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DESCRIPCION

Formulaciones nasales rh-EPO con concentracion de acido sidlico para el tratamiento de enfermedades del sistema
nervioso central

Objeto de la invencion

Esta invencion esta relacionada con la industria biofarmacéutica y en particular con la produccion de una medicacion
intranasal de rhEPO con bajo contenido de acido sidlico (basico) a partir de células de ovario de hamster chino
mediante ingenieria genética para el tratamiento de enfermedades cerebrovasculares, neurodegenerativas y
psiquiatricas.

Antecedentes de la invencion

La eritropoyetina (EPO) es una hormona glicoproteica cuyo peso molecular esta dentro del rango de 34 kDa; la fraccion
de proteina consiste en aproximadamente 166 aminoacidos; se produce en las células de los rifiones, el higado y el
sistema nervioso central y participa en la proliferacion, diferenciacion y maduracioén de los eritrocitos y de otras células
hematopoyéticas.

En 1998, Sakanaka y sus colaboradores informaron sobre las propiedades de protecciéon neuronal de rhEPO contra
la lesion isquémica in vivo después de la oclusion de la arteria carétida comun, un modelo de isquemia global seguido
de la infusion de rhEPO en los ventriculos laterales de los jerbos. Esos autores observaron una reduccion de la lesion
isquémica en las neuronas del hipocampo CA1.

Los efectos protectores de neuronas de rhEPO pueden deberse a diferentes factores, que incluyen: antagonismo de
la citotoxicidad inducida por glutamato, aumento en la expresion de enzimas antioxidantes, disminucion en la formacion
de 6xido nitrico (NO) mediado por radicales libres, normalizacion de flujo sanguineo cerebral, influencia en la liberaciéon
de neurotransmisores, promocion de neoangiogénesis, inhibicion de la apoptosis inducida por excitotoxina u 6xido
nitrico, aumento en la expresidon de genes antiapoptoticos, efecto neurotrépico, disminucion de la excitabilidad
neuronal, efecto antiinflamatorio cerebral, inhibicién de la apoptosis inducido por kainato y la produccién de citoquinas
proinflamatorias, efectos angiogénicos y neurogénicos. Ademas, el rhEPO contribuye al preacondicionamiento
isquémico. En conjunto, estas consideraciones pueden justificar el uso de rhEPO en el tratamiento de enfermedades
cerebrovasculares, neurodegenerativas, psiquiatricas.

Las propiedades de proteccion de neuronas de rhEPO pueden prevenir o revertir la muerte de neuronas, una
ocurrencia que caracteriza muchas enfermedades del sistema nervioso central, tales como isquemia, trauma neural y
enfermedades neurodegenerativas y neuroinflamatorias.

También se ha descrito que los procesos neurodegenerativos contribuyen a desencadenar la fisiopatologia de la
esquizofrenia. Esta es la razén por la cual los farmacos protectores de las neuronas pueden ser una alternativa
terapéutica efectiva para el tratamiento de esta enfermedad.

Una vez que el organismo ha estado expuesto a ciertas condiciones patoldgicas, como hipoglucemia o despolarizacion
de neuronas fuertes, o debido a la generacion de especies reactivas de oxigeno por las mitocondrias, la expresion de
repu aumenta notablemente.

En otro aspecto, los procesos de inflamaciéon aumentan la lesién cerebral a través de diferentes mecanismos, e incluso
directamente inhiben la produccién de EPO localmente. De hecho, aunque la repe se produce endégenamente en el
cerebro después de la isquemia, su expresion se ve notablemente inhibida por las citoquinas inflamatorias. Esta
inhibicién reduce la capacidad de proteccion de neuronas de rhEPO vy justifica la administracion exdégena de rhEPO
como especialmente beneficioso para el tratamiento de enfermedades cerebrovasculares, neurodegenerativas o
psiquiatricas.

Ademas, es bien sabido que la afinidad de la molécula de rhEPO por su receptor (y, por lo tanto, la efectividad de la
respuesta fisiolégica a esta molécula) esta inversamente relacionada con el porcentaje de acido sialico asociado a
ella.

