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SÍNTESIS 

El incremento de la expectativa de vida conlleva a un mayor riesgo de padecer 

afecciones relacionadas con el envejecimiento, por ejemplo, enfermedades 

neurodegenerativas como la Enfermedad de Alzheimer (EA), que constituye la causa 

más común de demencia. Esta enfermedad se caracteriza por un deterioro progresivo e 

irreversible de la memoria, alteraciones en el comportamiento, pérdida de la habilidad 

motora, del lenguaje y de la percepción de la realidad. Hasta el momento no se dispone 

de opciones terapéuticas efectivas para su prevención y tratamiento. La eritropoyetina 

endógena (EPO), inicialmente conocida por actuar sobre células eritroides en la médula 

ósea y estimular la eritropoyesis, también promueve la neurogénesis y neuroprotección 

participando en la neuroplasticidad cerebral fisiológica y reactiva a daños diversos. Se 

han desarrollado diferentes tipos de EPO humana recombinante (EPOhr) que no 

inducen eritropoyesis, incluyendo la eritropoyetina humana recombinante con bajo 

contenido de ácido siálico (NeuroEPO). Ésta es capaz de alcanzar rápidamente el 

cerebro después de su administración por vía intranasal (IN), aproximadamente en 5 

min. Los resultados obtenidos en el presente trabajo evidenciaron el efecto 

neuroprotector de la NeuroEPO por vía IN en el hipocampo y la corteza cerebral, en 

modelos no transgénico y transgénico de EA. La eficacia y seguridad de la NeuroEPO 

demostrada en estudios anteriores, unida a su aplicación no invasiva, sugieren un 

amplio espectro para su uso clínico y profiláctico, incluyendo el tratamiento de las fases 

aguda y crónica de la EA. 
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ABREVIATURAS   

AChEI: inhibidores de la acetilcolinoesterasa   

ADAM: una desintegrina y metaloproteinasa (por sus siglas en inglés)  

Akt: proteína quinasa B   

ANOVA: análisis de la varianza  

Aph-1: anterior pharynx-defectiva 1 (por sus siglas en inglés)  

ApoE: apolipoproteína E  

APP: proteína precursora de amiloide (por sus siglas en inglés)  

APPswe: modelo de ratón transgénico Tg2576 de familia suiza (por sus siglas en inglés)   

ATP: adenosintrifosfato  

Ataxia SCA-2: ataxia espino cerebelosa tipo 2  

Asn: aminoácido Asparagina  

βA: péptido β amiloide  

βA40: péptido β-amiloide de 40 residuos de aminoácidos  

βA-42: péptido β-amiloide de 42 residuos de aminoácidos  

BACE: enzima secretasa β   

BCL: linfoma de células B   

BDNF: factor neurotrófico derivado del cerebro (por sus siglas en inglés)  

BHE: barrera hematoencefálica   

CA1: cuerno de Amón, sector 1  

CEPO: eritropoyetina carbamilada  

CIM: Centro de inmunología Molecular  
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CR-3: receptor de la fracción 3 del complemento  

CR-21: cromosoma 21  

DE: desviación estándar  

DNA: ácido desoxirribonucleico  

EA: enfermedad de Alzheimer  

ELISA: ensayo por Inmuno absorción ligado a enzimas (por sus siglas en inglés)  

EPO: eritropoyetina endógena  

EPOhr: eritropoyetina Humana Recombinante  

EPOR : receptor de eritropoyetina  

ERO: especies reactivas del oxígeno  

FAD: enfermedad de Alzheimer familiar   

FHP: filamento helicoidal pareado  

GABA: ácido gamma amino butírico (por sus siglas en inglés)  

GDNF: factor neurotrófico derivado de la Glía (por sus siglas en inglés)  

GEK3: glicógeno sintetasa kinasa 3 (por sus siglas en inglés)  

GFAP: proteína ácida glio fibrilar (por sus siglas en inglés)  

GPX: glutatión peroxidasa  

GSK 3: glucógeno sintasa quinasa 3 (por sus siglas en inglés)  

GTP: trifosfato de guanosina  

hAPPm: mensajero de la proteína precursora de amiloide humana  

Hb: hemoglobina  

HIF-1: factor inducible de hipoxia de tipo 1   

Hto: hematocrito  

H2O2: peróxido de hidrógeno  
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I
125

: yodo 125   

ICV: vía de administración intracerebro-ventricular  

IGF-1: factor de crecimiento insulínico de tipo 1(por sus siglas en inglés)  

IHQ: inmunohistoquímica  

IL: interleucina  

IM: vía de administración intramuscular  

IN: vía de administración intranasal  

IR: infrarrojo  

IV: vía de administración intravenosa  

Kg: kilogramos  

KDa: kilodalton  

LCR: líquido cefalorraquídeo  

Leu: aminoácido Leucina  

LTP: potenciación a largo plazo  

Lys: aminoácido Lisina  

Met: aminoácido Metionina  

MHCII: complejo mayor de histocompatibildad de clase II  

NeuroEPO: eritropoyetina humana recombinante con bajo contenido en ácido siálico  

NGF: factor de crecimiento nervioso (por sus siglas en inglés)  

NMDA-R: receptor N-Metil D-Aspartato (por sus siglas en inglés)  

NO: óxido nítrico (por sus siglas en inglés)  

NT-3: neurotrofina-3  

ONF: ovillos neurofibrilares   

PDGF: factor de crecimiento derivado de las plaquetas (por sus siglas en inglés)  
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PS1: presenilina 1   

PS2: presenilina 2   

PVC: cloruro de polivinilo (por sus siglas en inglés)  

RE: retículo Endoplasmático  

RNAm: ácido ribonucleico mensajero  

sAPPβ: fragmento de proteína precursora de β amiloide soluble   

seg: segundo  

SNC: sistema nervioso central  

SOD: superóxido  dismutasa   

Tau: proteína tau   

TBS: tris salino tamponado  

TNF-α: factor de necrosis tumoral- alfa (por sus siglas en inglés)  

UI: unidades internacionales   

 β-CTF: fragmento C- terminal de la β-secretasa  

 γ-CTF: fragmento C- terminal de la γ-secretasa  
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INTRODUCCIÓN 

El planeta Tierra está poblado por más de 7 000 millones de humanos. En el mundo el  

promedio de vida es de 69 años, la cual está asimétricamente dividida en 80 años para 

los denominados países desarrollados mientras que para los catalogados como en 

desarrollo y no desarrollados son de solo 67 y 57 años respectivamente. Teniendo en 

cuenta que es la edad biológica un factor de riesgo no modificable para las 

enfermedades neurodegenerativas, al lograr en la región de Latinoamérica indicadores 

de desarrollo, estos llevarán a enfrentar la problemática social del envejecimiento 

poblacional y los problemas que estos generan tanto para la sociedad como para su 

núcleo fundamental, la familia
1
.  

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa devastadora 

que aumenta en la actualidad con el desarrollo mundial y el envejecimiento 

demográfico. La EA se diagnostica con mayor frecuencia en las personas de más de 65 

años de edad, aunque es menos frecuente la EA puede aparecer entre los 35-40 años de 

edad. En el año 2016, había en el mundo aproximadamente 47 millones de personas con 

algún tipo de demencias, esperando un incremento de más de 131 millones para el año 

2050 y se prevé que la EA afecte a una de cada 85 personas
2
. En el año  2016 existían 

en Cuba 160 mil pacientes con algún tipo de demencias, diagnosticándose 

aproximadamente 28 000 casos nuevos por año, para un costo anual de 712 millones de 

dólares
3
. 

Los síntomas de la EA incluyen la pérdida de la memoria, la imposibilidad de 

comunicación o de realizar tareas rutinarias, alteración de la personalidad y el estado 

vegetativo. Las características histopatológicas encontradas en el cerebro de los 
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pacientes con EA son: la presencia de placas seniles extracelulares, ovillos neuro 

fibrilares (ONF) intracelulares, reducción de la sinapsis, degeneración neuronal y 

reducción del volumen cerebral. Esta realidad, tiene impacto negativo en la 

productividad del trabajo, en el costo de la salud pública y el desarrollo sostenible en 

general de la sociedad
4,5

. 

A nivel mundial a pesar de los sostenidos esfuerzos tanto académicos como de la 

industria farmacéutica no se dispone de un tratamiento efectivo contra la EA. Las 

drogas aprobadas por la Food and Drug Administration (FDA) son la Rivastigmine, 

Donepezil, Galantamine y Memantine con efectos beneficiosos probados solo en las 

etapas iniciales de la enfermedad
6
. 

Estos medicamentos pertenecen a dos grupos: los inhibidores de la acetilcolinesterasa 

(AChEI) y los antagonistas de los receptores de ácido N-metil-D-aspártico (NMDAR). 

Los AChEI incluyen en este grupo el donepezilo, la rivastigmina y la galantamina
7
. El 

mecanismo de acción de los AChEI es aumentar la transmisión colinérgica mediante la 

inhibición de la acetilcolinesterasa en la hendidura sináptica y por ello podrían 

incrementar ligeramente la capacidad cognitiva de los pacientes con EA. La memantina 

es un antagonista del receptor NMDAR que reduce la excitotoxicidad por el bloqueo de 

este receptor inotrópico, ya que en la EA los niveles del neurotransmisor glutamato son 

patológicamente elevados. Ambos grupos de medicamentos están indicados para el 

tratamiento de pacientes con EA moderada
8
.  

Sin embargo, se ha demostrado que ninguno de estos fármacos aprobados representa 

realmente una cura para la enfermedad, ya que su efecto es solo paliativo y su eficacia 

disminuye con el tiempo
9,10

. 
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La eritropoyetina humana recombinante (EPOhr) se emplea en pacientes con fines 

eritropoyético desde la década de los años 80 del pasado siglo por vía subcutánea e 

intravenosa. En dosis altas puede cruzar la barrera hematoencefálica (BHE) y ejercer un 

efecto neuroprotector
11,12

. En general la molécula es bien tolerada y entre los efectos 

adversos más importantes reportados por su administración sistémica se encuentra la 

hipertensión arterial, que parece estar relacionado con el aumento de la viscosidad 

sanguínea por el aumento de la masa globular. La eritropoyetina (EPO) es expresada en 

el cerebro y regulada por el factor inducible de hipoxia-1 (HIF-1), el cual es activado 

por una variedad de estresores
13,14

. 

La EPOhr posee actividad neurotrófica y disminuye la excitabilidad neuronal, la cual se 

encuentra involucrada en diversas formas de lesión del cerebro. Promueve la 

angiogénesis ya que induce resistencia en las células endoteliales a través de la afinidad 

que tiene con su receptor en los vasos sanguíneos, estimulando la formación de 

capilares; así como tiene acción antiapoptótica dada por sus efectos en el control del 

balance de expresión de moléculas pro-apoptóticas y anti-apoptóticas, la disminución de 

la expresión de genes pro-apoptóticos y la inhibición de la actividad de las caspasas 8, 1 

y 3, relacionadas con la liberación de citocromo c de la mitocondria
15

. Su efecto 

neuroprotector se produce por su actividad antiinflamatoria mediante la regulación de 

genes inflamatorios
16

.  

En estudios preclínicos y clínicos previos se demostró el efecto beneficioso de la EPOhr 

en diversas enfermedades en modelos de animales con hemorragia subaracnoidea
17

, 

trauma craneoencefálico
18

, daño de la médula espinal
19

 además reduce el daño neuronal 

funcional en modelos de esclerosis múltiple
20

 y mejora la neuropatía del diabético
21

. 

También, tiene acción cardioprotectora en el infarto del miocardio, donde se reduce el 
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volumen del infarto
22

, se ha reportado su uso como tratamiento en la esquizofrenia
23

, la 

hipoxia perinatal
24

 y en la esclerosis múltiple
25

.  

Sin embargo, una complicación potencial de un tratamiento sistémico a dosis repetida 

con EPOhr está dada por el aumento de la actividad hematopoyética en pacientes que no 

tienen anemia, lo que constituye un problema a resolver en la práctica médica para usar 

esta molécula como neuroprotector. 

La molécula de EPOhr tiene una vida media larga debido a la glicosilación que posee, 

pero a su vez también permite su unión al receptor y ejercer así su acción eritropoyética. 

Por ejemplo, en los ratones que sobre expresan la EPO, aumentó los niveles del 

hematocrito y el volumen del infarto después de la isquemia cerebral
26

. Por tal motivo 

se evalúan como citoprotectores varias isoformas de la EPOhr con mayor o menor 

cantidad de ácido siálico u otras modificaciones en su estructura, que mantengan su 

efecto citoprotector; pero que disminuya su efecto eritropoyético. Son ejemplo de éstas 

isoformas la asialoeritropoyetina (asialo EPO) y la eritropoyetina carbamilada 

(CEPO)
27

.  

La asialo EPO fue obtenida por remoción completa de los ácidos siálicos, lo que 

provoca una disminución de la vida media de la hormona en circulación sanguínea sin 

cambios en su actividad neuroprotectora
28,29

.  

La CEPO pierde su actividad hematopoyética por carbamilación en los aminoácidos de 

lisina, pero conserva su acción protectora de otros tejidos lo que avala su uso a largo 

plazo para tratar enfermedades crónicas. Esta molécula se ha empleado en modelos de 

trauma cerebral y en estados agudos de isquemia e isquemia reperfusión y se confirmó 

que tiene un efecto neuroprotector igual que la EPOhr
30

.  
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En estudios realizados en estados crónicos de hipoxia en ratas, quedó demostrado que la 

CEPO no tiene efecto adverso sobre el peso corporal de los animales, la supervivencia y 

el hematocrito
31

. También se observó su efecto modulador de la sinapsis en modelo 

transgénico de EA comparándola con la EPOhr
32

. 

En Cuba se desarrolló por el Centro de Inmunología Molecular (CIM)  la producción de 

la EPOhr. Durante este proceso se obtienen varias isoformas con niveles diferente de 

ácido siálico. Cuando el contenido de ácido siálico por mol de proteína es menor de 10, 

se considera que ésta EPOhr tiene insuficiente protección para ser usada como agente 

eritropoyético, ya que su vida media en sangre será relativamente corta por la rápida 

degradación en el hígado. Esta molécula ha sido denominada como NeuroEPO que es 

muy similar a la endógena producida por los astrocitos del cerebro humano por 

presentar menor peso molecular y menor contenido de ácido siálico
33

. 

La NeuroEPO hasta el presente, constituye el único derivado no eritropoyético de la 

eritropoyetina que no tiene modificaciones químicas en su estructura. Su acción se 

relaciona con los mecanismos de la neuroprotección endógena,  así como su posible 

participación en la reparación en los procesos patológicos agudos como la isquemia 

cerebral o en los crónicos como la enfermedad de Parkinson o Alzheimer y en las 

enfermedades genéticas como la ataxia espinocerebelosa tipo 2 (Ataxia SCA-2)
34

. 

Las potencialidades que tiene la eritropoyetina en su variante NeuroEPO aplicada por 

vía IN ha demostrado ser segura, avalada por estudios de toxicidad a dosis única y 

repetida en modelos animales
35

.  Se realizó además ensayo clínico Fase I-II en 

voluntarios sanos con resultados satisfactorios
36

. En el ensayo clínico de la Ataxia 

SCA2, los pacientes mejoran la coordinación de movimientos, la marcha, el habla, las 



14 

 

funciones fronto ejecutivas y la latencia sacádica de la acción del cerebelo sobre los 

movimientos oculares
37

. Está en desarrollo el ensayo clínico Fase I-II en pacientes con 

infarto cerebral en dos hospitales (Hospital Nacional en La Habana y Gustavo 

Aldereguía en Cienfuegos)
38

. 

La NeuroEPO por vía IN alcanza el cerebro rápidamente, no estimula la eritropoyesis 

después de los tratamientos agudos repetidos y se demostró el paso al cerebro en  

modelos en roedores y en primates no humanos
39,40

. Se ha demostrado que esta 

molécula, en dosis de 500 µg/Kg de peso corporal (equivalente a 50 000 unidades 

eritropoyéticas) no estimula la eritropoyesis en ratones
41

.  El mecanismo a través del 

cual la NeuroEPO hace su acción no está totalmente descrito, aunque existen evidencias 

de su interacción con el receptor de la EPO en células del Sistema Nervioso Central 

(SNC)
42,43

.  

El estudio de las variantes genéticas ha permitido proponer una hipótesis de trabajo en 

la que el péptido amiloideo podría ser el causante de la patología. Además ha permitido 

generar y analizar una serie de modelos transgénicos conteniendo dos o tres genes 

humanos mutantes (APP, PS1 y Tau) que si bien son importantes y tal vez no tenemos 

nada mejor, pero se alejan en muchos aspectos de la patología humanas
44

. 

Las anteriores evidencias reportadas permiten plantearnos la hipótesis que la NeuroEPO 

tiene un efecto protector contra la enfermedad de Alzheimer. 

Planteamiento del problema 

Resultados alcanzados recientemente han demostrado clínicamente la seguridad de una 

formulación nasal de la EPO cuyo principio activo es la NeuroEPO en el ensayo clínico 
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fase I en voluntarios sanos
45

. A pesar de ello actualmente no se ha establecido ningún 

fármaco con categoría de neuroprotector, por lo que la formulación nasal Neuro-EPO 

como es un nuevo producto, que aspira a esta categoría, se hace necesario establecer 

según requisitos de las autoridades regulatorias, los niveles de eficacia y de seguridad 

preclínicas en diversos modelos de animales, lo cual constituye un requisito previo para 

su evaluación en ensayos clínicos en humanos. ¿Podrá la formulación de NeuroEPO 

intranasal ejercer su efecto neuroprotector en modelos animales de enfermedad de 

Alzheimer? 

