación  con  la  hormona  hematopoyética  empleando

ensayos de viabilidad celular. 

29.2.1 Optimización de las condiciones del bioensayo 

De igual manera que para el bioensayo desarrollado empleando la línea celular

PC-12, inicialmente se seleccionaron las condiciones del bioensayo más apropiadas

que permitiesen evaluar la capacidad neuroprotectora de la rhNEPO. 
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La  primera  condición  importante  que  se  debió  definir  fue  qué  inductor  de

apoptosis se utilizaría en el ensayo. Tomando en consideración que estas células no

sólo pueden emplearse en estado proliferativo sino también pueden ser diferenciadas

hacia neuronas maduras, se decidió evaluar el efecto de la rhNEPO y la rhEPO en

ambos estadios celulares y para ello, se seleccionaron dos inductores de apoptosis

diferentes. 

En primer lugar, para trabajar con las células indiferenciadas, basándose en la

bibliografía y teniendo en cuenta que esta línea celular es ampliamente utilizada como

modelo  de  la  enfermedad  de  Parkinson  in  vitro  (Xie  y  col.,  2010)  debido  a  sus

características dopaminérgicas, se seleccionó como inductor de apoptosis la 6-OHDA.

Esta neurotoxina causa la muerte selectiva de las neuronas dopaminérgicas, actuando

como un  agente  productor  de  ROS,  tales  como  peróxido  de  hidrógeno,  radicales

superóxidos e hidroxilos involucrados en procesos de la patogénesis de dicha dolencia

(Gee y Davison,  1989;  Kumar y col.,  1995;  Soto-Otero y col.,  2000).  No sólo esta

toxina es empleada en modelos in vitro sino que, además, es comúnmente utilizada en

modelos animales de dicha enfermedad (Schober, 2004).  

Una vez establecido cuál sería el inductor para esta condición, se determinó qué

concentración del mismo y qué tiempo de incubación en presencia de dicha droga

permitía evidenciar una diferencia significativa con el control de apoptosis y, al mismo

tiempo, que este efecto pudiese ser revertido por las variantes de rhEPO. Para tal fin,

las células que fueron previamente sembradas a una densidad de 9,0.104cél.cm-2 en

placas de 96 pozos, se incubaron con distintas concentraciones de 6-OHDA durante

24 h. En la Fig. 38 se puede observar la curva dosis-respuesta.
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Fig. 38. Efecto  de  diferentes  dosis  de  6-OHDA sobre  la  viabilidad de  las
células SH-SY5Y.  
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Las células fueron incubadas con diluciones seriadas al medio de la
neurotoxina  6-OHDA desde  200  µM  durante  24  h.  Los  valores  se
expresan como el porcentaje respecto al control sin tratar. Grado de
significancia estadística: * p ≤ 0,001 comparado con el control mediante
test ANOVA seguido por el test de Tukey (n=3).

La citotoxicidad de esta droga fue estadísticamente significativa a partir de los

50 µM de 6-OHDA luego de incubar las células durante 24 h en presencia de dicha

neurotoxina. Estos resultados son concordantes con los reportados por otros autores,

quienes observaron tal efecto a concentraciones superiores a 50 µM (Guo y col., 2007;

Hara y col., 2007; Shi y col., 2011; Song y col., 2010).

Como  se  esperaba  trabajar  con  una  concentración  que  permitiese

aproximadamente  una  disminución  del  50%  de  la  viabilidad,  se  seleccionó  una

concentración de 100 µM de 6-OHDA para evaluar el efecto de la rhNEPO y de la

hormona hematopoyética, incubando las células durante 24 h.  

Anteriormente se mencionó que estas células indiferenciadas son ampliamente

utilizadas como modelo  in vitro para el estudio de la enfermedad de Parkinson; sin

embargo presentan una serie de limitaciones. En primer lugar,  como las células se

encuentran en constante división celular, el número de células se incrementa durante

el  curso  del  experimento,  lo  cual  es  una  dificultad  para  distinguir  si  un  agente

neuroprotector  o neurotóxico afecta  la  velocidad de proliferación o la  velocidad de

muerte  (Xie  y  col.,  2010).  En  segundo  lugar,  las  células  en  cultivo  no  están

sincronizadas y no siempre pueden llegar a exhibir todos los marcadores típicos de las

neuronas maduras, lo cual genera incertidumbre en los experimentos. Otra limitación,

está dada por los bajos niveles de expresión de las enzimas que sintetizan dopamina,

así como también de los transportadores para dicho neurotransmisor (Presgraves y

col.,  2004).  Por  estos  motivos,  la  línea  celular  SH-SY5Y  en  estado  proliferativo

(indiferenciadas) no sería un modelo ideal para llevar a cabo este estudio (Xie y col.,

2010).  

Teniendo en cuenta esto, se decidió evaluar el efecto de las variantes de rhEPO

en células SH-SY5Y diferenciadas debido a que, en dichas condiciones, se observa un

detenimiento de la proliferación, alcanzando una población estable con la aparición de

neuritas  acompañada  por  cambios  a  nivel  bioquímico,  ultraestructural  y

electrofisiológico  que  llevan  a  las  células  a  presentar  una  gran  similitud  con  las

neuronas presentes en el cerebro humano.

La STP es uno de los agentes utilizados para inducir la maduración neuronal de

estas células ya que tiene la capacidad de inducir cambios funcionales y morfológicos

en ellas dando lugar a un fenotipo neuronal maduro (Jalava y col., 1992; Mollereau y

col.,  2007;  Pregi  y  col.,  2006).  Sin  embargo,  este  alcaloide  ha  sido  ampliamente
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caracterizado por ser un excelente inductor de apoptosis en esta línea celular (Lopez y

Ferrer, 2000; Pregi y col., 2006; Prince y Oreland, 1997). Esto puede ser explicado por

el hecho de que es un inhibidor no selectivo de múltiples proteínas kinasas, entre ellas

la proteína kinasa C, la cual juega un rol importante en la proliferación, diferenciación y

supervivencia celular (Papp y col., 2004; Spitaler y Cantrell, 2004). 

Considerando esto, se seleccionó este inductor no sólo para la diferenciación

celular  sino  también  para  inducir  apoptosis  en  forma  simultánea.  Para  poder

seleccionar  la  concentración  que  permitiera  evaluar  el  efecto  neuroprotector  de  la

nueva  combinación  de  rhEPO,  las  células  fueron  expuestas  a  distintas

concentraciones del alcaloide durante 24 h.  Transcurrido este tiempo el  ensayo se

reveló y se obtuvieron los resultados presentados a continuación (Fig. 39).
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Fig. 39. Efecto de diferentes concentraciones de STP sobre la viabilidad de
las células SH-SY5Y.

Las células fueron tratadas con diluciones seriadas al medio de STP
partiendo  de  1  µM  durante  24  h.  La  elipse  roja  marca  las
concentraciones que permitieron una reducción de la viabilidad del 30%
al 50%. La barra negra con el * indica que todas las concentraciones a
partir de 4 nM presentaron una diferencia estadísticamente significativa
con respecto al control sin tratar (p≤0,05) empleando el test ANOVA
seguido del Test de Tukey (n=3).

Como se puede observar en la Fig. 39, bajas concentraciones de STP (4 nM)

fueron suficientes para ocasionar una disminución significativa de la viabilidad celular

respecto al control sin tratar. Sin embargo, como se destaca con la elipse roja, las

concentraciones más apropiadas para evaluar las combinaciones de rhEPO fueron

aquellas que permitieron un reducción de la viabilidad entre el 30 y el 50%, las cuales

estuvieron comprendidas entre 10 y 100 nM de STP. De este rango se decidió evaluar

25 nM ya que Pregi y col. (2006) habían reportado que incubando las células a esta
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concentración,  durante por  lo  menos 12 horas,  la  misma resultaba suficiente  para

desencadenar la diferenciación y al mismo tiempo inducir apoptosis. Por tal motivo, se

seleccionó dicha concentración para evaluar el efecto de las dos combinaciones de

rhEPO. 

29.2.2 Efecto de las variantes de rhEPO 

Una vez establecidas las condiciones de apoptosis que más se adecuaron para cada

condición celular evaluada (estado proliferativo o diferenciado) se debió establecer qué

tratamientos en cada caso se emplearían para evaluar el efecto de la nueva variante

de rhEPO obtenida.  

Si bien en la bibliografía se reporta el efecto de la rhEPO sobre estas células

luego de someterlas a  diversos estímulos apoptóticos,  no se hallaron reportes del

efecto de la hormona sobre la apoptosis inducida por la 6-OHDA en esta línea celular

indiferenciada.  Por  tal  motivo,  se  analizó  en  primer  lugar  el  efecto  de  distintas

concentraciones de rhEPO, con el fin de seleccionar aquellas que evidenciaran una

protección estadísticamente significativa para luego continuar con la evaluación de la

nueva combinación de glicoisoformas. El tratamiento elegido, tal como para las células

PC-12, fue la incubación durante 24 h previas a la inducción de apoptosis por parte de

la 6-OHDA y luego de modo concomitante con dicho inductor, dado que otros trabajos

anteriormente publicados con diferentes inductores de apoptosis reportaron que para

que la rhEPO ejerza citoprotección se requiere de pretratamiento (Pregi y col., 2006;

Pregi y col., 2009; Sun y col., 2008). Asimismo, Pregi y col. (2006) demostraron que la

exposición de las células SH-SY5Y a esta hormona incrementa la expresión de EPOR

tanto a nivel del mRNA como de la proteína en una manera dosis dependiente, lo que

sugiere que la exposición previa permitiría potenciar el efecto de la rhEPO debido a un

incremento en el número de receptores específicos.

Teniendo en cuenta lo anteriormente expresado, las células fueron preincubadas

durante 24 h en presencia de diluciones seriadas de la hormona desde 760 ng.ml-1

(100 UI.ml-1) hasta 5,9 ng.ml-1 (0,78 UI.ml-1) y posteriormente fueron tratadas con 100

µM  de  6-OHDA durante  24  h  en  presencia  de  dicha  hormona.  En  la  Fig.  40  se

presentan los resultados obtenidos para esta experiencia.
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Fig. 40. Efecto de diferentes concentraciones de rhEPO sobre la viabilidad
de  las  células  SH-SY5Y luego de  la  inducción de  apoptosis  con
100 µM de 6-OHDA.  

Las células fueron preincubadas durante 24 h con diluciones seriadas
al medio de rhEPO desde 760 ng.ml-1 y posteriormente tratadas con
100 µM de 6-OHDA durante 24 h en presencia de dicha hormona. n=3.
Grado de significancia estadística: * p ≤ 0,1, ** p ≤ 0,05, *** p ≤ 0,001 y
ns: sin diferencia significativa, comparado con el control empleando el
test ANOVA seguido por el test de Tukey (n=3).

Como se puede observar, el tratamiento con 6-OHDA redujo significativamente la

viabilidad celular al 65,2 ± 1,7%. Esta disminución ya había sido reportada por otros

autores (Guo y col.,  2007;  Song y col.,  2010). Por lo tanto, se puede concluir  que

100 µM es una cantidad adecuada para inducir apoptosis y al mismo tiempo puede ser

revertida eficientemente con el tratamiento de rhEPO con dosis que varían desde 760

hasta 23,8 ng.ml-1. La recuperación observada al exponer las células antes y durante

la  inducción  de  apoptosis  a  diferentes  concentraciones  de  rhEPO  fue  de

aproximadamente  20%  con  respecto  a  las  células  que  sólo  fueron  tratadas  con

6-OHDA. Por lo tanto, teniendo en cuenta que  Pregi y col.  (2006) evidenciaron un

efecto protector por parte de la rhEPO sobre la apoptosis inducida por otro agente

cuando emplearon 25 UI.ml-1 (190 ng.ml-1), se decidió evaluar el efecto de la nueva

variante de rhEPO empleando esa concentración y una menor (76 ng.ml-1).

A continuación se presentan los resultados obtenidos luego de tratar  durante

24 h  las  células  con  la  rhNEPO  o  la  hormona  hematopoyética  a  dichas

concentraciones y luego someterlas durante 24 h a la acción combinada de 6-OHDA y

de las mencionadas variantes (Fig. 41).
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Fig. 41. Efecto  protector  de  la  rhNEPO  sobre  las  células  SH-SY5Y
indiferenciadas luego de la inducción de apoptosis por 100 µM de
6-OHDA. 

rhEPO  y  rhNEPO  fueron  agregadas  al  cultivo  24  h  antes  de  la
inducción de apoptosis. La viabilidad celular se determinó por el ensayo
de  supervivencia  de  la  fosfatasa  ácida.  Grado  de  significancia
estadística: * p ≤ 0,05,  ** p ≤ 0,01 y *** p ≤ 0,001 comparados con el
grupo sometido a apoptosis sin ningún tratamiento. Test ANOVA y test
post-ANOVA de Tukey (n=3).

Como se puede observar el inductor de apoptosis redujo aproximadamente un

25% la  viabilidad  celular  con  respecto  al  control  de  crecimiento.  Los  tratamientos

previos con las concentraciones más elevadas de ambas variantes protegieron las

células  de  la  apoptosis,  aumentando  su  viabilidad  en  un  10% con  respecto  a  las

células  que  sólo  fueron  tratadas  con  el  inductor,  mientras  que  a  la  menor

concentración, sólo la rhNEPO fue capaz de evidenciar un efecto citoprotector. Por lo

tanto,  así  como  se  visualizó  con  las  células  PC-12,  se  requirieron  menores

concentraciones  de  rhNEPO  para  ejercer  un  efecto  protector  sobre  las  células

SH-SY5Y sometidas a apoptosis mediante 6-OHDA. La posible explicación de esto se

detalló anteriormente para el caso de las células PC-12.

En cuanto al efecto citoprotector por parte de la rhEPO en células sometidas a

diferenciación y apoptosis mediante incubación con el inductor STP, Pregi y col. (2006)

demostraron  un  efecto  protector  por  parte  de  la  rhEPO  empleando  25  UI.ml-1

(190 ng.ml-1)  en  presencia  de  este  inductor  de  apoptosis  tras  una  preincubación

durante 12 horas con la hormona y luego 12 horas más en presencia de STP 25 nM.

Sin  embargo,  no  hay  reportes  de  un  pretratamiento  durante  24  h  y,  luego  de  la

inducción de apoptosis durante 24 h adicionales en presencia de dicha hormona para

este inductor. Por lo tanto, partiendo de la base del trabajo de Pregi y col. (2006), se

decidió evaluar qué ocurría cuando las células se pretrataban durante 24 h con dicha
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concentración de rhEPO y se las sometía posteriormente durante 24 h al inductor de

apoptosis en presenta de la citoquina. 

Para tal fin, se decidió evaluar no sólo 190 ng.ml-1 (25 UI.ml-1), sino también dos

concentraciones inferiores 12,5 y 6,25 UI.ml-1 (95 y 47,5 ng.ml-1, respectivamente). Los

resultados obtenidos se presentan en la Fig. 42.

De la visualización de la gráfica se concluye que las células que no recibieron

tratamiento con rhEPO pero sí con STP redujeron su viabilidad aproximadamente 40%

con  respecto  al  control,  mientras  que  el  pretratamiento  con  las  diferentes

concentraciones  de  rhEPO  preservó  significativamente  la  viabilidad  celular  con

respecto a las  células  que no lo  recibieron.  Asimismo,  la  menor  concentración de

rhEPO evaluada presentó una diferencia significativa inferior (p ≤ 0,1) respecto de las

concentraciones mayores. 
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Fig. 42. Efecto de diferentes concentraciones de rhEPO sobre la viabilidad
de las células SH-SY5Y sometidas a diferenciación y apoptosis con
25 nM de STP.  

Las células fueron preincubadas durante 24 h con 3 diluciones seriadas
al medio de rhEPO desde 190 ng.ml-1 y posteriormente se trataron con
25  nM de  STP durante  24  h  en  presencia  de  dicha  hormona.  Los
valores  se  expresan  como el  porcentaje  con respecto al  control  sin
tratar. Grado de significación estadística:  * p ≤ 0,1, ** p ≤ 0,05, *** p ≤
0,001, comparado con el control empleando el test ANOVA seguido por
el test de Tukey (n=3).

En base a estos resultados, que concuerdan con los obtenidos por Pregi y col.

(2006),  se  decidió  reiterar  estas  condiciones  tanto  para  la  rhEPO  como  para  la

rhNEPO y, al mismo tiempo, evaluar una concentración 5 veces menor (37,5 ng.ml-1) a

los fines de ver si se observaba el mismo efecto evidenciado con estas células luego

de la inducción de apoptosis con 6-OHDA.
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Para tal fin, y siguiendo el concepto de preincubación durante 24 h, las células

fueron incubadas durante este tiempo en presencia de 190 y 37,5 ng.ml-1 (25 y 5 U.m-1,

respectivamente).  Los  resultados obtenidos para  este  experimento  se presentan a

continuación (Fig. 43).

En la Fig. 43 se visualiza que en ausencia de las variantes de rhEPO las células

SH-SY5Y mostraron aproximadamente 89,5 ± 2,4% de viabilidad comparado con el

control  de  crecimiento,   mientras  que los  pretratamientos  tanto con la  variante  no

hematopoyética como la hematopoyética a todas las concentraciones evaluadas fue

eficaz  para  incrementar  la  supervivencia  celular  a  un  rango  entre  94  y  96  %

comparado con el control. A diferencia de los anteriores ensayos (PC-12 y SH-SY5Y

indiferenciadas),  no  se  observaron  diferencias  significativas  entre  el  efecto  de  las

moléculas a ambas concentraciones evaluadas, indicando una acción citoprotectora

similar. 
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Fig. 43. Efecto  protector  de  las  variantes  de  rhEPO  sobre  las  células
SH-SY5Y sometidas a diferenciación e inducción de apoptosis con
25 nM de STP.