El efecto neuroprotector de la rhEPO administrada por via intravenosa a modelos murinos de isquemia cerebral [LM
Brines and cols, PNAS97 (19): 10526-10531, 2000] reduce la lesiéon causada por isquemia entre 50 y 75%, y un efecto
similar se produce en humanos (documento WO 0354475). Sin embargo, los resultados clinicos y experimentales del
uso de eritropoyetina humana recombinante (rhEPQO) aiin no han valorado el impacto potencialmente negativo a medio
plazo del uso de esta molécula en la induccidon de eritropoyesis, dado que la baja permeabilidad de la barrera
hematoencefalica (BBB) y la baja afinidad de los receptores de rhEPO en el SNC, se requieren cantidades
relativamente grandes de rhEPO durante un tiempo relativamente prolongado para lograr un efecto farmacoldgico
efectivo. Bajo estas condiciones, uno corre el riesgo de una mayor viscosidad de la sangre y de una mayor posibilidad
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de eventos tromboliticos que conducen a la isquemia cerebral. Estas consecuencias negativas de la aplicacion de
rhEPO acida han sido reportadas como complicaciones en pacientes nefriticos tratados con esta molécula.

Se han realizado estudios para desarrollar métodos que aumenten la permeabilidad de la BBB, que se considera un
paso critico en la incorporacion de sustancias a los tejidos cerebrales (US 5260308, WO 8901343, US 4801575, US
5442043, JP 57146710 y JP 01149718). Muchos de estos métodos implican los denominados vehiculos (documento
US 5442043) que forman un conjugado peptidico o utilizan péptidos quiméricos (documento US 48015575) para la
incorporacion de las sustancias al cerebro. Se ha reportado la preparacion de liposomas que contienen eritropoyetina
(documento JP 08231417).

El uso de la via intranasal para hacer que las moléculas lleguen al SNC ha sido reportado para gangliésidos (US
4639437), asi como para agentes neuronales terapéuticos que llegan al cerebro a través de su absorcion por la
membrana mucosa de la nariz y su posterior transporte a través de los nervios via olfativa (documento EP 504263).

Existen varias patentes relacionadas con la proteccion de formulaciones liquidas de rhEPO, las mas representativas
de las cuales se enumeran a continuacion:

Preparaciones liquidas en las que el principio activo utilizado es rhEPO, y en el que la proteina se presenta en todos
los casos en forma inyectable (por ejemplo: CIPO-2041989; CIPO-2353553). Esta forma de administracion indica que
el rhEPO utilizado ha sido del tipo acido, es decir, mas del 40% de la molécula estaria cubierta con acido sialico; de lo
contrario, habria sido inactivado por las enzimas hepaticas y no seria clinicamente efectivo.

La patente CIPO-2074820 utiliza la via intranasal para la administraciéon de la proteina. En este caso, las ciclodextrinas
se usan como un componente de la formulacién y, asimismo, se busca una absorcion sistémica de la rhEPO, de modo
que la proteina también tiene que ser acida.

Existen publicaciones cientificas que se refieren al uso de agentes bioadhesivos para aumentar el tiempo de residencia
de las proteinas en la cavidad nasal Polireddy D y col, International Journal of Pharmaceutics (127): 115 - 133, 1996);
sin embargo, no existen informes sobre el uso de agentes bioadhesivos en formulaciones que contienen rhEPO.

La patente CIPO-2353553 justifica la administracién exégena de rhEPO para el tratamiento de la isquemia cerebral,
pero, al igual que en casos anteriores, se persigue que la proteina pase directa o indirectamente al torrente sanguineo
para que sea efectiva, de modo que también estamos en presencia de rhEPO con alto contenido de acido sialico.

La patente CIPO-2408685 cubre diferentes formulaciones de rhEPO, pero en este caso estan destinadas para el
tratamiento de la anemia, por lo que es rhEPO acida, ya que la rhEPO basica no puede promover la proliferacion,
diferenciacion y maduracion de los eritrocitos.

La patente CIPO-2437333 especifica que las formulaciones protegidas comienzan a partir de alfa eritropoyetina, es
decir, a partir de rhEPO acido.

