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Resumen 

La eritropoyetina (EPO) es una citocina, comúnmente conocida como estimulador hormonal del 
eritropoyesis, que actúa como un factor de crecimiento e inhibidor de la apoptosis. Recientemente se 
ha demostrado la expresión del sistema EPO/Receptor de EPO en el cerebro, específicamente en 
áreas como el hipocampo, donde se localizan neuronas muy vulnerables al insulto isquémico. 
Estudios recientes han demostrado que la EPO humana recombinante puede proporcionar 
neuroprotección en diferentes modelos de daño cerebral. Nuestro objetivo fue evaluar de  forma 
preliminar el efecto de la EPO-CIM en el modelo de isquemia transitoria en gerbos de Mongolia, por 
oclusión de las arterias carótidas comunes. Se establecieron cinco grupos experimentales: animales 
no lesionados, tres grupos de animales con tiempo de oclusión de 5, 8 y 10 minutos, y un grupo de 
10 minutos de oclusión con 120µg/día de EPO-CIM. Luego de 7 días los animales se perfundieron 
con formol neutro al 10%, se extrajo el cerebro cuidadosamente y las muestras se procesaron para 
microscopía óptica. Se trabajó con cortes de 3 micras, teñidas con H&E. Con el objetivo de 40x, se 
contó el número de neuronas del estrato piramidal de CA1, en ambos hemisferios y se calculó la 
densidad de células/mm. Todos los grupos lesionados sin tratamiento mostraron una densidad de 
neuronas piramidales significativamente más baja que los animales controles sanos y los tratados 
con EPO; no se encontraron diferencias significativas entre estos dos grupos demostrando el efecto 
neuroprotector de la EPO-CIM.  

  

Introduccion      

La isquemia cerebral global, junto con la isquemia cerebral focal, son enfermedades de la 

población humana,  causantes de muerte y discapacidad. En la isquemia cerebral global se 

produce un cese completo del flujo sanguíneo cerebral, lo que provoca daño neuronal en áreas 

selectivamente vulnerables (Traystman, 2003).  

La neuroprotección es una estrategia de tratamiento para enfermedades del Sistema Nervioso 
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Central (SNC) de diferentes orígenes fisiopatológicos, como infarto, neurotrauma, enfermedades 

neuroinflamatorias y neurodegenerativas; y su objetivo es prevenir u oponerse a la pérdida 

neuronal (Sirén y Ehrenreich, 2001a). Hasta el momento, han sido muchos los agentes 

neuroprotectores que han tenido resultados muy prometedores en estudios con modelos 

animales de daño neurológico, y sin embargo los resultados de los ensayos clínicos se muestran 

decepcionantes, pues ninguno ha mostrado beneficios inequívocos en estudios de fase III, 

además de la toxicidad manifiesta en humanos (Sirén y Ehrenreich, 2001a). La excepción ha sido 

el activador tisular del plasminógeno, aunque tiene una utilidad limitada, por lo que todavía se 

continúa en la búsqueda de terapias aplicables de una forma más general para el tratamiento de 

la isquemia aguda y el infarto hemorrágico (Ovbiagele, 2003). 

Actualmente, varios grupos de investigadores trabajan en un novedoso agente neuroprotector: 

la eritropoyetina humana recombinante (EPOhr). Se ha comprobado que la EPO y su receptor se 

expresan en el tejido cerebral, además de que su expresión aumenta durante la isquemia 

cerebral, hipoxia y anemia, lo que sugiere su participación en un sistema neuroprotector 

endógeno en el cerebro de mamíferos (Marti et al, 2000). La efectividad de la EPOhr como 

neuroprotector se ha probado en múltiples modelos de daño del sistema nervioso (en ratón, 

rata, gerbo y conejo), incluyendo isquemia cerebral focal y global, donde se ha visto que reduce 

la muerte neuronal (Bernaudin et al., 1999; Brines et al., 2000; Calapai et al, 2000; Catania et 

al., 2002; Erbayraktar et al., 2003; Sadamoto et al., 1998; Sakanaka et al., 1998; Sirén et al, 

2001b; Sirén et al., 2001c).  