Hipótesis 

La NeuroEPO por vía nasal protege las poblaciones celulares corticales y subcorticales 

en modelos de enfermedad de Alzheimer. 

Objetivos 

1. Evaluar el efecto neuroprotector de la NeuroEPO en ratones no transgénicos de 

la enfermedad de Alzheimer. 

2. Evaluar el efecto neuroprotector de la NeuroEPO en modelo en ratones 

transgénicos Tg25-76 APPswe. 

Aporte teórico de la tesis 

Se demuestra por primera vez el efecto beneficioso que tiene la aplicación de una 

molécula de la Biotecnología cubana (NeuroEPO), de acceso rápido al SNC aplicada 

por vía IN para neuroproteger el tejido cerebral, además de diseñar una metodología de 
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evaluación lógica en modelos transgénicos y no transgénicos de la enfermedad de 

Alzheimer.  

Aporte metodológico 

Se ha desarrollado una metodología experimental acorde al objetivo fundamental del 

trabajo, en la cual se destacan, métodos bioquímicos para la determinación de los 

niveles de  EPO en fluidos y tejidos, métodos conductuales para investigar la incidencia 

en marcadores del daño neurológico y estudios histológicos para determinar el daño en 

estructuras del SNC. Su enfoque multidisciplinario, el orden lógico de la estrategia 

experimental y el gran volumen de trabajo desarrollado con el objetivo de cumplir los 

objetivos trazados. 

Aporte práctico/social 

Los resultados presentados en esta tesis permitieron la elaboración de la documentación 

necesaria para la presentación y aprobación por el órgano regulatorio cubano CECMED 

para el desarrollo de un ensayo clínico en ejecución con el uso de la Neuro EPO como 

neuroprotector en el tratamiento en fase inicial estadio I y II de la EA 



17 

 

REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

Definición y características del envejecimiento 

Las definiciones de envejecimiento coinciden en que consiste en un conjunto de 

transformaciones, cambios bioquímicos, fisiológicos, morfológicos, sociales, 

psicológicos y funcionales que aparecen en el organismo a lo largo de la vida como 

consecuencia de la acción del tiempo sobre los seres vivos y que causan una 

disminución de la probabilidad de supervivencia y se reduce la capacidad fisiológica de 

autorregulación, de reparación y de adaptación antes situaciones del medio, procesos en 

los que juega un papel importante el sistema nervioso
46

. 

Las propuestas de teorías que tratan de explicar el proceso de envejecimiento se apoyan 

en mecanismos fisiológicos, bioquímicos, metabólicos y genéticos. Por la naturaleza 

multicausal del envejecimiento, resulta difícil que una única teoría pueda explicar todos 

sus mecanismos. Entre los mecanismos fisiológicos propuestos se encuentran la teoría 

del deterioro orgánico y la inmunobiológica y entre los bioquímicos y metabólicos se 

encuentran la teoría de la acumulación de productos de desecho, la teoría de las 

interconexiones o del entrecruzamiento y la teoría de los radicales libres, estrés 

oxidativo y daño mitocondrial. Entre las propuestas de teorías genéticas, las que 

actualmente reciben gran atención, se encuentra la teoría de la acumulación de errores, 

la teoría de la mutación somática a partir de las alteraciones del ADN y la teoría de la 

programación genética
47,48

. Existen otras teorías como la neuroendocrina y la 

inmunológica que intentan explicar el envejecimiento pero han sido criticadas por la 

falta de evidencias
49

. 
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Al analizar el proceso de envejecimiento se debe diferenciar el envejecimiento 

fisiológico relacionado exclusivamente con los cambios que se producen en los órganos 

y sistemas del organismo con el paso del tiempo del envejecimiento caracterizado por la 

presencia de alteraciones secundarias a enfermedades o  influencias del medio
50

. 

En el envejecimiento la mayoría de los órganos vitales sufren atrofia o degeneración, el 

sistema inmune se debilita y el organismo es más susceptible a infecciones, traumas u 

otras situaciones de estrés. La incidencia de cáncer aumenta de forma significativa con 

la edad y se produce una pérdida de la visión, audición, memoria, coordinación motora 

y otras funciones neuronales
51

. 

Se ha demostrado que tanto las enfermedades neurodegenerativas como las alteraciones 

cognitivas asociadas a la edad, son reflejo de la debilidad de ciertas poblaciones 

neuronales
52

. La atrofia y la pérdida de peso cerebral guardan relación con las 

afecciones neurológicas e intelectuales que se producen durante el proceso de 

envejecimiento
53

. La pérdida de neuronas corticales que se produce durante el 

envejecimiento normal, la pérdida de dendritas de las pirámides corticales y la 

disminución del número de espinas dendríticas contribuye a una disminución general de 

las conexiones sinápticas
54

. 

Las aglutinaciones u ovillos de neurofibrillas (ONF) ocupan el citoplasma de células 

piramidales y desplaza a otros organitos citoplasmáticos. Cada ONF está formado por 

un par de filamentos enrollados en forma helicoidal pareado (FHP) y pueden 

encontrarse en menos proporción en el neurópilo, en axones mielinizados y en botones 

sinápticos anormales. La proteína asociada a los microtúbulos (tau) es el componente 

estructural más importante de los FHP y en ella se presentan cambios conformacionales 
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patológicos dados principalmente por hiperfosforilación y truncamiento del extremo 

carboxilo (proteólisis endógena), dando lugar a especies de peso molecular bajo que 

resultan tóxicos a las células nerviosas. Las aglutinaciones son más notables en el 

hipocampo y en la corteza cerebral pero también en las zonas grises más profundas 

como el hipotálamo y la sustancia reticular del tallo cerebral
55

. 

Las placas neuríticas o seniles tienen una localización fundamentalmente extracelular y 

están principalmente compuestas de diferentes especies de fibrillas β-amiloide (βA) 

localizadas centralmente, rodeada de fibras gruesas argentófilas y la mayoría tienen una 

red capilar contigua. Se observan múltiples neuritas distróficas engrosadas que rodean 

las fibras huecas de sustancia amiloide y contienen FHP, lisosomas lamelares y 

mitocondrias degenerativas; así como astrocitos y microglias reactivos. Una parte 

sustancial de βA no es fibrilar pero soluble y forma oligómeros de diferente 

complejidad que son tóxicos a las células nerviosas
56

. 

La aparición de la lipofucsina es un fenómeno característico de la célula que envejece. 

A medida que avanza la edad se encuentran grandes cantidades de lipofucsina en el 

soma de las neuronas. Es una inclusión citoplasmática de color parduzco y representan 

residuos insolubles de la actividad lisosomal (cuerpos residuales). Al microscopio 

electrónico se visualiza como un cuerpo heterogéneo de color negro intenso, rodeado 

por una membrana donde alternan partículas densas y lípidos formando gotas o 

membranas enrolladas sobre sí mismas. Químicamente consiste en una agregación 

intracelular de lípidos, proteínas, carbohidratos y trazas de metales imposibles de 

degradar que contiene además muchos aminoácidos y enzimas como la fosfatasa ácida, 

fosfatasa alcalina y gránulos lipoides que son los principales precursores de los 

pigmentos de lipofucsina
57

. 
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Se conoce que durante el envejecimiento normal aumentan las cantidades de neuroglias 

en diversas regiones del encéfalo en los humanos, monos y roedores. En la corteza 

cerebral se produce un incremento en el número y tamaño de astrocitos y microglias. 

Ambas células gliales desempeñan una función neuroprotectora, pero en respuesta a las 

alteraciones neuronales ocupan el parénquima que deja libre el tejido neuronal. Se 

observa un aumento de los astrocitos que expresan proteína ácida glio fibrilar (GFAP). 

También se produce un incremento del contenido gliofibrilar de los astrocitos (gliosis 

fibrosa), aumento fibroso que primero se observa en el estrato molecular de la corteza 

cerebral pero que también afecta a las restantes capas en la atrofia senil más avanzada
58

.  

Entre las microglias, son las activadas, las que sobre-expresan interleucina 1 (IL-1) y 

tienen características de células fagocíticas, las que fundamentalmente se incrementan 

durante el envejecimiento. Se plantea que esta hipertrofia de algunas neuroglias y la 

disminución del agua extracelular en el tejido cerebral durante el  envejecimiento 

pueden contribuir a la disminución metabólica cerebral, tal vez alterando la 

permeabilidad de la barrera hematoencefálica
59

. Se ha demostrado una disminución de 

los sitios de fijación de glucocorticoides en las células de neuroglias lo que tal vez 

refleje un efecto indirecto de los cambios microambientales
60

. 

Dentro de los cambios neurobioquímicos que se producen durante el envejecimiento se 

encuentran alteraciones en el transporte de aminoácidos de la sangre a la corteza frontal 

y se alteran gran cantidad de neurotransmisores como la disminución de acetil-colino-

transferasa, ácido γ amino butírico (GABA) y de enzimas sintetizadoras de 

catecolaminas. Algunos receptores de neurotransmisores están disminuidos en el 

hipotálamo e hipocampo
61

.  
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Se ha descrito un aumento en las cantidades de glutamato (uno de los principales 

neurotransmisores excitadores del SNC) en la corteza de ratas envejecidas y en cerebros 

envejecidos una disminución de su recaptación por neuronas. El aumento del glutamato 

extracelular puede conducir a procesos de excitotoxicidad tanto en neuronas como en 

glías produciendo su muerte. Estos procesos de excitotoxicidad se producen por 

cambios en la homeostasis del calcio y la inducción de cascadas apoptóticas
62

. 

La disminución del estado cognitivo durante el envejecimiento se ha relacionado 

también con la disfunción de homeostasis del calcio fundamentalmente en el 

hipocampo. En el cerebro envejecido de murinos se ha observado un aumento del calcio 

dentro de la neurona provocando una serie de cambios bioquímicos y fisiológicos que 

conllevan a una disminución de la transmisión sináptica, lo que puede ayudar a la 

pérdida cognitiva observada en el envejecimiento cerebral. Hay una progresiva 

disminución de factores de crecimiento tales como el factor de crecimiento nervioso 

(NGF), el factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF), la neurotrofina 3 (NT-3), el 

factor neurotrófico derivado de la glía (GDNF),  así como de los factores de crecimiento 

insulinoides de tipo 1 (IGF-1), todo lo cual puede contribuir al desarrollo de los cambios 

neurotóxicos observados en el envejecimiento, a una mayor susceptibilidad al daño 

neuronal y a una disminución de su actividad, a la atrofia neuronal y a una disminución 

de la capacidad de aprendizaje y memoria
63

. 

El envejecimiento cerebral está asociado a una continua disminución de la capacidad de 

producir ATP tanto por disminución de la cantidad de mitocondrias en sus células como 

por la disminución de la fosforilación oxidativa en mitocondrias disfuncionales con 

disminución de la transferencia de electrones por los complejos I y IV
64

. 
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El sistema nervioso es susceptible a sufrir daño oxidativo debido a varios factores, entre 

los que se destacan su alto consumo de oxígeno, su dependencia en el metabolismo de 

carbohidratos y su compleja composición de lípidos de membrana. Los radicales libres 

son generados en varios sitios celulares, pero la cadena respiratoria mitocondrial es una 

de sus fuentes principales. En la mitocondria se producen importantes cambios 

moleculares y sobre ella actúa el estrés oxidativo siendo una de las teorías más sólidas 

que explican el envejecimiento
65

. 

Las especies reactivas de oxígeno (ERO) tienen un gran impacto en los procesos de 

estrés oxidativo durante el envejecimiento y entre ellos se encuentran el anión 

superóxido, peróxido de hidrógeno (H2O2), óxido nítrico y el peroxinitrito. La 

producción de anión superóxido y de H2O2 aumenta en las mitocondrias de cerebro de 

ratones y ratas envejecidas. Se ha observado un aumento de la producción de óxido 

nítrico por algunos astrocitos en el cerebro envejecido y en homogenados de corteza 

cerebral de ratas envejecidas se ha observado una disminución de la producción de 

óxido nítrico en sus mitocondrias. El peroxinitrito también aumenta en el hipocampo y 

la corteza de ratas envejecidas
66

. 

La Enfermedad de Alzheimer. 

La EA es un tipo de demencia progresiva que fue descrita inicialmente por el médico 

Alois Alzheimer en 1907
67,68

. Se define EA como demencia progresiva que se 

caracteriza por un deterioro cognitivo progresivo, con pérdida de funciones de la 

memoria, de la orientación y de funciones cognitivas superiores, tales como la 

personalidad, generación de juicios complejos, cálculo y capacidades de relaciones 

visual-espacial. En las etapas terminales, pérdidas de la capacidad motora. Todo ello 
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implica que esta enfermedad tenga connotaciones sociales (por el número de familias 

afectadas con miembros que padezcan la enfermedad), familiares (por la implicación de 

los miembros de las familias afectadas) y biosanitarias (el gasto que supone el 

tratamiento de estos enfermos), hace que esta enfermedad tenga o vaya a tener una 

relevancia muy importante
69

. 

La EA afecta a grandes zonas del cerebro y su diagnóstico es fundamentalmente en 

estudios postmorten. El cerebro de EA muestra una atrofia muy clara, sobre todo en la 

región del hipocampo, y en las áreas de asociación de la corteza y unos ventrículos muy 

expandidos. Aunque se preservan regiones como las áreas visuales de la corteza, 

somato-sensorial y auditivas
70

. Los daños más tempranos ocurren en la corteza del 

entorrinal, el hipocampo y en la región basal, que son las estructuras especializadas en 

el cerebro que desempeñan un papel crítico en la memoria
71

. 

La neuropatología de la EA muestra dos características fundamentales que van 

asociadas en mayor o menor medida, Placas seniles β amiloides (βA) extracelulares y 

ONF intracelulares
72,73

. 

Las placas seniles extracelulares están formadas por la polimerización de un péptido de 

entre 40 y 43 aminoácidos, denominado amiloide, que puede estar rodeado por células 

de glía reactiva y por neuritas distróficas. Los ONF intracelulares, están formados por 

polímeros de la proteína tau anormal o hiperfosforilada. Además, de estas marcas 

histopatológicas, el cerebro de EA presenta un alto nivel de gliosis reactiva (astrocitos 

“reactivos” y microglia “activada”), así como marcadores de inflamación y marcadores 

de muerte neuronal
74,75

.  
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1. ¿Cuáles son las causas de la enfermedad de Alzheimer? 

Si bien el 90-95% de la EA es esporádica, en un porcentaje entre 5-10% (según 

poblaciones) hay variantes genéticas de transmisión dominante, denominada 

enfermedad de Alzheimer familiar, (FAD). Así se han caracterizado tres genes mutantes 

FAD, presentes en los cromosomas humanos 21, 14 y 1 correspondientes a las proteínas 

conocidas como Proteína precursora del Amiloide (APP), Presenilina 1 (PS1) y 

Presenilina 2 (PS2), respectivamente. Además, se han caracterizado una serie de 

variantes alélicas existentes en la población normal por tanto no mutante, de varios 

genes que tienen incrementada la susceptibilidad a padecer esta patología. Así se han 

descrito variantes de genes como Apo E, Clusterin, PICALM, etc
76,77

. 

El relativo avance en el conocimiento de la enfermedad ha venido a partir de los 

hallazgos tales como: por un lado la purificación y caracterización del péptido del 

amiloide βA 40-42 aa
78

. Además ha sido más recientemente cuando se ha caracterizado 

la presencia de péptidos βA de 43 aa
79

. 

El segundo aporte importante fue la caracterización y secuenciación, de uno de los 

genes mutantes de una FAD ligado al cromosoma 21(CR 21)
80

. De aquí se caracterizó la 

APP y se pudo comprobar que la secuencia del gen APP contenía la secuencia del 

péptido amiloide
81

. 

2. Molécula precursora del amiloide  

El estudio y caracterización de la APP puso de manifiesto que es una proteína ubicua 

(está presente en todas las células del organismo), y muy conservada evolutivamente. 

En humanos está codificado por 18 exones que pueden dar hasta ocho proteínas 
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diferentes, todas las variantes menos una, contendrían una región transmembrana. De 

todas las posibilidades, se consideran las variantes APP 695, APP 750 y APP 770 como 

las mayoritarias; aunque a nivel de proteínas no es fácil concretar esta afirmación por 

falta de anticuerpos específicos. Si bien la APP es ubicua, parece que la relación del 

APP 695 con respecto a 750 y 770 es mayor en neuronas
82

.  

La APP tiene características de glicoproteína de membrana genérica. Presenta regiones 

para tres tipos de glicosilación, tipo N, tipo O y tipo proteoglicanos (asociado a la falta 

del exon L)
83

, en concreto de tipo condroitina-sulfato
84

.Además, dentro de las 

modificaciones postraduccionales, se describieron sitios de fosforilación (intra y 

extracelular), de tirosinas y lo más importante sitios de proteolísis, para al menos tres 

proteasas, descritas como secretasas α, β y γ. La secretasa α fue descrita como la 

proteasa que podía cortar el péptido amiloide entre las posiciones 16-17, ahora ya hay 

descritas y caracterizadas una serie de proteasas de la familia ADAM (a disintegrin and 

metalloproteinase) que pueden realizar esta función, como son: ADAM9, ADAM10 y 

ADAM17. La secretasa Beta O (BACE), fue descrita como la proteasa que podría cortar 

el péptido amiloide en la posición 1 (aunque la selectividad no es perfecta, +/- 1 aa), 

Para esta proteasa se han descrito dos genes BACE 1 y BACE 2. La BACE 1 es 

codificada para un precursor de la enzima que tiene que ser activado por una proteasas 

activadora, del tipo furin, para producir la proteasa madura BACE1
85

. 

