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DE LA NEUROPROTECCION A LA NEURORESTAURACION.
EVIDENCIAS DE LAS POTENCIALIDADES DE LA NEURO-ERITROPOYETINA (NEURO-EPO)

RESUMEN

En este capitulo los autores dan una amplia vision de las potencialidades que
tiene la eritropoyetina en su variante de Neuro-EPO aplicada nasalmente. Esta
molécula es muy similar a la endégena producida por los astrocitos del cerebro
humano. Hasta el presente constituye el unico derivado no eritropoyético de la
eritropoyetina que no tiene modificaciones quimicas en su estructura. Se discuten
y muestran sus potencialidades en modelos de isquemia cerebral. Asi como, su
caracter de gestor natural de lam Neuroproteccion endégena y su relacion con
la Neuroglobina (Ngb) proteina neuronal necesaria y base moleculares para el
desarrollo de los mecanismos de la Neuroproteccion endégena, tan necesarios
en la repuestas al normal envejecimiento, asi como su posible participacion en la
reparacion en los procesos patologicos agudos como la isquemia cerebral o en los
cronicos como la enfermedad de Parkinson o Alzheimer y en las enfermedades
genéticas como la Ataxia SCA-2.

Son discutidos los beneficiosos efectos del tratamiento con Neuro-EPO nasal
sobre poblaciones neuronales a nivel corticales y subcorticales. Demostrandose
la superior eficiencia de la Neuro-EPO por via nasal, al ser comparada con la
eritropoyetina humana recombinante cuando es aplicada intraperitonealmente
en modelos de isquemia cerebral.

Se discuten las ventajas del soporte tréfico durante el proceso del envejecimiento
cerebral y la participacion que tiene la Eritropoyetina en estos procesos. Desde
el propio neurodesarrollo hasta la restauracion neurologica. Potenciar las células
totipotenciales existentes en el cerebro humano constituye un reto y tal vez una
de las pocas vias seguras, factibles y bioéticamente aceptables para acometer
la necesaria neuro restauracion una vez que las acciones y funciones de nuestro
cerebro lo requieran.

Este capitulo ademas dispone de una amplia caracterizacion de las ventajas para
la produccion de la Neuro-EPO por la biotecnologia. Lo cual constituye un sélido
soporte para lograr en cantidades necesarias un neuroprotector de forma estable
y segura, que permitan un solido soporte para su utilizacion a gran escala y asi
satisfacer la creciente demanda a nivel mundial.

Finalmente un enfoque econémico se realiza a la actividad de neuroproteccion
farmacologica donde se introduce el término costo-efectividad de las posibles
alternativas terapéuticas, en aras de proporcionar las necesarias evidencias
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para un proceso de toma de decisiones informado por parte de las autoridades
sanitarias a los diferentes niveles.

1. Breve historia de la eritropoyetina

Hoy, en la segunda década del siglo XXI conocemos a la eritropoyetina (EPO)
como una hormona glicoproteica cuya funcién mas conocida es su participacion
en el proceso de eritropoyesis. Aunque, cada vez son conocidas otras importantes
funciones de la EPO, en particular a aquellas relacionadas con la supervivencia
celular en el sistema nervioso central (SNC).

Hace 150 anos, el médico francés Denis Jourdanet reconocié indirectamente la
relacion entre la menor presion parcial de oxigeno en sangre y la elevacion del
numero de eritrocitos cuando estudio los niveles de hematocrito en personas
que habian permanecido mucho tiempo viviendo en las alturas de los Alpes. El
describio que la sangre de estas personas era mas viscosa que las de sus pacientes
que vivian a menor altura. Friedrich Miescher describio, en 1893, la formacién de
eritrocitos como resultado de una disminucion de oxigeno en la médula 6sea.

No es hasta 1906, cuando el francés Paul Carnot y su colaboradora Catherine
Deflandre plantean por primera vez una hipotesis de que un factor humoral
podia regular la formacion de la sangre [1]. Su trabajo fue en el campo de la
experimentacion animal. Ellos aplicaron sangre de conejos sanos a conejos
anémicos, detectando que en estos ultimos, después del tratamiento los globulos
rojos aumentaban de forma significativa. Esta hipotesis fue objeto de fallidos
experimentos, los que se encaminaron a reproducir el reporte del resultado de
Carnot y Deflandre en 1906. Fue necesario esperar 42 anos hasta llegar al ano
1948 donde dos nefrologos finlandeses, Eva Bonsdorff y Eva Jalavisto le dieron el
nombre de eritropoyetina (EPO) a este factor [2].

No obstante estas realidades historicas, hoy se reconoce como el descubridor de
la EPO a Allan Jacob Erslev, quién publico, en 1953, los primeros articulos cientificos
en los que se probaba sin duda alguna la existencia de la EPO [3]. Otro importante
aporte es realizado en 1957 en la Universidad de Chicago donde Goldwasser y su
colaborador Leon Orris Jacobson pudieron demostrar que la EPO se forma en el
rindn [4], y fue aislada por vez primera de la orina humana 20 afos después por
Miyake, Kung y Goldwasser [5].
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En los ultimos 20 anos del siglo XX se produce una revolucion con las técnicas
del ADN recombinante. En esos momentos el escenario del conocimiento estaba
preparado para que en 1983, Fu-Kuen Lin, un empleado de Amgen, identificara el
gen de la EPO humana [6]. En 1984, Sylvia Lee-Huang, de la Universidad de Nueva
York, informé por primera vez la clonacion y expresion de EPO recombinante
humana (rhuEpo) en la bacteria Escherichia coli [7]; lo que luego fue logrado
también en células de mamifero (células CHO) [6]. De esta forma, se hizo posible
la produccion de rhu-Epo en grandes cantidades hasta el presente.