En todos los casos expuestos anteriormente y revisados en la literatura, se hace referencia a rhEPO acido, mientras
que la patente que solicitamos esta destinada a la proteccion de formulaciones liquidas a partir de rhEPO basico.

Wang et al., Journal of Neurochemistry, 91: 4 p, 900-910 (2004) se refiere a los efectos neuroprotectores asociados
con administracion intraperitoneal de asialoeritropoyetina.

Erbayraktar et al., PNAS, 100: 11, p. 6741-6747 (2003) se refiere a los efectos neuroprotectores asociados con la
administracion intravenosa de asialoeritropoyetina.

Descripcion de la invencién

Durante la produccién de rhEPO, la glicoproteina se obtiene con diferentes contenidos de acido sialico. La proteina
que tiene menos del 40% de su molécula protegida con acido sidlico (basico) normalmente se elimina, ya que no es
bioldgicamente activa por via sistémica. Esta rhEPO basica, con un bajo contenido de acido sialico, representa el 70%
de la produccién total de rhEPO. Sorprendentemente, hemos encontrado que la administracién intranasal de rhEPO
basica puede tener valores terapéuticos mas elevados que la rhEPO &cida; los resultados de esta invencion permiten
aprovechar las isoformas basicas de rhEPO, que en este momento no se recuperan y son de facil adquisicion. Esto
representa una gran ventaja econémica porque permite recuperar lo que actualmente constituye un desperdicio de la
produccién de rhEPO.

La invencion proporciona una formulacién segun la reivindicacion 1.

La invencion también proporciona una formulacién para su uso de acuerdo con la reivindicacion 7.
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Esta formulacion puede usarse para el tratamiento y/o la prevencion de enfermedades del sistema nervioso central,
incluyendo trastornos cerebrovasculares, neurodegenerativos y psiquiatricos, de forma ambulatoria a nivel del sistema
de atencion primaria de salud. Las ventajas de la solucion propuesta incluyen el empleo de rhEPO con bajo contenido
de acido sialico con fines terapéuticos que permite un mayor efecto protector con dosis mas pequefias.

Se logra una llegada rapida del agente terapéutico al lugar de accion, y esto es critico para lograr efectos terapéuticos
satisfactorios en presencia de hipoxia cerebral. En el caso especifico de las enfermedades cerebrovasculares, en la
fase aguda es necesario comenzar con la intervencion terapéutica antes de que se hayan producido ciertos procesos
de isquemia en cascada. Esto se llama periodo de ventana terapéutica.

La administracion intranasal de rhEPO basica elimina el riesgo de inducir eritropoyesis. Un incremento en la
concentracion de eritrocitos aumentaria la viscosidad sanguinea, poniendo en peligro la reperfusion después de un
episodio de oclusion o hemorragia, de modo que el flujo sanguineo cerebral disminuiria y, por lo tanto, la llegada de
oxigeno y nutrientes a los tejidos cerebrales se veria obstaculizada.

La via intranasal tiene mayores ventajas que otras formas de administracion, lo que permite un acceso rapido al
cerebro; es menos invasivo que las vias endovenosa o intracerebroventricular, y un porcentaje de la rhEPO puede
alcanzar el liquido cefalorraquideo sin tener que pasar antes al flujo sanguineo; esto evita el primer metabolismo del
paso hepatico, evitando asi su consiguiente inactivacion. La aplicacion intranasal no es traumatica y elimina los riesgos
quirdrgicos y otras posibles implicaciones dadas por las formas traumaticas. Constituye una forma alternativa de
acceso al cerebro sin dafiar el BBB. El uso de una via de administracion alternativa a la via vascular asegura la llegada
de la molécula a las areas del sistema nervioso central con riego sanguineo pobre o nulo, por difusion a través del
fluido intersticial.

Teniendo en cuenta que una de las principales limitaciones de la administracién intranasal es la eliminacion rapida del
moco inducida por cilio, esta invencién recurre a la estrategia de utilizar polimeros bioadhesivos que aumentan el
tiempo de residencia de rhEPO en la cavidad nasal. Durante el desarrollo de la formulacién, también se incorporaron
otras sustancias auxiliares o receptoras, como conservantes, agentes tensioactivos, reguladores del pH, agentes
isotonicos y estabilizadores de proteinas para obtener una formulacion con estabilidad fisica, quimica y microbiolégica
que mantenga sus propiedades terapéuticas en todo momento.