Existen dos genes responsables de la secretasa γ, el gen de la presenilinas 1 (PS1) y el 

gen de presenilinas 2 (PS2), los otros dos miembros de FAD descritos en poblaciones 

humanas.  Es una proteina con ocho dominios transmembrana que constituyen el 

complejo “γ-secretasa” compuesto por al menos otras tres proteínas: Nicastrina (Ncs), 

Aph-1 (anterior pharynx-defective-1) y Pen-2 (presenilin enhancer-2), cuya misión es 
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ayudar a constituir un complejo activo y favorecer la auto-proteolisis de PS1/2, para 

conseguir la activación de la actividad enzimática que cortara APP en la posición 

correspondiente para generar las posiciones 40/42 /43 del péptido amiloide
86

. 

3. Factores genéticos de predisposición a la enfermedad de Alzheimer 

Si bien hay solo descrito tres genes mutantes responsables de las variantes FAD, hay 

una serie de alelos normales en la población que han sido asociados a la mayor 

predisposición de padecer la enfermedad de Alzheimer. La mayor probabilidad de 

presentar la patología son la Apolipoproteína E (Apo E), Clusterin o Apolipoproteína J 

(Apo J), la proteína PICALM y la proteína BIN1
87

. 

El primer factor descrito y mucho más estudiado que los demás es ApoE. Hay tres 

alelos posibles en la población humana que según la variación de los aminoácidos 

correspondientes a las posiciones 112 y 158 se denominan: Apo E 2, Apo E 3 y Apo E 

4. Cuando en la posición de los aminoácidos (aa 112 aa 158) se encuentra Alelo 

Cisteina-Cisteina (Apo E 2), Cisteina-Arginina (Apo E 3) Arginina-Arginina (Apo E 4). 

Se sabe que tener dos alelos Apo E 4, o en algunas poblaciones tener una combinación 

Apo E 3/Apo E 4, da una mayor predisposición a padecer la enfermedad
87

.  

Clusterin o Apo J es una proteína en cierta medida análoga, producida por astrositos y 

como la  Apo E está implicada en el transporte de colesterol. Si bien las neuronas tienen 

la capacidad de sintetizar el colesterol independientemente del aporte de la circulación 

sanguínea. Sobre PICALM y BIN1 hay menos información y se sabe que son proteínas 

que tienen una función en la endocitosis mediada por receptor y probablemente su 

disfunción afecte el tráfico sináptico y/o axonal
88

. 
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4. Teoría amiloidogénica 

Las causas del Alzhéimer no están esclarecidas por completo. Dentro de la multitud de 

hipótesis que han surgido a lo largo de los años, tal vez la teoría amiloidogénica es la 

que tiene mayor difusión. Si bien otras teorías como un déficit colinérgico o un fallo 

metabólico también han sido propuestas. La más antigua de ellas, y en la que se basan la 

mayoría de los tratamientos disponibles en el presente, es la hipótesis colinérgica, la 

cual sugiere que gran parte del deterioro en EA se debe a una reducción en la síntesis 

del neurotransmisor: acetilcolina. Esta hipótesis no se ha mantenido como hipótesis 

general ya que los medicamentos que tratan una deficiencia colinérgica tienen reducida 

efectividad en los estadios iniciales. 

La hipótesis más extendida propone que la acumulación del péptido amiloide es 

iniciador de la patología, si bien una redefinición más moderna de esta teoría dice que la 

posterior disfunción neuronal seria a través de la fosforilación y acumulación de tau, ya 

que esta acumulación de polímeros de tau correlacionaría mejor con la severidad de la 

demencia. Esta hipótesis fue inicialmente propuesta por Prof. J Hardy en 1991, y 

posteriores artículos y datos fueron apoyando esta hipótesis
89

,
90

. 

La hipótesis se basa en los datos del análisis y la caracterización molecular de las 

mutaciones aparecidas como FAD. Tanto la mutación en la proteína precursora del 

amiloide como las mutaciones en presenilinas parecen correlacionar con mayor 

capacidad para producir el péptidos amiloide ya sea βA 40, βA 42 y βA 43, o en algunos 

casos, mucho más βA 42. Por otro lado, la sobreexpresión de muchas de estas variantes 

en ratones transgénicos daba cuenta, en algunos transgénicos, de la acumulación del 

péptido amiloide humano y la generación de parte de la histopatología asociada a las 
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placas seniles, como reacción glial y muerte neuronal. Si bien estos transgénicos no 

presentan acumulación de tau, ni estructuras que puedan similarse a ONF, solo en 

algunos casos hay un incremento de fosforilación de la proteína tau
91

. 

Este modelo incompleto de EA generó una gran discusión, por dos motivos: en primer 

lugar por no poder justificar, hasta años después, la falta de la segunda marca 

histopatológica como son los acúmulos intraneuronales ONF
92

. En segundo lugar, 

porque las mutaciones solo explicarían en el mejor de los casos hasta el 10% de la 

patología y por tanto faltaría una explicación y un mecanismo que nos justifique como 

generar el mismo fenotipo sin mutar APP, PS1 o PS2. 

Un segundo grupo de discusión se estableció sobre cuál era el elemento tóxico. La 

teoría amiloidogénica propone que el péptido amiloideo no es solo un marcador de la 

patología, sino parte importante de su inicio. Por tanto, la definición de cómo se inicia y 

se acumula, y cuál es el elemento tóxico cobró una importancia grande. Los primeros 

datos pusieron de manifiesto que es el βA40-42 polimérico y no el βA40-42 agregado el 

elemento que era capaz de generar neurodegeneración y muerte, en modelos de 

neuronas aisladas, o en cerebros tras inyección extereotáxica.  

La hipótesis más reciente propone que no es el amiloide polimérico de gran tamaño, 

sino más bien un oligómero de un tamaño discreto. Y desde estas observaciones se han 

podido establecer una serie de mecanismos de neurodegeneración que pueden ser 

iniciados por el péptido amiloide, en el que se han indicado desregulación de quinasas y 

fosfatasas, toxicidad sináptica, desregulación del transporte axonal, desregulación de 

glutamato, modificación de la homeostasis del calcio, y/o generación de “radicales de 
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oxígeno reactivos” (ERO)
93

. Además se ha demostrado un efecto adicional del péptido 

amiloide en la glia
94,95

. 

6. Teoría de la acumulación de Tau  

La segunda estructura que define un cerebro de EA son los ONF que están compuestos 

por dos tipos de filamentos poliméricos: filamentos helicoidales apareados y filamentos 

rectos. La base de ambos es la proteína tau, como ya mencionamos. La proteína tau en 

estos agregados tiene una estructura polimérica y está además altamente fosforilada. 

Como indicamos, la acumulación y abundancia de ONF en algunas regiones del cerebro 

correlaciona con el grado de demencia. La reformulación de la teoría amiloidogénica se 

produce cuando se presentan una serie de datos en un grupo de demencias como la 

demencia fronto-temporal asociada al cromosoma 17 (FTDP-17) en la que se describe 

una mutación en la proteína tau
96

. A partir de aquí se han descrito una serie de 

mutaciones de tau, en las que la patología conlleva demencia y acúmulos de tau del tipo 

ONF
97

.  

La generación de ratones transgénicos para las  proteínas mutantes en humanos, tau y 

APP o tau, APP y PS1 generan fenotipos en cerebro que tienen una gran semejanza con 

las imágenes de cerebros de Alzheimer conteniendo placas seniles y ONF
 98

.  

Esto hace reformular la teoría amiloidogénica en la que la disfunción del APP y la 

subsiguiente modificación y disfunción de tau tienen una cierta continuidad. Si bien la 

teoría amiloidogénica tiene una base experimental amplia, algunos de sus críticos 

indican que esta parte no explica necesariamente como se genera la patología en una 

persona que no tiene alteraciones evidentes en los genes mencionados, y por tanto que 

sin dejar  de ser una parte importante de la progresión de la patología (“obligatoria” si 
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hay una de las mutaciones de FAD), no explica el origen en los casos esporádicos
99

. Por 

tanto el estudio de los factores de riesgo
100

 y otros posibles factores metabólicos
101

 o 

vasculares sigue manteniendo un gran interés
102,103

. 

Desde el principio, la presencia de tau hiperfosforilado en los ONF generó un interés 

importante en analizar las quinasas y fosfatasas responsables de su modulación. Como 

hemos indicado ONF están compuestos fundamentalmente por polímeros de la proteína 

tau, que es además una proteína casi exclusivamente neuronal lo cual hace de ella una 

diana muy relevante en neurodegeneración. 

Además, se han descrito mutaciones en tau en un grupo concreto de demencias. De 

hecho en algunos de los primeros experimentos que correlacionaron el péptidos 

amiloide con muerte neuronal permitió establecer un modelo celular en el que la 

desregulación de elementos de muerte se podían analizar de forma muy controlada y así 

se publicó que la adición de péptidos βA1-40 o βA 1-42 polimerizado
104

, o en forma de 

oligómeros genera una híperfosforilación de la proteína tau en neuronas primarias de 

hipocampo o de neuronas primarias de corteza de cerebro. 

Esto permitió analizar y establecer una serie de elementos desregulados en el proceso de 

muerte mediado por amiloide. Se describieron una serie de quinasa entre las que destaca 

la glucógeno sintasa quinasa 3 (GSK3). Esta quinasa inicialmente descrita como 

moduladora del metabolismo del glucógeno, posee un papel central en la modulación de 

factores de crecimiento como EGF, FGF, o neurotrofinas como NGF o BDNF
105,106

. 

Además, GSK3 se acumula en ovillos, que interacciona con PS1 y es parte de la 

neurotoxicidad mediada por amiloide
107

. En modelos transgénicos  murinos con sobre 
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expresión de GSK3 genera degeneración y muerte neuronal, en correlación con un alto 

nivel de fosforilación de tau
105

. 

 

 

Figura 1: Representación esquemática de la hipótesis amiloidogénica y algunas de las 

posibles formas de asociar las modificaciones que se podrían iniciar en la “patología 

esporádica”. 

Análisis análogos han permitido establecer una serie de elementos que además de GSK3 

podrían ser responsables de la muerte neuronal mediada por amiloide (MARK, quinasas 

de estrés como JNK)
108

y ha abierto la puerta para definir un grupo de dianas 

terapéuticas nuevas que podrían dar opción de buscar y generar nuevos fármacos contra 

esta patología. 

El estudio más exhaustivo de los pacientes “esporádicos” será fundamental para 

entender mejor la base de la patología en esta población que es casi el 90%, para así 

poder proponer una hipótesis nueva o complementaria a la teoría amiloidogénica
109

. 



32 

 

El otro gran desafío que presenta EA es la obtención de un set amplio de biomarcadores 

que permitan generar un diagnóstico fiable en etapas tempranas. Cuanto más temprana 

sea este diagnóstico, las pruebas clínicas de fases III que se tiene que realizar en 

pacientes, serán más fiables y más fácil de interpretar
110

. 

Modelos experimentales. 

Para el estudio de la EA se han desarrollado diversos modelos tanto in vitro como in 

vivo. Desde 1902 se han utilizado roedores como modelo de estudio para la EA, que 

van desde análisis genético hasta ratones transgénicos y “knock out”. 

El motivo del uso de roedores para el estudio de enfermedades neurodegenerativas se 

basa, principalmente, en el hecho de que cuando se llevan a cabo alineamientos 

múltiples de secuencia, tanto de rata como de ratón, éstos comparten un 97% de 

homología entre secuencias menores a 100 kilobases
111

. Esta homología los hace un 

buen modelo para estudiar la etiología de este tipo de enfermedades en el humano. 

Los ratones son la especie más común utilizada por su disponibilidad, dimensión, bajo 

costo, fácil manejo y tasa rápida de reproducción
112

. 

El estudiar la enfermedad de Alzheimer ha sido difícil en ratones debido a que estos no 

presentan realmente una patología parecida a la del ser humano. Aunado a lo anterior, la 

dieta y los factores ambientales son también diferentes en las dos especies
113

. Otro 

factor que resulta importante es el tiempo de vida, lo roedores (rata y ratón) no duran 

más de dos años y la enfermedad de Alzheimer requiere de tiempo para que se 

desarrolle. 

El uso de ratones transgénicos han sido una herramienta indispensable para lograr 

entender ciertos mecanismos de enfermedades y sobretodo de expresión de genes
114

.
 
Sin 
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embargo, debemos tener modelos para estudiar la enfermedad que nos permitan en un 

periodo corto (meses), entender los mecanismos que podrían desencadenar la 

enfermedad. 

Neuroprotección 

La neuroprotección es una estrategia terapéutica y profiláctica que previene la pérdida 

neuronal que ocurre en enfermedades del SNC ante diferentes situaciones 

patológicas
115

. Aunque inicialmente el término neuroprotección solo definía la 

protección de las neuronas, hoy se conoce que para garantizar la integridad del tejido 

nervioso, las estrategias de neuroprotección tienen que abarcar a todos los tipos 

celulares del cerebro, lo cual incluye microglias, astrocitos, oligodendrocitos y células 

endoteliales
116

. 

En la EA se activan mecanismos endógenos protectores. Estos resultados inducen al 

planteamiento de un enfoque terapéutico alternativo para la protección neuronal que 

considera la respuesta endógena del cerebro como una opción prometedora. La 

administración de algunos genes o de las proteínas que codifican y de factores 

neurotróficos como la EPO han permitido la obtención de resultados interesantes en 

modelos experimentales de enfermedades neurodegenerativas e isquemia que se 

relacionan con la inhibición de la apoptosis neural inducida por las mismas
117

.  

Eritropoyetina 

La eritropoyetina (EPO) es una glicoproteína ácida de 30kDa que se produce 

fundamentalmente en el riñón por las células intersticiales peritubulares y regula la 

eritropoyesis
118

. Inhibe la muerte celular programada en células eritroides, regula la 
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proliferación y diferenciación de las células precursoras eritroides, permite la 

maduración de eritrocitos y está involucrada en el proceso de formación de otras células 

hematopoyéticas. En dependencia de la composición de carbohidratos la EPO se 

presenta en la naturaleza en isoformas (o glicoformas) diferentes. Sus cadenas de 

oligosacáridos presentan una composición de carbohidratos diferentes, con excepción 

del ácido siálico que constituye el residuo terminal de ambos y cuya carga negativa le 

confiere las características ácidas a la molécula
119

.  

El hígado es el órgano principal en la producción extrarenal de EPO
120

. La EPO también 

se expresa en los tejidos que no participan en la eritropoyesis, tales como en la placenta, 

el corazón y en el cerebro
121

.  

La EPO puede interactuar con receptores específicos, principalmente el receptor de EPO 

(EPOR), un homodímero que pertenece a los receptores de citoquinas de clase 1, o a 

través de la formación de  heterodímeros entre el EPOR con el receptor-β común que 

también puede interactuar con el factor estimulante de colonias de granulocitos y 

macrófagos, interleucina 3 e interleucina 5
122

.  El EPOR es  una glicoproteína que está 

presente en los precursores de eritrocitos, en megacariocitos y células endoteliales; así 

como en células de la cresta neural y células madres embrionarias. Estudios han 

confirmado la presencia de EPOR en tejidos no hemopoyéticos como en neuronas y 

células de la glía del SNC
123

, en el endotelio vascular
124

, los pericitos
125

 y el 

miocardio
126

.  

La EPO producida en el cerebro es una molécula más pequeña que la producida en el 

riñón, no llega a la circulación sanguínea y no es susceptible de ser eliminada en el 

hígado, por lo que la presencia de las moléculas de ácido siálico resulta innecesaria y es 
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más activa con bajas concentraciones de ligandos. Estas diferencias posiblemente son el 

resultado de una reducción en la sialilación, lo que soporta el concepto de una función 

paracrina de la EPO cerebral, ya que la EPO plasmática requiere una extensa sialilación 

para prolongar su tiempo de permanencia en la circulación
127

. En estudio reciente se 

demostró que existe una isoforma de la EPO en el suero humano que no presenta acción 

eritropoyética probados en modelo murino. Además,  protege las neuronas expuestas a 

hipoxia de la apoptosis
128

 

Se conoce que con el transcurso de los años se incrementan los niveles de EPO en el 

líquido cefalorraquídeo, desarrollándose una correlación positiva con la edad, lo que 

puede ser interpretado como una respuesta fisiológica de neuroprotección endógena. Se  

plantea que la alteración de la homeostasis de esta proteína puede jugar un papel 

deletéreo en diferentes enfermedades neurodegenerativas, incluyendo la EA
129,130

. 

Los efectos citoprotectores de la EPO se establecieron en varios órganos y en particular 

el SNC. La EPO y el EPOR son sobreexpresados después de la lesión y la 

neurodegeneración neuronal, tal como en la corteza temporal y el hipocampo de los 

pacientes con deterioro cognitivo leve o en la EA
131

. Sin embargo, altas concentraciones 

de la EPO endógena están asociadas al incremento del riesgo de daño cerebral en los 

neonatos pretérmino extremos
132

. 

Vías para hacer llegar moléculas al sistema nervioso central 

Un elemento a tener en cuenta en el empleo de moléculas en el SNC, es la vía de 

administración para obtener el efecto neuroprotector. En estudios experimentales se 

suministra la EPOhr por vía sistémica (intraperitoneal e intravenosa); pues existen 
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evidencias de que la EPOhr cruza la barrera hematoencefálica y protege el cerebro 

dañado en la isquemia cerebral de manera efectiva.  