Aunque todav ía se investiga el mecanismo neuroprotector de la EPO, se ha planteado que 

potencia mecanismos antiapoptóticos, antioxidantes, además de tener acción neurotrófica, anti-

inflamatoria, angiogénica y moduladora de la actividad neuronal (Ehrenreich, 2004). 

En la literatura se ha tratado también el tema de la entrada de la molécula al SNC. Se ha 

reportado el uso de inyecciones intracerebroventriculares de EPOhr , con las que se ha obtenido 

una reducción del infarto en ratones con isquemia cerebral focal (Bernaudin et al., 1999; 

Sadamoto et al., 1998, Sakanaka et al., 1998), aunque se comprende lo impracticable del 

método en la clínica. Actualmente se emplea la v ía sistémica en animales, pues hay evidencias 

de que la EPOhr  cruza la barrera hemato-encefálica y protege de manera efectiva el daño 

isquémico cerebral (Brines et al., 2000). Recientemente se realizó un ensayo clínico, en el que se 

administraron altas dosis de EPOhr por vía endovenosa como tratamiento agudo en la isquemia 

cerebral. En los resultados se obtuvo un mejoramiento significativo de los pacientes infartados, y 

una buena tolerancia del producto (Ehrenreich et al., 2002).  

Sin embargo, muchas situaciones clínicas probablemente necesitarían múltiples dosis de EPOhr, 

lo cual podría conllevar a un aumento no deseado de la masa de c élulas eritroides (Wiessner et 

al, 2001). La variante de una administración periférica de una molécula de EPOhr con bajo 

contenido de ácido siálico (Erbayraktar et al., 2003), tiene la desventaja que ésta resultaría 
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fácilmente degradable a nivel hepático. 
 

Una novedosa vía para hacer llegar la EPOhr al SNC  es a través de la cavidad nasal. En la parte 

superior de la misma se encuentran las terminales nerviosas responsables de conducir la 

información del olor a través de la placa cribiforme (Chien et al., 1989). Por los orificios de la 

placa cribiforme pasan los haces de cordones nerviosos que constituyen el tracto olfativo del 

SNC, que se extiende desde la base del cerebro a diferentes regiones subcorticales. En 

experimentos anteriores de nuestro grupo de trabajo, se ha comprobado la entrada de la EPOhr 

al SNC por esta v ía, en un tiempo menor que al ser administrada sistémicamente (resultados no 

publicados).  

Para este trabajo, se trabajó con el modelo de isquemia global en el gerbo de Mongolia. En estos 

animales, puede inducirse una isquemia cerebral global por oclusión bilateral de las arterias 

carótidas comunes (ACC), ya que en su árbol vascular no aparece la arteria comunicante 

posterior, aislando el sistema arterial carotídeo del vertebrobasilar (Levine and Sohn 1969). 

Durante la oclusión el flujo sanguíneo cerebral se reduce casi a cero en la mayoría de los 

animales (Crockard et al., 1980). En este modelo, una oclusión de 5 minutos resulta en muerte 

de las neuronas de CA1 del hipocampo (Kirino, 1982). 

El objetivo de este estudio es evaluar el efecto neuroprotector de la EPOhr-CIM administrada por 

vía nasal en el modelo de isquemia cerebral global en gerbos de Mongolia, así como estudiar los 

efectos de diferentes tiempos de oclusión de las ACC en el encéfalo. 

  

Material y Métodos      

Se emplearon gerbos de Mongolia machos (n=33), con un peso corporal entre 60 y 70 gramos, 

obtenidos del Centro Nacional para la Producción de Animales de Laboratorio (CENPALAB, Cuba). 

Los animales se alojaron de forma individual, con libre acceso al agua y al alimento. Se 

estableció un ciclo de 12 horas alternas de luz oscuridad durante todo el período experimental. 

La EPO fue suministrada por el Centro de Inmunología Molecular (CIM, Habana, Cuba), con una 

concentración de 1mg/ml, y pH neutro.  