El rhEPO utilizado contenia en su molécula menos del 40% de acido sialico (es decir, rhEPO basico) con una
concentracion que oscila entre 0.5 y 2 mg/mL. Las formulaciones aqui presentadas son preparaciones liquidas,
incoloras, transparentes, libres de impurezas mecanicas, con una viscosidad aparente que varia de 10 a 250 mPas.
Como polimeros bioadhesivos, se emplearon hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC) en concentraciones de 0.4 a 0.9%,
hidroxipropilcelulosa (HPC) de 0.2 a 0.8% y metilcelulosa (MC) de 0.25 a 0.5%.

El pH se ajusté a un rango de 6.0 a 7.5 usando principalmente tampones de fosfato y citrato en concentraciones de
20 a 100 mM/L.

La presion osmotica puede regularse con diferentes agentes isotonicos, por ejemplo: cloruro de sodio, manitol, sorbitol,
glucosa, entre otros, en un rango de 0.05 a 10 g/L.

Los agentes conservantes utilizados fueron: cloruro de benzalconio en concentraciones de 0.01 a 0.02% en
combinacién con EDTA disédico en concentraciones dentro del rango de 0.01%, clorobutanol de 0.3 a 0.5%,
metilparabeno a partir de 0.02 a 0.035% y propilparabeno de 0.01 a 0.02%.

Con el fin de evitar la adherencia de la proteina a las paredes del recipiente, se usaron tensioactivos no iénicos no
idnicos, tales como laureato de polietilenosorbitan (Tween 20 a 80), cremophor RH 40, trioleato de sorbitan (spam 35
a 80), en un rango de concentraciones de 0.01 a 1 g/L.

Como estabilizadores de proteinas, se utilizaron diferentes aminoacidos, entre otros: L-triptéfano. L-leucina, clorhidrato
de L-arginina y clorhidrato de L-histidina en un rango de concentraciones entre 0.1 y 10 mg/mL. El disolvente utilizado
en todos los casos fue agua de inyeccion.

Se llevaron a cabo pruebas de irritabilidad de la membrana mucosa nasal en ratas, y no se encontraron indicios de
irritacion a este nivel. Esto, junto con la excelente tolerancia del producto, proporciona validacién toxicologica para el
empleo de rhEPO basico en humanos.

Los estudios de estabilidad mostraron un comportamiento apropiado de las concentraciones de proteinas en el tiempo.
Tras la aplicacion del método Lowry (£ 10%), el pH se mantuvo dentro de los limites establecidos.

La invencion también proporciona eritropoyetina humana recombinante para uso de acuerdo con la reivindicacion 9.

Ejemplos de trabajo



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2682619 T3

Ejemplo 1:
Purificacion de rhEPO con bajo contenido de acido sialico:

Para la obtencion de eritropoyetina basica con contenido de acido sidlico inferior al 40%, se realizaron tres pasos
cromatograficos basicos, a partir de un material de gran complejidad y con gran cantidad de proteinas contaminantes,
ya que este material contiene un 5% de suero fetal bovino. Luego se realiza un paso adicional para obtener las
isoformas de interés.

Para la diafiltracion y concentracion de rhEPO basica se utilizé un sistema de ultrafiltracion a escala de laboratorio
(SARTOFLOW SLICE 200), acoplado a una bomba peristaltica (IP55 Watson-Marlow). Se utiliz6 una membrana
Hydrosart de 10 kDa. El trabajo se realizé con un flujo de 1.9 + 0.25 mL/min, una presion de alimentacién (P1) de 2.9
+ 0.25 bar, una presion de fraccion retenida (P2) de 0.65 + 0.1 bar y una presion transmembrana (TM) de 1.8 £ 0.2
bar. Para la determinacién de la concentracion de proteina, se usé un espectrofotdémetro Ultrospec TM 3100 a A = 280
nm. Para el proceso de diafiltracion, se usé una solucion tampdn intranasal de NaH;PO4 y Na;HPO4 a un pH de 6.0 y
una conductividad de 3.25 ms/cm. El pH se controlé usando un medidor de pH Sartorius y un conductimetro Omega.
El rendimiento del proceso se encuentra en el rango de 75 - 95%.