La EPOhr aplicada por vía sistémica cruza la BHE en muy pocas cantidades para ser 

útil en la terapia de enfermedades del SNC, siendo necesaria la administración repetida 

de altas dosis lo que puede activar el proceso hematopoyético, efecto indeseable pues se 

elevaría el hematocrito y la actividad protrombótica, conjuntamente con el aumento 

resultante de la viscosidad de la sangre y todo esto conllevaría a una reducción en la 

eficacia de la perfusión cerebral
133

. 

La administración sistémica de NeuroEPO tiene la desventaja que ésta resultaría 

fácilmente degradable a nivel hepático por presentar menor cantidad de ácidos siálicos, 

por lo que el uso de otras vías como la nasal evitaría su paso por el hígado.  

Se ha trabajado la posibilidad de explorar la ruta nasal para un transporte directo de 

drogas desde la nariz al encéfalo en diferentes enfermedades
134

. Esto ha sido 

demostrado en animales y humanos logrado gracias a que la región olfatoria tiene 

atributos anatómicos y fisiológicos únicos que definen vías extracelular e intracelular 

hacia el SNC, que evaden la BHE
135

.   

La vía nasal se emplea desde hace varios años en la administración de fármacos para el 

tratamiento de enfermedades locales como congestión nasal y otras afecciones con el 

objetivo de lograr una terapia efectiva y no invasiva. Por la superficie que abarca, su 

gran vascularización y las características del epitelio, la mucosa nasal es altamente 

permeable, favoreciendo el efecto terapéutico al evitar el metabolismo hepático del 

primer paso y liberar rápidamente la sustancia activa, constituyendo una opción viable y 

atractiva para el suministro de macromoléculas como péptidos y proteínas
136

. 
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Las células receptoras olfatorias son las únicas neuronas de primer orden cuyos cuerpos 

celulares se localizan en el epitelio. Sus procesos dendríticos están expuestos 

directamente al ambiente exterior en la vía nasal superior, mientras que sus axones no 

mielinizados, luego de penetrar la membrana basal, se proyectan a través de las 

perforaciones de la placa cribosa del hueso etmoides hacia los glomérulos sinápticos en 

el bulbo olfatorio. En la superficie luminal las membranas de las células receptoras y las 

sustentaculares están conectadas por complejos de unión típicos compuestos por tres 

regiones: la zónula ocludens (es la más cercana a la superficie apical), la zónula 

adherens y finalmente la mácula adherens. La primera forma una unión estrecha 

alrededor de la parte superior de la célula y controla la difusión de iones y moléculas 

neutras a través de los espacios intercelulares. 

Para que un fármaco se distribuya desde la región olfatoria en la cavidad nasal hasta el 

LCR o el parénquima cerebral, tiene que atravesar el epitelio olfatorio, y dependiendo 

de la ruta seguida, también la membrana aracnoidea. En principio se pueden considerar 

tres rutas de transporte a través del epitelio olfatorio: la vía endocítica sustentacular, la 

vía extracelular y la vía axonal. En la primera ocurren procesos de endocitosis mediados 

por receptores, endocitosis de fase líquida o por difusión pasiva.  

El transporte por la vía extracelular ocurre a través de las uniones estrechas o de 

hendiduras abiertas en la membrana entre las células sustentaculares y las neuronas 

olfatorias. Por la vía axonal, el fármaco puede ser transportado a través de las neuronas 

olfatorias (donde entra por mecanismos endocíticos o pinocíticos) hacia el bulbo 

olfatorio, mediante transporte axonal intracelular
137

. 
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La administración IN puede ser utilizada para el tratamiento profiláctico y/o terapéutico 

ante distintos daños agudos o crónicos del cerebro. Esta vía de administración podría ser 

mucho más segura y 10 veces más rápida que la vía endovenosa, utilizada para hacer 

llegar fármacos al cerebro dañado
40

. Además, en modelos de isquemia y en el modelo 

de oclusión de la arteria cerebral media en ratas, se ha demostrado la eficacia de la 

NeuroEPO administrada por vía IN
39

. Por tanto, la vía IN constituye hoy una de las 

alternativas más prominentes para hacer llegar drogas al SNC para el tratamiento de 

enfermedades neurodegenerativas como la EA
138

. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Animales 

Para el modelo agudo de enfermedad de Alzheimer por inyección 

intracerebroventricular del péptido βA25-35 

Se usaron ratones suizos machos, 6 semanas de edad y un peso de 31 ± 2 g, los mismos 

fueron adquiridos de Saint Doulchard (Francia). Los ratones se mantuvieron en una sala 

del bioterio de la Universidad de Montpellier. Los animales fueron distribuidos en siete 

grupos de diez animales cada uno de la siguiente manera:  

1. Grupo control que se trataron con solución vehículo por vía nasal.  

2. Grupo control que se trataron con  Neuro-EPO 125 µg /Kg por vía nasal. 

3. Grupo control que se trataron con  Neuro-EPO 250 µg /Kg por vía nasal. 

4. Grupo EA  que se trataron con solución vehículo por vía nasal.  

5. Grupo EA que se trataron con  Neuro-EPO 62,5 µg /Kg por vía nasal. 

6. Grupo EA que se trataron con  Neuro-EPO 125 µg /Kg por vía nasal. 

7. Grupo EA que se trataron con  Neuro-EPO 250 µg /Kg por vía nasal. 

Para el modelo transgénico de enfermedad de Alzheimer en ratones Tg2576 

Se usaron ratones Tg2576 que sobreexpresa APPswe, y ratones C57BL / 6 SJL tipo 

salvaje controles, adquiridos de Taconic (Lelystad, Países Bajos). Se recibieron 

animales de 2 meses de edad que fueron alojados en el bioterio de la Universidad de 
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Montpellier hasta su envejecimiento. Los animales fueron distribuidos en seis grupos de 

diez animales cada uno de la siguiente manera:  

1. Grupo control que se trataron con solución vehículo por vía nasal.  

2. Grupo control que se trataron con  Neuro-EPO 125 µg /Kg por vía nasal. 

3. Grupo control que se trataron con  Neuro-EPO 250 µg /Kg por vía nasal. 

4. Grupo EA  que se trataron con solución vehículo por vía nasal.  

5. Grupo EA que se trataron con  Neuro-EPO 125 µg /Kg por vía nasal. 

6. Grupo EA que se trataron con  Neuro-EPO 250 µg /Kg por vía nasal. 

Todos los animales se mantuvieron con acceso libre al agua y los alimentos. En una 

instalación con temperatura y humedad controlada en un ciclo 12 horas luz-oscuridad 

(luces a las 07:00 h). Los experimentos conductuales se llevaron a cabo entre las 9:00 y 

las 17:00 horas, en un cuarto de experimentación con sonido atenuado y aire regulado, a 

la que se habituaron los ratones durante 30 min. Todos los procedimientos con animales 

se llevaron a cabo en estricto cumplimiento de la Directiva de la Unión Europea de 22 

de septiembre de 2010 (2010/63/UE). 

Aplicación intranasal 

Se aplicó la vía intranasal (IN) como está establecido en las Guías para cuidado y uso de 

los animales de laboratorio
139

, se sujetó el animal y se colocó en decúbito supino. Con 

una pipeta automática se aplicaron las dosis de cada protocolo en cada fosa nasal de 

forma lenta esperando que cada gota fuera adsorbida lentamente por los animales, el 

tiempo de aplicación fue de 1 a 2 min. 
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Administración de medicamentos e inyecciones 

Para el modelo agudo de enfermedad de Alzheimer por inyección 

intracerebroventricular del péptido βA25-35 

Los ratones fueron tratados por vía intracerebroventricular (ICV), ya sea con el péptido 

amiloide βA25-35 (9 nmol/ratón), o con el vehículo utilizándose como control, de 

acuerdo con el método descrito previamente por Maurice T y col en 1996
140

. El péptido 

procedía de Genepep (Francia). La preparación homogénea del péptido oligomérico 

βA25-35 se realizó mediante la incubación de la solución de péptido durante 4 días a 37 

°C. El péptido se administró vía intracerebroventricular (ICV) en un volumen final de 3 

µl/ratón (concentración final 3 mM).  

Diseño experimental 

La inyección del péptido βA25-35 se realizó en el día 0.  La NeuroEPO se aplicó tres 

veces al día (a las 08:00, 12:00 y 16:00 horas) en los días del 1 al 4 después de la 

inyección del péptido. La NeuroEPO fue administrada a razón de 62, 125, 250 µg /Kg 

por vía IN. Los grupos controles incluían a los animales tratados con vehículo por la vía 

intranasal (IN) y con las dosis de NeuroEPO similares a las descritas anteriormente.  

Las pruebas conductuales se les realizaron a los animales a partir del día siete. Una 

primera serie de los animales se ensayó en la prueba de alternancia espontánea 

(evaluación de memoria a corto plazo) en el día siete después de la inyección del 

péptido y la prueba de evitación pasiva (evaluación de la memoria a largo plazo) en los 

días 8-9. Una segunda serie de animales se realizaron pruebas para determinar el 

aprendizaje en el laberinto de agua en los días del 7 al 12 después de la inyección del 
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péptido y luego en la prueba de reconocimiento de nuevos objetos (evaluación de 

elementos cognitivos) en los días del 13 al 15. Una tercera serie de los animales fue 

sacrificada en el día siete después de los análisis de inyección del péptido para la 

disección del hipocampo, la medición de la peroxidación lipídica y análisis por 

Western/ blot. Una cuarta serie de los animales fue sacrificada en el día siete después de 

la inyección del péptido mediante perfusión transcardíaca con solución de 

paraformaldehído para realizar estudios histológicos e histoquímica como se muestra en 

la figura 2. 

 

Figura 2. Esquema de tratamiento para modelo de Alzheimer por inyección 

intracerebroventricular del péptido amiloide βA25-35. La inyección del péptido se realizó 

en el día 0. La aplicación de NeuroEPO IN se realizó tres veces al día entre el primero 

y cuarto días. A partir del séptimo día se realizan las pruebas conductuales de 

alternacia espontánea, la evitación pasiva los días 8 y 9, el aprendizaje en el tanque de 

Morris durante 5 días y al día siguiente la prueba de nado sin la plataforma además la 

extracción de los cerebros para estudios bioquímicos, histológicos e histoquímicos. 

Las drogas y series experimentales 

Para el modelo transgénico de enfermedad de Alzheimer en ratones Tg2576 
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La NeuroEPO se aplicó por vía IN tres veces al día (a las 08:00, 12:00 y 16:00 horas) 

tres días a la semana, lunes, miércoles y viernes como se resumen en la Figura 3. El 

tratamiento duró 2 meses, los animales eran de 12 meses de edad en el inicio del 

tratamiento (Figura 3a). Los animales de los grupos controles recibieron tampón fosfato 

como vehículo por vía IN y la NeuroEPO se administró a dosis de 125 y 250 µg / Kg 

por vía IN. A los grupos de animales transgénicos se les aplicó el vehículo y la 

NeuroEPO de manera similar.  

Los animales fueron examinados en la prueba de alternancia espontánea después de un 

mes de tratamiento y después de dos meses de tratamiento. Posteriormente fueron 

sometidos, a otros procedimientos de comportamiento como el aprendizaje en el 

laberinto de agua y el reconocimiento de nuevos objetos. Al final de las sesiones de 

conducta, los animales fueron sacrificados y se diseccionó su hipocampo y su corteza 

frontal en hielo para los análisis bioquímicos y otro grupo de animales fueron 

perfundidos por vía transcardiaca con paraformaldehído para estudios histológicos e 

inmunohistoquímica. 
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Figura 3. Esquema del modelo de animales transgénicos, aplicación del tratamiento 

con NeuroEPO a las dosis 125 y 250 µg / Kg por vía IN, tres veces al día, tres veces a 

la semana. Se comenzó tratamiento a los 12 meses de edad, durante dos meses 

realizándose las pruebas conductuales el primer mes y al finalizar el tratamiento 

prueba del laberinto en Y (PLY), entrenamiento y prueba en el tanque de Morris (PTM) 

además reconocimiento de nuevos objetos (RNO). Luego se sacrificaron para extraer 

los cerebros para estudios bioquímicos e inmunohistoquímicos. 

 

Pruebas conductuales 

Alternancia espontánea en el laberinto Y (Evaluación de memoria de trabajo 

espacial) 

Se realizaron a los animales las pruebas de rendimiento de la alternancia espontánea en 

el laberinto, un índice de memoria de trabajo espacial. El laberinto está hecho de cloruro 

de polivinilo (PVC) gris. Los brazos se identifican como A, B y C. Cada brazo es de 40 

cm de largo, 13 cm de alto, 3 cm de ancho en la parte inferior, 10 cm de ancho en la 

parte superior, y convergieron en un ángulo igual como se muestra en la figura 4. Cada 
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ratón se colocó en el extremo de un brazo y le permite moverse libremente a través del 

laberinto durante una sesión de 8 min. La serie de entradas en los brazos, incluyendo los 

posibles rendimientos en el mismo brazo, se comprueba visualmente. Una alternancia se 

definió como entradas en los tres brazos en ocasiones consecutivas. El número de 

alternancias máximas es, el número total de entradas en los brazos, menos dos, y el 

porcentaje de alternancia se calculó según la fórmula siguiente: 

Alternancias reales/ (alternancias máximas menos 2) x 100. 

Parámetros incluidos el porcentaje de alternancia (índice de la memoria) y el número 

total de entradas en los brazos (índice de exploración). 

 

Figura 4. Laberinto de tres brazos. (Laberinto en Y) para calcular el índice de memoria 

de trabajo espacial  

Prueba de evitación pasiva (Evaluación de memoria no espacial a largo plazo) 

El aparato consiste en un compartimiento iluminado con paredes de PVC blanco (15 x 

20 x 15 cm de altura), un compartimiento oscuro con paredes de PVC negro (15 x 20 x 

15 cm de alto) y un suelo de rejilla. Una puerta de guillotina que separa cada 

compartimento. Se encendió una lámpara de 60 W situada a 40 cm por encima del 

aparato en el compartimento blanco durante el período experimental. Al suelo de la 

rejilla se le aplicó descarga eléctrica de 0,3 mA durante 3 seg usando un codificador 
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generador de descargas (Lafayette Instruments, Lafayette, MA, EE. UU) como se 

muestra en la figura 5. La puerta de guillotina se cerró inicialmente durante la sesión de 

entrenamiento. Cada ratón se colocó en el compartimento blanco. Después de 5 seg, la 

puerta se levantó. Cuando el ratón entró en el compartimiento oscuro y colocó todas sus 

patas en el suelo de rejilla, se cerró la puerta con suavidad y fue aplicado la descarga 

eléctrica durante 3 seg. Se registraron la latencia de paso, es decir, la latencia para entrar 

en el compartimento oscuro, y el nivel de sensibilidad al choque. Este último se evaluó 

como: 0= sin señal; 1= reacciones de inmutarse; 2= reacciones de retroceder y 

vocalización. La prueba de retención se realizó a las 24 horas después del 

entrenamiento. Cada ratón se colocó de nuevo en el compartimento blanco. Después de 

5 seg, la puerta se levantó. La latencia del paso a través de la puerta de guillotina se 

registró en un máximo de 300 seg. Los resultados se expresaron como mediana y rango 

intercuartílico (25 -75 %). 

 

Figura 5. Equipo de prueba de evitación pasiva para evaluar la memoria no espacial a 

largo plazo. 
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Prueba de reconocimiento de nuevos objetos (evaluación de elementos cognitivos) 

El aparato consistía en cuatro cuadrados de campos abiertos (50 x 50 x 50 cm de alto) 

realizado en plexiglás blanco y colocado en un piso equipado con diodos de emisión de 

luz infrarrojos (IR). La actividad locomotora de los animales y la posición de la nariz 

pudo ser capturado a través de una cámara sensibles a IR y analizados mediante el punto 

de vista de los softwares Videotrack ® y Nosetrack ®. El primer día (sesión 1), se les 

permitió a los animales aclimatarse durante 10 min al campo abierto. En el segundo día 

(sesión 2), se colocaron dos objetos idénticos (viales de plástico con tapas 50 ml) en 

posiciones precisas, a ¼ y ¾ de una diagonal de la arena. Cada ratón se colocó en el 

campo abierto y la actividad exploratoria y la posición de la nariz se registró durante 10 

min. La actividad se analiza en términos de número de contacto con los objetos y la 

duración de los contactos. En el tercer día (sesión 3), el objeto en la posición 2 fue 

sustituida por un nuevo objeto (un plástico de protección de pies de silla suave) que 

difieren en forma, color y la textura del objeto familiar como se muestra en la figura 6. 

Cada ratón se colocó de nuevo en el campo abierto y la actividad exploratoria se 

registró durante 10 min. La actividad se analizó de manera similar. El índice de 

exploración preferencial se calculó como la relación del número (o duración) de 

contactos con el objeto en la posición 2 sobre el número total (o duración) de los 

contactos con los dos objetos. Los animales que presentaron menos de 10 contactos con 

los objetos durante las sesiones de 2 o 3 se desechan de los cálculos.  
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Figura 6. Equipo de prueba de reconocimiento de nuevos objetos para evaluar 

elementos cognitivos. 