Las variantes rhEPO y rhNEPO fueron agregadas al cultivo 24 h antes
de la inducción de apoptosis. La viabilidad celular se determinó por el
ensayo  de  supervivencia  de  MTS/PMS.  Grado  de  significancia
estadística:  ***  p  ≤  0,001  comparados  con  el  grupo  sometido  a
apoptosis sin ningún tratamiento (n=6). Test ANOVA y test post-ANOVA
de Tukey.

Finalmente, es importante destacar que así como para el caso de las células

PC-12, la viabilidad celular no fue alterada por la adición de la rhEPO o rhNEPO al

cultivo control en ninguno de los estados evaluados. 
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30. EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD ANTIAPOPTÓTICA DE LA NUEVA VARIANTE

DE rhEPO EN CULTIVO DE CÉLULAS

Uno de los principales mecanismos involucrados en la  neuroprotección es la

capacidad de un determinado agente neuroprotector para prevenir la muerte celular

programada desencadenada por algún estímulo apoptótico que ponga en riesgo la

integridad de la estructura e interrelaciones de las neuronas. Hasta el momento se ha

reportado la capacidad de la  rhEPO de evitar  la apoptosis en un gran número de

líneas celulares y cultivos primarios de células neuronales. Por tal  motivo, una vez

demostrado que la rhNEPO presentaba un efecto neuroprotector similar a la rhEPO en

las  líneas celulares  PC-12  y  SH-SY5Y se decidió  evaluar  si  dicho  efecto  también

estaba mediado por la capacidad antiapoptótica observada para la rhEPO (Ghezzi y

Brines, 2004; Sargin y col., 2010; Sosa y col., 2008). 

Para tal fin, no sólo se trabajó con la línea celular PC-12 diferenciada durante 7

días con NGF y con la línea celular SH-SY5Y indiferenciada sino también con cultivos

primarios  de  neuronas corticales  de rata.  Para  seleccionar  la  metodología  que se

emplearía  para  evaluar  la  apoptosis  en  dichos  cultivos  se  tuvo  en  cuenta  que  la

apoptosis  es un proceso dinámico que se destaca por  presentar  diferentes signos

dependiendo  del  momento  en  el  cual  se  encuentre  la  célula.  Por  esta  razón,  es

importante considerar algunos aspectos de la apoptosis tales como el momento en el

que aparece un evento determinado y la duración de los procesos relacionados. Otro

factor  importante es  que a pesar  de que se induzca apoptosis  en células  que se

encuentran en la misma fase del ciclo celular, el proceso de muerte no es sincrónico y,

por lo tanto, el empleo de un determinado marcador es representativo de un momento

específico.

Debido  a  que  la  definición  de  apoptosis  fue  establecida  sobre  la  base  de

parámetros  morfológicos,  éstos  son,  generalmente,  los  primeros  que  deben  ser

evaluados en un estudio. En este aspecto, hay que tener en cuenta que uno de los

eventos más tempranos de la apoptosis es la deshidratación celular que conlleva a la

condensación del citoplasma y cambios en la forma y el tamaño celular.  En primer

lugar, la célula sufre un cambio en el índice de refracción seguido por la contracción

del citoplasma y la condensación nuclear (Hengartner, 1997). La forma original de la

célula  se  altera  reduciendo  su  tamaño  y  adquiriendo  una  forma  ameboidal.  La

condensación de la cromatina nuclear es uno de los cambios más característicos y

comienza en la periferia del núcleo, adquiriendo una forma cóncava que se asemeja a

una  medialuna.  En  este  estado  el  ADN  presenta  hipercromasia  y  se  marca

intensamente con los fluorocromos capaces de intercalarse en dicho ADN. Asimismo,
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la envoltura nuclear se desintegra,  la laminina sufre degradación proteolítica y,  por

último, se produce la fragmentación nuclear. 

30.1 Rol antiapoptótico de la nueva variante en cultivo de células SH-SY5Y

Para poner en evidencia los cambios morfológicos, fundamentalmente a nivel

nuclear,  que  sufren  estas  células  sometidas  a  la  neurotoxina  6-OHDA,  se  decidió

estudiar los cambios a nivel de la condensación de la cromatina mediante tinción del

ADN con el fluorocromo Hoechst  33258, que permite visualizar la morfología de la

misma. 

Antes  de  analizar  el  efecto  de  la  rhNEPO  fue  necesario  determinar  qué

concentraciones del inductor (6-OHDA) y qué tiempo de inducción permitían obtener

una  diferencia  significativa  entre  el  control  de  crecimiento  y  el  control  de  muerte

celular, ya que según el marcador que se desea evaluar es adecuado optimizar las

condiciones del ensayo que permitan estudiarlo.

Para tal  fin,  las células se sembraron a una densidad de 2,0.105 cél.cm-2,  se

cultivaron  durante  72 h  y  se  indujo  apoptosis  mediante  el  agregado de diferentes

concentraciones de 6-OHDA (75, 100, 200 µM) durante 24 h, teniendo en cuenta el

tiempo  seleccionado  en  el  ensayo  de  proliferación.  Sin  embargo,  este  tiempo  no

permitió  realizar  el  estudio  ya  que  las  células  no  permanecieron  adheridas  a  la

superficie  luego  del  tiempo  de  inducción  y  los  sucesivos  pasos  para  efectuar  la

marcación  de  las  células.  Por  tal  motivo,  se  decidió  evaluar  un  menor  tiempo de

inducción basándose en la bibliografía,  en la que se reporta que la duración de la

apoptosis puede variar pero generalmente es corta (3-6 horas), incluso es más breve

que la duración de la mitosis (Kerr y col., 1972; Wyllie y col., 1992). De este modo, se

evaluó  la  misma  concentración  empleada  en  el  ensayo  de  viabilidad  celular  pero

incubando las células sólo durante 4 h en presencia de dicha concentración de la

neurotoxina. Los resultados obtenidos se presentan a continuación (Fig.44).
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Fig. 44. Efecto de 100 µM de 6-OHDA durante 4 h de inducción.

A. Células SH-SY5Y control.
B. Células SH-SH5Y tratadas con 100 µM de 6-OHDA durante 4 h.
C. Representación  gráfica  del  porcentaje  de  células  apoptóticas  en

cada  tratamiento  (%).  La  flecha  blanca  señala  una  célula  con
características  apoptóticas.  El  número  de  células  apoptóticas  se
determinó mediante recuento de ~ 500 células totales luego de la
tinción  con  Hoechst  33258.  Grado  de  significancia  estadística:
*** p ≤ 0,001 comparados con el control. Test t de Student (n=3).

En  la  Fig.  44A,  que  corresponde  al  control,  prácticamente  todas  las  células

presentaron una morfología compatible con células viables (núcleo teñido de azul con

forma ovoide y color tenue debido a que el ADN se encontraba relajado), mientras que

en la Fig. 44B se observa que luego de incubar las células durante 4 h en presencia de

la neurotoxina un porcentaje de células exhibieron características apoptóticas tales

como ADN condensando y menor tamaño. Al realizar el recuento de estas células con

características apoptóticas, se pudo observar que el tratamiento durante este tiempo

permitió  obtener  un  9,0  ±  4,3%  de  células  apoptóticas  (Fig. 44C)  que  es

estadísticamente diferente al observado en el control, el cual no superó el 1%. 

De este modo, se seleccionó esta condición para evaluar el efecto de la nueva

variante de rhEPO en comparación con la droga hematopoyética. Sobre la base de los

resultados obtenidos en los ensayos de neuroprotección se decidió reiterar el mismo

tratamiento,  es  decir,  las  células  fueron  pretratadas  durante  24  h  con  distintas

concentraciones de la nueva molécula y de la rhEPO (173,  345 y 690 ng.ml-1 que

corresponden  a  25,  50  y  100  UI.ml-1,  respectivamente).  Si  se  compara  la  masa

empleada en el ensayo de proliferación para 25 UI.ml-1 se puede notar que en este

caso es ligeramente inferior. Esto se debe a que en este punto se cambió por un lote
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de  rhEPO que  difirió  en  la  actividad  específica  y  para  mantener  las  unidades  de

actividad biológicas anteriormente utilizadas se debió alterar la masa de cada variante

en estudio.

Transcurridas 24 h, las células fueron expuestas a 100 µM de 6-OHDA durante

4 h  en  presencia  de  las  moléculas  y,  luego,  fueron  fijadas  y  coloreadas  con  el

colorante Hoechst.  Estudios previos de  Díaz Martín (2006) han demostrado que la

exposición corta de las células a bajas concentraciones de dicho colorante resulta en

una fuerte marcación de las células apoptóticas. 

El tratamiento con la concentración más baja de rhEPO (175 ng.ml-1 o 25 UI.ml-1)

no evidenció una efecto antiapoptótico estadísticamente significativo (Fig. 45), aunque

se observó una disminución con respecto al control de apoptosis de aproximadamente

25%. En contraposición, la rhNEPO a dicha concentración sí fue capaz de reducir la

apoptosis en aproximadamente 40%, mientras que ambas moléculas fueron capaces

proteger la apoptosis de forma significativa a las mayores concentraciones evaluadas,

no observándose diferencias entre ellas. 

Al  comparar  estos  resultados  con  los  obtenidos  en  el  ensayo  de  viabilidad

celular,  se  puede ver  que en ambos casos se requirió  menor  concentración de la

nueva variante para evidenciar un efecto protector.
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Fig. 45. Efecto protector de la rhNEPO sobre las células SH-SY5Y sometidas
a apoptosis con 6-OHDA 100 µM durante 4h.

A. Imágenes  obtenidas  luego  de  teñir  las  células  con  el  colorante
Hoechst 33258, a: células tratadas con 6-OHDA, b, c y d: células
tratadas  con  rhEPO (175,  345  y  690 ng.ml-1,  respectivamente)  y
6-OHDA,  f,  g,  h:  células  tratadas  con  rhNEPO  (175,  345  y  690
ng.ml-1, respectivamente) y 6-OHDA y e: células sin tratar, control de
crecimiento.

B. El  porcentaje  de  células  apoptóticas  se  determinó  mediante  el
recuento de aproximadamente 500 células. Los valores se expresan
como apoptosis relativa al control de muerte. Grado de significancia
estadística: *** p ≤ 0,001 y ** p ≤ 0,05 comparados con el grupo
sometido a apoptosis sin ningún tratamiento (n=3).  Test ANOVA y
post-ANOVA test de Tukey.
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30.2 Rol antiapoptótico de la nueva variante en cultivo primario de neuronas
corticales de rata

La posibilidad de evaluar  el  efecto  antiapoptótico  de las  variantes  de rhEPO

sobre un cultivo primario de neuronas corticales permite estudiar el efecto de dichas

drogas sobre células cuyo metabolismo no se encuentra alterado como en las líneas

celulares establecidas. Por tal motivo, es un modelo interesante ya que se aproxima

de una forma más real a lo que ocurriría in vivo en el cerebro. Además, la selección del

cultivo  de  neuronas  corticales  fue  hecha  sobre  la  base  de  que  estas  células  han

mostrado la expresión del EPOR y han sido ampliamente utilizadas para estudiar el

efecto  neuroprotector  de  la  EPO  (Andoh  y  col.,  2011;  Digicaylioglu  y  col.,  1995;

Morishita y col., 1997; Ruscher y col., 2002; Taoufik y col., 2008).

Para evaluar el efecto de las variantes de rhEPO en este modelo, lo primero que

se  determinó  fue  el  porcentaje  de  neuronas  presentes  en  los  cultivos  primarios

generados  con  el  fin  de  corroborar  si  la  metodología  empleada  para  obtener  las

neuronas corticales había sido apropiada.  Para  poner  en evidencia la  cantidad de

neuronas presentes en el cultivo se evaluó la presencia de la proteína MAP2 mediante

inmunofluorescencia, dado que ésta corresponde a una serie de proteínas asociadas a

microtúbulos  exclusiva  de  células  nerviosas.  Simultáneamente,  se  analizaron  los

cambios a nivel de la condensación de la cromatina mediante tinción del ADN con el

fluorocromo Hoechst 33258. 

Tal como se procedió para las células SH-SY5Y, en primer lugar, se seleccionó la

concentración de CoCl2 que permitiese obtener  una diferencia significativa entre el

control  de crecimiento y el  control  de muerte luego de incubar las células durante

24 horas en presencia de dicho agente. 

Con ese fin, las células obtenidas de la corteza cerebral de ratas de 1 día de

edad se sembraron a una densidad de 1,0-1,6.105 cél.cm-2 y se diferenciaron durante 7

días manteniéndolas en el medio Neurobasal suplementado con B27, L-glutamina y

antibióticos. Posteriormente, se indujo apoptosis durante 24 h mediante el agregado

de diferentes concentraciones de CoCl2 (0, 100, 200, 400 y 600 µM). 

Antes  de  discutir  el  efecto  de  las  distintas  concentraciones,  es  importante

destacar que se obtuvieron cultivos con un 74 ± 6 % de neuronas corticales, calculado

al superponer las imágenes inmunomarcadas con el anticuerpo anti-MAP2 conjugado

con fluoresceína y coloreadas simultáneamente con el reactivo Hoechst (Ver Fig. 46).

Esta  metodología  al  mismo tiempo posibilitó  visualizar  claramente  la  presencia  de

dendritas e interconexiones entre las neuronas, lo que puso en evidencia que luego de

7 días las células se diferenciaron correctamente.
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El efecto de las diversas concentraciones de CoCl2 se puede observar en la Fig.

47A. Como se pone en evidencia en la curva dosis-respuesta, recién a partir de los

400  µM  la  diferencia  con  el  control  de  crecimiento  (sin  CoCl2)  fue  significativa

(22,6 ± 3%  y  13,1 ± 1%,  respectivamente),  mientras  que  entre  400  y  600  µM  no

existieron diferencias significativas, alcanzando un porcentaje de células apoptóticas

del  22,6 ± 3 % y 23,1 ± 1,5  %,  respectivamente.  Entre ambas concentraciones,  se

seleccionó 600 µM de CoCl2 para evaluar el efecto de las variantes de rhEPO.

Fig. 46. Evaluación de la diferenciación neuronal.

A. Imagen de las células del  control  de crecimiento coloreadas sólo
con el colorante Hoechst.

B.  Imagen de las  células  marcadas con  anti-MAP2 conjugado con
fluoresceína.

C. Superposición de las imágenes A y B. 
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Fig. 47. Efecto  de  diferentes  concentraciones  de  CoCl2 sobre  la  muerte
celular en cultivo primario de neuronas corticales.

A. Curva dosis-respuesta (n=3).

B. Control de crecimiento.

C. Células  tratadas  con  600  µM  de  CoCl2.  Grado  de  significancia
estadística:  *** p ≤  0,001  y  ** p ≤ 0,01  comparados  con  el  grupo
control (sin agregado de CoCl2). Test ANOVA y test post-ANOVA de
Tukey.

Continuando  con  la  premisa  de  que  para  que  la  rhEPO  cumpla  su  rol

citoprotector requiere de pretratamiento,  las células fueron tratadas durante 24 h con

395 ng.ml-1 de la nueva molécula y de la rhEPO (50 UI.ml-1).

Una vez transcurrido dicho tiempo, las células fueron expuestas a 600 µM de

CoCl2 durante  24 h  en  presencia  de  las  moléculas  y,  finalmente,  fueron  fijadas  y

coloreadas con el fluorocromo Hoechst.

En  la  Fig.  48,  se  observa  que  el  tratamiento  con  ambas  moléculas  redujo

significativamente  la  apoptosis  respecto  del  control  de  muerte.  Sin  embargo,  a  la

misma masa, la rhNEPO fue significativamente más efectiva que la rhEPO ya que

disminuyó el número de células apoptóticas en un 40 % mientras que la rhEPO sólo en

un 25 %, con respecto al mismo control.
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Fig. 48. Efecto protector de la rhNEPO sobre el cultivo primario de neuronas
corticales sometidas a apoptosis con CoCl2 600 µM durante 24h.

El porcentaje de células apoptóticas se determinó mediante el recuento
de  ~ 500 células. Los valores se expresan como apoptosis relativa al
control  de  muerte.  Grado  de  significancia  estadística:  *** p ≤ 0,001,
** p ≤ 0,01 y * p ≤ 0,05 comparados con el grupo sometido a apoptosis
sin ningún tratamiento (n=3). Test ANOVA y test post-ANOVA de Tukey.

Estos resultados están en concordancia con estudios previos realizados in vitro

empleando  un cultivo  primario  de  neuronas  donde  se  ha  mostrado  que  la  rhEPO

protege las células de la muerte celular inducida por hipoxia o por glutamato (Juul y

col., 1998; Morishita y col., 1997; Xu y col., 2009). 

En condiciones de hipoxia se ha demostrado que se genera un incremento de

glutamato (Morishita y col., 1997; Nicotera y Lipton, 1999). Por lo tanto, considerando

que  el  inductor  de  apoptosis  empleado  en  este  modelo  fue  el  CoCl2,  un  inductor

químico de hipoxia, se podría suponer que uno de los mecanismos responsables de

este efecto neuroprotector  observado por  parte de las  variantes de rhEPO estaría

relacionado  con  las  propiedades  antineurotóxicas  reportadas  para  la  hormona

hematopoyética.

Xu y col. (2009) postularon que el modo de acción de la rhEPO para prevenir el

daño hipóxico inducido en neuronas corticales probablemente proceda de su potencial

para prevenir la liberación de glutamato así como también atenuando la excitotoxicidad

mediada  por  el  receptor  NMDA  (N-metil-(D)-aspartato).  Otro  posible  mecanismo

propuesto podría estar relacionado con la modulación inducida por EPO del flujo de

calcio intracelular inducido por glutamato, pero aún no está dilucidado completamente.