Tabla 1 muestra los resultados del proceso:

Tiempo pH Conductividad Concentracion n Volumen de solucién intranasal Volumen
(h) (ms/cm) (mg/mL) incorporada (mL) real
(mL)
0 712 14.29 1.72 - 290.0
6.0 6.5 45 1.3 800 -
12 6.0 3.5 21 1100.0 210.0
Ejemplo 2:

Formulacion nasal de rhEPO con bajo contenido de acido sidlico que utiliza HPMC como polimero bioadhesivo,
clorhidrato de histidina como estabilizante. Tween 80 como tensioactivos no idnicos y cloruro de benzalconio como
conservante.

Método de preparacion:

La preparacion de la solucion comienza con un volumen de agua de inyeccion que representa el 30% del volumen
total de la formulacion. Este volumen se usa para disolver el conservante, el tampdn y el agente isoténico. Aparte de
esto, en un recipiente de la capacidad adecuada, se coloca un volumen de agua de inyeccion igual al 15% del volumen
total de la formulacion y se calienta a una temperatura que varia de 85 a 95 °C, y el polimero se dispersa con agitacion
fuerte, constante. Una vez que el polimero se humedece, la solucién previamente preparada se incorpora al mismo
mientras se agita vigorosamente hasta la homogeneizacioén total. La agitacion se reduce luego para incorporar el
volumen correspondiente de rhEPO basico, el tensioactivo no idnico y el estabilizador de proteina. Finalmente, el
volumen se completa con agua de inyeccion hasta el 100% del volumen final de la formulacion. La formulacién se filtra
posteriormente a través de una membrana de acetato de celulosa de 0.2 ym y se prueba el pH para verificar que se
mantenga dentro del rango establecido.

La composicion de la preparacion finalizada es la siguiente:

Componente Proporcion
rhEPO basico 0.8 mg/ml
hidroxipropilmetilcelulosa 5.0 mg/mi
Clorhidrato de histidina 1.0 mg/mL
fosfato de dihidrégeno de sodio 2 mg/ml
fosfato de hidrégeno disddico 0.7 mg/mL
Tween 80 0.25 mg/mL
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cloruro de sodio 7.4 mg/mL
Acido etilendiaminotetraacético disédico 0.1 mg/mL
cloruro de benzalconio 0.2 mg/mL
Agua de inyeccion g.s. 1ml
Ejemplo 3:

Formulacién nasal de rhEPO con bajo contenido de acido sialico similar al ejemplo anterior, pero utilizando
metilcelulosa como polimero bioadhesivo.

Método de preparacion: similar al ejemplo 2.

La composicion de la preparacion finalizada es la siguiente:

Componente Proporcion
rhEPO basico 0.8 mg/mL
Metilcelulosa 3.0 mg/mL
Clorhidrato de histidina 1.0 mg/mL
fosfato de dihidrégeno de sodio 2 mg/mL
fosfato de hidrégeno disddico 0.7 mg/mL
Tween 80 0.25 mg/mL
cloruro de sodio 7.4 mg/mL
Acido etilendiaminotetraacético disédico 0.1 mg/mL
Cloruro de benzalconio 0.2 mg/mL
Agua de inyeccion g.s. 1mL
Ejemplo 4:

Formulacion nasal de rhEPO con bajo contenido de acido sialico similar al ejemplo 2, pero utilizando Tween 20 como
agente tensioactivo no ionico.

Método de preparacion: similar al ejemplo 2.