2. Funciones no eritropoyética de la EPO

La EPO, ademas de estimular la proliferacion, diferenciacion y maduracion de los
eritrocitos y otras células hematopoyéticas, lo cual le confiere reconocida eficacia
para el tratamiento de la anemia, se le han atribuido otros efectos fisiologicos
que la relacionan con el tratamiento de la isquemia cerebral a través de una
cascada de fosforilacion que incluye la via de la Janus kinasa-2 y la familia de
serina/treonina kinasa [8], y vias de transduccién de sefales y activadores de la
transcripcion [9] que convergen en el efecto sobre la familia de las proteinas BCL,
las cuales protegen las neuronas de la apoptosis.

Desafortunadamente, estos efectos se han logrado con la EPO que tienen un
elevado contenido de acido sidlico (resto de carbohidratos) en su estructura
que lo protege del metabolismo hepatico y por tanto es capaz de inducir la
eritropoyesis. Lo cual es un hecho indeseado ante un evento vascular. Ya que
cualquier incremento en la viscosidad de la sangre pude favorecer un nuevo
proceso trombético y complicar el cuadro clinico del paciente. Esta realidad se
hace mas critica por el hecho de que la EPO no atraviesa con facilidad la barrera
hematoencefalica, no existiendo una ventana de dosis terapéutica que permita
alcanzar niveles terapéuticos de la EPO en el SNC sin tener un efecto proliferativo
en las células sanguineas. Asi las cosas, en la ultima década se han desarrollado
un creciente nimero de derivados de la EPO que no presentan capacidad
eritropoyética pero si capacidad Neuroprotectora en el SNC.
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3. Variantes No eritropoyéticas con capacidad Neuroprotectora de la EPO

Recientemente, algunas nuevas eritropoyetinas sin la actividad eritropoyética han
sido desarrolladas. Estas nuevas moléculas, conservan su habilidad de proteger el
tejido nervioso ante diferentes lesiones, como la hipoxia. Estas nuevas moléculas
son: la Asialo Eritropoyetina (AsialoEPO) [10,11]; EPO carbamilada (CEPO) [12,13], y
la EPO con Bajo contenido de acido sialico (Neuro-EPO) [14-20].

3.1. AsialoEPO

La AsialoEPO conserva la accion de neuroprotectora y se obtiene por la
desializacion total de la EPO, es decir a través de un procedimiento enzimatico para
la eliminacion de todos sus residuos de acido sialico. Esta molécula mantiene la
misma afinidad por los receptores de la EPO y sus propiedades neuroprotectoras,
su vida en sangre es muy breve por lo cual no induce la eritropoyesis [21].

Erbayraktar y colaboradores, 2003 han mostrado la actividad protectora de la
AsialoEPO en modelos de isquemia cerebral, compresion de la médula espinal,
y la lesion del nervio ciatico. Adicionalmente, AsialoEPO protege en modelo de
rata de 7 dias de nacidas afectadas por isquemia hipoxia neonatal con efectividad
similar a lograda por la EPO [22].

3.2. CEPO

Otra molécula modificada de EPO que manifiesta Unicamente la accion
neuroprotectora sin la actividad de eritropoyética es la EPO carbamilada conocida
como CEPO. Esta se obtiene a través de la reaccion quimica de carbamilacion de
todoslos residuos del aminoacido lisina dando como resultado de EPO carbamilada
(CEPO) [23].

CEPO, similar a lo AsialoEPO, carece del efecto eritropoyético, pero mantiene
los efectos neuroprotectores en biomodelos de isquemia cerebral, neuropatia
diabética, y encéfalo mielitis autoimmune experimental. Estos efectos son hasta
cierto punto, comparables a los obtenidos con EPO [24].

Es importante notar que CEPO tiene una afinidad minima para el receptor de la
EPOYy que sus efectos son mediados por un receptor diferente al receptor de la EPO
(EPOR). Se postula que su accién es mediada por un monémero del EPOR unido a
un dimero del receptor comun (CR) [25]. Otra investigacion realizada en modelo
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de isquemia cerebral focal en rata, demostré que el tratamiento intravenoso con
CEPO logré recuperacion funcional de los animales lesionados y tratados [26].

Un creciente numero de resultados experimentales preclinicos avalan las
propiedades neuroprotectoras de la CEPO en diferentes lesiones del SNC[27-29]
asi como su seguridad para no alterar sobre la homeostasis de la sangre en los
modelos donde ha sido aplicada [30].