  

Grupos experimentales 
Se establecieron cinco grupos experimentales (ver tabla). 

Grupo
 

Lesi ón Tiempo de 

oclusión 
N

 
Tratamiento

 

1
 

Falsa lesión -
 

9
 

-
 

2
 

Isquemia - reperfusión 5 min
 

5
 

-
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El grupo tratado con EPOhr se administró por vía nasal, a las 0, 1, 2 y 3 horas después de la operación, y luego 2 veces diarias 

durante 3 d ías. Cada aplicación fue de 120 microgramos de EPO /animal.  

Cirugía 
Para la operación, los animales se anestesiaron por vía intraperitoneal, empleando como pre-

anestésico diazepán (5.0 mg/kg.) y como anest ésico ketamina (47 mg/kg.) y 0,02 mg/kg de 

atropina. Se realizó una incisión longitudinal ventral, se localizaron las ACC de ambos lados, 

cuidando de no lesionar el tronco vagosimpático. Luego se procedió a ocluirlas sin interrupción, 

durante el tiempo establecido para cada animal. Tras la liberación de las arterias se comprobó el 

restablecimiento del flujo sanguíneo y se procedió a suturar la herida. Durante el proceso 

quirúrgico y la recuperación de la anestesia, la temperatura corporal de los animales se mantuvo 

a 37 ?  0.1oC utilizando un sistema de registro y control de temperatura (Barnand, USA). 

En los animales falsamente lesionados se realizó el mismo procedimiento quirúrgico, excepto que a estos no se les ocluyeron las ACC. 

Histología 

Al séptimo día de la operación, los gerbos fueron perfundidos bajo anestesia con formalina 

neutra tamponada al 10%. Se extrajeron los encéfalos cuidadosamente y se mantuvieron en la 

solución fijadora por varios días.  

Se tomaron 2 secciones coronales de 2mm de grosor aproximadamente, una de ellas se ubicó 

siempre en la región de –1.4 a –2.0 mm posterior a bregma, según el atlas estereotáxico 

(Loskota et al., 1974), para asegurarnos de trabajar hipocampo dorsal. La otra sección coronal 

correspondió a la región anterior. Estas muestras se incluyeron en parafina y se obtuvieron 

cortes de 4-5 micras de espesor, que fueron teñidos con hematoxilina - eosina. 
Las láminas fueron analizadas por un patólogo especialista, registr ándose la descripción cualitativa de cada animal. Con el objetivo 

de calcular la densidad de células piramidales/mm (Kirino, 1982) se tomaron imágenes del estrato de CA1 del 

hipocampo de ambos hemisferios con el objetivo de 40x, en las que se contó el número de 

neuronas aparentemente sanas. Se tuvieron en cuenta aquellas neuronas con núcleo redondeado, cromatina laxa, de 

tamaño relativamente grande y no eosinof ílicas. En todos los casos se analizó una distancia igual a 1.6 mm, 
garantizada con el sistema cubano para morfometr ía de imágenes DIGIPAT, versión 3.3 sobre Windows. El conteo se realizó sin 

conocimiento previo de la identificación de las l áminas. 

Procesamiento estadístico: Los grupos se compararon mediante el Análisis de Varianza de una v ía (p? 0.05), seguido de 

una prueba Tukey. Se empleó el paquete estadístico SPSS, versi ón 8.0. 

3
 

Isquemia reperfusión
 

8 min
 

5
 

-
 

4
 

Isquemia reperfusión
 

10 min
 

5
 

-
 

5
 

Isquemia reperfusión
 

10 min
 

9
 

EPOhr -CIM
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Resultados      

El grupo de animales falsamente lesionados no mostró daño. En todos los grupos se observaron neuronas oscuras de forma 

poco frecuente, lo cual es caracter ístico del tejido fijado en aldehído.  