Estudios recientes sugieren que la EPO actuaría disminuyendo la entrada de calcio a

la célula en condiciones de excitotoxicidad (Andoh y col., 2011). 
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Por  otro  lado,  se  ha  demostrado  que  el  CoCl2 en  otros  cultivos  celulares

disminuye  la  expresión  de  la  proteína  Bcl-2,  una  de  las  principales  proteínas

antiapoptóticas, e induce apoptosis a través de la activación de proteínas kinasas y de

caspasas (Akita y col., 2007). Asimismo, las propiedades antiapoptóticas de la EPO,

evidenciada  en  un  gran  número  de  líneas  celulares  y  cultivos  primarios,  están

asociadas con la capacidad no sólo para regular la relación Bcl-2/Bax sino también

para disminuir la expresión del gen Bak e incrementar la expresión de Bcl-XL. Por lo

tanto, se podría postular a este mecanismo molecular como otra vía a través de la cual

la nueva variante de rhEPO podría estar ejerciendo su acción. 

Cabe destacar que para corroborar esta hipótesis sería necesario profundizar el

estudio analizando los mecanismos moleculares mencionados,  dado que no se ha

evaluado hasta  el  momento  el  efecto  antiapoptótico  de  la  rhEPO empleando  este

inductor.

30.3 Rol  antiapoptótico  de  la  nueva  variante  en  cultivo  de  células  PC-12
diferenciadas con NGF durante 7 días.

Con el fin de evaluar el efecto antiapoptótico de la rhNEPO en esta línea celular

diferenciada, se decidió estudiar otra característica importante de la apoptosis a nivel

nuclear, que es la fragmentación del ADN. Este cambio es el paso final de la cadena

de  eventos  que  desencadena  un  proceso  apoptótico.  Existe  un  gran  número  de

metodologías que permiten su marcación. En esta oportunidad, se optó por un método

que  permita  analizar  esta  degradación  individualmente  en  cada  célula,  el  cual  se

conoce  como  técnica  de  TUNEL.  Para  llevar  a  cabo  este  estudio,  las  células  se

sembraron a una densidad de 1,5.104 cél.cm-2 y luego se diferenciaron en presencia

del  factor  neurotrófico durante 7 días (en la Fig.  49B y 49C se puede observar la

presencia  de neuritas).  Considerando los resultados obtenidos en el  bioensayo de

viabilidad  celular,  se  decidió  tratar  las  células  con  37,5 ng.ml-1 (5 UI.ml-1)  de  cada

variante de rhEPO durante 24 h  y  luego desencadenar  la  apoptosis  durante 24 h

mediante supresión del suero y el NGF del medio de cultivo. 

En las  condiciones ensayadas se observó una diferencia  importante  entre el

control de crecimiento y el control de muerte de aproximadamente un 75%. En cuanto

al efecto de las moléculas, ambas fueron capaces de disminuir el porcentaje de células

apoptóticas entre 40 y 60% respecto del control que no recibió ninguna variante de

rhEPO pero fue sometido al estímulo apoptótico (Fig. 49A). 
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Fig. 49. Efecto protector de la rhNEPO sobre las células PC-12 diferenciadas
sometidas a apoptosis por supresión de suero y NGF durante 24 h.

A. El  porcentaje  de  células  apoptóticas  se  determinó  mediante  el
recuento de ~ 500 células. Los valores se expresan como apoptosis
relativa  al  control  de  muerte  celular.  Grado  de  significancia
estadística:  ** p ≤ 0,01  y  * p ≤ 0,05  comparados  con  el  grupo
sometido a apoptosis sin ningún tratamiento (n=3).  Test ANOVA y
test post-ANOVA de Tukey.

B. Células privadas de suero y NGF, la flecha negra indica una célula
apoptótica (marrón). 

C. Células viables, control. 

Estos resultados corroboraron lo  observado mediante el  ensayo de viabilidad

celular  realizado  con  estas  células,  comprobando  que  la  rhNEPO  actúa  de  igual

manera que la rhEPO.

Si se considera que durante la necrosis también existe fragmentación del ADN,

se puede pensar que este método no sería de utilidad. Sin embargo, si además de la

marcación se observan las células al microscópico como se hizo en esta oportunidad,

se podría asegurar que la muerte se está ocasionando por el proceso de apoptosis ya

que en caso contrario se observaría un incremento del tamaño celular debido a que la

célula  pierde  el  control  de  la  permeabilidad  de  la  membrana  plasmática  y,  en

consecuencia, se establece un flujo anormal de iones hacia el interior celular que va

acompañado de la entrada pasiva de agua provocando el hinchamiento de las células

(Díaz Martín, 2006). 

A pesar de que en este trabajo sólo se evaluó qué ocurría a nivel del núcleo

celular, fase de ejecución de la apoptosis, ha sido ampliamente reportado que el efecto

antiapoptótico de la rhEPO está dado especialmente por la regulación de la expresión
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de diversos genes involucrados en la apoptosis, principalmente los pertenecientes a la

familia de Bcl-2 en ambas líneas celulares evaluadas, PC-12 y SH-SY5Y (Li y col.,

2008;  Pregi  y  col.,  2006;  Pregi  y  col.,  2009;  Renzi  y  col.,  2002;  Um y col.,  2007;

Wenker y col.,  2010).  En consecuencia, teniendo presente que la única diferencia

entre la rhEPO y la rhNEPO está dada por el contenido de ácido siálico terminal y que

el efecto de la nueva variante observado sobre ambas células fue igual o mayor al de

la rhEPO, se podría inferir que el mecanismo de acción de ambas moléculas sería el

mismo.

31. ANÁLISIS  DE  LA FARMACOCINÉTICA EN  PLASMA DE  LA rhNEPO  Y  LA

rhEPO EN ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN.

Como se demostró anteriormente, la rhNEPO presenta un perfil de carbohidratos

diferente al de la rhEPO, con un marcado incremento de cadenas bi-antenarias y un

menor contenido de ácido siálico. Estas características no sólo afectan la actividad

biológica in vitro sino también la farmacocinética de las drogas, que se ve reflejada en

la actividad biológica in vivo. Por ende, conociendo la importancia de los carbohidratos

sobre las propiedades biológicas de las glicoproteínas se propuso evaluar el efecto de

las  características  fisicoquímicas  de  la  rhNEPO  sobre  sus  parámetros

farmacocinéticos.  

Para tal fin, se realizaron ensayos in vivo utilizando animales de experimentación

en comparación con la hormona hematopoyética, y se evaluaron diferentes vías de

administración: intra y extravascular. Los animales fueron inyectados con una dosis de

cada  molécula  (500  µg,  por  vía  endovenosa  e  intraperitoneal,  y  200  µg,  por  vía

subcutánea). La cuantificación de las variantes de rhEPO presentes en las distintas

muestras obtenidas luego de diferentes tiempos post-inoculación se realizó mediante

la técnica de ELISA. Los resultados obtenidos se graficaron en función del  tiempo

transcurrido desde su administración (Fig. 50). 
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Fig. 50. Perfil  farmacocinético  de  las  variantes  de  rhEPO  luego  de  su
administración  por  diferentes  vías.  A)  endovenosa,  B)
intraperitoneal y C) subcutánea.

Se graficó la concentración plasmática de la rhEPO (●) y la rhNEPO (■)
en función del tiempo transcurrido desde la inyección. Los resultados
se muestran como el promedio ± SD (n=2, para A y B y n=3 para C).

Luego de la administración endovenosa,  el  perfil  bifásico de la concentración

plasmática en el tiempo obtenido para ambas moléculas analizadas permitió ajustar el

comportamiento de las mismas a un modelo de dos compartimientos con una fase de

distribución (remoción desde el compartimiento central hacia el periférico) y una fase

de eliminación (depuración hacia el exterior del organismo) claramente distinguibles

(Fig. 50). Los parámetros que caracterizan la cinética de las moléculas mediante esta

vía de administración se muestran en la Tabla 6. 
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Tabla  6:  Parámetros  farmacocinéticos de las  variantes de  rhEPO luego de su
administración endovenosa en ratas

Variante de rhEPO
t1/2α

(h)*

t1/2β

(h) *

CL

(ml.h-1) *

(VD)SS

(ml) *

rhNEPO 0,38 ± 0,04 8,89 ± 0,40 31,59 ± 1,94 66,91 ± 3,05

rhEPO 1,67 ± 0,05 12,35 ±0,93 3,33 ± 0,30 26,99 ± 4,24

* p ≤ 0,05, test de Student.

Para el caso de las vías extravasculares, como la farmacocinética es más difícil

de modelar debido a que hay que tener en cuenta la absorción sistémica del fármaco

desde el sitio de administración hacia el plasma y a la amplia variabilidad entre los

individuos, se seleccionó un análisis no compartimental para los datos obtenidos. En la

Tabla 7, se presentan los parámetros farmacocinéticos que caracterizan cada una de

las vías de administración extravascular evaluadas.

Tabla  7:  Parámetros  farmacocinéticos de las  variantes de  rhEPO luego de su
administración extravascular en ratas.

Variante de rhEPO

rhNEPO rhEPO

Vías
administración

IP SC IP SC

Tmax (h) 4,00 ± 0,00 4,33 ± 3,51 4,00 ± 0,00 8,00 ± 0,00

Cmax (µg.ml-1) 1,11 ± 0,06 0,11 ± 0,01▲▲ 15,35 ± 7,57 0,76 ±0,08

TMRev (h) 9,48 ± 1,41 11,10 ± 0,73*** 13,55 ± 0,91 19,46 ± 1,18

TMA (h) 7,36 ± 1,41 8,98 ± 0,73* 5,47 ± 0,91 11,38 ± 1,18

CLapp (ml.h-1) 70,53 ± 0,81*** 108,60 ± 9,36▲▲ 3,85 ± 0,85 8,46 ± 0,60

F (%) 44,80 ± 0,51 29,23 ± 2,41** 88,72 ± 19,58 39,50 ± 2,85

IP: vía intraperitoneal, SC: vía subcutánea, * p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01, *** p ≤ 0,001 según  test t de
Student  y  ▲▲p ≤ 0,01,  según  test  t  de  Student con  la  corrección  de  Welch,  para  parámetros  con
varianzas iguales o de desiguales, respectivamente. Las diferencias indicadas se refieren a las diferencias
entre las moléculas en cada vía de administración estudiada.

Para todas las vías de administración, la concentración plasmática de rhNEPO y

rhEPO disminuyó a valores indetectables luego de 48 y 96 h, respectivamente. En

cuanto a la vía endovenosa, se puede ver que tanto el  tiempo de distribución y el

tiempo de eliminación medio de la rhNEPO fueron significativamente inferiores al de la

rhEPO. Por otra parte, en términos del  clearance total, la rhNEPO fue depurada 10
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veces más rápido que la rhEPO y el volumen de distribución en estado estacionario

para esta nueva variante fue aproximadamente 2,5 veces mayor que el de la hormona

hematopoyética.

 Este  comportamiento  era  esperable  debido  a  la  menor  proporción  de

carbohidratos y ácido siálico terminal. Se ha demostrado que el ácido siálico prolonga

la  vida  media  en  circulación  plasmática  de  las  proteínas  evitando  la  filtración

glomerular a través de un incremento de la carga negativa de la molécula (Goochee y

col., 1991) y retarda la unión a los receptores de las asialoglicoproteínas presentes en

el hígado (Morell y col., 1971). Además, la menor antenaridad de los carbohidratos

observada  para  la  rhNEPO comparada  con  la  de  la  rhEPO resulta  en  un  menor

volumen hidrodinámico que contribuye a incrementar el clearance renal. En un estudio

realizado por Misaizu y col. (1995), en el que se evaluó el efecto de las ramificaciones

de carbohidratos presentes en la rhEPO, observaron que una variante denominada

EPO-bi,  que presentaba mayor  proporción de carbohidratos bi-antenarios,  era más

rápidamente dirigida al riñón que la rhEPO control.

Por lo tanto, si bien hasta el momento no se ha esclarecido cual es el principal

mecanismo involucrado en la degradación de la eritropoyetina plasmática, se puede

afirmar que las vías hepática y renal participan en la depuración de la EPO circulante,

así como el catabolismo de la EPO por el consumo mediado por los receptores y la

degradación en el tejido eritropoyético (Jelkmann, 2002). 

A los fines de complementar el estudio endovenoso se analizaron las vías de

administración  extravasculares  y  se  observó  un  comportamiento  análogo  en  el

clearance.  Si se compara la velocidad aparente de depuración de la rhNEPO para

cada vía de administración, se puede notar que luego de la inoculación intraperitoneal

esta nueva combinación fue depurada 18 veces más rápido que la rhEPO mientras

que  por  vía  subcutánea  fue  significativamente  inferior,  siendo  12  veces  mayor  al

observado para la hormona hematopoyética. 

Al analizar lo que ocurre a nivel de absorción de las drogas, se observó que por

ambas vías extravasculares estas moléculas no mostraron diferencias significativas en

el Tmax.  Sin embargo,  si  se analiza en forma comparativa lo que ocurre con este

parámetro para cada molécula en las vías estudiadas, se puede ver que la rhNEPO no

presenta diferencias entre la vía subcutánea e intraperitoneal mientras que la rhEPO

sí.  Este  comportamiento de la  hormona eritropoyética  ya había sido reportado por

Statler  y  col.  (2007b),  quienes  lo  atribuían  tanto  a  una  diferencia  en  la  fracción

absorbida y a la velocidad de absorción como a una posible absorción incompleta o

degradación  de  la  rhEPO en  el  sitio  de  inoculación  subcutánea.  Como se  puede

observar en la tabla 7, el TMA de absorción para rhEPO aumentó significativamente
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luego de la administración subcutánea, siendo concordante con lo observado por estos

autores. 

Por  otra  parte,  la  similitud  del  Tmax  de  la  rhNEPO  entre  ambas  vías

extravasculares también se reflejó en el TMA, poniendo en evidencia que el proceso

de  absorción  de  la  rhNEPO  no  ha  sido  afectado  por  el  sitio  de  inoculación.  Es

importante  tener  presente  que  tanto  la  velocidad  de  absorción  como  la  fracción

absorbida  dependen  de  las  características  fisicoquímicas  del  fármaco,  de  las

características  del  preparado y  de los  factores  fisiológicos  del  individuo.  Entre  las

características fisicoquímicas que influyen sobre la velocidad de transporte a través de

las membranas celulares se encuentran la masa molecular, la liposolubilidad y el grado

de ionización de la droga (Galinsky y Svensson, 1995). Por lo tanto, el menor tamaño y

la inferior carga neta de la rhNEPO podrían estar favoreciendo la absorción desde el

sitio  de  administración  permitiendo  que  la  absorción  a  través  de  ambas  vías  sea

similar y,  particularmente para el caso de la vía subcutánea, sea significativamente

menor el TMA con respecto a la rhEPO. 

Al  analizar  la  biodisponibilidad  se puede  ver  que si  bien  para  el  caso  de  la

rhNEPO la fracción de dosis administrada por cualquiera de las vías no supera el 45%,

la vía de administración intraperitoneal permite que una mayor fracción de la dosis

administrada  llegue  al  torrente  sanguíneo  luego  de  los  procesos  de  absorción  y

distribución. Esto se debe principalmente a que el área de absorción es mayor para la

vía intraperitoneal que para la vía subcutánea. La menor biodisponibilidad observada

para la rhNEPO en comparación con la rhEPO era esperable debido a que la misma

no sólo está afectada por el proceso de absorción sino también por las propiedades

fisicoquímicas  de  la  molécula  que,  como  se  explicó  anteriormente,  afectan

directamente la fase de eliminación de esta nueva variante.

32. EVALUACIÓN DEL TRASPASO DE LA BARRERA HEMÁTOENCEFÁLICA DE

LA rhNEPO Y LA rhEPO EN ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN.

Durante mucho tiempo se consideró que, debido al tamaño molecular, al nivel de

glicosilación y a la carga superficial de la EPO, la misma no era capaz de atravesar la

barrera hematoencefálica (Buemi y col., 2000;  Digicaylioglu y col., 1995;  Marti y col.,

1997). Sin embargo, un gran número de estudios posteriores demostraron que la EPO

administrada  en  forma  sistémica  era  detectada  en  el  líquido  cefalorraquídeo  de

distintas especies animales y en humanos luego de su aplicación endovenosa (Brines

y Cerami, 2008; Brines y col., 2000; Ehrenreich y col., 2004; Erbayraktar y col., 2003;

Juul y col., 2004; Statler y col., 2007a). Por lo tanto, con la finalidad de evaluar si las
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características fisicoquímicas diferenciales de la  rhNEPO con respecto a la  rhEPO

afectaban  su  capacidad  para  atravesar  la  BHE  (intacta  o  luego  de  una

permeabilización osmótica),  se realizó la  caracterización farmacocinética de ambas

drogas en el líquido cefalorraquídeo luego de la administración de una dosis por vía

endovenosa (intacta y con permeabilización osmótica) y extravascular (intacta). 

32.1 Traspaso de la barrera hematoencefálica de la rhNEPO y rhEPO luego
de la administración endovenosa e intraperitoneal

32.1.1 Barrera hemátoencefálica intacta

En el  hallazgo de  una potencial  droga  para  el  tratamiento  de  enfermedades

asociadas al sistema nervioso central es de gran interés determinar si la misma es

capaz de alcanzar y distribuirse por dicho sistema, ya que esto suele ser un obstáculo

en  el  desarrollo  de  nuevos  medicamentos.  Una  herramienta  importante  para

establecer si una nueva droga tiene la capacidad de ingresar al SNC es el muestreo

del  LCR y su cuantificación en dicho fluido.  Esta determinación es particularmente

interesante ya que no sólo presenta un enfoque práctico en términos de esfuerzo,

costo y rendimiento sino que, además, es útil  para dilucidar el tiempo que tarda el

medicamento en alcanzar el SNC y cumplir su efecto farmacológico. Su uso se basa

en la suposición de que la concentración en el LCR representa la concentración de

droga no unida en el cerebro cuando se alcanza el equilibrio en estado estacionario de

la  concentración  del  fármaco  libremente  difusible  en  todo  el  cerebro,

independientemente de si hay uno o múltiples sitios de distribución (Shen et al., 2004).