3.3. Neuro-EPO

Durante la produccion biotecnolégica de rHu-EPO, son obtenidas varias isoformas
con contenido diferentes de acido de sialico. Cuando el contenido de acido
sialico por mol de proteina es menor de 10, es considerada ésta EPO que tiene
insuficiente proteccion para ser usada como agente eritropoyético, ya que su vida
en sangre sera relativamente corta y sera degradada en el higado. A través un
proceso tecnologico que se explica mas adelante en este capitulo, esta proteina
es obtenida a través de diferentes pasos de purificacion hasta obtener una forma
de eritropoyetina con bajo contenido de acido sialico que hemos denominado
Neuro-EPO. Este nombre viene dado por su similitud a la que se sintetiza en el
cerebro mamifero [16]. La Neuro-EPO cuando pasa a la sangre es rapidamente
degradada por las proteasas hepaticas, por lo cual no puede hacer su efecto
inductor de la sintesis de nuevos eritrocitos.

Por lo tanto, esta molécula deberia ser administrada por una ruta no sistémica,
como la ruta de intranasal, para prevenir su degradacion hepatica. La
administracion intranasal de Neuro-EPO ha demostrado ser segura; la molécula
alcanza el cerebro rapidamente, no estimula la eritropoyesis después de los
tratamientos agudos, y ha evidenciado la necesaria eficacia en algunos modelos
de roedor con isquemia cerebral y en primates no humanos su paso al cerebro. La
Neuro-EPO ha sido efectiva en los estudios preclinicos en diferentes biomodelos
de enfermedades neurodegenerativas. La Neuro-EPO se ha desarrollado como un
nuevo producto para el tratamiento de la fase aguda del infarto cerebral [14,15
v 17] asi como en modelos no transgénicos de la enfermedad de Alzheimer [31].
Una descripcion mas detallada de los efectos en modelo de la enfermedad de
Alzheimer aparece en el Capitulo “I” de este libro.
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4. La Neuroproteccion endogena y la relacion Neuro-EPO y Neuroglobina

Como enfrentar el dafno que produce la concomitante perdida del nivel critico
de oxigeno y de glucosa, por la caida subita del flujo sanguineo cerebral en
una determinada region del encéfalo, constituyen un reto no superado por las
neurociencias del siglo XXI.

Es nuestro criterio que potenciar la neuroproteccion endégena es una de las
estrategias mas prometedoras para lograr en el menor tiempo posible, el
menor dano al cerebro después de una isquemia cerebral. Sin lugar a dudas,
esto constituye una alternativa terapéutica rapida y segura. En esta sesion
pretendemos de forma muy breve explicar nuestra vision de como realizar ésta
estrategia y explicar los avances logrados por nuestro grupo y de otros colectivos
cientificos que trabajan también en esta direccion.

Existe hoy un amplio consenso de que la Neuroglobina (Ngb) tiene funcion
neuroprotectora endégena sobre las neuronas del SNC de los mamiferos [32]. La
Ngb es una de las proteinas de la gran familia de las globulinas y esta expresada
especificamente en las neuronas del cerebro.

Un creciente niumero de evidencias han demostrado que la Ngb es un Unico
neuroprotector endégeno que se sobre expresa al nivel de las neuronas después
de un ataque isquémico, lo cual, fuertemente sugiere su importante contribucion
en los mecanismos endogenos, a nivel neuronal en la respuesta al infarto cerebral.

Es conocido que en los ultimos 20 anos, mas de cien ensayos clinicos desarrollados
para evaluar putativos neuroprotectores contra la isquemia cerebral, con accién
demostrada en disimiles puntos de la denominada cascada de la isquemia
cerebral (Figura 1), con accién inhibidora o bloqueadora de pasos aparentemente
criticos en esta cascada han tenido un fallo rotundo. Asi las cosas, hemos llegados
hasta la segunda década del siglo XXI sin poder asignar la esperada categoria de
neuroprotector isquémico a ninguno de los farmacos desarrollados y-o evaluados
hasta el presente.

Sinembargo, todo este esfuerzo ha permitido disponer de un nivel de conocimiento
a nivel molecular, que lo podemos considerar como enorme y tal vez para
algunos insuficientes para el proposito deseado. Pero para otros, existen nuevas
posibilidades de lograr la anhelada neuroproteccion partiendo del conocimiento
alcanzado en las multiples investigaciones. En particular, los estudios de pre-
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condicionamiento han demostrado la activacion de mecanismos proteccionistas
endogenos, que pueden prevenir o sensiblemente limitar el dano al cerebro post
isquemia.

Isquemia
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Figura 1: Cascada de eventos bioquimicos que se producen en la isquemia cerebral.

El potenciar estos mecanismos de la proteccion endégena podria ser la mas
prometedora de las estrategias para desarrollar las nuevas terapias contra la
isquemia cerebral y otros desordenes como la Enfermedad de Alzheimer y el
envejecimiento. Con este punto de vista, se nos presenta con absoluta claridad
la Ngb (globina oxigeno-obligatoria) la cual favorablemente y especificamente se
expresan en las neuronas del cerebro.
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La expresion del gen de la Ngb se correlaciona inversamente con la severidad del
daio histolégico y con el déficit funcional después del ataque isquémico [33-36].
Adicionalmente, la perdida Ngb acelera el deterioro del area del cerebro afectada
por la hipoxia isquémica [37].