En los tres grupos de isquemia no tratada se observó una pérdida casi total de neuronas piramidales del sector CA1 del 

hipocampo, como indican los valores de densidad de neuronas de estos grupos (Tabla). Este daño estuvo caracterizado 

por  contracción y eosinofilia de los cuerpos neuronales, con núcleos en cariorresis y cariolisis (Fig. 1). Cualitativamente 

no se observaron grandes diferencias entre los grupos con diferentes tiempos de oclusión. En algunos casos la pérdida 

neuronal no alcanza el mismo grado en ambos hemisferios. Aunque poco frecuentes también se observaron estructuras que 

se asemejan a cuerpos apoptóticos (Fig. 1). 

En el grupo tratado con EPOhr la mayoría de los animales no tenía daño en el sector CA1, o este era un daño ligero (Fig. 
2). En tres de los animales sí se encontró un daño severo.  

En el grupo de 10 minutos de oclusión de las ACC, también se ven afectadas otras áreas, fundamentalmente en la 

sustancia gris. Estas afectaciones se localizan principalmente en núcleos del tálamo, como en los núcleos postero-medial 

ventral y ventro medial, y en núcleos del hipotálamo. Las lesiones se caracterizan por desmielinización, gliosis con 

proliferación de corp úsculos granulo grasosos, algunas mitosis y una ligera espongiosis del neuropilo (Fig. 3). Estas 

lesiones se presentan de forma bilateral.  

  La comparación entre grupos de la densidad de células piramidales en CA1 a los 7 días del daño 

mostró que el grupo tratado con EPOhr es estadísticamente igual al grupo falsamente lesionado 

y además significativamente mayor que los grupos sin tratamiento (Tabla).  

  

Densidad de neuronas piramidales de CA1. N: cantidad de animales por grupo. X: Media. SD: 

Desviación estándar. Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05) 

  

Grupo  N Piramidales/mm 

(X) 

SD  

Falso lesionado 9 259 a 34  

Lesión 5 minutos  5 39 b 53  

Lesión 8 minutos  5 22 b 15  

Lesión 10 minutos 5 15 b 12  

Lesionado 10 minutos + 

EPOhr  

9 171 a 115  
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Figura 1. Lesión en CA1 en isquemia por 10 minutos. Necrosis de neuronas y presencia de cuerpos apoptóticos (flecha). H-E. x40. 
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- igura 2. Área de CA1 de animal en isquemia por 10 minutos y tratado con EPOhr. Preservación de las neuronas. H-E. x20. 
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Figura 3. Fotografías tomada del tálamo de un animal lesionado durante 10 minutos. Foco de gliosis y espongiosis del neuropilo. H-E 
(x10). 
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Figura 4. Zona de gliosis donde concomitan los corpúsculos granulo grasosos. H-E. (x40). 

 
 

Discusi ón      

En la literatura pueden encontrarse numerosos estudios, tanto in vivo  como in vitro, que 

demuestran los efectos neuroprotectores de la EPOhr durante la isquemia cerebral focal y global 

(Bernaudin et al., 1999,Brines et al., 2000; Calapai et al., 2000; Catania et al., 2002; 

Erbayraktar et al., 2003; Sadamoto et al., 1998), la encefalitis autoinmune experimental, los 

ataques inducidos por ácido ka ínico, daño cerebral traumático (Brines et al., 2000), daño 

cerebral hipóxico – isquémico neonatal (Kumral et al., 2003), entre otros (Genc et al., 2004). 

Los primeros estudios in vivo  administraron la EPOhr directamente en los ventrículos cerebrales 

de los animales con el objetivo de hacer llegar la molécula al tejido sin que tenga que cruzar la 

barrera hematoencefálica (BHE) (Bernaudin et al., 1999, Sadamoto et al., 1998, Sakanaka et al., 

1998). La posibilidad de que la EPO pueda pasar la BHE es fundamental para su aplicación como 

agente neuroterapéutico en la práctica clínica ya que la administración intratecal es 
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impracticable. Brines et al., (2000) demostraron que la EPO administrada sist émicamente cruza 

la BHE y reduce el daño tisular de forma significativa en un modelo animal de insulto isquémico. 