Aprendizaje en el laberinto de agua (Evaluación de la memoria de referencia 

espacial) 

El laberinto de agua es una piscina circular (diámetro 140 cm y altura 40 cm). La 

temperatura del agua es de 23 ± 1 ° C, la intensidad de la luz, las señales externas en la 

habitación, y la opacidad del agua fueron reproducidas. Se sumergió bajo la superficie 

del agua durante el aprendizaje una plataforma antideslizante transparente de Plexiglas 

(diámetro 10 cm). La natación se grabó usando software Videotrack ® (Viewpoint, 

Champagne -au -Mont- d'Or, Francia), usado para el análisis de las trayectorias como 

las latencias y las distancias. El software divide la piscina en cuatro cuadros como se 

muestra en la figura 7. 

Aprendizaje: entre los días 7 a 11 después de la inyección del péptido, la capacitación 

consistió en 3 nados por día durante 5 días, con 20 min de intervalo de tiempo entre los 

ensayos. Comenzando en las posiciones fijadas en cada límite entre los cuadros, que 

fueron seleccionadas al azar y cada animal se le permitió 90 seg de natación para 

encontrar la plataforma. La latencia de natación se midió utilizando un cronómetro. Los 

animales se dejan en la plataforma durante 20 seg. Los animales que no encontraron la 

plataforma después de haber transcurrido 90 seg se colocaron en forma manual y se 
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dejan durante 20 seg. La latencia media se calculó para cada día de entrenamiento y 

expresó para el grupo experimental como media ± DS. 

Retención: 24 horas después de la última sesión de aprendizaje se realizó una prueba de 

exploración, en el día 12. La plataforma fue retirada y a cada animal se le permitió una 

natación libre durante 60 seg. La posición de inicio para cada ratón se corresponde con 

una de las dos posiciones alejadas de la localización de la plataforma (cuadro I y III). El 

nado en la piscina se grabó usando software Videotrack ®, se analizó el tiempo de 

permanencia en el cuadro de entrenamiento (T). 

 

Figura 7. Equipo de prueba de aprendizaje en el laberinto de agua para evaluar la 

memoria de referencia espacial. 

Estudios bioquímicos 

Medidas de peroxidación lipídica 

Los ratones se sacrificaron por dislocación cervical y luego decapitación por guillotina 

el séptimo día después de la inyección del péptido βA25-35. Los cerebros se retiraron 

rápidamente, el hipocampo fue diseccionado, se pesaron, se congelaron en nitrógeno 

líquido y se almacenaron a -80 ° C hasta que se realizó el análisis. Después de la 

descongelación, el hipocampo se homogenizó en metanol frío (1/10 w / v), se centrifugó 

a 1000 g durante 5 min y al sobrenadante recogido se le añadió una solución que 

contiene 1 mM de FeSO4, H2SO4 0,25 M, xilenol naranja a 1 mM y se incubaron 
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durante 30 min a 37 ° C. Se midió la absorbancia a 580 nm (A5801), 10 µL de 

hidroperóxido de cumeno (CHP) a 1 mM se añadió a la muestra y se incubó durante 30 

min a 37 ° C, para determinar el nivel de oxidación máxima. Se midió la absorbancia a 

580 nm (A5802). El nivel de peroxidación lipídica se determinó como equivalentes de 

cogeneración de acuerdo a la siguiente ecuación:  

eq CHP = A5801/A5802 x [CHP (nmol)] x dilución 

Calculado como eq CHP por peso de tejido húmedo y se presenta como porcentaje del 

valor del grupo de control. 

Análisis por Western blot 

Para la determinación de Bax, fosfo-Akt (pAkt), Akt, los ratones se sacrificaron por 

dislocación cervical y luego decapitación por guillotina el séptimo día después de la 

inyección del péptido βA25-35. El hipocampo se obtuvo en placa de vidrio enfriada con 

hielo y se almacenó a -80 ° C. Los tejidos del hipocampo se homogeneizaron en tampón 

de extracción enfriado con hielo que contenía dodecilsulfato de sodio (SDS) al 2% y los 

inhibidores de la proteasa (Roche Diagnostics, Mannheim, Alemania). Los 

homogeneizados se calentaron a 70 ° C durante 10 min y se centrifugó a 14 000 g 

durante 30 min a 4 ° C. La concentración de proteína se determinó utilizando el kit BCA 

Pierce (Pierce Biotecnología, Rockford, IL, EE. UU.), según las instrucciones del 

fabricante. Cantidades iguales de proteína, 40 µg, se corrieron en una electroforesis en 

gel de SDS-poliacrilamida al 12 %, a continuación, se transfirieron con la aplicación de 

un campo eléctrico a una membrana de transferencia de nitrocelulosa (0,45 mm, 

Schleicher & Schuell). Las membranas se bloquearon a continuación durante 30 min a 

temperatura ambiente con 5 % de leche desnatada en solución salina tamponada con 
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Tris 20 mM, pH 7,6, que contiene 0,1 % de Tween 20.  Las membranas se incubaron a 4 

° C durante la noche con un anticuerpo monoclonal de conejo anti-Bax a una dilución 

1:2000, (2772, Sigma, EE. UU.), ratón anti-pAkt a una dilución 1:2000 (4060P), o de 

ratón anti-Akt a una dilución 1:2000 (9272, Sigma, EE. UU.), se lavó, durante 30 min 

en Tris salino tamponado (TBS) (50 mM Tris-NaCl 150 mM, pH 7,5) y luego se 

incubaron durante 2 h con un anticuerpo de cabra anti-ratón o anti-anticuerpo 

secundario de conejo a una dilución 1:2000 cada uno de la firma Sigma-Aldrich. La 

actividad de la peroxidasa se reveló mediante el uso de reactivo de quimioluminiscencia 

mejorada (Millipore), cuantificándose mediante un sistema de imágenes de Li-

CorOdysseyFc (Li-Cor, Lincoln, NE, EE. UU.). Los resultados se normalizaron con 

respecto a los valores de control de la anti β-tubulina (Sigma-Aldrich) a una dilución 

1:5000 y se presentan como porcentaje del valor del grupo de control. 

Ensayos de ELISA 

Los animales se sacrificaron por dislocación cervical y luego decapitación por 

guillotina. El hipocampo y la corteza se diseccionaron en hielo, se pesaron, se 

congelaron en nitrógeno líquido y se almacenaron a -80 °C hasta su análisis. Después de 

descongelar, el tejido cerebral se homogeneizó en una solución tampón TBS durante 20 

seg. Después de centrifugación a 16 100 g durante 15 min a 4 ° C, se utilizaron los 

sobrenadantes para los ensayos de ELISA de acuerdo con las instrucciones del 

fabricante. Los kits comerciales utilizados se resumen en la Tabla 1. Para cada ensayo, 

la absorbancia se leyó a 450 nm y la concentración de la muestra se calculó utilizando la 

curva estándar. Todas las muestras se ensayaron por triplicado o duplicados. Los 

resultados se calcularon como pg o ng de marcador por mg de proteína y expresados 

como % de los datos de control tratado con vehículo. 
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Tabla 1. Juegos comerciales y anticuerpos usados para análisis de ELISA. 

Marcador ELISA Referencia Suministrador 

TNFα   EMTNFA ThermoScientific Courtaboeuf 

IL-1β  E90563Mu USCN, Wuhan, República 

Popular de China 

GFAP  SEA068Mu  Cloud-Clone/Uscn 

Iba-1 SEC288Mu  Cloud-Clone/Uscn 

Bax SEB343Mu  Cloud-Clone/Uscn 

Bcl2 SEA778Mu  Cloud-Clone/Uscn 

TNFα SEA133Mu  Cloud-Clone/Uscn 

FasL SEA031Mu  Cloud-Clone/Uscn 

Actividad Caspase-3  ab39401  Abcam  

ΒA1-42 KHB3441 Invitrogen 

 

Estudios histológicos 

Para el modelo agudo de enfermedad de Alzheimer por inyección 

intracerebroventricular del péptido βA25-35 

Cada ratón se anestesió por inyección intramuscular (IM) de ketamina, 80 µg / Kg y 

xilazina, 10 µg / Kg y se perfundió por vía transcardiaca con 50 mL de solución salina 

seguido de 50 mL de paraformaldehído al 4 %. Se extrajeron los cerebros y se 

mantuvieron durante la noche en paraformaldehido al 4 % para su fijación. Los cerebros 

se cortaron en secciones coronales (30 micras de espesor) usando un vibratomo 

(VT1000S, Leica, Alemania). Las secciones seriadas se seleccionaron para incluir la 

formación del hipocampo y se colocaron en portaobjetos recubiertos de gelatina. 

Las secciones fueron teñidas con violeta de cresilo al 0,2 % (Sigma-Aldrich), después se 

deshidrataron con etanol en grado creciente, se trataron con tolueno y se montaron con 
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medio DePeX (BDH laboratorios, Poole, Reino Unido). El examen de la zona CA1 se 

realizó en campos situados entre las coordenadas (-1,90 y -2,30) desde el bregma 

antero-posterior y las coordenadas laterales (±1,50 a ±1,75) de acuerdo a lo desarrollado 

por Paxinos y Franklin
141

, utilizando un microscopio de luz (Dialux 22, Leitz).  

Los cortes fueron digitalizados a través de una cámara CCD (Sony XC-77CE) con el 

NIH ImageJ ® software (NIH, Bethesda, MD, EE. UU.)
142

, para procesar fácilmente la 

medición de la región de CA1 y el conteo de las células piramidales. Los datos fueron 

calculados como la media de 6-11 cortes por animal y 6-8 animales por grupo, y se 

expresaron como número de células piramidales CA1 viables por milímetro para cada 

grupo. 

Para el modelo transgénico de enfermedad de Alzheimer en ratones Tg2576 

Cada ratón fue anestesiado con inyección IM de ketamina , 80 mg / kg, y xilazina, 10 mg 

/ kg, y rápidamente fué perfundido por vía transcardiaca con 50 ml de solución salina 

seguido de 50 ml de paraformaldehído al 4%. Los cerebros se retiraron y se 

mantuvieron durante la noche en la solución de paraformaldehido al 4 % mantenido 

durante varios días y luego se procesaron para incluirlos en parafina. Ellos fueron 

cortados en secciones coronales (3 a 5 micras de espesor usando un micrótomo HISTO-

LINE laboratorios MR3000). Las secciones seriadas se seleccionaron para incluir la 

formación del hipocampo y se colocaron en portaobjeto. Los datos fueron calculados 

como la media de 4-6 rebanadas por animal y 3-5 animales por grupo, y se expresaron 

como número de células piramidales CA1 viables por milímetro para cada grupo. 
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Procedimiento inmunohistoquímico. 

Las láminas se incubaron a 60ºC durante 30 min. Posteriormente, se desparafinaron en 

xilol (4 x 15 min) y se rehidrataron en una serie de alcoholes a concentraciones 

descendentes (100, 90, 70, 50 %) hasta agua corriente. Se siguieron los procedimientos 

histológicos habituales. Las muestras se lavaron en agua corriente 15 min, agua 

destilada 10 min y TBS 5 min.  

Para la evaluación de la reactividad de los anticuerpos GFAP marcador de células de la 

glía y 6E10 marcador de placas amiloides las muestras se pre-trataron con una solución 

de buffer citrato a 97ºC durante 20 min. Las láminas se lavaron durante 15 min con 

agua corriente, 10 min con agua destilada y 5 min con TBS antes de proseguir con el 

procedimiento inmunohistoquímico. Para el anticuerpo Iba1 marcador de microglia no 

se realizó pre-tratamiento. A continuación, se bloqueó la actividad de la peroxidasa 

endógena (Dako, K5207) durante 10 min y los cortes se lavaron con TBS durante 5 min.  

Las muestras se incubaron con los anticuerpos durante 30 min a temperatura ambiente, 

acorde al diseño experimental. Como control negativo se empleó la sustitución del AcM 

por solución TBS. Transcurrido el tiempo de incubación con los anticuerpos primarios, 

las muestras se lavaron de forma independiente y se mantuvieron durante 5 min en TBS. 

Los cortes de tejidos se incubaron con el sistema de detección (Ver Tabla 2) durante 30 

min a temperatura ambiente en cada uno de los pasos.  

Después de la incubación con los sistemas de detección, las muestras se lavaron durante 

5 min con TBS. La reacción enzimática se reveló con DAB (Dako, K3465) durante 10 

min. Se monitoreó la misma bajo el microscopio óptico. El revelado de la actividad 

enzimática se detuvo en agua corriente y las láminas se contrastaron con Hematoxilina 
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de Mayer (Dako, S2020). Las muestras se dejaron secar al aire y se montaron con medio 

de montaje sintético Cytoseal
TM

 60 (Richard-Allan Scientific 8310-16). 

Tabla 2. Sistemas de detección empleados en el estudio inmunohistoquímico. 

Estudio 

Sistema de detección 

1er Paso 2do Paso 

Expresión de GFAP y 

6E10 en cerebro de ratón 

APPswe 

AcP anti-Ratón/biotinilado 

(Dako ARK 3954, USA) 

Dilución 1:100 

Estreptavidina/Peroxidasa 

(Dako K0690, USA) 

Expresión de Iba1 en 

cerebro de ratón APPswe 

Polímero/Peroxidasa (Dako E0354, Carpinteria, USA) 

Leyenda. GFAP, proteína ácida gliofibrilar; 6E10, marcador de placas amiloide; Iba 

1, marcador de microglias. 

Análisis estadísticos 

Para el modelo agudo de enfermedad de Alzheimer por inyección 

intracerebroventricular del péptido βA25-35 

Los datos se analizaron usando un análisis de varianza unidireccional o de dos vías 

(ANOVA, valor de F), seguido de la prueba de Dunnett. Los datos obtenidos de las 

pruebas de evitación o de latencias pasivas de natación no mostraron una distribución 

normal ya que se estableció un tiempo límite. Los datos de evitación pasiva se 

expresaron como mediana y rango intercuartil y fueron analizados utilizando el análisis 

de varianza no paramétrico de Kruskal -Wallis (valores de H). Las comparaciones de 

grupos se realizan con pruebas no paramétricas de comparaciones múltiples de Dunn. 

La sensibilidad de choque también se analizó usando ANOVA no paramétrico. Los 

perfiles de aprendizaje en el laberinto de agua se analizaron mediante ANOVA no 

paramétrico repetida medida de Friedman (valor Fr), seguido de una prueba de Dunn o 

de U de Mann -Whitney para las comparaciones post- hoc. Los datos del tanque de 



56 

 

Morris se presentaron como el tiempo pasado en los cuadros. La presencia en el cuadro 

T se analizó utilizando una muestra de prueba de t frente al nivel de azar (15 seg). El 

nivel de significación estadística fue de p < 0, 05.  

Para el modelo transgénico de enfermedad de Alzheimer en ratones Tg2576 

Los datos fueron analizados utilizando un análisis de varianza unidireccional o de dos 

vías (ANOVA, valor de F), con el genotipo y el tratamiento NeuroEPO como factores 

de comparación post hoc se realizaron mediante la prueba de Dunnett o una muestra 

prueba de t, según se especifica. La carga amiloide se analizó utilizando una prueba no 

paramétrica de Kruskal-Wallis ANOVA (valor H), ya que las diferencias no eran 

iguales entre los grupos. Comparaciones post-hoc se realizaron utilizando una prueba de 

Dunn. Los perfiles de aprendizaje en el laberinto de agua se analizaron mediante 

ANOVA (valor Fr) medida repetida de Friedman como prueba no paramétrica, seguido 

de una prueba de U de Mann-Whitney para las comparaciones post-hoc de Dunn. Los 

datos de prueba sin la plataforma se presentaron como tiempo de permanencia en los 

cuadros. Presencia en el cuadro T se analizó utilizando una muestra prueba de t frente al 

nivel de azar (15 seg). La preferencia por los objetos, se analizó utilizando una muestra 

prueba de t frente al nivel de azar (50%), calculado a partir del número de contactos con 

los dos objetos. Todos los resultados del ANOVA están detallados en las leyendas de 

las figuras, para la lectura con claridad. El nivel de significación estadística fue de p 

<0,05. Cuando el valor de ANOVA fue <1, no alcanzó significaciones cualesquiera que 

sean los grados de libertad. Por lo tanto, se indica como tal (F <1). 

En ambos modelos se realizaron estudios a nivel molecular, celular y de organismo que 

se resumen en la Tabla 3.  
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Tabla 3. Resumen de estudios realizados en ambos modelos. 

NIVEL DE 

ORGANIZACIÓN 

EFECTO EN LOS 

ANIMALES 

Estudio realizado 

NIVEL MOLECULAR Estrés Oxidativo Peroxidación de lípidos 

Neuroinflamación 
TNFα, IL1β, Iba1, GFAP 

Estrés mitocondrial Caspasa 3 

Apoptosis Akt, Bax, Bcl 2  y Fas L 

Niveles de βA1-42  soluble e insoluble 

NIVEL CELULAR Neuroinflamación Inmunohistoquímica de 

microglia Iba1 y glías 

GFAP 

Perdida celular Tinción de Cresil violeta 

NIVEL DE ORGANISMO Déficit de aprendizaje y 

memoria 

Alternancia espontánea en 

el laberinto Y (Evaluación 

de memoria de trabajo 

espacial a corto plazo 

Tanque de Morris (Prueba 

de reconocimiento espacial 

a largo plazo) 

Prueba de evitación pasiva 

(Evaluación de memoria no 

espacial a largo plazo 

Reconocimiento de nuevos 

objetos (evaluación de 

elementos cognitivos) 
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RESULTADOS 

       Experimento 1: Efecto de la NeuroEPO en modelo agudo de 

Alzheimer por inyección intracerebroventricular del péptido 

amiloide βa 25-35. 