Por ser la Ngb una proteina del intracelular, la posibilidad de incrementar sus
niveles por aporte exdgeno es considerada una terapéutica impracticable, sobre
todo si tenemos en consideracion las caracteristicas del encéfalo y su selectiva
proteccion y complejidad funcional y la disimil y notable alteracion reinante, que
pudiéramos considerar como un caos celular que se genera por el evento de la
hipoxia-isquémica. A pesar de las realidades expresadas, nuevos acercamiento
han dado indicios que se pueden potenciar, al menos al nivel preclinico los niveles
de expresion de la Ngb en diferentes modelos de isquemia cerebral.

Recientes publicaciones demostraron que la Ngb participa en los mecanismos de
la neuroproteccion logradas por algunos compuesto, logrando un incremento de
los niveles de expresion de la Ngb en regiones especifica del encéfalo hipoxico—
isquémico. Entre los farmacos utilizados esta el acido Valproico [38]; 17 beta-
estradiol [39] y nuestros resultados con la aplicacién nasal de la Neuro-EPO [40].

Proponer una explicacion de los mecanismos de accion de la Neuro-EPO intranasal
en la modulacién de la expresion de la Ngb durante el tratamiento de la fase
aguda de la isquemia, constituye uno de los objetivos a desarrollar. Sin embargo
podemos especular que estas moléculas (Neuro-EPO y Ngb) pueden favorecer
los mecanismos de restauracion y neuroplasticidad en los animales isquémicos,
postulados por nuestro grupo de investigacion [16].

Un putativo mecanismo a nivel neuronal que explica incremento de los niveles
de Ngb por la aplicacion de Neuro-EPO en modelos de isquemia cerebral se ilustra
en la Figura 2.

De confirmarse ésta hipotesis a nivel clinico, abriria nuevas posibilidades
terapéuticas para estimular la regeneracion del tejido y la recuperacion de areas
cerebrales usando un método seguro y no invasivo, como es la via intranasal.
Constituyendo la aplicacion de la Neuro-EPO una forma eficiente y segura de
potenciar la neuroproteccién endégena en el cerebro isquémico [40].

Los resultados obtenidos en los modelos de isquemia cerebral con la aplicacién
de la Neuro-EPO por la via intranasal, demuestran el paso de la molécula al SNC.
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Figura 2: La Neuro-EPO se enlaza al receptor dimérico de la EPO y estimula la actividad quinasa JAK2 dando
como resultado la fosforilacion de JAK2 y del receptor de la EPO. La JAK2 activada iniciard una traduccion de
sefiales moleculares tales como: STAT-5, MAPK, ERK, Pl (3) K/AKT y IKB, el cual adquiere la forma disociada
NFKB. EI NFKB y STATs penetran al nticleo neuronal, se enlazan al DNA y transcriben genes neuroprotectores
como EPO; EPOR; bclz2 y posiblemente el gen de la Ngb, el cual evitard la muerte neuronal por apoptosis a nivel
mitocondrial, interactuando por ejemplo Cyc 1 e inhibiendo la generacion de especies reactivas del oxigeno en
el complejo Il mitocondrial y evitando la liberacion del Cyt c3 al espacio citoplasmatico y el desencadenamien-
to de mecanismos de apoptosis. Probablemente, otras funciones a este nivel como lograr una mayor eficiencia
de la cadena respiratoria, al nivel del Complejo 2 y 3 garantizando los niveles de oxigeno para la formacion de
ATP. Nuestra hipdtesis es que existe un ciclo de la Ngb a nivel de membrana citoplasmdtica hasta la membrana
mitocondrial para el transporte de oxigeno (representado con flechas discontinuas), el cual se estimula por la
Neuro-EPO en condiciones de hipoxia.

Su efecto terapéutico en la estructura morfolégica y la funcion cerebral y su
seguridad en la fase aguda del infarto cerebral tanto en modelos de isquemia
e isquemia reperfusion, sugiriendo asi el efecto neuroprotector y su capacidad
de potenciar la neuroproteccion endégena a través de un incremento sostenido
de los niveles de expresion de la Ngb, al menos hasta 5 semanas post infarto
isquémico y con tratamiento de Neuro-EPO por la via intranasal [40].
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A continuacion describiremos los aspectos tecnolégicos mas relevantes de la
obtencion de la Neuro-EPO.

La Neuro-EPO es una solucion de la Eritropoyetina humana recombinante de bajo
contenido de acido sialico (EPObas) en una solucién polimérica de HPMC que se
administra por via nasal. El ingrediente farmacéutico activo es la Eritropoyetina
humanarecombinante de bajo contenidodeacidosialico (EPObas) la cual se obtiene
de la purificacion de Eritropoyetina a escala industrial en el paso cromatografico
de intercambio iénico. Con este ingrediente activo se ha desarrollado una
formulacién neuroprotectora contra daios al sistema nervioso central (SNC) que
ha sido evaluada en diferentes modelos animales. Este efecto se logra a través de
la potenciacion de mecanismos antiapoptoéticos, antiinflamatorios, neurotréficos
y modulatorios de la excitabilidad neuronal. Su accién esta mediada por los
receptores que se encuentran en las paredes de los vasos sanguineos cerebrales;
los astrocitos y las neuronas.