Otros estudios han utilizado esta vía para hacer llegar la EPOhr al cerebro, de hecho el primer 

ensayo clínico demostró un mejoramiento significativo de la evolución de los pacientes 

(Ehrenreich et al., 2002).  

Nuestros resultados, coincidiendo con otros trabajos ya publicados (Sakanaka et al., 1998; 

Catania et al., 2002), muestran que el tratamiento con EPOhr aumentó significativamente el 

número de células aparentemente sanas. La densidad de neuronas del grupo de animales 

tratados con EPOhr, el cual no difiere del grupo control (falsamente lesionado), evidencia que la 

EPOhr protege a las neuronas piramidales de CA1 de un daño isquémico letal como el que se 

produce en el modelo de isquemia cerebral global en el gerbo, lo cual ya ha sido demostrado 

anteriormente (Sakanaka et al., 1998). Este efecto protector, constituye una evidencia del paso 

de la EPOhr a través de la cavidad nasal.  

Hacer llegar la EPOhr al cerebro a través de la vía nasal permite evadir la barrera 

hematoencefálica ya que su paso podría estar mediado por un mecanismo general y rápido como 

es la difusión a través del mucus, y ulterior penetración a través de discontinuidades que se 

presentan en regiones del epitelio olfativo, en particular en la zona de la lámina cribiforme, 

entrando en contacto con el líquido cefalorraquídeo, por medio del cual podría ser ampliamente 

diseminada por el SNC (Frey et al., 1997). Además, esta vía de administración podría ser mucho 

más segura y rápida, además de no invasiva, que la vía endovenosa, utilizada para hacer llegar 

medicamentos al cerebro dañado. Se ha reportado el transporte de sustancias hacia el cerebro 

por la vía nasal, de una forma rápida (Sakane et al., 2000), de manera que esta vía podría ser 

utilizada para el tratamiento profiláctico y/o terapéutico con EPOhr ante distintas injurias agudas 

o crónicas. 

En cuanto a los mecanismos moleculares por los que la EPOhr media sus efectos protectores en 

el SNC, estos aún  no se han descifrado completamente. Por analogía con las células precursoras 

eritroides en la médula ósea, donde la EPO promueve la viabilidad celular inhibiendo la apoptosis 

(Koury y Bondurant, 1990), se ha especulado que en las células neuronales y endoteliales 

operan mecanismos similares (Marti, 2004). 

Las vías de señales moleculares que median el efecto neuroprotector de la EPO en las células 

comienzan por la activación del Receptor de la EPO, que en forma de homodímero permite la 

autofosforilación de la Janus – tirosin kinasa 2 (JAK2). Esta a su vez conlleva a la fosforilación de 

varias cascadas de señales, incluyendo la activación de la proteína kinasa activada por mitógeno 

Ras (MAPK), la fosfatidil inositol kinasa (PI(3)K) y el factor de transcripción Stat5 (signal 

transducers and activators of  transcription) (Marti, 2004). En las células diana, el efecto neto de 

la estimulación del Receptor de EPO es la proliferación, la inhibición de la apoptosis, y en el caso 

de los eritroblastos, la diferenciación (Yoshimura and Misawa, 1998). 
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Sakanaka et al., (1998) reportaron que una infusión intracerebral del Receptor de EPO en forma 

soluble neutraliza la EPO endógena y resulta en una muerte neuronal por apoptosis masiva en 

CA1 después de una isquemia global no letal, lo que evidencia una acción anti -apoptótica 

intrínseca. Estudios recientes también dan evidencias de este efecto, cuando la molécula es 

administrada por vía intraperitoneal (Sirén et al., 2001c). Se ha estudiado además el aumento 

de la expresión de genes anti-apoptóticos como el bcl-xL, la disminución de la expresión de 

genes pro-apoptóticos como Bak en células PC12 (Renzi et al., 2002) y la inhibición de la 

actividad de las caspasas 8, 1 y 3, relacionadas con la liberación de citocromo c de la 

mitocondria (Chong et al., 2003), entre otros hallazgos (Genc et al., 2004 y Marti, 2004). Todo 

lo anterior sugiere que sus efectos pueden involucrar el control del balance de expresión de 

moléculas pro- y anti-apoptóticas (Genc et al., 2004). Se plantea que la EPO tiene también 

actividad neurotrófica, lo que implica un efecto de mayor latencia que la inhibición de la 

apoptosis (Sirén y Ehrenreich, 2001a) 