Alternancia espontánea en el laberinto Y (Evaluación de memoria a corto plazo) 

A los animales inyectados con el péptido βA25-35 que fueron tratados con  NeuroEPO se 

les realizó la prueba de alternancia espontánea el día siete después de la inyección del 

péptido (Figura 8). El tratamiento con el péptido βA 25-35 condujo a una disminución 

significativa p <0,05 en la alternancia espontánea con respecto a los animales controles, 

que fue bloqueado de manera significativa, p <0,05, por la NeuroEPO en la dosis de 125 

µg / Kg. La NeuroEPO no produjo ningún efecto en los animales controles a las 

diferentes dosis ensayadas. n =16-22 animales por grupo. 

 

Figura 8. Efecto de la NeuroEPO contra el déficit de aprendizaje en la alternancia 

espontánea inducido por βA 25-35 en ratones. * p <0,05 animales tratados con βA 25-35 / 

vehículo contra los animales Control / vehículo. # p <0,05 animales tratados con βA 25-

35 NeuroEPO 125 µg / Kg contra animales tratados con βA 25-35 / vehículo 
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Prueba de evitación pasiva (Evaluación de memoria no espacial a largo plazo) 

El grupo tratado con el péptido βA 25-35 mostró una disminución significativa p <0,05 en 

la latencia de entrada a través de la evitación pasiva, prueba de memoria no espacial a 

largo plazo. El tratamiento NeuroEPO previno el déficit de manera significativa p <0,05 

y p<0,01 en todas las dosis ensayadas. La NeuroEPO no produjo ningún efecto en los 

animales controles a las diferentes dosis ensayadas. n =22-27 animales por grupos. 

 

  

Figura 9. Efecto de la NeuroEPO contra el déficit de aprendizaje en la evitación pasiva 

inducido por βA 25-35 en ratones. * p <0,05 animales tratados con βA 25-35 / vehículo, 

contra los animales Control / vehículo. # p <0,05 y ## p <0,01 grupo βA 25-35 / 

NeuroEPO 125 µg / Kg) contra animales con βA 25-35 / vehículo. Prueba de Dunn 
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Aprendizaje en el laberinto de agua (Evaluación de la memoria de referencia 

espacial) 

Para los grupos tratados con Neuro-EPO en dosis de 125 y 250 µg/kg, el análisis de 

perfiles de aprendizaje mediante el test ANOVA de Friedman mostró que las latencias 

en los grupos Control / vehículo, p < 0,0001, Control / NeuroEPO 125 µg / Kg, p < 0.01 

y βA 25-35 / vehículo, p < 0,001, disminuyeron significativamente durante el 

entrenamiento (Figura 10a). Sin embargo, los animales del grupo, βA 25-35 / vehículo 

aparecieron menos eficiente durante los últimos dos ensayos, ya que la duración de la 

natación, en comparación con los ratones Control / vehículo fueron significativamente 

mayores (Figura. 10 a). n = 16 animales por grupo. 

El tratamiento con NeuroEPO a 125 µg / Kg permitió una mejora significativa del perfil 

de adquisición, p < 0,0001, n = 20, en comparación con los ratones tratados βA 25-35 / 

vehículo, y se alcanzó significación estadística para el ensayo 5 (Figura 10b). Prueba de 

Dunn en (a, b).  

Durante la prueba de retención, los animales de los grupos Control / vehículo y Control 

/ NeuroEPO 125 µg / Kg pasaron más tiempo en el cuadro T, lo que muestra un 

aprendizaje más efectivo de la posición de la plataforma (Figura 10 c). El grupo βA 25-35 

/ vehículo no logró mostrar un tiempo de presencia más alto que el nivel de azar 15 seg 

(Figura 10 c) al igual que el grupo con tratamiento NeuroEPO 125 µg / Kg, pero no así 

con 250 µg / Kg lo que atenúa el déficit (Figura 10 c). Al mismo tiempo, comprobamos 

que ninguno de los tratamientos altera la velocidad de natación de los animales (Figura 

10 d). 
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Figura 10. Efecto de la NeuroEPO contra el déficit inducido en ratones por el péptido 

βA 25-35 en el aprendizaje del laberinto de agua: (a, b) los perfiles de adquisición 

durante el entrenamiento de nado, (c) la prueba de retención y (d) la velocidad de 

nado. En (b), el perfil de los animales controles Control / vehículo se indica mediante 

una línea de puntos. En (c), el nivel azar (15 seg) se perfila mediante línea discontinua. 

* p <0,05, ** p<0,01 contra grupo Control / vehículo; # p < 0.05 contra el mismo 

grupo tratado con βA 25-35/vehículo, * p<0,05 frente a nivel azar (15 seg), una muestra 

de Prueba de t en (c). p> 0,05 en (d). 
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Medidas de peroxidación lipídica 

Como se muestra en la Figura 11. La inyección del péptido βA 25-35 indujo un aumento 

de un 86 % en la peroxidación de lípidos (Figura. 11). Estos aumentos fueron 

totalmente bloqueados por el tratamiento NeuroEPO, a las dosis 125 y 250 µg / Kg 

p<0,0001, n=10-12 animales por grupos. El tratamiento con NeuroEPO a las dosis 

ensayadas no tuvo efecto en los animales controles. 

 

Figura 11. Efecto sobre los niveles de peroxidación lipídica en el hipocampo, 7 días 

después de la inyección del péptido βA 25-35 en ratones. (***) p <0,001 animales 

tratados con (βA 25-35 / vehículo) contra los animales (Control / vehículo). (*) p <0,05 y 

(# # #) p < 0.0001 animales tratados con (βA 25-35 / NeuroEPO) contra el grupo de 

animales (βA 25-35 / vehículo) Prueba de Dunnett. 
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Análisis por Western blot 

La inducción de la apoptosis en el tejido cerebral se evaluó por un método semi-

cuantitativo, mediante el análisis del nivel de la proteína pro-apoptótica Bax por 

Western blot como se muestra en la Figura 12. La inyección del péptido βA 25-35 indujo 

hasta 101 % de aumento significativo p<0,0001 en la relación de Bax/β-tubulina. El 

tratamiento con NeuroEPO a 125 µg / Kg disminuyó significativamente p<0,0001 el 

aumento inducido por el péptido βA 25-35. El tratamiento con NeuroEPO sobre el nivel 

de Bax no tuvo efecto en los animales controles.   

 

Figura 12. Efecto de NeuroEPO sobre: niveles de la expresión de Bax en el hipocampo, 

7 días después de la inyección del péptido βA 25-35 en ratones. La expresión de Bax se 

calculó como la relación Bax/β-tubulina todos los datos expresados como porcentaje 

del control / vehículo. # # # p < 0.0001 contra el grupo  βA 25-35 / vehículo; Prueba de 

Dunnett, n=11-12 animales por grupos. 
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La activación de Akt se evaluó mediante la cuantificación de la relación entre la forma 

fosfoactiva (Ser473)-Akt sobre el total de Akt como se muestra en la Figura 13.  El 

péptido βA 25-35 indujo una disminución significativa p<0,05 de 55 % en la relación P 

(Ser473) Akt/Akt. El grupo tratado con NeuroEPO a 125 µg / Kg impidió de manera 

significativa p<0,001 la disminución inducida por péptido βA 25-35 en P (Ser473) 

Akt/Akt. El tratamiento con NeuroEPO no tuvo efecto en los animales controles. n=11-

12 animales por grupos. 

 

Figura 13. Efecto la NeuroEPO sobre la activación de Akt en el hipocampo, 7 días 

después de la inyección del péptido βA 25-35 en ratones. * p < 0.05, grupo tratados con 

βA 25-35 / vehículo contra grupo (Control / vehículo. # # # p <0,001 grupo βA 25-35 / 

NeuroEPO 125 µg / Kg contra el grupo de animales βA 25-35 / vehículo; Prueba de 

Dunnett. 
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Ensayos de TNFα e IL-1β por ELISA 

El péptido βA 25-35 indujo un aumento muy significativo p<0,001 en los niveles de TNFα 

hasta un 187 % (Figura. 14). El tratamiento con NeuroEPO 125 µg / Kg bloqueó de 

manera significativa p<0,001, el aumento inducido por el péptido βA 25-35 en los niveles 

de TNFα. El tratamiento con NeuroEPO no tuvo efecto en los animales controles. n=11-

12 animales por grupo. 

 

Figura 14. Efecto de la NeuroEPO sobre los niveles de TNFα en el hipocampo de 

ratones inyectados con el péptido βA 25-35. ***p<0.001 animales tratados con βA 25-35 / 

vehículo frente al grupo Control / vehículo, # # # p <0,001 animales con βA 25-35 / 

NeuroEPO 125 µg / Kg contra el grupo tratado βA 25-35 / vehículo; Prueba de Dunnett. 
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El péptido βA 25-35 también indujo un aumento significativo p<0,001 en los niveles de 

IL-1β hasta 155 %. El tratamiento con NeuroEPO 125 µg / Kg, bloqueó de manera 

significativa p<0,001 el aumento inducido por el péptido βA 25-35 en los niveles de IL-

1β. El tratamiento con NeuroEPO no tuvo efecto en los animales controles. n=11-12 

animales por grupos. 

 

Figura 15. Efecto de la NeuroEPO en los niveles de IL-1β en el hipocampo de ratones 

inyectados con el péptido βA 25-35. *** p<0.001 animales tratados con βA 25-35 / vehículo 

frente al grupo tratado Control / vehículo, # # # p <0,001 animales tratados con βA 25-

35 / NeuroEPO 125 µg / Kg contra el grupo tratado βA 25-35 / vehículo; Prueba de 

Dunnett. 

Medidas histológicas 

Para evaluar el impacto de los tratamientos de EPO en la integridad de las células 

cerebrales, se analizaron las células viables de la capa piramidal en la región CA1 del 

hipocampo, mediante la coloración de violeta de cresilo. Se observó que la capa de 
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células piramidales adoptó un aspecto desorganizado con células tumefactas con 

núcleos pignóticos después de la inyección del péptido βA 25-35 (Figura 16a); mostrando 

la recuperación de las células del hipocampo en los grupos controles y lesionados 

tratados con NeuroEPO 125 µg / Kg similares a las células del grupo control tratado con 

vehículo. El tratamiento con NeuroEPO 125 µg / Kg, dio como resultado un bloqueo 

altamente significativo p<0,0001 de la pérdida de células, con un aumento en el número 

de células viables contadas (Figura 16 b). n=6-8 animales por grupo. 

 

Figura 16. Efecto de la NeuroEPO en la toxicidad inducida por el péptido βA 25-35 

inyectado ICV en ratones. La pérdida de células piramidales en el área CA1 de la capa 

de células piramidales del hipocampo, 7 días después de la inyección del péptido βA 25-

35. Microfotografías representativas de secciones coronales del hipocampo subcampo 

CA1 teñido con cresil violeta. La barra de escala =50 µm. (b) Los niveles promedios de 

las células viables, se contaron 6-11 rebanadas por ratones y 6-8 ratones por grupo. 

*** P<0.001 frente al grupo tratado (Control / vehículo); (# # #) P<0.001 contra el 

grupo tratado (βA 25-35 / vehículo); Prueba de Dunnett. 
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DISCUSIÓN 

En el presente estudio, se aportan pruebas de la neuroprotección inducida por la 

administración de NeuroEPO por vía IN frente al déficit de memoria y la toxicidad 

inducida por la agregación del péptido βA 25-35 una semana después de su inyección ICV 

en los cerebros de los ratones suizos machos.  

En primer lugar, se analiza el déficit de aprendizaje inducidos por el péptido, y la 

afectación severa de varias formas de memoria. Examinando la alternancia espontánea 

en respuesta a la memoria de trabajo espacial, se evaluó la evitación pasiva como 

respuesta a una memoria no espacial a largo plazo y la evaluación de la memoria de 

referencia espacial.  

La NeuroEPO IN fue eficaz con las dosis de 125 y 250 µg/Kg en la mayoría de las 

pruebas utilizadas. Estas dosis fueron empleadas previamente en modelos de isquemia 

cerebral en gerbos de Mongolia para proporcionar neuroprotección
143

. Los efectos 

directos podrían estar relacionados con la mejoría de las capacidades de aprendizaje 

observados después de los tratamientos NeuroEPO en los experimentos. La protección 

lograda en los animales tratados podría ser explicada por mecanismos que ya han sido 

estudiados para la EPO, aunque no podemos excluir otros más específicos.  

Se ha reportado que la EPO impacta directamente en la plasticidad y la liberación 

sináptica de los neurotransmisores, particularmente en la región del hipocampo. Un 

tratamiento con EPO durante cinco días en un modelo de EA en ratas mejoró la 

potenciación a largo plazo, una alteración de la plasticidad sináptica a corto plazo y la 

transmisión sináptica, cambiando el equilibrio de la actividad excitadora e inhibidora
144

.  
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Se ha reportado que en animales tratados con EPO, las redes de neuronas primarias del 

hipocampo desarrollaron una menor actividad global. Estos efectos resultaron en una 

mejoría de la memoria dependiente del hipocampo por modulación de la plasticidad, la 

conectividad sináptica y la actividad de las redes neuronales relacionados con la 

memoria
145

.  

El estrés oxidativo se evaluó mediante la medición de la peroxidación de los lípidos de 

membrana inducida por la inyección del péptido βA 25-35, en hipocampo. El tratamiento 

con NeuroEPO mostró un impacto positivo sobre la peroxidación de lípidos. La 

disminución del estrés oxidativo inducido por βA25-35 con la formulación de NeuroEPO 

IN alcanzó valores similares a los animales controles. 

Se han reportado las propiedades antioxidantes de la EPO relacionándola con su efecto 

citoprotector en varios modelos. En cultivo de neuronas del hipocampo de rata 

sometidas a hipoxia o la exposición de glutamato, la administración de EPO dio lugar a 

una protección significativa
146,147

. Estudio reciente en cultivo primario de neuronas 

obtenidas de la corteza de embriones de ratas Wistar de 17 días. Se indujo 

exitotoxicidad por glutamato a 100 µM durante 15 min. 24 h después fueron tratados 

con NeuroEPO 100 ng / mL, produjo una disminución significativa p <0,01 de la 

mortalidad y tendencia a reproducir las características morfológicas similares de las 

células control además, la disminución del estrés oxidativo
148

 

Ha sido sugerido que el mecanismo del efecto protector de la EPO contra la toxicidad 

del amiloide involucra el aumento de la actividad NF-kB, la inhibición de las proteínas 

pro-apoptóticas, generadas por la supresión de la apoptosis TNFα, la modulación de la 

detención del crecimiento y de la proteína de daños en el ADN 45 (Gadd45β) y la 
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activación directa de Bcl-xL
149

. Como consecuencia, la EPO disminuye la producción 

de ERO, reduce el potencial de membrana mitocondrial, la relación de Bcl-2/Bax y 

estabiliza la activación de la caspasa-3
150

. Esos resultados coinciden con los de este 

trabajo donde los tratamientos con NeuroEPO bloquean la expresión de Bax inducida 

por βA25-35. 

Para el examen de una vía eficaz de señalización sobre el impacto de la toxicidad del 

péptido amiloide en los sistemas de protección endógenos, se evalúan las quinasas de 

PI3K/Akt, desencadenada por la activación de varios tipos de receptores, incluyendo los 

receptores para el factor trófico, tales como BDNF, neurotransmisores tales como la 

acetilcolina, o EPO. La Akt se bloquea en respuesta al péptido βA25-35 de una manera 

dependiente de PI3K
151

.  

El efecto de la EPO depende de la activación de varias quinasas, incluyendo 

Janusquinasa 2 (JAK2), una tirosina quinasa que se asocia con el receptor de la EPO, y 

la proteína quinasa B/Akt. La EPO previene las lesiones de apoptosis en las células 

neuronales a través de la inducción de la autofosforilación de JAK2
152

. Además, se 

reporta que la EPO mejora significativamente la actividad de Akt durante el estrés 

oxidativo para prevenir la activación inflamatoria de la microglia
153,154

. La actividad de 

Akt sobreexpresada parece ser un paso necesario en este mecanismo. Se ha reportado 

que a través de la regulación de la vía de señalización PI3K/Akt, la EPO es capaz de 

regular la apoptosis celular, la excitotoxicidad y el estrés oxidativo después de la 

hipoxia
155

. En nuestro estudio la NeuroEPO a 125 µg / Kg, impidió completamente 

fosforilación de la AKT inducida por péptido βA25-35. 
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También se ha reportado que la EPO promueve una protección eficaz contra patologías 

inflamatorias. Se observó un bloqueo por la NeuroEPO del TNFα y IL-1β provocados 

por la toxicidad del βA25-35. Se cree que la capacidad neuroprotectora de la EPO puede 

involucrar principalmente la homeostasis celular extrínseca a través de la modulación de 

la activación microglial y el control de la liberación de citoquinas
156

. Las microglias 

activadas liberan grandes cantidades de estas citoquinas pro-inflamatorias y 

neurotóxicas, incluyendo TNFα y IL-1β, radicales libres, como el óxido nítrico o iones 

superóxido, y los metabolitos de ácidos grasos, lo que podría contribuir de manera 

directa a ampliar la muerte celular por apoptosis
157,158

. Se ha demostrado que la EPO 

ejerce una acción anti-inflamatoria a través de vías que implican la exposición de 

fosfatidilserina,  la activación microglial, la actividad de Akt, y la regulación de las 

caspasas, o más directamente por la inhibición de varias citoquinas pro-inflamatorias, 

tales como IL-6, TNFα y MCP-1
159,160

. 