5. Descripcion del proceso productivo

5.1. Proceso de fermentacion para la produccion de Eritropoyetina Humana
Recombinante isoformas bdsicas para la tecnologia de tanque agitado.

5.1.1. Descongelacion

El primer paso del proceso de produccion es la descongelacién de un ampula
del banco de trabajo. Las ampulas deben contener una cantidad de células > 5
X 106 células con una viabilidad > 8o %. Una vez descongeladas, las células se
resuspenden en medio libre de proteinas, luego se siembran en frascos “T” para
comenzar la expansion. La operacion se realiza en cabina de flujo laminar.

5.1.2. Expansion en frascos “T”

Las células resuspendidas en medio fresco libre de suero, se incuban en frascos
“T” de cultivo de 175 6 225 cm2 a una concentracion inicial > 0,25 x 106 células/
mL. El proceso debe durar entre 48 y 96 horas hasta alcanzar una masa celular
confluente. La operacion se realiza en condiciones asépticas bajo cabina de flujo
laminar.
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5.1.3. Expansion en Botellas Rotatorias

Una vez confluente la suspension celular proveniente de los frascos “T” de 175 6 225
c¢m2 se une para ser sembrada en botellas rotatorias > 0,25 x 106 células/mL. Esta
etapa debe durar alrededor de 7- 9 dias y se alcanza una masa celular total > 500
X 106 células. A continuacion las células se transfieren a otras botellas rotatorias
con medio de cultivo fresco. Luego de 3 6 4 dias de cultivo, debe alcanzarse una
densidad celular > 0,6 x 106 células/mL.

5.2. Inéculo a partir de Botellas Rotatorias

Se toma una muestra de 1 mL de cada botella rotatoria para cuantificar a las
células y determinar la viabilidad celular. Se seleccionan las botellas rotatorias que
se emplearan en la confeccién de in6culo teniendo en cuenta que el nimero de
células totales debe ser > 3 000 x 106, la viabilidad celular > 80 % y el volumen de
suspension celular total es 5 L. La suspension celular proveniente de cada botella
rotatoria de 500 mL es trasvasada hacia el frasco de inéculo de 5 L.

5.2.1. Fermentacion de produccion en fermentador de 30 L

Verificada la esterilizacion se comienza el proceso de inéculo del fermentador a
partir de botellas rotatorias. Una vez que el indculo esté listo y ha sido aceptado
se transfiere al fermentador semilla. Una vez que las células alcanzan la densidad
celular maxima > 1,0 x106 células/mL, se comienza a adicionar el medio de cultivo
hasta alcanzar el volumen de trabajo de 30 L y la poblacién celular sea mayor
que 24 000 X 106 células. Una vez completado el volumen de trabajo se inicia
el proceso de perfusion con el objetivo de incrementar la biomasa. Cuando se
alcance una cantidad de células totales mayor de 60 ooo millones se procedera
a transferir el volumen de sobrenadante que contiene la cantidad de células
requeridas hacia el fermentador de 1000L. Durante la fermentacion, alrededor de
4 dias se dedican a crecer el cultivo en la fase a templa y mas de 15 dias al proceso
en perfusion.

5.2.2. Fermentacion a escala de produccion de 1000 L

El propdsito del Fermentador de Tanque Agitado 1000L, es |a obtencion de sobre-
nadante rico en Eritropoyetina humana recombinante (EPOhr) a partir del cultivo
de las células CHO-TA encargadas de su excrecion. (Figura 3)
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Figura 3: Vista del Fermentador.

5.2.3. Cosechas

La cosecha se comienza una vez que se inicia la perfusién y/o el cultivo continuo.
Se colecta en bolsas estériles y apirogénicas de 500 L, 1000 L 6 2 500 L. Una vez
llena la bolsa de cosecha, se retira la misma y se filtra por una bateria de filtros
cuyo poro inferior es de 0,22 pm.

5.3. Proceso de purificacion para la produccion de Eritropoyewtina Humana
Recombinante isoformas bdsicas para la tecnologia de tanque agitado.

5.3.1. Cromatografia de pseudo-afinidad Blue sepharose Fast Flow

El primer paso se realiza empleando la cromatografia de afinidad. El objetivo de
este paso es la captura de Eritropoyetina y la eliminacién parcial de los principales
contaminantes presentes en el sobrenadante.
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5.3.2. Cromatografia de pseudo-afinidad por quelatos metalicos

Este paso se realiza empleando la cromatografia de afinidad por quelatos
metalicos. El objetivo de este paso es la captura de la Eritropoyetina y la
eliminacion total de la fraccion de contaminantes que no fueron removidos en
los pasos anteriores del proceso.

Después de equilibrada la columna, se aplica la elucién del paso anterior y
finalizada la aplicacion, se continta pasando solucion de equilibrio, luego se
hace circular a través de la columna buffer de elucion permitiendo que eluya
el ingrediente activo. La elucion de la matriz se filtra y almacena a 40C, para su
posterior tratamiento.

5.3.3. Cromatografia de intercambio i6nico

Este paso se realiza empleando la cromatografia de intercambio idnico. El objetivo
de este paso es la separacion de las isoformas acidas de las basicas, la remocion
de ADN y realizar la concentracion del producto. En este paso se eleva la pureza
del ingrediente activo por encima del 98 %.