Por otro lado, el modelo animal de isquemia – reperfusión en el gerbo de Mongolia implica un 

estrés oxidativo, cuyo daño al DNA y otras moléculas provoca muerte celular por necrosis o 

apoptosis (Love, 1999, Warner et al., 2004). Este es otra v ía en la que la intervención de la EPO 

puede contribuir a un efecto citoprotector. Se ha propuesto que esta molécula suprime la 

formación de radicales libres mediados por el óxido nítrico o actúa como antagonista de su 

toxicidad (Sakanaka et al., 1998). Su acción antioxidante también se sustenta en el reporte de 

que la EPO protege contra el estrés oxidativo a través de la reducción de la peroxidación lipídica 

y el restablecimiento de las actividades de la catalasa citosólica y la Glutati ón peroxidasa en 

eritrocitos (Chattopadhyay et al., 2000). 

En la isquemia cerebral global hay ausencia de flujo sanguíneo en el cerebro, lo que causa un 

daño neuronal en áreas selectivamente vulnerables (Traystman, 2003). Entre las respuestas 

cerebrales específicas al paro circulatorio, se han diferenciado dos categorías de lesiones. En 

primer lugar está la muerte neuronal retardada en regiones selectivamente vulnerables, de 

forma notable en el hilus y el sector CA del hipocampo, el estriado dorsal y el núcleo reticular del 

tálamo. Estas lesiones se producen consistentemente por episodios breves de isquemia global. 

En la segunda categoría se agrupan lesiones necróticas en otras partes del cerebro, las cuales 

dependen de la duración, amplitud y temperatura de la isquemia, y también del estado de 

reperfusión post – isquémica (Hossman, 1998). 

En el modelo de isquemia cerebral global en el gerbo de Mongolia, la oclusión bilateral de 5 

minutos de las ACC resulta en daño y muerte de las neuronas hipocampales de CA1 (Kirino, 

1982). Nuestros hallazgos cualitativos, analizados en función de la duración de la isquemia, se 

corresponden con lo planteado anteriormente. El tiempo de oclusión de las ACC por 5 minutos 

fue suficiente para provocar un daño isquémico cerebral, que a los 7 días de la lesión se expresó 

en la muerte selectiva de la mayor ía de las neuronas piramidales de CA1 del hipocampo y las 
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características morfológicas de este tipo de muerte se corresponden en su gran mayoría con la 

necrosis (Colbourne et al., 1999). En la actualidad existe un consenso de que también la 

apoptosis es un mecanismo de muerte que ocurre en condiciones de isquemia menos severa, 

aunque han existido opiniones contrarias (Colbourne et al., 1999). De esta manera, los cuerpos 

encontrados en varios de nuestros animales, y que recuerdan la morfología de cuerpos 

apoptóticos, necesitan comprobación por técnicas como la microscopía electrónica.  

Las lesiones que encontramos al aumentar la duración de la isquemia (isquemia durante 10 

minutos) se corresponden con la segunda categoría de respuestas específicas del cerebro, como 

plantea Hossmann (1998). La gliosis es una respuesta de las células neurogliales en el SNC a 

muchas formas de injuria, entre ellas, los procesos isquémicos. Un área con gliosis es 

hipercelular a causa de la hipertrofia de células gliales, la proliferación celular (más característica 

de la microglia que de la astroglia) o ambos fenómenos (Summers et al, 1995). 
En conclusi ón, nuestro experimento pudo demostrar que a partir del paso de la EPOhr a través de la cavidad nasal, esta 
ejerce un efecto neuroprotector sobre las neuronas del hipocampo. Además, se pudo establecer que con un tiempo de 
oclusi ón bilateral de la ACC de 5 minutos el modelo utilizado logra resultados óptimos.  
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