Esta  hipótesis  considera  que  el  cerebro  presenta  características  cinéticas  de  un

compartimiento homogéneo en estado estacionario. 

Para  llevar  a  cabo  este  estudio  se  realizó  la  extracción  de  LCR,  antes  de

realizarle la extracción de sangre, a los animales de experimentación que recibieron

una dosis de 500 µg de las variantes de rhEPO por vía endovenosa e intraperitoneal.

De esta manera, se puede correlacionar la concentración plasmática de la variante

obtenida para cada tiempo con su concentración en LCR. Una vez recolectadas las

muestras,  se  realizó  la  cuantificación  de  las  moléculas  mediante  ELISA sándwich

amplificado y los valores de concentración obtenidos para cada vía de administración

se graficaron en función del tiempo (Fig. 51).
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Fig. 51. Perfil farmacocinético de las variantes de rhEPO en LCR luego de
su  administración  por  diferentes  vías.  A)  endovenosa,  B)
intraperitoneal.

Se graficó la concentración en LCR de la rhEPO (●) y la rhNEPO (■) en
función del tiempo transcurrido desde la inyección. Los resultados se
muestran como el promedio ± SD (n=2). El gráfico representado en el
esquema superior derecho en A y B, muestra los datos obtenidos entre
0 y 8 horas.

Como se puede observar en la Fig. 51, las curvas obtenidas para cada molécula

presentaron  un  perfil  farmacocinético  difícilmente  ajustable  a  un  modelo

compartimental  y,  a  su  vez,  una amplia  variabilidad  entre  animales  por  lo  que se

decidió realizar el cálculo de los parámetros farmacocinéticos aplicando un análisis no

compartimental de los datos. Los parámetros calculados para cada molécula y para

cada vía de administración se presentan en la Tabla 8.   
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Tabla  8: Parámetros farmacocinéticos en LCR de las variantes de rhEPO luego de su
inyección endovenosa (IV) e intraperitoneal (IP) en ratas.

Variante de rhEPO

rhNEPO rhEPO

Vías
administración

IV IP IV IP

Tmax (h) 0,50 ± 0,00* 4,00 ± 0,00* 4,00 ± 0,00 8,00 ± 0,00

Cmax (ng.ml-1) 4,46 ± 0,61** 1,24 ± 0,16* 22,28 ± 0,82 8,79 ± 1,65

TMRev (h) 1,40 ± 0,17* 13,48 ± 0,97 15,16 ± 3,19 18,93 ± 2,36

ABC (ng.(ml.h)-1) 7,74 ± 2,17** 19,42 ± 3,10* 202,46 ± 13,81 163,90 ± 31,97

IP: vía intraperitoneal, IV: vía endovenosa, * p ≤ 0,05 y ** p ≤ 0,01, según test t de Student.

Empleando la vía de administración intravascular,  ambas variantes de rhEPO

fueron capaces de atravesar la BHE, siendo la rhNEPO detectada en el LCR luego de

5 minutos post-inoculación a concentraciones suficientemente altas como para unir al

receptor EPOR (Erbayraktar y col., 2003). El pasaje de la rhNEPO a través de la BHE

fue más rápido que el  de rhEPO, la cual no aparece en el  LCR hasta los 30 min

posteriores  a  la  administración.  Sin  embargo,  fue  eliminada  más  lentamente  de

circulación. Si se compara el tiempo al cual cada molécula fue capaz de alcanzar su

máxima concentración se puede ver que la rhNEPO lo hizo a los 30 min, mientras que

la rhEPO recién fue capaz de lograrlo a las 4 h. Dado que la velocidad de depuración

plasmática de cada molécula fue significativamente diferente (Tabla 6), se calculó una

relación  entre  la  máxima  concentración  alcanzada  en  el  LCR  y  la  máxima

concentración plasmática  para cada molécula  con la  finalidad de poder  realizar  la

comparación entre ambas.  En concordancia con datos bibliográficos (Xenocostas y

col., 2005), la máxima concentración en LCR de rhNEPO y rhEPO fue 0,02% y 0,05%

de la máxima concentración plasmática, respectivamente. 

Estos hallazgos son consistentes con un gran número de estudios en los que se

demostró  que  la  EPO  administrada  en  forma  sistémica  era  detectada  en  el  LCR

(Brines y Cerami, 2008; Brines y col., 2000; Ehrenreich y col., 2004; Erbayraktar y col.,

2003;  Juul  y  col.,  2004;  Statler  y  col.,  2007a).  Sin  embargo,  el  mecanismo  de

transporte de esta hormona hacia el SNC hasta el momento resulta controversial. Por

un lado, estudios realizados por  Brines y col. (2000) demostraron claramente que la

EPO podía ser traslocada al cerebro atravesando el endotelio capilar mediado por un

transportador específico y saturable. Para este transporte se identificaron dos tipos de

EPOR (clásico homodímero y receptor heteromérico, Apartado introducción Fig. 10) en
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las células del endotelio capilar. De este modo, la EPO o sus análogos podrían unirse

a  los  mismos  iniciando  la  endocitosis  seguida  por  la  traslocación  al  cerebro.

Considerando esta hipótesis,  el transporte de la rhNEPO podría ser facilitado dado

que, como se demostró en este trabajo de tesis, esta molécula exhibió mayor afinidad

que la rhEPO por el EPOR en algunas líneas celulares in vitro. En contraste, Banks y

col.  (2004) concluyeron que la EPO atraviesa la BHE muy lentamente por una vía

extracelular.  En este caso,  la  baja carga negativa de la  rhNEPO bajo  condiciones

fisiológicas podría explicar su mayor velocidad de ingreso al LCR (Fig. 51A).

Ahora bien, si se tiene en cuenta el  clearance, se podría pensar que al ser tan

rápido esta molécula no podría cumplir su efecto terapéutico en el tejido cerebral. Sin

embargo, diferentes autores han demostrado que variantes de rhEPO con muy corta

vida media plasmática evidenciaron un efecto citoprotector  in vivo.  Estos hallazgos

pusieron en evidencia  que una breve interacción de estas moléculas  con el  tejido

dañado es suficiente para desencadenar la cascada de señalización intracelular que

resulta en su efecto antiapoptótico (Erbayraktar y col., 2003;  Morishita y col., 1997).

Uno de los ejemplos es la asialoeritropoyetina, un derivado de EPO obtenido por la

desialidación enzimática total de la rhEPO, que presenta una muy corta vida media

plasmática (1,4 min) y exhibe un amplio espectro de acciones neuroprotectoras in vivo

(Erbayraktar y col., 2003). Otro de los casos lo constituye el péptido pHBSP constituido

por 11 aminoácidos no adyacentes que se encuentran en la región de la hélice B de la

hEPO expuesta al medio acuoso, el cual también posee una vida media plasmática

extremadamente corta, pero que aún así exhibe un efecto equivalente a la hormona

completa  en modelos  de isquemia cerebral  y  renal  en ratas (Brines  y col.,  2008).

Tomando en consideración estos antecedentes,  se podría predecir  que la  rhNEPO

sería capaz de alcanzar el parénquima cerebral sin ningún inconveniente luego de una

administración endovenosa.

 Por otra parte, luego de la administración intraperitoneal de las moléculas se

obtuvieron  resultados  cualitativamente  similares.  Pero,  en  esta  oportunidad,  la

rhNEPO fue detectada a los 60 min post-inoculación mientras que la rhEPO recién a

las 2 horas, llegando a su máxima concentración a las 4 y 8 horas, respectivamente.

Estos resultados obtenidos para la rhEPO están en concordancia con lo reportado por

Statler y col. (2007a). Esto pone nuevamente en evidencia la capacidad de la nueva

variante  de  rhEPO  para  ingresar  más  rápidamente  al  parénquima  cerebral.  Otro

parámetro  evaluado  fue  el  TRMev,  que  en  esta  oportunidad  no  mostró  diferencias

significativas entre las moléculas. No obstante, la rhNEPO presentó una menor área

bajo la curva (Tabla 9), que se relaciona con el mayor clearance plasmático observado.
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Sin embargo, si se tiene en cuenta la relación entre concentración máxima alcanzada

en el LCR y en el plasma, la rhNEPO alcanzó el 0,11% y la rhEPO 0,06%. 

Otra  comparación  interesante  que  se  puede  realizar  es  entre  los  resultados

obtenidos para cada vía de administración. Como se puede ver en la Tabla 9, ambas

moléculas administradas por vía endovenosa alcanzaron una concentración máxima

de aproximadamente 2,5 a 3,5 veces mayor que la lograda por vía intraperitoneal. No

obstante,  empleando  esta  vía  de  administración  extravascular  otros  autores  han

demostrado una disminución de la muerte neuronal en la región CA1 del hipocampo

con la asialoeritropoyetina que, como se mencionó anteriormente, presenta una rápida

depuración plasmática (Yamashita y col., 2010). Por lo tanto, se supone que no habría

inconvenientes  para  el  empleo  de  la  rhNEPO  por  esta  vía  de  inoculación.

Profundizando el estudio de lo que ocurre con la rhNEPO, se puede ver que luego de

ser inoculada por vía extravascular, es detectada en líquido a partir de los 60 min y

hasta las 24 h post-inoculación, mientras que por vía endovenosa desaparece luego

de 4 h. Por consiguiente, para seleccionar cuál de las vías sería la más apropiada para

su aplicación en patologías asociadas al SNC, se debe evaluar si conviene que las

células  afectadas  en  el  individuo estén en contacto  con una menor  concentración

durante más tiempo (vía intraperitoneal) o si se deseea un efecto rápido capaz de

alcanzar concentraciones superiores durante un tiempo menor, como ocurre luego de

la inyección endovenosa. 

32.1.2 Permeabilización osmótica de la BHE.

Dado que la permeabilidad de la BHE a la rhEPO y la rhNEPO es reducida, se

evaluó si podría ser modificada luego de que dichas drogas fuesen administradas en

presencia de una solución hiperosmolar de manitol. 

 Diversos autores han reportado que el uso de soluciones hiperosmolares de

arabinosa (Rapoport y col., 1972) o manitol (Brown y col., 2004; Rapoport, 2000) son

capaces de incrementar la permeabilidad de BHE induciendo una contracción de las

células endoteliales cerebrovasculares que conlleva a la disrupción de las delgadas

uniones intracelulares (Bellavance y col., 2008). La metodología tradicional empleada

para lograr la disrupción de la BHE involucra el uso de infusiones intraarteriales de las

sustancias mencionadas, presentando la desventaja de ser un método muy invasivo.

Por tal motivo, en este trabajo de tesis se decidió evaluar el  efecto de la solución

hiperosmolar de manitol administrada por vía endovenosa, considerando la ventaja de

que involucra una intervención menor sobre el animal. A pesar de que esta vía ha sido

menos investigada, existen documentos recientes en los que se reporta su utilización
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para  incrementar  la  entrega  al  SNC  de  factores  neurotróficos,  vectores  virales  y

células (McCarty y col., 2009; Seyfried y col., 2008; Yang y col., 2011).  

Con este fin, se emplearon animales de experimentación que fueron inoculados

por vía endovenosa con 500 µg de cada variante en una solución de manitol 1,1M.

Una vez transcurridos diferentes tiempos post-inoculación se realizó la extracción de

LCR y sangre,  y  la  cuantificación de las variantes  en cada fluido se llevó a cabo

mediante  ELISA  sándwich  amplificado.  En  la  Fig.  52  se  muestra  el  perfil  de

concentración  de  cada  molécula  en  presencia  o  ausencia  de  dicho  polialcohol  en

función del tiempo post-inyección. 
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Fig. 52. Perfil  farmacocinético  de  las  variantes  de  rhEPO  luego  de  su
administración por vía endovenosa en presencia (línea continua) o
ausencia de manitol (línea punteada).

Se graficó la concentración plasmática de la rhEPO (●) y la rhNEPO (■)
en función del tiempo transcurrido desde la inyección. Los resultados
se muestran como el promedio ± SD (n=2).

Como se puede observar, la presencia de manitol no afectó significativamente la

farmacocinética en plasma de las variantes en estudio. Sin embargo, si se observa lo

ocurrido a nivel de LCR (Fig. 53), se puede notar que la rhEPO administrada en la

solución  hiperosmolar  fue  detectada  a  los  5  min  post-inoculación,  alcanzando  su

máxima concentración a las 2 h, mientras que luego de la administración en solución

salina recién fue detectada a partir de los 30 min y alcanzó el máximo a las 4 h. A

pesar de esta diferencia en el Tmax, cuando la rhEPO se administró en solución salina

no se observaron diferencias significativas en la concentración alcanzada entre las 2 y

4 horas.  Por  lo  tanto,  se  podría  suponer  que la  administración de la  hormona en

presencia  de  manitol  sólo  afecta  la  velocidad  de  ingreso  al  parénquima  cerebral,

permitiendo que la misma sea detectada más tempranamente en LCR, sin modificar el
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tiempo al cual es alcanzada la Cmax. Cabe destacar que, debido a que los parámetros

Tmax y Cmax son determinados directamente de los datos observados por tratarse de

un análisis no compartimental, es necesario ser cautelosos en su comparación. 

Considerando  que  uno  de  los  mecanismos  propuestos  para  el  pasaje  de  la

rhEPO hacia el paréquima cerebral es a través de los espacios extracelulares (Banks y

col., 2004), esta estrategia favorecería claramente el traspaso desde un fluido a otro,

ya que disminuye la unión de las células endoteliales cerebrales facilitando de esta

manera el transporte hacia el cerebro. Asimismo, si se tiene en cuenta el mecanismo

de  transporte  propuesto  por  Brines  y  col.  (2000),  el  empleo  de  esta  solución

hipertónica de manitol permitiría el pasaje simultáneo de la rhEPO a través de la vía

mediada por receptores y la extravascular.

 Un dato interesante que permite estimar en forma cuantitativa el incremento de

dicho traspaso es el cálculo del ABC parcial entre 0 y 1h, en presencia o ausencia de

manitol (Tabla 9). En este caso, como se muestra en la Tabla 9, el ABC0-1 no varió para

la rhNEPO mientras que para la rhEPO se observó un incremento en este valor que no

llegó a ser estadísticamente significativo.
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Fig. 53. Perfil farmacocinético de las variantes de rhEPO en LCR luego de
su administración por vía endovenosa en presencia (línea completa)
o  ausencia  de  manitol  (línea  punteada),  en  animales  de
experimentación.

Se graficó la concentración en LCR de la rhEPO (●) y la rhNEPO (■) en
función del tiempo transcurrido desde la inyección. Los resultados se
muestran como el promedio ± SD (n=2).

Al analizar el comportamiento de la rhNEPO, se puede notar que fue detectada a

los 5 min post-inoculación, tal como había sido observado cuando se administró en

solución  salina.  Sin  embargo,  la  concentración  máxima  alcanzada  fue

significativamente mayor,  aproximadamente 1,6 veces. Este comportamiento no fue
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observado  para  la  rhEPO.  Si  se  tiene  en  cuenta  el  Tmax,  se  observa  que  está

desplazado 30 min con respecto al calculado cuando la rhNEPO fue administrada en

ausencia de manitol. Sin embargo, en esa oportunidad si bien la Cmax se alcanzó a

los 30 min no se observaron diferencias significativas entre la concentración alcanzada

a ese tiempo y a la hora. No obstante, como se comentó anteriormente para la rhEPO,

hay que ser cauteloso al comparar este parámetro. Considerando estos resultados y

analizando  el  área  bajo  la  curva desde 0  hasta  1 h,  en el  que  no se observaron

diferencias significativas respecto de la administración en solución salina, se podría

concluir que la aplicación del manitol en forma conjunta con la rhNEPO favorecería la

transferencia, permitiendo que se alcance una mayor concentración en el parénquima

cerebral. 

Sin  embargo,  la  relación  de  transferencia  de  la  droga  desde  la  circulación

sanguínea al LCR se mantuvo prácticamente constante respecto de la administración

sólo con solución salina, siendo 0,02% para rhNEPO y 0,04% para rhEPO.

Tabla  9:  Parámetros  farmacocinéticos  en  LCR  de  las  variantes  de
rhEPO luego de su inyección endovenosa (IV).

Variante de rhEPO

Parámetros rhNEPO rhEPO

Tmax (h) 1,00 ± 0,00 2,00 ± 0,00

Cmax (ng.ml-1) 7,10 ± 0,48* 17,00 ± 1,41

(ABC iv con manitol) 0-1  h (ng.
(ml.h)-1)

4,07 ± 0,06 5,15 ± 0,85▲

(ABC iv en solución salina) 0-1  h

(ng.(ml.h)-1)
3,07 ± 0,39 3,47 ± 1,26

* p ≤ 0,05, test de Student, significativamente diferente a la Cmax alcanzada en LCR en
ausencia de manitol  (ver Tabla 8) y ▲ p ≤ 0,05,  test  de  Student,  significativamente
diferente al ABC iv en solución salina. 

33. EVALUACIÓN DE LA ACTIVIDAD NEUROPROTECTORA EN UN MODELO DE

ISQUEMIA CEREBRAL  FOCAL.