5.3.4. Cromatografia de filtracion en gel

Esta operacion se realiza empleando una cromatografia de exclusion por tamano.
Este paso tiene como objetivo realizar un cambio de buffer de la proteina, dando
lugar asi a la materia prima activa.

Una vez terminado el paso cromatografico se realiza la filtracion esterilizante del
producto.

Finalmente se realiza la higienizacion, la limpieza y el mantenimiento de la
columna.

Para la higienizacion se aplica la solucion NaOH o,5 M, para la limpieza se emplea
la solucion NaOH 1 MYy la solucién de mantenimiento es NaOH 0,01 M.

5.3.5. Ultrafiltracion/Diafiltracion. (Etapa de concentracion)

El pool de MPA es concentrado a través de una membrana de polyetersulfona
de 10 kDa, hasta alcanzar una concentracion de proteina dentro del intervalo
establecido en las especificaciones del IFA.
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La etapa de concentracion consiste en reducir el volumen total del pool de la
elucion de las isoformas basicas hasta alcanzar un intervalo de concentracion de
proteina entre 1,8 y 2,4 g/L.

Ajuste de la concentracion final y adicion de Tween 8o.

Luego de obtener la concentracion deseada, se procede a la adicion de Tween 8o
segun la masa de proteina, con el objetivo de estabilizar la proteina en el tiempo.

5.3.6. Filtracion esterilizante

El objetivo de este paso es mantener el producto libre de contaminaciéon micro-
biana hasta que se someta al proceso de formulacion. El paso de filtracion se rea-
liza con filtros cuya membrana tiene una porosidad de 0,2 ym y su material de
construccion es inerte con relacion al producto, los mismos estan acoplados a
bolsas de 5L estériles y apirogénicas en donde sera almacenado el producto a 40C

(Figura ).

Figura 4: Vistas de los diferentes procesos industriales de obtencion de la Neuro-EPO.

5.3.7. Formulacién

La formulacién de la Neuro-EPO esta compuesta por varios excipientes, los cuales
tienen un proceso previo de preparacion antes de ser utilizados en el formula-
do. Estas preparaciones consisten en la obtencion del polimero concentrado y la
obtencion de la solucion estéril concentrada de isotonizante, promotor de absor-
cion. (Patente: Formulaciones nasales de EPOrh con bajo contenido de acido sia-
lico para el tratamiento de enfermedades del sistema nervioso central. No.2758-
2008, 2009).
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Finalmente presentamos un enfoque econémico de la actividad de neuroprotec-
cion farmacolégica con el objetivo de minimizar las barreras de acceso a los siste-
mas de salud publica. en aras de proporcionar las necesarias evidencias para un
proceso de toma de decisiones informado por parte de las autoridades sanitarias
a los diferentes niveles.

6. Los aspectos economicos en el entorno de la evaluacion e introduccion de las
tecnologias sanitarias

La mélecula Neuro-EPO se inserta en un entramado complejo de potencialida-
des de intervencion farmacolégica dirigidas a la neuroproteccion que va desde:
el reconocimiento de la cascada isquémica que ha representado una de las opor-
tunidades de intervencion farmacolégica [41] los flavonoides para los que se han
descrito efectos protectores en diversas condiciones patolégicas como la isque-
mia cardiovascular, diabetes mellitus, hipercolesteremia, la ateroesclerosis y el
cancer [42], hasta las potencialidades aportadas por las nanotecnologias como
estructuras transportadoras de sustancias activas con fines neuroprotectores 6
como potenciadores de la neurogénesis y migracion de células de una zona del
cerebro a otra [42] No obstante, este aparente prometedor y prolijo entorno, des-
afortunadamente hasta hoy no muestra resultados clinicos concluyentes a favor
de ninguno de los candidatos.

El éxito del enfrentamiento del problema de salud que representan hoy las
enfermedades neuroy heredo degenerativas dependera nosélode que finalmente
se logre contar con una terapia que “genere beneficios y efectos perdurables por
influir de manera favorable sobre la etiologia o patogenia subyacente impidiendo
o demorando el inicio de la enfermedad o el deterioro clinico gradual” , de manera
segura, eficaz y efectiva, sino que sera necesario que devenga en una tecnologia
eficiente tal que se viabilice el acceso a ella por parte de grandes poblaciones.

En consecuencia, la contemporaneidad se distingue por que al evaluar una
tecnologia sanitaria se examinan las consecuencias clinicas, sociales, econémicas
y legales que se producen a corto y largo plazo derivadas de su uso. En este
contexto se visualiza cada vez con mayor fuerza y claridad la incorporacion de
preguntas tales como: ;qué tecnologia debera introducirse para el uso por las
grandes poblaciones? y ;quién debera asumir el financiamiento de estas? Entre los
elementos a considerar para responder estas interrogantes estan los de naturaleza
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econoémica. Por ello cada vez con mayor frecuencia se puede encontrar en las
agendas, tanto de las agencias o autoridades reguladoras de medicamentos, los
directivos de los sistemas de salud como de la poblacion en general la exigencia
de considerar aspectos relativos a los costos y su relacion con los resultados en
salud aportados por las nuevas propuestas farmacologicas.