El uso de la tinción de violeta de cresilo permite evaluar la pérdida de células CA1, se 

ha demostrado que el βA25-35 altera de manera significativa la viabilidad celular en la 

capa de células piramidales del hipocampo
161,162

. El tratamiento con NeuroEPO, 

disminuye la pérdida de células piramidales de la región CA1 del hipocampo causada 

por el βA25-35, una zona rica en neuronas glutamatérgicas altamente sensible a la 

excitotoxicidad.  

Estos resultados describen las potencialidades de la formulación intranasal de 

NeuroEPO, con menos reacciones adversas que cuando se aplica la EPOhr 

crónicamente. Esto constituye un beneficio potencial de NeuroEPO sobre otras 

variantes de EPO para el tratamiento crónico de enfermedades neurodegenerativas. 
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No obstante, este modelo es solo una aproximación a la forma aguda de la EA producto 

del impacto neurotóxico de la aplicación del agregado βA25-35; además permanece 

ausente la comorbilidad y alteraciones fisiológicas normales producidas por el proceso 

de envejecimiento. Por tanto, se hace necesario evaluar estos efectos de la NeuroEPO en 

un modelo que tenga mayor similitud al desarrollo de esta enfermedad en el humano. 

Como por ejemplo en el modelo transgénico de EA Tg2576 portador del gen de una 

familia suiza que sobreexpresa la proteína precursora de β amiloide (APPswe) 

comenzando el tratamiento a los 12 meses de edad, donde no estarán presentes las 

limitaciones señaladas en el modelo anteriormente utilizado. La ventaja del uso de la 

NeuroEPO IN es que no tiene actividad hematopoyética. 
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RESULTADOS 

          Experimento 2: Efecto neuroprotector de la NeuroEPO en 

modelo transgénico Tg 2576 de enfermedad de Alzheimer. 

 

Estudio de conducta 

El rendimiento de la alternancia espontánea en el laberinto en Y se analizó después del 

primer y segundo meses de tratamiento como se muestra en la (Figura 17). Después de  

un mes de tratamiento con NeuroEPO, los ratones transgénicos APPswe mostraron un 

deterioro de la alternancia en comparación con los animales controles (Figura 17 a).  El 

tratamiento con NeuroEPO recupera la memoria espacial a corto plazo en ratones 

APPswe, particularmente a dosis de 125 µg / Kg (Figura 17 a). Los animales mostraron 

una actividad exploratoria similar con 20-25 entradas en los brazos tanto en los 

animales controles como en los transgénicos con ambas dosis de NeuroEPO. 

Después de dos meses de tratamiento, los animales controles mostraron una marcada 

disminución en la alternancia espontánea, pero permanecieron significativamente más 

alto que el nivel azar 50% (Figura 17 b). Los ratones APPswe mostraron un deterioro de 

la alternancia que fue atenuada por el tratamiento con NeuroEPO en ambas dosis 

(Figura 17 b). Nótese que la dosis más alta de NeuroEPO deteriora el comportamiento 

de alternancia en los ratones controles. Los animales mostraron un comportamiento 

exploratorio disminuido, con sólo 15 a 20 entradas en los brazos durante la sesión, pero 

una vez más similares entre grupos de animales controles y transgénicos, además con 

ambas dosis de tratamiento (Figura 17 b). 
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Figura 17. Comportamientos de alternancia espontánea en el laberinto en Y de ratones 

controles y APPswe después de un mes de tratamiento con NeuroEPO IN, a los 13 

meses de edad (a) o a los 14 meses de edad, después de dos meses de tratamiento (b). * 

p <0,05, ** p <0,01 ***, p <0,001 contra el nivel de azar (50%), n = 14-22 por grupo. 

La prueba de t de una muestra.  

A continuación, se les realizaron a los animales la prueba de reconocimiento de nuevos 

objetos (Figura 18). Los datos fueron tratados en términos de número de contactos 

(Figura 18 a) y la duración de los contactos (Figura 18 b). En sesión 3, cuando el objeto 

en la posición 2 fue sustituido por uno nuevo, los animales control mostraron una fuerte 

preferencia por el objeto nuevo, mientras que los ratones APPswe tratados con vehículo 

no lo hicieron, para ambos parámetros. En los ratones APPswe, el tratamiento con 

NeuroEPO en la dosis 125 µg / Kg restauró significativamente la preferencia para el 

nuevo objeto (Figura 18 b), pero la dosis más alta no lo hizo.  
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Figura 18. Déficit de reconocimiento de nuevos objetos en ratones control y APPswe 

después de 2 meses de tratamiento con NeuroEPO IN. La preferencia se analiza en 

términos de contactos con los objetos (a, b) o la duración de los contactos (c, d) 

durante la sesión 2 con dos objetos idénticos (a, c) y la sesión de 3 con un objeto 

familiar y un objeto nuevo (b, d). **p <0,01, *p <0,05, la prueba de t de una muestra. 

 

El perfil de aprendizaje de los animales controles en el tanque de Morris disminuyeron 

progresivamente su latencia para alcanzar la ubicación de la plataforma, un efecto sin 

cambios en los grupos controles tratados con NeuroEPO como se muestra en la (Figura 

19 a). Los ratones APPswe mostraron un retardado en el perfil de aprendizaje, las 

medidas de latencias durante los ensayos dos al cinco siendo más alta que la observada 

para los animales controles, con una diferencia significativa en la prueba del día tres 

(Figura 19 b). El tratamiento con NeuroEPO, con ambas dosis, tendió a disminuir este 

retraso. 
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La calidad de la memoria se midió en un ensayo, realizado sin la plataforma 24 horas 

después de la última prueba de entrenamiento (Figura 19 c). Todos los animales 

controles mostraron una exploración significativamente preferencial del cuadro (T), 

pero no los ratones APPswe tratados con vehículo. El tratamiento con NeuroEPO 

resultó en una restauración de la presencia en el cuadro T para ambas dosis, con un 

efecto significativo en la dosis 125 µg / Kg (Figura 19 c). De hecho, las trayectorias 

típicas se presentan en la (Figura 19 d) ilustra que mientras que un ratón APPswe 

tratado con vehículo explora los cuatro cuadros durante el 1-min de duración de la 

natación, un ratón tratado con NeuroEPO en la dosis 125 µg / Kg está enfocado en el 

cuadro T. 

 

Figura 19. Lugar de aprendizaje en el laberinto de agua en ratones control y APPswe 

después de 2 meses de tratamiento con NeuroEPO IN. (a y b) los perfiles de 

aprendizaje, (c) prueba sin la plataforma y (d) típicas huellas de natación durante la 

prueba sin la plataforma. En (c), el nivel azar (15 seg) se perfila con una línea 

discontinua. **p <0,001; *p <0,01; #p <0,01 la prueba t-test de una muestra. 
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Análisis bioquímicos e inmunohistoquímicos 

La peroxidación de lípidos se incrementó significativamente p <0,05, en los ratones 

APPswe en comparación con los controles como se muestra en la (Figura 20) y el 

tratamiento con NeuroEPO 125 µg / Kg IN previno de manera significativa p <0,01 este 

aumento. No se detectó efecto con el tratamiento de NeuroEPO en los animales 

controles sanos. 

 

Figura 20. Efecto de NeuroEPO en ratones APPswe después de 2 meses de tratamiento 

sobre el nivel de peroxidación lipídica en el hipocampo. * p <0,05, contra el grupo 

control/vehículo; ## p <0,01 contra grupo  APPswe / vehículo. Prueba de Dunnett 

La neuroinflamación se evaluó por una medida directa de GFAP, marcador de astrocitos 

reactivos, e Iba-1, marcador de microglia reactiva (Figura 21). Ambos marcadores se 

incrementaron significativamente en el hipocampo de ratones APPswe en comparación 

con los controles. El tratamiento con NeuroEPO disminuyó significativamente la 

expresión de GFAP a dosis 125 µg / Kg en los grupos de animales  controles y los 
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transgénicos (Figura 21 a), p <0,05 y la expresión de Iba-1 en ambas dosis ensayadas 

sin modificaciones en el grupo control (Figura 21 b).  

 

Figura 21: Efecto de la NeuroEPO en ratones APPswe después de 2 meses de 

tratamiento en los niveles de la expresión de GFAP (21a) y la expresión de Iba1(21b) 

en el hipocampo. * P <0,05, ** p <0,01 contra el grupo control /vehículo; Prueba de 

Dunnett. 

El análisis de la reacción de las neuroglias usando el estudio inmunohistoquímico de 

GFAP se llevó a cabo en el hipocampo de los ratones. Se observó el inmunomarcaje con 

GFAP en el hilio, en los estratos moleculares, oriens y radiatum de la formación del 

hipocampo en las capas de células piramidales en todas las regiones de CA1-3 y en el 

giro dentado. El marcaje se expresó moderadamente, en todas las regiones estudiadas, 

en los ratones control tratados con vehículo (Figura 22 a, b). El tratamiento con 

NeuroEPO en ambas dosis, tendió a disminuir el marcaje (Figura 22 c, f). En los ratones 

APPswe tratados con vehículo el marcaje particularmente en el hilio y estrato oriens 

apareció notablemente más intenso y denso (Figura 22 g, h). El tratamiento con 

NeuroEPO, en particular en la dosis de 125 µg / Kg (Figura. 22 i, j), también en la dosis 
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de 250 µg/Kg (Figura 22 K, l) disminuyó el número de células que expresan GFAP y la 

intensidad del marcaje.  

 

Figura 22. El análisis morfológico de la reacción de las neuroglias usando inmuno-

marcaje con GFAP en ratones APPswe tratados con NeuroEPO Fotomicrografías 

muestran en dos áreas del hipocampo, el giro dentado (GD, a, c, e, g, i, k) y CA1 (b, d, 

f, h, j, l). Las flechas en (a, b) señalan células típicas que expresan GFAP. Escala en 

(a): 50 micras. 

El análisis de la reacción de las microglias usando el estudio inmunohistoquímico de 

Iba1 se llevó a cabo en el hipocampo de los ratones (Figura 23). Se observó el 

inmunomarcaje con Iba1 en los estratos de la formación del hipocampo en las capas de 
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células piramidales en todas las regiones de CA1-3. El marcaje se dispersó 

moderadamente, presente en los ratones control tratados con vehículo (Figura 23 a). El 

tratamiento con NeuroEPO en ambas dosis, no cambió o tendió a disminuir el marcaje 

moderadamente (Figura 23 b y c). En ratones APPswe tratados con vehículo el marcaje 

apareció menos intenso (Figura 23 d). El tratamiento con NeuroEPO, en particular en la 

dosis de 125 µg / Kg (Figura 23 e), disminuyó el número de células y la intensidad del 

marcaje que expresan Iba1, no así en la dosis de 250 µg / Kg (Figura 23 f).  

 

Figura 23. El análisis morfológico de la reacción de la microglia usando 

inmunomarcaje con Iba1 en ratones APPswe tratados con NeuroEPO. 

Fotomicrografías muestran en área CA1 del hipocampo. La flecha señala célula típica 

que expresa Iba1. Escala en (a): 50 micras. 

En la Figura 24 representa un aumento de los niveles de Bax en ratones APPswe en 

comparación con los controles. El tratamiento con NeuroEPO impidió el aumento de 
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Bax, con un efecto significativo p <0,01 en la dosis de 125 µg / Kg (Figura 24 a). Los 

niveles de Bcl-2 aparecieron disminuidos muy significativamente p<0,001 en todos los 

grupos en comparación con los animales control tratados con vehículo (Figura 24 b). 

Como resultado, la relación de Bax/Bcl-2, calculada para cada animal, mostró un 

aumento significativo p<0,05 en los ratones APPswe y normalizado con el tratamiento 

con NeuroEPO (Figura 24 c). 

 

Figura 24. Efecto de la NeuroEPO sobre los niveles de proteínas anti y proapoptóticas 

en hipocampo de ratones APPswe después de 2 meses de tratamiento en: (a) Niveles de 

Bax, (b) niveles Bcl-2, (c) Relación de Bax / Bcl-2, en el hipocampo. ANOVA de dos 

vías *P<0,05, ***p<0,001 frente al grupo control / vehículo; ## p <0,01 frente al 

grupo APPswe / vehículo; Prueba de Dunnett. 
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Un aumento significativo p<0,05 en el nivel de TNFα medido en el hipocampo de los 

ratones APPswe en comparación con los controles se muestra en la figura 25. Se 

observó que el tratamiento con NeuroEPO tendía a evitar el incremento en los niveles 

de TNFα, aunque no tiene efecto significativo (Figura 25). 

 

Figura 25. Efecto de la NeuroEPO en ratones APPswe después de 2 meses de 

tratamiento en los niveles de TNFα, en el hipocampo. ANOVA de dos vías *p<0,05 

frente al grupo control/vehículo; Prueba de Dunnett. 
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Los niveles de FasL fueron mayor significativamente p<0,01 en los ratones APPswe 

comparado con los animales controles (Figura 26). Las dos dosis de NeuroEPO 

probadas disminuyeron los niveles de FasL, con una diferencia significativa p<0,05 en 

la dosis más baja ensayada comparada con los ratones APPswe tratados con vehículo. 

No se detectó efecto con el tratamiento de NeuroEPO en los animales controles sanos. 

 

Figura 26. Efecto de la NeuroEPO en ratones APPswe después de 2 meses de 

tratamiento en los Niveles de FasL en el hipocampo. ANOVA de dos vías * P <0,05 

frente al grupo control/vehículo, # P <0,05, frente al grupo APPswe/vehículo; Prueba 

de Dunnett. 
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Los resultados muestran un incremento significativo p<0,05 de la actividad de la 

Caspasa-3 en los ratones APPswe. La dosis de NeuroEPO 125 µg / Kg disminuyó la 

actividad de la Caspasa-3 pero no así la más alta como se muestra en la figura 27. 

 

Figura 27. Efecto de la NeuroEPO en ratones APPswe después de 2 meses de 

tratamiento en la actividad de la caspasa-3 en el hipocampo. ANOVA de dos vías * p 

<0,05, ** p <0,01, frente al grupo control/vehículo; Prueba de Dunnett. 
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En la Figura 28 se presentan los resultados de la carga amiloidea tanto la fracción 

soluble como insoluble del péptido ßA1-42. El tratamiento en la dosis de NeuroEPO 125 

µg / Kg, tendió a disminuir el contenido ßA1-42 soluble (-56%) y disminuyó altamente 

significativo p<0.001 el nivel de ßA1-42 insoluble. Una disminución -83% se midió en la 

corteza cerebral de los ratones a esta dosis y sólo una disminución de -37% a 250 µg / 

Kg (Figura 28 b). 

 

Figura 28. Análisis del contenido de ßA1-42 en la corteza del ratón: (a) contenido 

soluble y (b) contenido insoluble ßA1-42. n = 7-10 por grupo, Kruskal-Wallis ANOVA: H 

= 5,86, p> 0,05 en (a), H = 10,9, p <0,01 en (b). ***P<0.001 contra ratones APPswe 

tratados con vehículo. Prueba de U de Mann-Whitney. 
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En todos los animales APPswe tratados con vehículo se encontraron placas amiloideas 

de gran tamaño similares a las descritas con esta técnica en la literatura, en las regiones 

motora y auditiva de la corteza cerebral. Los animales APPswe tratados con NeuroEPO 

dosis 125 µg / Kg presentaron en todos los animales placas de menor tamaño. Los 

tratados con NeuroEPO 250 µg / Kg mostraron menor número de placas y de un menor 

tamaño. Incluso en correspondencia con esto no se detectaron placas en un animal 

tratado con esta dosis (Figura 29). 

APPswe/Vehiculo APPswe/NeuroEPO125 APPswe/NeuroEPO 250

H
ip

o
c
a
m

p
o

 G
D

H
ip

o
c
a
m

p
o

 C
A

1
C

o
rt

e
z
a

APPswe/Vehiculo APPswe/NeuroEPO125 APPswe/NeuroEPO 250

H
ip

o
c
a
m

p
o

 G
D

H
ip

o
c
a
m

p
o

 C
A

1
C

o
rt

e
z
a

 

Figura 29. Expresión de placas amiloideas. a, b, c: región CA1 de hipocampo; d, e, f: 

giro dentado g, h, i: corteza parietal. Flechas en (a, d, g) se muestran las placas de 

núcleos densos en animales transgénicos tratados con vehículo. (b, e, h) las flechas 

indican placas de menor tamaño en hipocampo, giro dentado y corteza en los animales 

tratados con NeuroEPO dosis 125 µg / Kg y no se detectan placas similares a dosis de 

NeuroEPO 250 µg / Kg. Barra 50µm magnificación 200x. 



87 

 

En la Figura 30 se evidencia la disminución de la densidad de placas de núcleo denso 

βA evaluada por mm
2 

como un marcador de la enfermedad, en la corteza cerebral 

descendió el número de placas por unidad de área en el grupo tratado con NeuroEPO 

125 µg / Kg y esa disminución se hizo más evidente en el grupo tratado con NeuroEPO 

250 µg / Kg respecto al APPswe tratado con vehículo. En el hipocampo no se observó 

en gran medida este desbalance porque tanto en el grupo APPswe vehículo como en el 

tratado con NeuroEPO 125 µg / Kg la densidad por unidad de área es la misma, pero sí 

se evidenció la disminución para el grupo tratado con NeuroEPO 250 µg / Kg a pesar de 

no observarse en gran magnitud como en la corteza cerebral. 