El tejido cerebral es muy sensible a la isquemia por lo que aún cortos tiempos de

privación de oxígeno pueden desencadenar una secuencia de eventos que culminan

con  la  muerte  neuronal.  La  isquemia  cerebral  se  define  como  un  proceso

fisiopatológico caracterizado por la disfunción de una porción de tejido cerebral debido

a la disminución o abolición del flujo sanguíneo en una arteria cerebral. Si el flujo se
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recupera rápidamente existen elevadas probabilidades que sólo ocasione isquemia,

pero  si  se  suspende  por  varios  minutos  o  en  forma  permanente,  el  daño  será

irreversible  y  el  resultado  será  un  infarto  o  muerte  de  una  determinada  área  del

cerebro. En la población mundial, cada año 15 millones de personas experimentan un

accidente  cerebrovascular  y  sólo  aproximadamente  un  tercio  de  ellas  no  sufren

discapacidades permanentes o, en caso extremo, la muerte (Avezum y col., 2011). 

Además,  se  prevé que  la  cantidad  de accidentes  cerebrovasculares  por  año

aumente dramáticamente a medida que la población envejece, y se ha estimado que

los decesos relacionados con esta patología en América Latina casi se tripliquen para

el año 2024 (Avezum y col., 2011). En argentina hay aproximadamente unos 150.000

casos por año y la enfermedad demanda gastos de unos 434 millones de dólares,

según un estudio publicado por Christensen y col. (2009). 

Por lo tanto, la gran trascendencia social de la isquemia cerebral junto con el

escaso número de tratamientos eficaces disponibles ponen en evidencia la necesidad

del  desarrollo  de  nuevos  agentes  neuroprotectores  capaces  de  reducir  las

consecuencias derivadas de esta afección.

En  la  actualidad  existe  un  gran  número  de  modelos  de  accidente  cerebro

vascular isquémico que incluyen isquemia focal, isquemia global incompleta, isquemia

global completa e isquemia multifocal  (Liu y McCullough,  2011).  Dado que la gran

mayoría de los ACV registrados en seres humanos son consecuencia de la oclusión de

una arteria cerebral principal, comúnmente la arteria cerebral media, los modelos de

isquemia cerebral focal son de gran utilidad ya que permiten imitar lo que ocurre en

humanos y constituyen una herramienta indispensable en el campo de la investigación

y, fundamentalmente, en la búsqueda de nuevos agentes terapéuticos. 

Por ese motivo,  dado el  potencial  neuroprotector evidenciado por parte de la

EPO en estudios  in  vitro,  se  han desarrollado innumerables  modelos  de isquemia

cerebral transiente o permanente empleando diversos animales tales como gerbos,

ratones, ratas, conejos (Sargin y col., 2010; Velly y col., 2010), siendo en general las

ratas el modelo de elección. La gran mayoría de estos estudios arrojaron resultados

alentadores en el empleo de esta hormona hematopoyética como candidato para el

tratamiento de esta patología. Sin embargo, estudios clínicos recientes que emplearon

dosis  de rhEPO como neuroprotector  observaron un incremento significativo  de la

trombosis como efecto colateral, asociado con el rol hematopoyético de esta hormona,

o  riesgo  de  muerte  y  serias  complicaciones  cuando  fue  administrada  en  forma

concomitante con el  activador de plasminógeno tisular  recombinante (rtPA) (Velly y

col.,  2010).  Hasta el  momento, la aplicación del mencionado activador,  es la única

estrategia farmacológica aprobada y en vigencia, y sólo está dirigida a restituir el flujo
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sanguíneo cerebral obstruido (Weimar y col., 2006) pero no actúa sobre las neuronas

dañadas por el efecto de la hipoxia. 

Con  la  finalidad  de  evaluar  si  la  rhNEPO  obtenida  presentaba  un  efecto

neuroprotector similar al de la rhEPO en un modelo de isquemia cerebral focal, se

emplearon ratones Balb/c de aproximadamente 1 mes a los que se los separó en 6

grupos  de  trabajo  (Materiales  y  Métodos,  Fig.  18)  y  se  los  sometió,  en  caso  de

corresponder al grupo isquémico, a una oclusión distal de la arteria cerebral media

mediante  electrocoagulación.  Es  importante  destacar  que,  según  los  datos

bibliográficos analizados, no existen reportes hasta la fecha del empleo de esta cepa

de ratones para el estudio del efecto neuroprotector de la rhEPO llevando a cabo el

modelo  de  isquemia  desarrollado  en  esta  tesis.  Sin  embargo,  si  existen  trabajos

publicados en los que se emplean otras cepas de ratones (Bernaudin y col., 1999; Li y

col.,  2007b).  Por lo  tanto,  este trabajo no sólo permitió evaluar  esta hormona y la

variante  no  hematopoyética  en  un  nuevo  modelo  sino  que  también  presentó  un

porcentaje  de  supervivencia  de  los  animales  del  100  % durante  el  desarrollo  del

experimento.

Es importante tener presente que la MCAO produce una isquemia gradual desde

la corteza (isquemia leve) hasta los ganglios basales (isquemia severa), permitiendo el

desarrollo  de  zonas  de  penumbra  que  rodean  al  núcleo  isquémico,  tal  como  se

observa en la práctica clínica (Hossmann, 2008).  Esto se debe a que los cambios

hemodinámicos,  metabólicos  e  iónicos  que  se  desarrollan  durante  esta  injuria  no

afectan al territorio isquémico de manera homogénea. En el centro o “core” del déficit

de perfusión, el flujo sanguíneo cerebral se reduce 20% por debajo de lo normal. Las

células  mueren  rápidamente  por  lipólisis,  proteólisis  y  desagregación  de  los

microtúbulos del citoesqueleto neuronal posterior al  desajuste bioenergético, con la

consiguiente alteración de la homeostasis iónica. Entre este core letalmente dañado y

el tejido normal se establece la “penumbra”, una zona de flujo sanguíneo restringido

con  metabolismo  energético  parcialmente  conservado.  Esta  zona  sin  tratamiento

puede  progresar  a  un  infarto  debido  a  la  excitotoxicidad  o  a  los  fenómenos

secundarios perjudiciales, como la propagación de la despolarización, la inflamación

post-isquémica y la muerte celular. Por lo tanto, es evidente que el principal objetivo de

la  neuroprotección  por  parte  de  las  variantes  de  rhEPO  debe  estar  enfocado  a

proteger a la penumbra isquémica (Dirnagl y col., 1999). Estudios en animales indican

que si el flujo no se restaura y el tejido no es protegido metabólicamente en un período

de 4 a 6 horas, la región de penumbra se deteriora y constituye el agrandamiento del

core isquémico, determinando este tiempo la ventana terapéutica (Ginsberg, 1997).
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Sin embargo, la ventana de citoprotección puede probablemente ser más amplia, entre

8 y 12 h, antes que la lesión se complete y se vuelva irrecuperable (Sosa y col., 2008).

Por tal motivo, en el modelo desarrollado en este trabajo de tesis se evaluó el

efecto de la administración intraperitoneal de las distintas variantes de rhEPO o su

vehículo a los 15 min posteriores a la oclusión, seguido de una dosis diaria durante 4

días  subsiguientes.  Este  mismo  esquema  terapéutico  también  fue  aplicado  a  los

animales control, que sólo fueron sometidos a la trepanación del cráneo con el objeto

de evaluar si estas moléculas per se tenían algún efecto sobre el tejido cerebral. Este

tiempo se consideró apropiado, por un lado, porque como se demostró en esta tesis, la

rhNEPO y la rhEPO ingresan al LCR tras la administración intraperitoneal y alcanzan

su máxima concentración luego de 4 y 8 horas post-administración, respectivamente

(Apartado  Resultados  7.1.1),  estando  estos  tiempos  comprendidos  dentro  de  la

ventana de citoprotección. Por otro lado, esta elección está respaldada por evidencias

previas que reportan el efecto protector de la rhEPO tras ser administrada hasta 6

horas posteriores a la isquemia cerebral (Brines y col., 2000). La dosis empleada fue

de 39,5 µg.kg-1 (5.000 U.kg-1), que fue seleccionada según datos previos reportados en

ratones  inyectados  por  vía  intraperitonal  (Li  y  col.,  2007b).  Sin  embargo,  en  el

mencionado trabajo los animales recibieron la primera dosis de rhEPO 30 min antes

de la MCAO y luego durante dos días consecutivos, evaluando el daño tisular 3 días

post-isquemia.  

33.1 Efecto de la MCAO y de los diferentes tratamientos sobre la ingesta de
comida y el peso de los animales.

Con el objeto de analizar si la intervención realizada y el  tratamiento con las

diferentes drogas afectaban el apetito de los animales se documentó la progresión del

peso corporal y el consumo de alimento (granos de alimento balanceado de roedores

por día). En todos los grupos experimentales se observó una disminución de la ingesta

y,  por consiguiente, del peso corporal un día después del procedimiento quirúrgico

(D2), sin observarse diferencias significativas entre los grupos Control y los grupos

MCAO (isquémicos), ni entre los grupos tratados con las diferentes drogas (Fig. 54).

En los días siguientes, los animales comenzaron a recuperar peso y, ni la ingesta de

alimentos, ni el peso corporal mostraron diferencias significativas entre los diferentes

grupos (Fig. 54 A y B, respectivamente). 
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Fig. 54. Variación de la ingesta de alimentos (A) y del peso corporal (B) de
los  animales  isquémicos  (línea  completa)   y  de  los  animales
controles (línea punteada) durante el tratamiento.

Se graficó  las unidades de alimento balanceado ingerido por animal
por día (A) y el  peso corporal,  para cada grupo experimental  según
recibieron  rhEPO  (●),  rhNEPO  (■)  o  Vehículo  (▲)   en  función  del
tiempo transcurrido de tratamiento. Los resultados se muestran como el
promedio ± SEM (n=5).

33.2 Efecto de la MCAO y de los diferentes tratamientos sobre la actividad
motora de los animales de experimentación.

Como se comentó anteriormente, la oclusión de la arteria cerebral media es uno

de  los  modelos  más  utilizados  para  estudiar  las  enfermedades  isquémicas.  Sin

embargo, un aspecto crítico es la evaluación del pronóstico neurológico final así como

el efecto sobre la actividad sensoriomotora y cognitiva de los animales. En el modelo

desarrollado en esta tesis la oclusión de la arteria cerebral media se realiza en forma

distal  por  electrocoagulación  afectando  fundamentalmente  la  corteza  motora  y

sensitiva primaria lo que altera, por consiguiente, la actividad sensoriomotora. Como

se trata de un modelo unilateral, el daño en la actividad motora se vería reflejado en la
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extremidad contralateral al lado dañado (izquierda). Con la finalidad de evaluar cómo

afectaba  dicha  isquemia  y  el  efecto  de  las  variantes  de  rhEPO  sobre  el

comportamiento de los animales, se seleccionaron diversas pruebas conductuales que

han sido reportadas en la bibliografía para poner en evidencia los daños ocasionados

por esta lesión.

En primer lugar, con el objeto de evaluar el estado neurológico global luego de la

oclusión  dicha  arteria,  se  aplicó  la  escala  neurológica  de  5  puntos  descripta  por

Hatcher y col.  (2002).  Las evaluaciones fueron realizadas a partir  del  D1,  3 horas

después de la MCAO, luego día a día hasta el D7. La evolución neurológica de los

animales  se  presenta  en  la  Fig.  55.  Los  resultados  obtenidos  para  cada  grupo

experimental se expresaron como el promedio ± SEM y se resumen en la Tabla 10. De

esta manera, se observa que el D1, en todos los casos, se produjo un incremento en

la  escala  neurológica  con  respecto  al  grupo  Control-Vehículo,  que  fue  sólo

estadísticamente significativo con el grupo MCAO-Vehículo.

En  cuanto  a  los  grupos  MCAO  que  fueron  tratados  con  rhEPO  o  rhNEPO,

mostraron un aumento del IDN estadísticamente significativo con respecto al grupo

Control-Vehículo el D2 del tratamiento, que se fue atenuando con el tiempo y, ya a

partir del D3, no mostró diferencias significativas con los grupos controles. Por otra

parte,  el  IDN  del  grupo  MCAO-Vehículo  se  mantuvo  elevado  y  prácticamente

constante durante todo el transcurso del experimento.

Al evaluar el efecto sobre el IDN al final del tratamiento (D7) se puede observar

que los animales MCAO que recibieron rhEPO o rhNEPO (0,40 ± 0,52 y 0,35 ± 0,47,

respectivamente)  no  presentaron  diferencias  significativas  con  respecto  al  grupo

Control-Vehículo (0,00 ± 0,00). Sin embargo, no ocurrió lo mismo con los animales

MCAO tratados sólo con Vehículo (1,77 ± 0,44) (Fig. 55 y Tabla 10).

Estos resultados pusieron en evidencia que el tratamiento con estas variantes de

rhEPO permitió una recuperación del daño neurológico ocasionado por la oclusión de

la arteria cerebral media en estos animales al final de la experiencia. 
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Fig. 55. Progresión del IDN en los animales isquémicos (línea completa) y
en los animales controles (línea punteada) durante el tratamiento.

Se  graficó  el  valor  de  la  escala  neurológica  para  cada  grupo
experimental según recibieron rhEPO (●), rhNEPO (■) o vehículo (▲)
en función del  tiempo transcurrido de tratamiento.  Los resultados se
muestran como el promedio ± SEM (n=10).

Tabla 10. IDN de los distintos grupos experimentales

D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7

Control-Ve
hículo 0,75±0,70 0,38±0,52 0,50±0,76 0,13±0,35 0,19±0,37 0,06±0,18 0,00±0,00

Control-rh
EPO 1,06±0,88ns 0,38±0,49 ns 0,22±0,44 ns 0,11±0,33 ns 0,17±0,35 ns 0,00±0,00 ns 0,00±0,00 ns

Control-rh
NEPO 0,56±0,73 ns 0,33±0,50 ns 0,22±0,36 ns 0,28±0,44 ns 0,11±0,33 ns 0,00±0,00 ns 0,11±0,33 ns

MCAO-Ve
hículo

2,00±0,00**
*

1,88±0,33**
* 1,77±0,44***

1,89±0,33**
*

1,83±0,35**
*

1,78±0,44**
* 1,77±0,44***

MCAO-rhE
PO 1,33±0,48 ns

1,40±0,52**
* 0,95±0,50 ns 0,75±0,42* 0,60±0,52 ns 0,45±0,50 ns 0,40±0,52 ns

MCAO-rhN
EPO 1,30±0,67 ns

1,30±0,67**
* 0,80±0,59 ns 0,55±0,44 ns 0,70±0,42 ns 0,50±0,47 ns 0,35±0,47 ns

Los  valores  se  expresan  como  el  promedio  ±  SD  (n=10).  La  diferencia  significativa  entre  los
tratamientos  fue  calculada  aplicando  el  test  de  ANOVA seguido  por  el  test  de  Bonferroni,  Se
comparan los resultados con el grupo Control-Vehículo, indicando ns: no significativo, * p≤0,05 y ***
p≤0,001.

Cuando se evaluó el efecto del daño isquémico y de los tratamientos sobre la

conducta de los distintos grupos experimentales, los resultados obtenidos no fueron

los  esperados  ya  que  ninguna  de  la  pruebas  fue  capaz  de  poner  en  evidencia

diferencias significativas entre los grupos Control-Vehículo y MCAO-Vehículo.

175



RESULTADOS Y DISCUSIÓN

En la Fig.  56 se observa que los resultados obtenidos durante la  prueba de

fuerza de las  extremidades delanteras son prácticamente idénticos  entre todos los

grupos experimentales. El último día del experimento mostró, en todos los casos, una

disminución del tiempo de permanencia en la cuerda sin evidenciarse diferencias entre

ellos. Estos resultados son consistentes con los observados por otros autores cuando

emplearon esta prueba tras efectuar un modelo de isquemia cerebral focal utilizando la

técnica del monofilamento en ratones C75Bl/6 (Hattori y col., 2000; Li y col., 2004). Por

lo tanto, la mencionada prueba no resultaría útil para evaluar este tipo de lesión ya que

observó su ineficacia en dos cepas de ratones y en modelos de MCAO diferentes.
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Fig. 56. Evaluación  de  la  fuerza  de  las  extremidades  delanteras  en  los
animales isquémicos (línea completa)  y en los animales controles
(línea punteada) durante el tratamiento.

Se graficó el tiempo que el animal permaneció suspendido en la cuerda
para cada grupo experimental según recibieron rhEPO (●), rhNEPO (■)
o Vehículo (▲) en función del tiempo transcurrido de tratamiento. Los
resultados se muestran como el promedio ± SEM (n=10). 

Por otra parte, cuando se llevó a cabo la prueba del cilindro tampoco se pudo

discriminar  entre el  grupo Control  y  el  isquémico tratado sólo  con Vehículo.  En la

Fig. 57A se observa el porcentaje de uso de las extremidades delanteras (derecha,

izquierda  o  ambas),  el  cual  resultó  prácticamente  idéntico  para  cada  grupo

experimental  (30-40%),  conservando  el  mismo  valor  luego  de  los  7  días  de

tratamiento.

Por otro lado, con el objetivo de normalizar los datos, se expresó el uso relativo

de  la  extremidad  derecha  realizando  el  cociente  entre  el  porcentaje  de  uso

correspondiente a los días 7 y 0 (D7/D0) (Fig. 57B) considerando, que como la MCAO

fue realizada del  lado derecho,  la extremidad delantera afectada sería la izquierda

debido  a  que  la  lesión  afecta  las  vías  motoras  cruzadas  y,  en  consecuencia,  los
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animales  con  mayor  daño  isquémico  presentarían  un  uso  incrementado  de  la

extremidad  derecha.  Si  bien  en  este  caso  tampoco  se  observaron  diferencias

significativas  entre  los  grupos  experimentales,  es  importante  destacar  que  los

animales MCAO tratados con rhNEPO presentaron un menor uso de la extremidad

derecha que a pesar de que no llegó a ser significativo resulta muy alentador.