Desde la ultima mitad del siglo pasado y hasta nuestros dias se observa como
aumentan los paises que reconocen desde su marco legal que para el registro de
una nueva tecnologia sanitaria, digamos por ejemplo un medicamento, debera
contarse con elementos probatorios ya no solo de su seguridad, eficacia y efecti-
vidad sino que también deberan aportarse evidencias de la eficiencia. Este Gltimo
requisito alcanza especial relevancia para fines como establecer precios, incluir
tecnologias entre aquellas financiadas por los fondos publicas o definir politicas
reembolso. Esto se basa en que generalmente los recursos disponibles no alcan-
zan para financiar todas las nuevas tecnologias que se necesitan y han probado
ser seguras y eficaces. Se trata de priorizar, en términos de financiamiento publico
y garantia de acceso aquellas tecnologias que aporten valor en relacion con el
coste que suponen para la sociedad [43,44].

En los anos 9o del pasado siglo comenzo el proceso de incorporacion de los aspec-
tos econémicos por parte de las jurisdicciones y agencias reguladoras o evaluado-
ras de tecnologias sanitarias. Australia, en 1993, fue el primer pais en considerar
los elementos adoptados por las evaluaciones econémicas para la decision del
reembolso financiero de los medicamentos. En el Reino Unido, desde la creacion
del National Institute for Health and Clinical Excellence (NICE) en 1999, depen-
diente del Servicio Nacional de Salud, constituye probablemente la piedra angu-
lar en la formalizacion de los aspectos econdémicos a través de la exigencia de
la presentacion de resultados de evaluaciones econémicas como soporte para la
toma de decisiones en salud para Inglaterra y Gales. Ademas paises como: Bélgi-
ca, Dinamarca, Finlandia, Irlanda, Holanda, Noruega, Portugal, Suecia, Hungria,
Nueva Zelanda, Korea, Canada, Suecia y Alemania han incorporado de manera
formal el uso de la evaluacion econémica de tecnologias sanitarias [45]. En Chile,
recientemente, economistas de la salud han propuesto que la naciente Agencia
Nacional de Medicamentos incorpore la solicitud de los elementos de corte eco-
némico [46]. Otra de las expresiones de cdmo el tema va ganando espacio ha sido
la emision de guias metodologicas a nivel nacional. En la region de Latinoamérica,
Brasil, México, Colombia y Cuba ya han establecido los lineamientos esenciales
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para la evaluacion econémica a través de la emision de guias metodologicas lo-
cales [47,48].

En la actualidad existen dos indicadores fundamentales que constituyen la evi-
dencia de en qué medida puede considerarse eficiente una nueva tecnologia sa-
nitaria: el impacto presupuestario y la razon costo efectividad. El primero se re-
fiere a la necesidad de contar con un estudio que permita evaluar si la autoridad
puede efectivamente financiar la introduccion de la nueva tecnologia para toda
la poblacion. El segundo se calcula a través de la realizacion de una evaluacion
econdémica (EE).

Una EE se define como un analisis comparativo de cursos alternativos de accion,
en términos de sus costos y consecuencias [49] .

Evaluaciones econdmicas

Tecnolozia & ,

Impacto en la =alud

Impacto en log costos

Decizion

Impacto en la =alud

TecnologiaB<

Impacto en log coztos

Figura 5. Representacion esquemadtica de la evaluacion econémica como andlisis comparativo de cursos de
accion alternativos sobre la base de la relacion entre sus efectos en la salud y sus costos.

Existen 4 tipos fundamentales de estudios de evaluacion econémica:

+ Estudio de minimizaciéon de costos (EMC): Se comparan una o mas opciones
que tiene el mismo resultado sanitario en igualdad de circunstancias y con
los mismos riesgos y efectos secundarios. Solo se comparan los costos netos
directos de las alternativas para identificar la menos costosa.
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+ Estudio de costo-beneficio (ECB): Forma de evaluacién econémica en la que
tanto los costos como las consecuencias vienen expresados en términos mo-
netarios.

+  Estudio costo-efectividad (ECE): Se identifican y cuantifican los costos y los re-
sultados de diversas opciones o procedimientos alternativos para alcanzar un
mismo objetivo, donde los costos vienen expresados en términos monetarios
y las consecuencias (efectos) en unidades fisicas o naturales.

+ Estudio de costo-utilidad (ECU): Se identifican y cuantifican los costos y
los resultados de procedimientos alternativos para alcanzar un mismo
objetivo, donde los costos vienen expresados en términos monetarios y
las consecuencias (utilidades percibidas y valoradas subjetivamente por los
usuarios) en términos de calidad de vida percibida o periodos de tiempo
saludable. Por ejemplo: Aios de vida ajustados por calidad (QUALYS o AVAC) y
Ahos de vida ajustados por discapacidad (DALYS o AVAD).

Una vez identificados y valorados los resultados en la salud y los recursos, es ne-
cesario relacionarlos para comparar la eficiencia de cada opcion. Para esto se debe
en primer lugar calcular los valores medios de las razones costos efectividad de
cada opcion en estudio y posteriormente realizar el analisis incremental donde se
comparan, entre pares, las razones costos/resultados de las opciones 5o0.