La composicion de la preparacion finalizada es la siguiente:

Componente Proporcion
rhEPO basico 0.8 mg/mL
Hidroxipropilmetilcelulosa 5.0 mg/mL
Clorhidrato de histidina 1.0 mg/mL
fosfato de dihidrégeno de sodio 2 mg/mL
fosfato de hidrégeno disddico 0.7 mg/mL
Tween 20 0.20 mg/mL
cloruro de sodio 7.4 mg/mL
Acido etilendiaminotetraacético disodico 0.1 mg/mL
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Cloruro de benzalconio 0.2 mg/mL
Agua de inyeccion g.s. 1 mL
Ejemplo 5:

Formulacién nasal de rhEPO con bajo contenido de acido sialico similar al ejemplo anterior, pero con 1.2 mg/mL del
principio activo y sin clorhidrato de histidina como estabilizador de proteina.

Método de preparacion: similar al ejemplo 2, pero sin usar clorhidrato de histidina.

La composicion de la preparacion finalizada es la siguiente:

Componente Proporcion
rhEPO basico 1.2 mg/mL
Hidroxipropilmetilcelulosa 5.0 mg/mL
fosfato de dihidrégeno de sodio 2 mg/mL
fosfato de hidrégeno disddico 0.7 mg/mL
Tween 20 0.20 mg/mL
cloruro de sodio 7.7 mg/mL
Acido etilendiaminotetraacético disédico 0.1 mg/mL
Cloruro de benzalconio 0.2 mg/mL
Agua de inyeccion csp 1 mL
Ejemplo 6:

Formulacién nasal de rhEPO con bajo contenido de acido sialico similar al ejemplo 2, pero con 1.2 mg/mL de principio
activo y sin clorhidrato de histidina como estabilizador de proteina.

Método de preparacion: similar al ejemplo 2, pero sin usar clorhidrato de histidina.

La composicion de la preparacion finalizada es la siguiente:

Componente Proporcion
rhEPO basico 1.2 mg/mL
Hidroxipropilmetilcelulosa 5.0 mg/mL
fosfato de dihidrégeno de sodio 2 mg/mL
fosfato de hidrégeno disddico 0.7 mg/mL
Tween 80 0.25 mg/mL
cloruro de sodio 7.7 mg/mL
Acido etilendiaminotetraacético disédico 0.1 mg/mL
Cloruro de benzalconio 0.2 mg/mL
Agua de inyeccion g.s. 1 mL
Ejemplo 7:

Formulacién basada en rhEPO con bajo contenido de acido sialico para administracion intranasal, similar al ejemplo 2
pero con metilparabeno y propilparabeno como agentes conservantes antimicrobianos.

7
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Método de preparacion:

La preparacion de la solucion comienza con un volumen de agua de inyeccion que representa el 30% del volumen
total de la formulacion. Este volumen se usa para disolver el tampoén y el agente isotdnico. Aparte de esto, en un
recipiente de capacidad apropiada, se coloca un volumen de agua de inyeccion igual al 15% del volumen total de la
formulacion y se calienta a una temperatura que varia de 90 a 95 °C. Los parabenos se disuelven y el polimero se
incorpora con fuertes sacudidas constantes. Una vez que el polimero se humedece, la solucién previamente preparada
se incorpora al mismo mientras se agita vigorosamente hasta la homogeneizacion total. La agitacion se reduce luego
para incorporar el volumen correspondiente de rhEPO basico, el tensioactivo no iénico y el clorhidrato de histidina.
Finalmente, el volumen se completa con agua de inyeccion hasta el 100% del volumen final de la formulacion. La
formulacion se filtra posteriormente a través de una membrana de acetato de celulosa de 0.2 um y se prueba el pH
para verificar que se mantenga dentro del rango establecido.

La composicion de la preparacion finalizada es la siguiente:

Componente Proporcion
rhEPO basico 0.8 mg/m
Hidroxipropilmetilcelulosa 5.0 mg/mL
Clorhidrato de histidina 1.0 mg/mL
fosfato de dihidrégeno de sodio 2 mg/mL
fosfato de hidrégeno disddico 0.7 mg/mL
Tween 80 0.25 mg/mL
cloruro de sodio 7.5 mg/mL
Metilparabeno 0.33 mg/mL
Propilparabeno 0.17 mg/mL
Agua de inyeccion g.s. 1 mL
Ejemplo 8:

Formulacién nasal de rhEPO con bajo contenido de acido sialico similar al ejemplo anterior, pero utilizando
metilcelulosa como polimero bioadhesivo.