La utilidad de esta prueba resulta contradictoria, ya que si bien algunos autores

han reportado con éxito su uso en modelos de MCAO desarrollados en ratas (Schallert

y  col.,  2000)  y  ratones  (Li  y  col.,  2004),  también  existen  otras  evidencias  de  su

ineficacia para su aplicación en dichos modelos (Freret  y col.,  2009;  McGill  y col.,

2005), tal como se ha reportado en este trabajo de tesis.  
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Fig. 57. Evaluación  del  uso  de  las  extremidades  delanteras  durante  la
exploración vertical. 

A. Porcentaje  de  uso  de  las  extremidades  delanteras  (derecha,
izquierda o ambas).

B. Uso relativo de la extremidad delantera derecha luego del D7 del
tratamiento con respecto al D0. Los resultados se muestran como el
promedio ± SEM (n=10). ns: sin diferencias significativas según test
ANOVA seguido de test de Newman-Keuls.
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Finalmente,  al  evaluar  la  prueba  de  la  esquina,  los  resultados  obtenidos  se

normalizaron y se presentan en la Fig. 58. 

Esta prueba tampoco fue capaz de diferenciar entre el grupo Control-Vehículo y

el grupo MCAO-Vehículo.  Esta ausencia de diferencia entre los grupos ya había sido

reportada por otros autores, quienes emplearon el mismo modelo de MCAO distal por

electrocoagulación con la cepa de ratones Swiss. Por lo tanto, si bien existen trabajos

que reportan su utilidad (Li y col., 2004;  Zhang y col., 2002), en esta ocasión esta

prueba tampoco fue apropiada.
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Fig. 58. Evaluación  del  índice  de  lateralidad  normalizado  (ILN)  en  los
animales isquémicos  y los animales control durante el tratamiento.

Se graficó el ILN al D7 de tratamiento para cada grupo experimental
según  recibieron  rhEPO,  rhNEPO  o  Vehículo.  Los  resultados  se
muestran  como  el  promedio  ±  SEM  (n=10).  ns:  sin  diferencias
significativas según test ANOVA seguido de test de Newman-Keuls.

Resumiendo,  de  toda  la  batería  de  pruebas  planteadas  para  analizar  la

funcionalidad  neurológica  quedó  demostrado  que  su  evaluación  sólo  fue  posible

mediante la aplicación de la escala neurológica propuesta por Hatcher y col. (2002). La

mencionada metodología fue la única que permitió evidenciar diferencias significativas

entre el grupo Control y MCAO tratados sólo con Vehículo y, al mismo tiempo, puso en

evidencia la acción de la rhEPO y rhNEPO para preservar el estado neurológico de los

animales sometidos a un daño isquémico.

Contrariamente,  el  resto  de  las  pruebas  no  permitieron  observar  ninguna

diferencia entre los grupos experimentales, por lo que no se pudo evaluar el efecto de

las variantes de rhEPO. 
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Por  lo  tanto,  de  la  gran  variedad  de  pruebas  que  evalúan  la  actividad

sensoriomotora, las seleccionadas para este trabajo de tesis no fueron las apropiadas

para estudiar el efecto de la oclusión de la arteria cerebral media sobre dicha actividad

empleando la cepa de ratones Balb/c (a pesar de haber sido reportada su aplicación

en  otros  modelos  de  MCAO  y  cepas  de  roedores).  No  obstante,  es  importante

destacar que la mayoría de las pruebas fueron inicialmente empleadas para evaluar el

daño sensoriomotor en ratas y luego fueron adaptadas a ratones, siendo aplicadas

fundamentalmente  a  la  cepa  C57Bl/6.  Este  dato  es  importante  ya  que  ha  sido

reportada una gran variabilidad intra e inter especie en relación al tamaño de la lesión

luego de la MCAO en ratones, lo cual ocasiona consecuencias neurológicas diferentes

(Barone y col., 1993;  Cheng y col., 2012;  Majid y col., 2000). Además, se evidenció

una gran diferencia en el grado de recuperación espontánea entre los ratones y ratas,

siendo mejor en ratones que en roedores de mayor tamaño, complicando la evaluación

de las pruebas sensoriomotoras (Li y col., 2004). Por consiguiente, se podría concluir

que existe  la  necesidad de hallar  las  pruebas más apropiadas para  evaluar  dicha

actividad según el modelo animal empleado, que permitan demostrar el daño neuronal

efectuado. 

33.3 Evaluación del daño tisular y efecto de las variantes de rhEPO sobre el
volumen de infarto.

El volumen del tejido infartado es un indicador del daño neuronal ocasionado y

está focalizado al área del core isquémico. Si las terapias neuroprotectoras empleadas

presentan un efecto citoprotector, este volumen debería disminuir ya que se preserva

el tejido, debido a que las células que se encuentran en la penumbra isquémica no

evolucionan a la muerte celular. 

En la Fig. 59 se observa que todos los animales pertenecientes a los grupos

controles no presentaron áreas infartadas mientras que los animales sometidos a la

MCAO mostraron una disminución de la masa cerebral, siendo las principales zonas

afectadas la corteza, la subcorteza y en algunos casos el estriado, dependiendo de la

intensidad de la lesión. 
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Fig. 59. Secciones representativas del área de la corteza e hipocampo de
los distintos animales evaluados. 

Las flechas indican el área infartada en la zona de la corteza.

Al cuantificar el área de las distintas secciones de cada animal e integrarlas, se

obtuvo el volumen de infarto, expresado en mm3. En la Fig. 60 se observa que para el

caso  del  grupo  MCAO,  que  recibió  sólo  Vehículo,  el  volumen  infartado  fue

relativamente  bajo  siendo inferior  a 2,5  ±  1,9 mm3.   Por  otro  lado,  la  rhEPO y la

rhNEPO mostraron una disminución del mismo (1,45 ± 1,30 mm3  y 1,62 ± 1,08 mm3,

respectivamente), resultando en una reducción del 35 al 42 % del volumen de infarto

con respecto al Vehículo. Sin embargo, esta diferencia no fue significativa. Bernaudin y

col. (1999) obtuvieron resultados similares cuando emplearon un modelo de isquemia

cerebral focal, observando una reducción del 47% del volumen de infarto cuando los

animales recibieron 24 h antes de la injuria una dosis de rhEPO (0,4 µg.kg -1) por vía

intracerebrovascular, mientras que el efecto no fue observado cuando la hormona fue

administrada en forma concomitante con la oclusión.  

Otra  posible  explicación  de  la  ausencia  de  diferencias  significativas  podría

fundamentarse teniendo en cuenta lo  reportado por  Grasso y  col.  (2004),  quienes

establecen que la rhEPO es menos efectiva en modelos de isquemia permanente con

respecto a aquellos donde existe restauración del flujo sanguíneo, dado que el área de

penumbra para que la rhEPO cumpla su rol citoprotector podría ser menor. 
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Fig. 60. Volumen de infarto calculado para cada grupo experimental. 

Se graficó el volumen de infarto calculado para cada animal luego de 7
días de oclusión de la arteria cerebral media, según recibieron rhEPO,
rhNEPO o Vehículo. Los resultados se muestran como el promedio ±
SEM (n=5). ns: sin diferencias significativas según test ANOVA seguido
de test de Newman-Keuls

33.4 Efecto de la MCAO y los tratamientos sobre los procesos dendríticos

En  el  cerebro  adulto  ocurren  permanentemente  cambios  adaptativos  en  la

estructura  y  la  función  de  las  neuronas.  Estos  cambios,  que  corresponden  a  la

denominada plasticidad cerebral, están implicados en procesos como el aprendizaje y

la  memoria  y,  además,  desempeñan  un  importante  papel  en  la  recuperación  del

sistema nervioso ante diferentes tipos de lesión (Kolb y col., 2003; Tokuda y Hatase,

1998).  El  citoesqueleto  de  la  neurona  es  uno  de  los  principales  elementos

relacionados con su morfología y su plasticidad. Está constituido por microfilamentos

(7 nm), filamentos intermedios (10 nm) y microtúbulos (24 nm). Estas estructuras son

fundamentales tanto en la morfogénesis como en el mantenimiento de la estructura de

la  neurona  y  cumplen,  además,  funciones  de  transporte  de  macromoléculas  y

orgánulos a través del soma y las prolongaciones neuronales. 

Los microtúbulos están constituidos por unidades de α y β tubulina ensambladas

de forma intercalada, de tal manera que forman largos y flexibles cilindros de 24 nm de

diámetro que tienen su origen en el centro de organización microtubular (COM) cerca

del núcleo neuronal y se dirigen a la periferia del soma o a las dendritas. Una gran

cantidad de proteínas de la familia MAP2 y Tau, denominadas proteínas asociadas a

microtúbulos  2  (MAP2)  son,  en  gran  parte,  responsables  de  la  polimerización,

estabilidad  y  organización  de  las  unidades  de  tubulina  α  y  β  que  constituyen  los

microtúbulos  (Mandelkow  y  col.,  1995;  Wiche  y  col.,  1991).  Los  cambios  en  el

ensamblaje de los microtúbulos y en la inmunorreactividad de las MAP2 y Tau se han
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convertido  en  un  importante  y  sensible  indicador  de  respuesta  neuronal  al  daño

isquémico (Arango-Davila y col., 2004). Esta sensibilidad se origina principalmente por

los cambios dendríticos, por lo que constituye un método de abordaje de la plasticidad

cerebral  desde el  punto  de vista  estructural  (Arango-Davila  y  col.,  2004;  Li  y  col.,

2000). 

En  este  trabajo,  se  evaluó  el  área  que  presentó  inmunomarcación  para  la

proteína  MAP2  en  dos  regiones:  la  corteza  (Cx)  motora  (M1/M2)  y  el  CA1  del

hipocampo, no sólo porque estas áreas son sensibles a la hipoxia inducida por la

MCAO sino también porque se ha demostrado la expresión del ARNm EPOR y de la

proteína funcional en las neuronas presentes en dichas regiones (Bernaudin y col.,

1999; Morishita y col., 1997). 

En ambas zonas,  su inmunomarcación mostró un perfil  filamentoso o fibroso

orientado predominantemente según la orientación de las dendritas apicales de las

neuronas piramidales de ambas áreas. La superficie cubierta por fibras se expresó en

relación al grupo Control-Vehículo, por lo cual los resultados se graficaron como área

relativa (%). 

En  la  Fig.  61B  se  observa  que  en  la  corteza  cerebral  no  hubo  diferencias

significativas en el área cubierta por fibras entre los diferentes tratamientos aplicados

(Control-Vehículo:  100  ±  4,  Control-rhEPO:  112  ±  13,  Control-rhNEPO:  96 ± 6,

MCAO-Vehículo: 98 ± 6, MCAO-rhEPO: 96 ± 5 y MCAO-rhNEPO: 112 ± 4).  Por lo

tanto, se podría inferir que la injuria isquémica ocasionada por la oclusión de la arteria

cerebral media en estos animales no afectó la arborización dendrítica en el área de la

corteza analizada.  Asimismo, las variantes de rhEPO tampoco evidenciaron ningún

tipo de efecto en esta región. 

Cuando se analizó lo ocurrido en el área del CA1 del hipocampo (Fig. 62), no se

observaron  diferencias  significativas  entre  el  grupo  control  y  el  grupo  MCAO  que

recibieron rhEPO (148 ± 11 vs. 151 ± 12), rhNEPO (136 ± 12 vs. 124 ± 8) o Vehículo

(100 ±  7  vs.  87 ±  8).  Sin  embargo,  se observó una disminución del  área relativa

cubierta  por  fibras  MAP2  en  el  grupo  MCAO-Vehículo,  la  cual  no  llegó  a  ser

estadísticamente  significativa.  No  obstante,  los  tratamientos  con  las  variantes  de

rhEPO incrementaron en forma significativa la arborización dendrítica con respecto al

Vehículo,  tanto  en  el  grupo  control  como  MCAO,  no  observándose  diferencias

significativas entre el efecto de ambas moléculas. 

Este efecto promotor del crecimiento axonal y dendrítico ha sido recientemente

reportado por otros autores en cultivos de neuronas hipocampales ya sea polarizadas

o en condiciones basales (Oh y col., 2012;  Ransome y Turnley, 2008). En particular,

estudios recientes demostraron que la rhEPO estimula diferencialmente la extensión
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de  las  neuritas  en  neuronas  del  hipocampo  polarizadas  en  función  al  tiempo  de

administración con respecto al estado de polarización neuronal. Además, proporcionó

evidencias de que la rhEPO podría promover el crecimiento axonal y la ramificación a

través de la  activación de la  vía  PI-3  kinasa/Akt  en dichas neuronas (Ransome y

Turnley, 2008).
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Fig. 61. Área relativa (%) cubierta por fibras MAP2 en la Cx. 

A. Inmunohistoquímica de MAP2 en Cx de los grupos control y MCAO
según recibieron rhEPO (a y b), rhNEPO (c y d) o Vehículo (e y f).

B. Se  presenta  el  área  relativa  porcentual  respecto  del  grupo
Control-Vehículo  de  los  distintos  grupos  experimentales.  Los
resultados  se  muestran  como el  promedio  ±  SEM (n=5).  ns:  sin
diferencias  significativas  según  test  ANOVA seguido  del  test  de
Newman-Keuls.
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Fig. 62. Área  relativa  (%)  cubierta  por  fibras  MAP2  en  la  zona  CA1  del
hipocampo. 

A. Inmunohistoquímica de MAP2 en CA1 del hipocampo de los grupos
control y MCAO según recibieron rhEPO (a y b), rhNEPO (c y d) o
Vehículo (e y f).

B. Se  presenta  el  área  relativa  porcentual  respecto  del  grupo
Control-Vehículo  de  los  distintos  grupos  experimentales.  Los
resultados  se  muestran  como el  promedio  ±  SEM (n=5).  ns:  sin
diferencias significativas, * p≤ 0,01, ** p≤ 0,05 y * p≤ 0,001 según
Test ANOVA seguido del test de Newman-Keuls.

33.5 Efecto de la MCAO y los tratamientos sobre los neurofilamentos

Los  neurofilamentos  son  los  filamentos  intermedios  más  abundantes  de  las

neuronas. Están constituidos por tres subunidades, formando lo que se conoce como

el triplete de proteínas de neurofilamentos, que consisten en neurofilamentos de baja

masa molecular (≈70k), media masa molecular (≈140-160 kDa) y alta masa molecular

(≈200 kDa). Juegan un rol crítico en la función neuronal no sólo como una proteína del

citoesqueleto, manteniendo la forma y el calibre, sino también como un facilitador del

transporte axonal, ya que el diámetro del axón es uno de los principales determinantes
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de  la  velocidad  de  conducción  de  los  impulsos  nerviosos  a  lo  largo  del  mismo

(Aronowski y col., 1999; Voyvodic, 1989). 

Interesantemente, las proteínas del neurofilamento son sustrato de la calpaína,

proteasa  dependiente  de calcio/calmodulina  (Schlaepfer  y  col.,  1985;  Schlaepfer  y

Zimmerman, 1985) y,  por lo tanto,  la degradación del neurofilamento puede ocurrir

cuando se pierde la homeostasis celular como consecuencia de una injuria cerebral.

Por ejemplo, en condiciones de isquemia se ha observado una degradación de ciertas

proteínas del neurofilamento, principalmente la proteína NF-200. Por ese motivo, el

estudio su inmunorreactividad es un marcador del daño neuronal ocasionado por un

insulto isquémico (Camargo-De-Morais y col., 1996; Hwang y col., 2005; Stys y Jiang,

2002). 

Con la finalidad de evaluar  el  efecto de la  MCAO, así  como también de las

variantes  de rhEPO sobre  los  neurofilamentos,  en el  presente  trabajo  se utilizó  al

marcador  NF-200,  y  el  área cubierta por  procesos NF-200 se expresó como área

relativa, considerando como 100 % al grupo Control-Vehículo.

A los siete días post-isquemia no existieron diferencias significativas en el área

relativa NF-200 positiva en la  corteza entre ninguno de los grupos experimentales

(Control-Vehículo: 100 ± 8%, Control-rhEPO: 100 ± 4%, Control-rhNEPO: 119 ± 7%,

MCAO-Vehículo:  92  ±  6%,  MCAO-rhEPO:  94  ±  9%  y  MCAO-rhNEPO:  90  ±  6%;

Fig. 63).  

Por otra parte, al estudiar lo ocurrido en el área CA1 del hipocampo (Fig. 64), no

se  observaron  diferencias  significativas  entre  ninguno  de  los  grupos  control

(Control-Vehículo: 100 ± 9%, Control-rhEPO: 115 ± 6% y Control-rhNEPO: 87 ± 4%).

Sin  embargo,  sí  se  observó una  diferencia  estadísticamente  significativa  entre  los

grupos control y MCAO que recibieron sólo la solución vehículo (100 ± 9 % y 63 ± 7%,

respectivamente),  mientras  que  las  variantes  de  rhEPO  no  mostraron  diferencias

significativas  con  respecto  al  grupo  control  pero  sí  con  respecto  al  grupo

MCAO-Vehículo. 
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Fig. 63. Área relativa (%) cubierta por filamentos NF-200 en la corteza. 

A. Inmunohistoquímica de NF-200 en la corteza de los grupos control y
MCAO según recibieron rhEPO (a y b), rhNEPO (c y d) o Vehículo
(e y f).

B. Se  presenta  el  área  relativa  porcentual  respecto  del  grupo
Control-Vehículo  de  los  distintos  grupos  experimentales.  Los
resultados  se  muestran  como el  promedio  ±  SEM (n=5).  ns:  sin
diferencias  significativas  según  test  ANOVA seguido  del  test  de
Newman-Keuls. 
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Fig. 64. Área relativa (%) cubierta por filamentos NF-200 en la región CA1 del
hipocampo. 