La razon costo efectividad incremental, se calcula a través de la siguiente formula:

CEI= (costo ,— costog)
efectividad ,— efectividad,
4 B

donde: CEl: razén costo efectividad incremental
costoA: costo de la tecnologia A

costoB: costo de la tecnologia B
efectividadA:efectividad de la tecnologia A

efectividadB: efectividad de la tecnologia B
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Otra opcion para el analisis de esta razon es la representacion grafica en un plano
denominado de costo efectividad.

Costos
A +
v I
Mas costoso y menos Mas efectivo y mas
efectivo que A costoso que A
- ® Efectos
- +
III
II
Menos efectivo y menos Mas efectivo y menos
Ccostoso que A Costos0 que A
‘-

A= Programa alternativo que se emplea como comparacion.

Figura 6. Plano del costo efectividad

Cuando la tecnologia en estudio clasifica en los cuadrantes Iy IV la toma de deci-
sion no representa grandes complicaciones. Por una parte, si la nueva tecnologia
se ubica en el cuadrante Il significa que “domina” a la referencia en tanto logra
mayor efectividad a menor costo, lo que la convierte en la opcion a elegir desde la
perspectiva de la eficiencia, esta situacion es muchas veces la deseada pero pocas
veces se observa en la practica; por otra parte si la nueva tecnologia se ubica en el
IV cuadrante se considera como “dominada” o superada por la de referencia, pues
representa mayores costos para lograr menores efectos, lo cual inclina la decision
hacia su desestimacion. Cuando las nuevas tecnologias sanitarias toman valores
de costos y efectos tales que las ubican en los cuadrantes | y Il la decision pasa
por la definicion previa de criterios de decision. En el cuadrante Ill se logran me-
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nores efectos a menores costos vs. la ubicacion en el cuadrante | que representa
el logro de mayores efectos pero esto a su vez implica costos mayores, para juzgar
en que medida el incremento en la efectividad justifica o compensa el costo adi-
cional es necesario un criterio de juicio o regla de decision.

En principio, cuanto mayor sea la razén costo efectividad, menos eficiente sera la
tecnologia respecto de su comparador, no obstante la valoracion absoluta del va-
lor se torna dificil pues el juicio de si elegir o no una tecnologia dependera inexo-
rablemente del comparador empleado, lo cual se complica en el escenario publico
donde la asignacion del financiamiento incluye tecnologias dirigidas a diversos
problemas de salud donde no siempre se cuenta con comparadores comunes. De
aqui que el analisis persé de las razones costo efectividad media o incremental
presenta un desafio adicional. ;Coémo establecer si un valor dado de costo por
unidad de efectividad es demasiado alto o bajo para determinado contexto his-
torico y geografico? Ante esta preocupacion algunos investigadores han tomado
como referencia el valor del PIB per capita, por ejemplo Brasil, Uruguay y México
y han fundamentado el analisis en que cualquier opcion que represente un costo
por unidad de resultado mayor que la produccion media del pais no deberia con-
siderase como viable. Esta solucién no es compartida por todos los estudiosos del
tema, otros paises, por ejemplo Inglaterra, han establecido un valor umbral (entre
20000. oolibras y 30000.00libras) por debajo del cual se considera pertinente el
financiamiento de la tecnologia sanitaria con fondos publicos, Australia estable-
Ci6 50000.00 délares.

Figura 7. Plano del costo efectivi-
dad. Reglas de decision sobre la
base de un valor umbral de costo

- - .valor umbral efectividad

Siempre adoptar

4 costos

o st  efectividad

Biempre adoptar

o
| Siempre adoptar
\
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En la actualidad el desarrollo de un neuroprotector debera enfrentar un reto adi-
cional: demostrar ser una alternativa costo efectiva como requisito ineludible
para la sociedad contemporanea en aras de garantizar un uso racional de los re-
cursos disponibles, asi como de velar por la garantida de la equidad, al menos en
términos de acceso a las tecnologias sanitarias. Este es otro de los importantes
retos que ha de enfrentar la Neuro-EPO para ser conceptualizada como un neuro-
protector, entonces y solo entonces habra pasado la prueba de la vida.

7. Conclusiones

En conclusion, la estrategia de neuroproteger en el infarto cerebral y otras alte-
raciones neurodegenerativas es actualmente muy discutida entre los clinicos. Sin
embargo, es una propuesta de la investigacion en las Neurociencias con un fuerte
basamento tedrico y sélidos resultados preclinicos con moléculas como la Neu-
ro-EPO donde se ha encontrado un uso muy importante en enfermedades cere-
bros vasculares y degenerativos que la convierte en un excelente candidato como
citoprotector y potenciador de la neuroproteccion endégena.

La demostrada eficacia y seguridad de la Neuro-EPO, unida a su aplicacién no in-
vasiva permiten un amplio espectro para su aplicacion clinica y profilactica. Estos
incluyen la fase aguda de trastornos como la isquemia cerebral a su aplicacion
en tratamientos crénicos como la enfermedad de Alzheimer o el envejecimiento
cerebral.

Los ensayos clinicos, ya iniciados, seran la prueba de concepto que ha de pasar la
Neuro-EPO para que pueda alcanzar la categoria no lograda hasta hoy por ningun
farmaco desarrollado hasta el presenta, que no es otra que la ser conceptualizado
como Neuroprotector.
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