 

Figura 30. Densidad de placas ßA por mm
2
 en corteza cerebral e hipocampo del ratón 

APPswe. Se observa la disminución de la densidad de placas amiloideas en la corteza 

de los animales tratados con NeuroEPO dosis 125 µg / Kg y NeuroEPO 250 µg / Kg, 

respecto al grupo APPswe tratado con vehículo. 
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DISCUSIÓN 

En este estudio se observó que el aprendizaje y la memoria después de uno y dos meses 

de tratamiento mejoraron significativamente utilizando la respuesta de la alternancia 

espontánea, el reconocimiento de objetos y en el lugar de aprendizaje en el laberinto de 

agua. Los resultados confirmaron un efecto beneficioso de la aplicación de NeuroEPO 

en todas las respuestas medidas.  

El efecto positivo de la NeuroEPO sobre memoria de trabajo espacial, disminuyendo el 

déficit se observó significativamente al mes de tratamiento y con ambas dosis de 

NeuroEPO logrando un efecto significativo en el segundo mes de tratado. Los déficits 

de memoria de referencia y la memoria de reconocimiento espacial también mejoraron 

al final del tratamiento, pero con efectos significativos observados para la dosis de 

NeuroEPO más baja ensayada. Está descrita la pérdida de la capacidad de la cognición, 

sobre todo en patologías neurodegenerativas.  

La NeuroEPO se administró durante 2 meses en ratones transgénicos APPswe. Los 

animales se utilizaron en una edad en que la patología está progresando rápidamente, 

con el objetivo de simular la terapéutica en los seres humanos cuando los signos 

clínicos ya están presentes. En esta línea de ratón, los ONF y la pérdida neuronal están 

ausentes o muy limitada. Pero el deterioro cognitivo está presente desde 6 meses, así 

como, el aprendizaje espacial y la memoria de trabajo a largo plazo. La pérdida de 

memoria es entonces progresiva y claramente establecida en edades mayores de 10-12 

meses
163

.  

La pérdida sináptica y la disminución de la potenciación a largo plazo son, en efecto 

observadas en el área CA1 del hipocampo a los 4-5 meses de edad
164

, en un principio en 
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el giro dentado después de la estimulación y luego en toda la formación del 

hipocampo
165

. Los cerebros de los ratones presentan una neuroinflamación intensa, con 

astrocitos reactivos y microglias, a lo largo de la formación, frontal, occipital y corteza 

entorrinal del hipocampo a edades mayores de 10 meses. Numerosos depósitos de 

placas de ßA intraparenquimatosas y la acumulación de especies de ßA se observan a 

esta edad
166

.  

En estudios in vitro, in vivo en modelos transgénicos de la EA, la EPOhr permite no 

sólo la neuroprotección sino también la modificación de la enfermedad y la 

regeneración
167

. La EPO reduce el estrés oxidativo, la hiperfosforilación de Tau, y la 

apoptosis inducida por péptidos ßA aplicadas en células de neuroblastoma SH-SY5Y, 

células de feocromocitoma PC12 o cultivos neuronales primarios del hipocampo, 

especialmente a través de la ruta de NF-kB p65
168,169

. En un experimento in vivo, se 

administró EPOhr a ratones APPswe durante un corto período de 5 días. El tratamiento 

fue eficaz en la reversión de los déficits de memoria contextuales en los ratones, en el 

aumento de la proliferación endotelial, la expresión de la densidad capilar y 

sinaptofisina, y en la disminución de los niveles de receptor para productos finales de 

glicación avanzada (RAGE) y la cantidad de placas de amiloide y especies de ßA
170

. La 

corta duración del tratamiento de solo cinco días, con una dosis de EPOhr (5000 UI / Kg 

/ día, IP), el momento después de la administración para evaluar los animales de 14 días 

y la edad de los ratones (13 meses, cuando la patología progresa rápidamente), sugirió 

una eficacia de la EPOhr.  

Más recientemente, la CEPO, una forma de EPOhr con siete residuos carbamilados de 

lisina y capaces de cruzar fácilmente la barrera hematoencefálica, se ha comparado con 

EPOhr en una línea de ratones APPswe / PS1-DE9. En ese estudio se mostró después de 
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un tratamiento de 4 semanas en ratones de 5 meses, que tanto la CEPO y la EPOhr 

mejoran el reconocimiento de nuevos objetos, pero sólo la EPOhr disminuyó la cantidad 

de placas de amiloide y especies de ßA. La CEPO no presenta efectos eritropoyéticos y 

el análisis de la expresión génica reveló que ambas formas regulan un número limitado 

de genes comunes, en particular genes implicados en la transmisión sináptica¡Error! 

Marcador no definido.. Ese estudio confirma la eficacia de las diferentes formas de 

EPO en modelos de ratones transgénicos de EA, pero señaló diferencias en los 

mecanismos de neuroprotección inducidos por la EPOhr y sus formas no 

eritropoyéticas. 

La sobreexpresión del Aß 1-42 con depósitos de amiloide en el parénquima vascular y 

difuso, por ejemplo, no presentó problemas de memoria o pérdida de células
171

. Del 

mismo modo, los ratones mutantes que sobreexpresan presenilina-1 mostraron un 

aumento de los depósitos de Aß 1-42, pero una toxicidad limitada y no hay déficit de 

aprendizaje
172

. Los ratones APPswe de 14-meses de edad mostraron importantes déficits 

de aprendizaje y la observación de que podrían ser aliviados significativamente con la 

CEPO es coherente con la actividad pleiotrópica de la EPOhr. La EPO promueve el 

aprendizaje y la memoria espacial en otros modelos de demencias provocados por la 

estreptozotocina
173

.  

En este estudio se observó que la NeuroEPO evita los aumentos en la peroxidación de 

lípidos o la inmunorreactividad GFAP e Iba-1 en el hipocampo de ratones APPswe. 

Estas observaciones son coherentes con los resultados anteriores que pueden representar 

sus efectos directos. Estudios anteriores con la EPOhr mostraron en modelos de trauma  

de la médula espinal y meningitis por neumococo que previene los daños celulares, 

incluyendo la peroxidación lipídica, inducida por especies reactivas de oxígeno o 
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nitrógeno
174,175

. En los modelos de toxicidad de amiloide, la EPOhr preserva la 

integridad mitocondrial y por lo tanto reduce directamente la generación de estrés 

oxidativo
176

. La EPOhr también aumentó varias actividades enzimáticas antioxidantes, 

incluyendo catalasa, superóxido dismutasa, glutatión peroxidasa en diferentes modelos 

patológicos
177

. El mecanismo antioxidante aparece sin embargo depende del modelo y 

el contexto patológico. Además, algunos resultados sugieren claramente que la EPO 

puede atrapar directamente las especies reactivas de oxígeno
178

. En los modelos EA, 

ningún efecto directo antioxidante se ha demostrado, pero los efectos indirectos podrían 

ser propuestos, ya sea a través del aumento de la inducción de la EPO en la producción 

eritrocítica y el agotamiento relacionado en la concentración sistémica de hierro
179

, un 

efecto, no inducido por la NeuroEPO, o a través de su impacto en las células 

microgliales
180

. 

En este estudio se confirmó que la NeuroEPO disminuyó de forma eficaz la activación 

de los astrocitos y las microglias en el modelo APPswe. En estudios anteriores se 

demostró que la EPOhr regula la señalización de EPOR en las microglia, alterando 

directamente el estado reactivo de la célula. A través de la activación de la vía de Wnt1 / 

PI3-K / Akt1 / mTOR, la EPO se transloca la subunidad p65 de NK-kB en el núcleo y 

permite la iniciación de la expresión de genes anti-apoptóticos
181

. Se demostró en 

estudio previo que la microglia junto al complemento intervienen en la perdida 

temprana de la sinapsis en los ratones transgénicos
182

, efecto mejorado con la 

NeuroEPO. 

En este estudio se abordaron ambas vías de la apoptosis intrínsecas y extrínsecas 

observándose los aumentos en los ratones APPswe del nivel de Bax o la relación de Bax 

/ Bcl-2, así como se reduce de manera significativa por la NeuroEPO los niveles de 
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FasL, al menos para la dosis más baja, al nivel observado en los ratones controles. 

Como consecuencia, la actividad de la caspasa efectora en desencadenar la muerte 

apoptótica, caspasa-3, se redujo por la NeuroEPO con la dosis más baja. Similares 

impactos directos han sido reportados previamente en modelos in vitro de cultivos 

microgliales
183

. La EPOhr activa la PI3-K / Akt1 vía Wnt1 / mTOR, que a su vez 

aumenta la fosforilación y la concentración en el citosol de Bad, reducida complejo 

Bad/Bcl-XL y el aumento de complejos Bcl-XL/Bax. La EPOhr, por lo tanto, protege la 

señalización mitocondrial relacionada con moléculas pro-apoptótica y vía extrínseca 

que implican receptores de muerte Fas y TNFαR
184,185

. 

Se analizó la carga amiloide en ratones APPswe, después del tratamiento NeuroEPO. Se 

observó visualmente que los depósitos de amiloide en la corteza disminuyeron 

notablemente en ambas dosis de NeuroEPO y en el hipocampo, a la dosis más alta 

probada. Los animales presentaron menos depósitos densos grandes como se observa en 

los ratones APPswe tratados con vehículo y como se esperaba en esta etapa de la 

patología. Los depósitos resultaron limitados al marcaje celular y en algunos animales 

tratados con NeuroEPO 250 µg / Kg no se mostró ningún marcaje. La cuantificación de 

la carga amiloide usando un kit de ELISA en las concentraciones de la corteza confirmó 

que los animales tratados NeuroEPO presentaron menor contenido ßA1-42, tanto para 

las formas solubles como las insolubles. Estos datos son coherentes con el informe 

previo de Armand-Ugón et al., que describe que la EPOhr, a 2500 UI / Kg, es decir, 105 

mg / Kg, disminuyó la carga de placas Aß1-40 soluble en ratones βAPP/ PS1, Por lo 

tanto, la NeuroEPO parece ser tan eficaz como la EPOhr en la patología de ßA. 

En resumen, el presente estudio muestra que la NeuroEPO, al ser administrada 

sistemáticamente, previene alteraciones del comportamiento y los depósitos cerebrales 
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de ßA inducidos por esta patología. La NeuroEPO disminuye el estrés oxidativo, la 

neuroinflamación y apoptosis en el cerebro del ratón APPswe.  

Teniendo en cuenta todos los resultados encontrados con la aplicación nasal de 

NeuroEPO en este modelo transgénico de EA, se puede concluir que la NeuroEPO 

presenta un efecto neuroprotector mediante el bloqueo de las principales vías 

metabólicas que se ven afectados en esta enfermedad neurodegenerativa. La NeuroEPO 

intranasal aparece como un  inductor de la neuroprotección endógena y una alternativa 

terapéutica contra EA. 
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CONSIDERACIONES GENERALES DE LA DISCUSION 

Desde el año 2009 fue postulado que el procedimiento con NeuroEPO por vía nasal 

revolucionaría el tratamiento de los desórdenes neurodegenerativos en el siglo XXI
34

. 

Los aportes de este trabajo en modelos in vivo de la enfermedad de Alzheimer 

constituyen nuevas evidencias a favor de lo expresado. 

A partir de los resultados experimentales presentados en este trabajo se confirma la 

hipótesis de que la potenciación de la neuroprotección endógena dispone de un 

potencial, no solo para la neuroprotección en sí misma, sino para la restauración 

neurológica. En este complicado mecanismo recientemente se demostró que la EPOhr 

juega un importante papel, promoviendo la plasticidad neuronal y rescatando la pérdida 

de memoria espacial
186

. Por estudios electrofisiológicos, estos mismos investigadores 

demuestran que la EPOhr puede actuar no solo como una sustancia neuroprotectora sino 

que puede modular los mecanismos de la plasticidad neuronal
187

. 

En la Figura 31 se muestra en forma simplificada como se puede integrar e interpretar el 

efecto de la NeuroEPO aplicada intranasal en biomodelos de la EA. 

En el hemisferio izquierdo se representan los fundamentales efectos de la NeuroEPO a 

nivel molecular del biomodelo agudo provocando neurotoxicidad mediante la inyección 

ICV del péptido βA25-35 y en el hemisferio derecho la acción en el biomodelo crónico 

transgénico de la EA.  
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Figura 31. Esquema que muestra de forma resumida el efecto de la NeuroEPO 

aplicada por vía nasal en los modelos transgénicos y no transgénicos de la enfermedad 

de Alzheimer. 

Lo común para ambos modelos está en que el tratamiento promovió aquellos 

mecanismos moleculares que favorecen la supervivencia celular, tales como la alta 

expresión de proteína antiapoptótica AKT y aumento de la sobrevivencia de las células 

del hipocampo y bloqueó los mecanismos que favorecen la muerte celular como la 

apoptosis, inflamación, estrés oxidativo. A juicio de la autora esta es una fuerte 

evidencia experimental que le confiere a este candidato a neurofármaco la capacidad de 

actuar de forma rápida, potenciando los mecanismos de la neuroprotección endógena. 

Lo cual es posible, ya que la NeuroEPO constituye una molécula crítica en una de las 

encrucijadas metabólicas del cerebro Figura 32. Su presencia o no, puede determinar el 

desarrollo de procesos reparadores o preventivos o simplemente desencadenar procesos 

letales de carácter no reversibles como la apoptosis. Trabajos en genética molecular han 

evaluado la participación de la EPO en la regulación de genes del desarrollo neuronal, 



96 

 

homeostasis, proliferación celular, biogénesis mitocondrial, antioxidantes y 

citoprotectores
188,189

.  

 

Figura 32. Esquema simplificado que muestra los efectos comunes que realiza la 

NeuroEPO aplicada por vía nasal a través de los cuales, se logra la Neuroprotección y 

la restauración neurológica en biomodelos experimentales de la enfermedad de 

Alzheimer. 

Una característica propia de la complejidad del cerebro y de lo limitada que es nuestra 

comprensión del mismo lo constituye el hecho experimental de las diferencias 

detectadas en la respuesta dada por la NeuroEPO en ambos modelos.  

La explicación de estos resultados va más allá de los objetivos propuestos para este 

trabajo de tesis. Pero constituyen nuevas evidencias experimentales de los putativos 

mecanismos neuroquímicos que son modulados por la NeuroEPO directamente 
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relacionado con regiones específicas del cerebro y el daño causado en las mismas. Lo 

cual se pude interpretar como la respuesta a una alteración ocasionada por un 

xenobiótico exógeno o endógeno y la capacidad de respuesta para contrarrestar este 

efecto, que está entre otros factores modulada por la eritropoyetina endógena producida 

por pericitos, astrocitos y neuronas en el cerebro de los mamíferos¡Error! Marcador 

no definido.. 

Existe una corriente de opinión que sugiere la enfermedad de Alzheimer no como una 

única patología, sino un grupo de síndromes con características finales parecidas, pero 

inicios diferentes, de ser cierta esta hipótesis la búsqueda de un fármaco único no 

tendría mayor sentido. Por tanto, es obvio proponer que el análisis de terapias 

combinadas debería de ser una segunda opción muy plausible. 

Además de estas estrategias ampliamente investigadas y supuestamente en su apoyo, se 

necesita una neuroprotección general y eficaz para preparar al cerebro y estimular a los 

sistemas neuronales para entablar y hacer frente a los procesos neurodegenerativos. Se 

necesitan agentes con una amplia gama de efectos; debido a la toxicidad multifactorial, 

que implica la correspondiente apoptosis, excitotoxicidad, inflamación, falla de energía 

mitocondrial y la disfunción sináptica.  

La NeuroEPO es en efecto prometedora considerando que carece, primero de actividad 

eritropoyética y así se limita a la citoprotección. Es nuestro criterio que una de las 

estrategias más prometedoras para lograr en el menor tiempo posible, el menor daño al 

cerebro. Sin lugar a dudas, esto constituye una alternativa terapéutica rápida y segura. El 

potenciar estos mecanismos para desarrollar las nuevas terapias a las patologías agudas 
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y crónicas, constituyendo la aplicación de la NeuroEPO una forma eficiente de 

potenciar la neuroprotección endógena en el cerebro dañado. 

En segundo lugar, sus efectos protectores afectan no sólo neuronas sino también células 

gliales, que desempeñan un papel primordial en el despeje de la βA. La ruta IN de 

aplicación también constituirá una gran ventaja en la EA, permitiendo una 

administración fácil y confiable, incluso en pacientes con daños mayores. 
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CONCLUSIONES 

1. La NeuroEPO aplicada por vía nasal a la concentración de 125µg/ml demostró 

ser un tratamiento efectivo, a través del restablecimiento de la homeostasis de la  

EPO endógena en poblaciones gliales y neuronales, eliminando los efectos 

moleculares, histológicos y cambios en la conducta propios de la enfermedad, en 

el modelo de Alzheimer por inyección intracerebroventricular del péptido 

amiloide βA 25-35. 

2. La NeuroEPO logró similares evidencias de neuroprotección en el modelo 

transgénico de la enfermedad de Alzheimer. 
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RECOMENDACIONES 

1. Profundizar en los mecanismos a través de los cuales ejerce su efecto 

neuroprotector. 

2. Determinar la capacidad profiláctica de la NeuroEPO en modelos transgénicos y 

no transgénico de la enfermedad de Alzheimer. 

3. Evaluar el impacto de este tratamiento en las vías acetil colinérgicas. 

4. Evaluar la estabilidad de los resultados alcanzados con este modelo en el de 

cursar del tiempo. 

5. Evaluar posibles sinergias con otras drogas o tratamientos hoy utilizados contra 

la enfermedad de Alzheimer. 

6. Buscar evidencias clínicas del tratamiento con NeuroEPO en la enfermedad de 

Alzheimer. 
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