A. Inmunohistoquímica de NF-200 en la región CA1 del hipocampo de
los grupos control y MCAO según recibieron rhEPO (a y b), rhNEPO
(c y d) o Vehículo (e y f).

B. Se  presenta  el  área  relativa  porcentual  respecto  del  grupo
Control-Vehículo  de  los  distintos  grupos  experimentales.  Los
resultados  se  muestran  como el  promedio  ±  SEM (n=5).  ns:  sin
diferencias significativas y * p≤ 0,01 según test ANOVA seguido del
test de Newman-Keuls.

Por lo  tanto,  se podría inferir  que el  tratamiento con las variantes de rhEPO

preservó la citoarquitectura ya sea por un aumento del número de ramificaciones o por

el incremento del diámetro axonal, que se puso en evidencia por la preservación del

área cubierta por NF-200.  
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Este  resultado,  sumado  al  efecto  estimulador  de  la  oligondendrogénesis

reportado para la rhEPO (Zhang y col., 2010), permiten suponer que esta hormona y,

por consiguiente, la rhNEPO, facilitarían la remielización axonal, contribuyendo en la

recuperación funcional luego de un accidente cerebro vascular isquémico.

33.6 Efecto de la MCAO y los tratamientos sobre la respuesta de la macroglia

Además de las neuronas, el sistema nervioso está conformado por otros tipos

diferentes de células especializadas, que conforman la denominada neuroglia, y por

muy  escaso  tejido  conectivo.  Dentro  de  la  neuroglia  se  encuentran  dos  grupos

celulares, la macroglia y la microglia. La macroglia está constituida por dos tipos de

células,  los  oligodendrocitos  y  los  astrocitos,  siendo estos  últimos las  células  más

abundantes.

Los astrocitos son células complejas y altamente diferenciadas que tapizan el

SNC  en  su  totalidad  de  manera  continua  y  realizan  numerosas  contribuciones

esenciales  para  la  función  normal  del  SNC,  que  incluyen  la  regulación  del  flujo

sanguíneo, la provisión de metabolitos energéticos para las neuronas, la participación

en funciones sinápticas y de plasticidad y el mantenimiento del balance extracelular de

iones, líquido y neurotransmisores (Sofroniew, 2009).

La forma de los astrocitos varía mucho según el lugar en el que se encuentren

pero,  básicamente,  la  mayoría  son  células  de  soma  estrellado  del  que  parten

prolongaciones citoplasmáticas más o menos numerosas (más cortas, abundantes y

ramificadas  en  los  protoplasmáticos  y  más  largas,  rectas,  escasas  y  menos

ramificadas en los fibrosos). El soma en sí es escaso y tiene poco desarrollo de la

mayoría de las organelas. El núcleo es generalmente oval, siempre de cromatina laxa

y sin nucléolos visibles. Sólo los astrocitos maduros poseen en el citoesqueleto un tipo

especial de filamentos intermedios, la denominada proteína gliofibrilar ácida (GFAP),

más abundante en los astrocitos fibrosos que en los protoplasmáticos. Esta proteína

es la principal determinante de la forma celular y de la forma y grado de extensión de

las prolongaciones citoplasmáticas que los caracterizan (Ham y Cormack, 1986; Jones

y Cowan, 1986).

En la isquemia cerebral focal se observa activación de la macroglia, no sólo en el

sector focal y en el área de penumbra, sino también en sectores alejados del foco

isquémico (Schiffer y col., 1986). Esta activación, fundamentalmente de los astrocitos,

denominada  astrogliosis  reactiva,  se  usa  para  indicar  cambios  estructurales  y

fisiológicos  que  sufren  dichas  células  como  respuesta  a  lesiones  traumáticas,

isquémicas  o  infecciosas  en  el  sistema  nervioso.  Estos  cambios  pueden  ser

temporales o desencadenar reorganizaciones estructurales definitivas, en cuyo caso
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se  usa  el  término  cicatriz  glial.  Sin  embargo,  la  cicatriz  glial  no  se  forma

exclusivamente a expensas de los astrocitos, sino que en su conformación participan

otros tipos de células, como fibroblastos y células epiteliales (Arango-Davila y col.,

2004; Ramírez-Expósito y Martínez-Martos, 1998).

Los astrocitos reactivos se caracterizan morfológicamente por un aumento de

tamaño (hipertrofia) y un incremento en el número y extensión de sus prolongaciones.

Se pueden observar a partir de las primeras 6 h de la lesión isquémica y está asociado

con  un  incremento  de  la  GFAP,  por  lo  cual  el  estudio  de  esta  proteína  se  ha

establecido como uno de los marcadores más sensibles para observar la reacción

astrocitaria (Hatten y col., 1991).

Con la finalidad de evaluar la astrogliosis reactiva producida por la MCAO, en el

presente trabajo se utilizó al  marcador GFAP y el  área cubierta por el  soma y los

procesos positivos para tal marcador. Asimismo, se evaluó el efecto de la rhEPO y

rhNEPO sobre dicha respuesta. 

Los  resultados  obtenidos  se  expresaron  como  área  relativa  cubierta  por

procesos GFAP positivos, considerando como 100% al grupo Control-Vehículo.

En la Fig. 65 se observa que la MCAO provocó un incremento de la astrogliosis

reactiva en la corteza cerebral en todos los tratamientos aplicados con respecto a los

correspondientes  grupos  controles,  existiendo  diferencias  altamente  significativas

entre el grupo MCAO y el grupo Control que recibieron sólo vehículo, diferencias con

un bajo grado de significancia entre el grupo MCAO y Control tratados con rhEPO y

diferencias que no llegaron a ser estadísticamente significativas entre el grupo MCAO

y Control que recibieron rhNEPO.

 Por otra parte, en la región CA1 del hipocampo (Fig. 66) sólo se observó un

incremento estadísticamente significativo de la reactividad de los astrocitos en el grupo

MCAO-Vehículo  con  respecto  al  grupo  Control-Vehículo  (147  ±  10% y  100  ±  4%,

respectivamente), por lo cual, se puede concluir que las variantes de rhEPO evaluadas

mostraron una preservación de la respuesta astroglial en la región CA1 del hipocampo.

Como  se  expuso  anteriormente,  los  astrocitos  son  importantes  en  el

mantenimiento del correcto funcionamiento del SNC, y una de las tantas funciones

relevantes de los mismos es proteger a las neuronas del estrés oxidativo neutralizando

las especies reactivas de oxígeno (Dringen y Hirrlinger, 2003; Rabie y Marti, 2008). Por

lo tanto, la preservación de la respuesta astroglial por parte de las variantes de rhEPO

estaría  indicando  la  capacidad  de  ambas  moléculas  para  disminuir  la  respuesta

inflamatoria  ocasionada  por  la  MCAO.  Este  fenómeno  antiinflamatorio  ha  sido

ampliamente demostrado para la rhEPO en diversos modelos de isquemia cerebral, en

los que la administración de dicha hormona en forma exógena redujo notablemente la

189



RESULTADOS Y DISCUSIÓN

migración de las células inflamatorias al tejido isquémico, atenuando la producción de

citoquinas pro-inflamatorias tales como TNF-α, IL-1 y 6 y, por consiguiente, limitando el

tamaño de la lesión (Alnaeeli y col., 2012; Sifringer y col., 2012; Sosa y col., 2008; Villa

y col., 2003).
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Fig. 65. Área relativa cubierta por astrocitos que muestra reactividad frente
a la proteína GFAP en CX.

A. Inmunohistoquímica de GFAP en la corteza de los grupos control y
MCAO según recibieron rhEPO (a y b), rhNEPO (c y d) o Vehículo
(e y f).   

B. Área relativa porcentual respecto al grupo Control-Vehículo de los
distintos grupos experimentales. Los resultados se muestran como
el promedio ± SEM. Grado de significancia estadística: * p≤ 0,01;
* p≤  0,001  ns:  sin  diferencias  significativas,  según  test  ANOVA
seguido del test de Newman-Keuls.

Asimismo, la acción antiinflamatoria de la rhEPO ha sido observada en otros

modelos de injuria cerebral tales como esclerosis múltiple y malaria cerebral (Agnello y
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col., 2002;  Sargin y col., 2010;  Savino y col., 2006;  Yuan y col., 2008;  Zhang y col.,

2005). 
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Fig. 66. Área  relativa  cubierta  por  astrocitos  que  demuestran  reactividad
frente a la proteína GFAP en la región CA1.

A. Inmunohistoquímica de GFAP en la región CA1 del hipocampo de
los grupos control y MCAO según recibieron rhEPO (a y b), rhNEPO
(c y d) o Vehículo (e y f).

B. área relativa porcentual respecto al grupo Control-Vehículo de los
distintos grupos experimentales. Los resultados se muestran como
el promedio ± SEM.  ns: sin diferencias significativas y ** p≤ 0,05,
según test ANOVA seguido del test de Newman-Keuls.

34. Evaluación de la incidencia  de las dosis diarias aplicadas a los animales

sobre el hematocrito.
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La evaluación de la variación en el  hematocrito de los animales sometidos a

altas  dosis  de rhEPO y  rhNEPO durante  el  tratamiento  aplicado  en  el  modelo  de

isquemia  cerebral  focal  es  de  gran  relevancia,  ya  que  se  han  observado  efectos

colaterales  al  empleo  de  la  rhEPO con fines  neuroprotectores  asociados  a  su rol

hematopoyético. Una de las principales complicaciones descriptas, como se comentó

anteriormente,  es  el  incremento  de  la  presión  arterial  y  la  aparición  de  efectos

trombóticos, los cuales a su vez pueden comprometer la actividad neuroprotectora y

endotelial de la rhEPO. 

Por  este motivo,  el  diseño de la  nueva variante menos glicosilada (rhNEPO)

tiene como fin evitar o disminuir tal efecto. 

Para poder llevar a cabo este estudio, se emplearon 15 ratones Balb/c, divididos

en 3 grupos (rhEPO, rhNEPO y vehículo) los cuales recibieron el mismo esquema de

tratamiento  que  los  animales  empleados  durante  el  desarrollo  de  la  experiencia

diseñada para evaluar el efecto de las variantes en un modelo de MCAO, pero en esta

oportunidad no se les realizó ninguna cirugía. 
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Fig. 67. Efecto  de  las  variantes  de  rhEPO  sobre  el  hematocrito  de  los
animales de experimentación. 

Se graficó el porcentaje del hematocrito calculado luego de 7 días de
tratamiento  según  recibieron  rhEPO,  rhNEPO  o  vehículo.  Los
resultados  se  muestran  como  el  promedio  ±  SEM.  Grado  de
significancia estadística: * p≤ 0,01, ** p≤ 0,05 y *** p≤ 0,001 según test
ANOVA seguido del test de Tukey (n=5).

Como se puede observar  en la  Fig.  67,  la  rhEPO incrementó  el  hematocrito

alrededor del 50%, mientras que la rhNEPO sólo el 32% con respecto al grupo que

sólo recibió el vehículo. Por lo tanto, esta nueva variante mostró una disminución del

efecto hematopoyético indeseado del 20%. 

Un dato interesante a tener en cuenta es el sitio de obtención de la muestra

sanguínea y el tipo de anestesia empleado ya que ambas variables afectan los valores
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de  las  células  presentes  en  la  sangre  (Nemzek  y  col.,  2001).  Según  bibliografía,

ratones  Balb/c  anestesiados  con la  mezcla  de  ketamina/xilacina cuya  muestra  fue

recolectada  a  partir  de  la  vena  retroorbital  presentaron  un  hematocrito  basal  de

46,1 ± 1,9%. En otro trabajo en el que se compararon los niveles sanguíneos normales

en 18 cepas de ratones se informó un hematocrito promedio para la cepa Balb/c de

46,5 ± 0,8% (Russell y col., 1951). Por lo tanto, si se comparan estos valores con los

valores obtenidos,  se puede observar  que no existen diferencias  significativas con

respecto a la rhNEPO pero sí para la rhEPO.  

Asimismo,  es  importante  tener  en  cuenta  que  la  actividad  biológica

hematopoyética de la rhNEPO evaluada según la metodología vigente para la rhEPO

como droga hematopoyética (Farmacopea Europea, Apartado 3.2) fue sólo de un 4%

respecto de dicha hormona. Por lo tanto, el incremento del hematocrito evidenciado

para la rhNEPO con respecto al Vehículo podría explicarse considerando que, en el

experimento  anteriormente  descripto,  las  dosis  administradas  y  la  frecuencia  de

administración fueron muy superiores a las empleadas para la determinación de la

actividad hematopoyética in vivo (método de referencia).

Por  consiguiente,  esta nueva variante de rhEPO se presenta como un buen

candidato para el tratamiento de enfermedades del sistema nervioso central ya que no

sólo  preservó  la  arquitectura  neuronal  sino  que  también  disminuyó  la  astrogliosis

reactiva de igual modo que la rhEPO, con un escaso efecto eritropoyético.
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“Después de escalar una montaña muy alta,
descubrimos que hay muchas otras montañas por

escalar".
Nelson Mandela 
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CONCLUSIONES

En el  tratamiento de enfermedades asociadas al  sistema nervioso central  es

importante  considerar  que  los  agentes  neuroprotectores  no  sólo  sean  capaces  de

disminuir  los síntomas y desacelerar el  progreso de la  patología sino también que

presenten  la  capacidad  de  detener  su  avance.  Actualmente  existen  numerosos

candidatos  neuroprotectores  en  estudio,  dentro  de  los  cuales  se  encuentran

compuestos  nuevos  obtenidos  mediante  la  tecnología  del  ADN  recombinante  y

moléculas  ya  establecidas  farmacéuticamente  para  otras  aplicaciones.  Un  claro

ejemplo de este último caso es la rhEPO, que en los últimos años ha cobrado un

interés particular  en el  campo de la  neuroprotección debido a la  gran cantidad de

evidencias  acerca  de  su  expresión  así  como  de  su  receptor  en  otros  tejidos  no

hematopoyéticos,  especialmente  en  células  y  órganos  del  SNC.  Sin  embargo,  su

aplicación prolongada como una droga neuroprotectora podría causar serios efectos

adversos asociados a la estimulación de la eritropoyesis, tales como elevación de la

masa de glóbulos rojos, hipertensión arterial y fenómenos trombóticos. Esto plantea la

necesidad  del  desarrollo  de  análogos  que  conserven  tales  propiedades

neuroprotectoras pero presenten escasa actividad hematopoyética. 

Por ese motivo, en el presente trabajo de tesis se propuso la obtención de una

nueva combinación de isoformas de eritropoyetina humana recombinante con menor

contenido  de  ácido  siálico  terminal,  con  el  fin  preservar  sus  características

neuroprotectoras y, al mismo tiempo, disminuir o anular su capacidad eritropoyética.

Esta estrategia se fundamenta sobre dos pilares. El primero está relacionado con la

importancia del ácido siálico terminal sobre la vida media plasmática y su efecto sobre

la actividad biológica de la hormona, ya que para que cumpla su rol hematopoyético es

necesario  que  se  encuentre  en  forma  continua  en  sangre  en  concentraciones

suficientes  para  unirse  al  receptor  y  desencadenar  la  respuesta  eritropoyética.  El

segundo, y más importante, se basa en las evidencias de la capacidad de la EPO para

ejercer un efecto citoprotector in vivo durante tiempos cortos y en alta concentración.

Por ese motivo,  aquellas isoformas menos ácidas que presentan una velocidad de

depuración  superior  y,  por  consiguiente,  no  son  útiles  para  fines  hematopoyéticos

podrían resultar de gran interés en su función citoprotectora.  

En  primer  lugar,  a  partir  del  sobrenadante  obtenido  del  cultivo  de  un  clon

productor de rhEPO (rhEPO-CHO.K1) en un biorreactor de 25 l operado en modo de

perfusión, se purificó en forma exitosa una nueva combinación de isoformas de rhEPO

empleando una estrategia de purificación que consistió de cuatro etapas. 
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La  primera  etapa,  que  consistió  en  la  remoción  de  componentes  insolubles,

permitió clarificar el sobrenadante, rindiendo un volumen de 18 l con una pureza del

22%.  La  fase  siguiente,  de  captura,  se  llevó  a  cabo  mediante  cromatografía  de

pseudoafinidad utilizando un colorante como ligando, que permitió la eliminación de

impurezas y, al mismo tiempo, preservó la población completa de isoformas de rhEPO

secretadas al  medio de cultivo por las células.  Se evidenció un alto porcentaje de

recuperación  (85%)  con  un  aceptable  nivel  de  pureza  (71%),  siendo  el  principal

contaminante eliminado la BSA.

La etapa de purificación intermedia, que consistió de dos pasos de purificación

empleando cromatografías de intercambio iónico, fue un punto clave en el  proceso

dado que permitió separar dos poblaciones de glicoisoformas de rhEPO. Por un lado,

una  fracción  con  un  patrón  de  glicoisoformas  comparable  al  de  la  rhEPO

hematopoyética  y,  por  otro,  una  fracción  menos  ácida  que  fue  denominada

Neuroepoetin (rhNEPO) yque luego de ser sometida al segundo paso cromatográfico

alcanzó un nivel de pureza del 88%. 

Como paso final de pulido se empleó una cromatografía HPLC-C4 que permitió

alcanzar una pureza final del 99,4%, siendo acorde a la requerida para compuestos

biofarmacéuticos. 

Por  lo  tanto,  se  puede  concluir  que  el  proceso  de  purificación  desarrollado

resulta  una estrategia  eficiente,  atractiva  y  de bajo  costo  ya  que no sólo  permitió

obtener una combinación de glicoisoformas menos ácidas de rhEPO (rhNEPO) con

alta pureza (99,4%) y con un rendimiento total del 33% sino que además posibilitaría la

obtención simultánea de derivados de rhEPO con aplicaciones terapéuticas diferentes.

Con el  fin de caracterizar  esta nueva variante,  se evaluaron las propiedades

fisicoquímicas,  hematopoyéticas,  neuroprotectoras  y  antiapoptóticas  en  modelos  in

vitro  e  in  vivo, en  forma  comparativa  con  la  rhEPO  empleada  como  droga

hematopoyética y, en algunos casos, con la rhEPO cuyas moléculas de ácido siálico

fueron removidas por acción enzimática (rhAEPO). 

La  caracterización  fisicoquímica  puso  en  evidencia  que  la  rhNEPO presentó

menor tamaño que la hormona hematopoyética y un tamaño prácticamente similar a la

rhEPO completamente desialidada,  considerando tanto la masa molecular  aparente

determinada  mediante  SDS-PAGE como la  masa  molecular  absoluta  obtenida  por

MALDI-TOF.

El análisis de las estructuras de los oligosacáridos unidos mediante enlaces de

tipo  N  se  realizó  evaluando  los  oligosacáridos  nativos  y  neutros.  Los  resultados

obtenidos mostraron que la rhNEPO no sólo está enriquecida en estructuras menos

sialidadas (mono-, di- y tri-sialidadas) sino que, además, presenta mayor porcentaje de
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estructuras menos ramificadas (di  y tri-antenarias) con respecto a la rhEPO. Estas

características se tradujeron en una reducción del contenido de ácido siálico del 38%

con respecto a la hormona hematopoyética.

La  evaluación  de  la  heterogeneidad  de  isoformas  presentes  en  la  rhNEPO

llevada  a  cabo  mediante  IEF  y  EC,  puso  en  evidencia  que  la  misma  estaba

conformada por un total de 9 isoformas, detectadas por EC, con un punto isoeléctrico

comprendido entre 4,2 y 6,1, constituyendo la población de isoformas menos ácidas

producidas por  las  células CHO.K1.  Además,  se  observó que las isoformas 7 y  8

estaban presentes en ambas variantes pero en distintas proporciones.  

El  estudio  de la  actividad biológica  hematopoyética  in  vitro se  realizó  en las

líneas celulares UT-7/EPO y TF-1 evaluándose la capacidad de la rhNEPO y de la

rhEPO para estimular su proliferación. En la línea celular UT-7/EPO ambas variantes

mostraron  ser  equipotentes,  indicando  una  afinidad  similar  por  su  receptor.

Contrariamente,  en la  línea celular  TF-1 la  rhNEPO exhibió  una afinidad aparente

1,9 veces  superior  a  la  de  la  rhEPO,  sugiriendo  que  el  menor  número  de

ramificaciones e inferior contenido de ácido siálico favorecerían la interacción con el

EPOR. Sin embargo, a pesar de que la afinidad se preserve o sea mayor según la

línea utilizada para el bioensayo, en los estudios realizados in vivo empleando ratones

normocitémicos  la  rhNEPO  fue  25  veces  menos  eficiente  que  la  hormona

hematopoyética para estimular la eritropoyesis, presentando sólo el 4% de la actividad

eritropoyética de la rhEPO. 

Para la evaluación de la capacidad neuroprotectora de la rhNEPO y de la rhEPO

se emplearon dos líneas celulares con características neuronales o con capacidad

para diferenciarse a fenotipo neuronal,  las células SH-SY5Y y PC-12. Inicialmente,

para ambos sistemas biológicos se seleccionó el inductor de apoptosis y el tiempo de

inducción más apropiados que permitiesen estudiar, posteriormente, el efecto de las

variantes de rhEPO. En todos los casos, el esquema de tratamiento empleado para

analizar el efecto de las variantes de rhEPO consistió en tratar las células durante 24 h

previas al estímulo apoptótico y luego en forma concomitante al mismo. 

Para la línea celular PC-12, en primer lugar, se determinó que las células debían

ser diferenciadas a fenotipo neuronal en presencia de NGF durante 10 días antes de

ser empleadas en el bioensayo y se seleccionó como estímulo apoptótico la supresión

de suero y NGF durante 48 h, observándose en estas condiciones una diferencia de

aproximadamente  45%  con  respecto  al  control  de  crecimiento.  El  efecto  de  las

variantes  de  rhEPO  se  evaluó  empleando  7,5  o  37,5  ng.ml-1 de  cada  molécula

ensayada. En esta oportunidad, la reducción de la viabilidad celular observada en el

control de muerte (58,4 ± 6,4%) fue revertida en un 17% por la rhEPO únicamente a la
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mayor  concentración  ensayada,  mientras  que  con  la  rhNEPO  se  observó  una

recuperación de la viabilidad celular del 22 al 24% con respecto al control de muerte

empleando ambas concentraciones. Este resultado indicaría que la rhNEPO presenta

en  estas  células  actividad  citoprotectora  in  vitro a  concentraciones  inferiores  con

respecto a la rhEPO.

La línea celular SH-SY5Y se empleó en estado proliferativo y diferenciado. Para

evaluar  el  efecto  de  las  variantes  de  rhEPO en  la  línea  celular  indiferenciada  se

seleccionó como estímulo  apoptótico  la  incubación  de las  células  con  100 µM de

6-OHDA por  24 h,  dado que provocó una reducción de la  viabilidad del  50% con

respecto al control de crecimiento y, al mismo tiempo, tal efecto pudo ser revertido en

forma eficiente por el tratamiento con concentraciones decrecientes de rhEPO desde

760 a 23,8 ng.ml-1. Dentro de este rango se seleccionaron dos concentraciones (190 y

76 ng.ml-1) para evaluar el efecto de la rhNEPO en comparación con la rhEPO. De esta

manera, se pudo observar que la rhNEPO fue capaz de proteger la viabilidad celular a

ambas  concentraciones  ensayadas,  incrementándola  con  respecto  al  control  de

muerte en aproximadamente 10%, mientras que la rhEPO sólo lo  hizo a la  mayor

concentración. Este comportamiento fue similar al observado en la línea celular PC-12.

Para trabajar con la línea celular SH-SY5Y en forma diferenciada se eligió como

estímulo inductor de apoptosis a la estaurosporina, ya que al mismo tiempo ésta es

capaz de desencadenar la diferenciación celular hacia fenotipo neuronal. La condición

seleccionada para inducir apoptosis y diferenciación fue 25 nM de STP durante 24 h.

Posteriormente,  se  evaluaron  dos  concentraciones  de  ambas  combinaciones  de

rhEPO,  190   y  37,5  ng.ml-1,  y  se  observó  que  ambas  moléculas  permitieron  una

recuperación de la viabilidad celular de aproximadamente 10% con respecto al control

de muerte.

El rol antiapoptótico de la  Neuroepoetin fue evaluado in vitro empleando líneas

celulares establecidas  (SH-SY5Y indiferenciadas y PC-12 diferenciadas),  así  como

cultivo primario de neuronas corticales de rata. De igual modo que para los ensayos de

viabilidad  celular,  los  tratamientos  con  las  variantes  de rhEPO se  realizaron  24  h

previas a la inducción de apoptosis y luego en forma concomitante a la misma.

La evaluación de los cambios ocurridos a nivel de la cromatina se llevó a cabo

empleando la  metodología  de tinción con el  colorante  Hoechst  33258,  en la  línea

celular SH-SY5 y en el cultivo primario. 

Para el ensayo con las células SH-SY5Y en estado proliferativo se seleccionó

como  estímulo  apoptótico  la  exposición  a  6-OHDA 100  µM  durante  4  h  y  para

tratamiento con las variantes de rhEPO se emplearon tres concentraciones de cada

una (173, 345 y 690 ng.ml-1). En estas condiciones la rhNEPO fue capaz de reducir el
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porcentaje  de  células  apoptóticas  en  aproximadamente  40%  a  las  tres

concentraciones  evaluadas,  mientras  que  la  rhEPO no  fue  capaz  de  hacerlo  a  la

menor concentración. 

En el cultivo primario de neuronas corticales de ratas se seleccionó como agente

inductor de apoptosis al CoCl2, y la condición empleada para inducir la muerte fue 600

µM durante 24 h. El tratamiento con 395  ng.ml-1 de cada variante de rhEPO redujo

significativamente  la  apoptosis  respecto  del  control  de  muerte.  Sin  embargo,  a  la

misma masa, la rhNEPO fue más efectiva que la rhEPO ya que fue capaz de disminuir

el porcentaje de apoptosis en 40%, mientras que la rhEPO sólo lo hizo en 25%.

Para el estudio en la línea celular PC-12, las células se diferenciaron a fenotipo

neuronal en presencia de NGF durante 7 días y, en base al ensayo de proliferación, se

empleó  como  estímulo  apoptótico  la  supresión  de  SFB  y  NGF  pero  en  esta

oportunidad durante 24 h.  En esta ocasión,  el  tratamiento  con 37,5  ng.ml-1 de las

variantes de rhEPO fue capaz de reducir el porcentaje de apoptosis entre 40 y 60%

con respecto al control de muerte.

  La caracterización farmacocinética en plasma se realizó empleando diferentes

vías de administración, endovenosa y extravasculares (subcutánea e intraperitoneal).

Como era esperable, dadas las diferencias observadas en el perfil de glicosilación, la

rhNEPO  incrementó  su  depuración  plasmática  en  todas  las  vías  evaluadas  con

respecto a la rhEPO. Analizando la vía endovenosa, la rhNEPO presentó un tiempo

medio de distribución y de eliminación menor que el de la rhEPO y, en consecuencia,

un mayor volumen de distribución en estado estacionario. 

Con  el  fin  de  evaluar  si  los  carbohidratos  influían  en  la  absorción  y  en  la

biodisponibilidad  de  la  nueva  variante,  se  evaluó  lo  que  ocurría  luego  de  la

administración por vía subcutánea e intraperitoneal. 

A nivel  de absorción de las  drogas,  se observó que la  rhNEPO no presentó

diferencias  en su Tmax entre  la  vía  subcutánea e intraperitoneal,  mientras  que la

rhEPO alcanzó su máxima concentración 4 h antes cuando fue administrada por vía

intraperitoneal,  lo  que  se  vio  reflejado  en  el  aumento  del  TMA  luego  de  la

administración  subcutánea.  Por  su  parte,  la  rhNEPO presentó  un TMA similar  por

ambas vías extravasculares, poniendo en evidencia que el proceso de absorción de la

rhNEPO no varió según el  sitio de inoculación. Por lo tanto, el menor tamaño y la

inferior carga neta de la rhNEPO podrían estar favoreciendo la absorción desde el sitio

de administración permitiendo que la absorción a través de ambas vías sea similar y,

particularmente para el caso de la vía subcutánea, sea significativamente menor el

TMA con respecto a la rhEPO. 
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Al analizar la biodisponibilidad se observó que la fracción de dosis administrada

de rhNEPO que alcanzó la circulación sistémica, por cualquiera de las vías, no superó

el  45%  y  fue  significativamente  inferior  a  la  de  la  rhEPO.  No  obstante,  la

administración  intraperitoneal  permitió  que  una  mayor  fracción  de  la  dosis

administrada  llegue  al  torrente  sanguíneo  luego  de  los  procesos  de  absorción  y

distribución. 

Teniendo en cuenta  que esta nueva variante  de rhEPO se postula  como un

posible  agente  neuroprotector,  es  de  suma  importancia  evaluar  si  es  capaz  de

atravesar la barrera hematoencefálica del mismo modo que se ha reportado para la

rhEPO. Por tal motivo, se evaluó la capacidad de la rhNEPO para alcanzar el líquido

cefalorraquídeo luego de ser administrada por vía endovenosa o intraperitoneal  en

forma comparativa a la hormona hematopoyética. A pesar de su reducida vida media

plasmática, por ambas vías estudiadas la rhNEPO fue capaz de ingresar al líquido

cefalorraquídeo  más  rápidamente  que  su  contraparte  hematopoyética  en

concentraciones dentro del rango de citoprotección, siendo detectada en dicho fluido a

los 5 min cuando se utilizó la vía endovenosa y a los 30 min cuando se empleó la vía

intraperitoneal, mientras que la rhEPO lo hizo a los 30 min y 2 h, respectivamente.

Para  ambas  moléculas  la  máxima  concentración  alcanzada  en  LCR  estuvo

comprendida  entre  0,06  y  0,11%  de  la  máxima  concentración  plasmática,  no

existiendo diferencias entre ellas. 

Considerando  que  un  agente  neuroprotector  se  aplica  generalmente  en

condiciones de injuria neuronal y que, a su vez, en tal condición la integridad de la

BHE está comprometida, se evaluó una estrategia para lograr la apertura osmótica de

la misma utilizando una solución hiperosmolar de manitol, con el objeto de analizar si

el pasaje de las moléculas de rhEPO se vería afectado en dicha situación o si  tal

estrategia  sería  útil  en  aquellas  patologías  en  las  que  la  integridad  de  la  barrera

permanece intacta. Para tal fin, se administraron en forma endovenosa las variantes

de rhEPO en una solución de manitol 1,1M y se observó que, si bien el porcentaje de

transferencia  se  mantuvo  prácticamente  constante,  la  rhNEPO  alcanzó  una

concentración  máxima  1,6  veces  mayor  que  la  obtenida  en  ausencia  de  este

polialcohol. Por su parte, la rhEPO no alcanzó mayores concentraciones sino que fue

detectada más tempranamente en LCR.

Por otra parte, mediante el establecimiento de un vínculo de colaboración con el

Laboratorio  de Neurotoxicidad,  Neuroprotección y Neurorreparación del  Instituto de

Biología Celular y Neurociencias “Profesor E. De Robertis” (UBA-CONICET), se evaluó

el efecto neuroprotector de las variantes de rhEPO en un modelo de daño neuronal in

vivo provocado por oclusión de la arteria cerebral media empleando ratones Balb/c. El
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tratamiento con ambas variantes de rhEPO no afectaron ni la ingesta de alimentos ni

el peso corporal de los animales. 

Con el fin de evaluar el efecto de la MCAO y de los tratamientos sobre el estado

neurológico global, se aplicó la escala neurológica propuesta por Hatcher y col. (2000)

y se observó que los animales controles que recibieron los distintos tratamientos no

sufrieron cambios en su IDN, mientras que la MCAO sí ocasionó un incremento del

IDN. Los tratamientos con ambas variantes de rhEPO permitieron una recuperación

del estado neurológico global al D7 que no fue reflejada en los animales tratados sólo

con vehículo. 

El estudio de la incidencia de la MCAO y de los tratamientos sobre la actividad

motora de los animales se evaluó aplicando tres pruebas reportadas en bibliografía

para tal fin. Sin embargo, ninguna de ellas fue capaz de poner en evidencia el efecto

de la MCAO y, por lo tanto, no fue posible evaluar la influencia de los tratamientos con

rhNEPO  y  rhEPO.  Por  ese  motivo,  a  los  fines  de  completar  dicho  estudio,  sería

necesario seleccionar otras pruebas que permitiesen analizar cambios en la actividad

sensioromotora. 

El daño tisular ocasionado por la MCAO fue determinado mediante la medición

del  volumen  de  tejido  infartado,  y  se  observó  que  ambas  variantes  tendieron  a

disminuir el volumen de infarto del tejido cerebral entre 35% y 42%. 

Con  el  objeto  de  completar  el  estudio,  se  realizó  la  evaluación  de  distintos

marcadores  celulares  que  se  encuentran  afectados  por  la  MCAO,  tales  como  las

proteínas  MAP2,  NF-200  y  GFAP.  Las  dos  primeras  asociadas  a  las  neuronas

permitieron poner en evidencia que la MCAO provocó una disminución de la expresión

de NF-200 únicamente en la región CA1 del hipocampo, que pudo ser revertida por el

tratamiento  con  las  variantes  de  rhEPO,  mientras  que  la  expresión  de  MAP2  no

disminuyó por causa de la MCAO pero sí se observó un incremento significativo de su

expresión  en  aquellos  animales  tratados  con  ambas  moléculas.  Por  lo  tanto,  la

rhNEPO permitiría una recuperación de la arborización dendrítica y una preservación

de la estructura neuronal. 

Por otra parte, el estudio de los cambios en la expresión de la proteína GFAP

posibilitó  la  evaluación  del  efecto  de  los  tratamientos  y  de  la  MCAO  sobre  la

astrogliosis reactiva. En este caso, se observó que la MCAO provocó un incremento

de la respuesta astrocitaria tanto en la corteza como en la región CA1 del hipocampo.

No obstante, los tratamientos con las variantes de rhEPO mantuvieron la astrogliosis

reactiva dentro de los valores basales en la región CA1 del hipocampo.

Por último, con el fin de evaluar si la rhNEPO afecta la producción de glóbulos

rojos de igual modo que la rhEPO luego del tratamiento efectuado en el modelo  in
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vivo, se determinó el hematocrito de los animales y se pudo observar que, si bien la

rhNEPO incrementó su valor con respecto al grupo tratado sólo con vehículo, éste fue

significativamente inferior (20%) con respecto al observado para la rhEPO. 

Por lo tanto, se puede decir que los resultados obtenidos durante este trabajo de

tesis permiten postular a la nueva combinación de rhEPO (Neuroepoetin), obtenida

luego de cuatro etapas de purificación, como un potencial agente neuroprotector, ya

que cumple con varias de las características requeridas para dicha función. De hecho,

es  una  molécula  segura  dado  que  deriva  de  una  droga  actualmente  utilizada  y,

además, no sólo demostró un efecto citoprotector en ensayos de viabilidad celular que

fue  corroborado  en  ensayos  de  apoptosis,  poniendo  en  evidencia  su  capacidad

antiapoptótica, sino que también demostró un rol neuroprotector en un modelo in vivo

de daño neuronal isquémico luego de ser administrada por vía intraperitoneal con un

reducido efecto hematopoyético.  
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