Método de preparacion: (similar al ejemplo 6).

La composicion de la forma finalizada es la siguiente:

Componente Proporcion
rhEPO basico 0.8 mg/m
Metilcelulosa 3.0 mg/mL
Clorhidrato de histidina 1.0 mg/mL
fosfato de dihidrégeno de sodio 2 mg/mL
fosfato de hidrégeno disddico 0.7 mg/mL
Tween 80 0.25 mg/mL
cloruro de sodio 7.5 mg/mL
Metilparabeno 0.33 mg/mL
Propilparabeno 0.17 mg/mL
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Agua de inyeccion

Ejemplo 9:

Formulacion nasal de rhEPO con bajo contenido de acido sialico similar al ejemplo 7, pero usando Tween 20 como

tensioactivo no iénico.

Método de preparacion: similar al ejemplo 7.

ES 2682619 T3

g.s. TmL

La composicion de la preparacion finalizada es la siguiente:

Componente

rhEPO basico
Hidroxipropilmetilcelulosa
Clorhidrato de histidina
fosfato de dihidrégeno de sodio
fosfato de hidrégeno disddico
Tween 20

cloruro de sodio
Metilparabeno
Propilparabeno

Agua de inyeccion

Ejemplo 10:

Formulacién basada en rhEPO con bajo contenido de acido sialico similar al ejemplo anterior, pero sin clorhidrato de
histidina como estabilizador y utilizando glucosa como agente isoténico.

Método de preparacion: similar al ejemplo 7:

Proporcion
0.8 mg/m
5.0 mg/mL
1.0 mg/mL
2 mg/mL
0.7 mg/mL
0.20 mg/mL
7.5 mg/mL
0.33 mg/mL
0.17 mg/mL

g.s. TmL

La composicion de la preparacion finalizada es la siguiente:

Componente

rhEPO basico
Hidroxipropilmetilcelulosa
fosfato de dihidrégeno de sodio
fosfato de hidrégeno disddico
Tween 20

Glucosa

Metilparabeno

Propilparabeno

Agua de inyeccion

Ejemplo 11:

Proporcion
1.2 mg/m
5.0 mg/mL
2 mg/mL
0.7 mg/mL
0.20 mg/mL
48.0 mg/mL
0.33 mg/mL
0.17 mg/mL

g.s. TmL
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Formulaciéon basada en rhEPO con bajo contenido de acido sialico similar al ejemplo anterior, pero con Tween 80

como tensioactivo no iénico.

Método de preparacion: similar al ejemplo 7:
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La composicion de la preparacion finalizada es la siguiente:

Componente Proporcion
rhEPO basico 1.2 mg/m
Hidroxipropilmetilcelulosa 5.0 mg/mL
fosfato de dihidrégeno de sodio 2 mg/mL
fosfato de hidrégeno disddico 0.7 mg/mL
Tween 80 0.25 mg/mL
Glucosa 48.0 mg/mL
Metilparabeno 0.33 mg/mL
Propilparabeno 0.17 mg/mL
Agua de inyeccion g.s. 1 mL

Ejemplo 12:

Formulacion nasal de rhEPO con bajo contenido de acido sialico similar al ejemplo 7, pero utilizando clorobutanol
como agente conservante antimicrobiano.

Método de preparacion: similar al ejemplo 7:
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La composicion de la preparacion finalizada es la siguiente:

Componente Proporcion
rhEPO basico 0.8 mg/mL
Hidroxipropilmetilcelulosa 5.0 mg/mL
Clorhidrato de histidina 1.0 mg/mL
fosfato de dihidrégeno de sodio 2 mg/mL
fosfato de hidrégeno disddico 0.7 mg/mL
Tween 80 0.25 mg/mL
Cloruro de sodio 6.2 mg/mL
Clorobutanol 5.0 mg/mL
Agua de inyeccion g.s. 1 mL

Ejemplo 13:

Formulacion basada en rhEPO con bajo contenido de acido sialico similar al ejemplo anterior, pero con metilcelulosa

como polimero bioadhesivo.

Método de preparacion: similar al ejemplo 2:

La composicion de la preparacion finalizada es la siguiente:

Componente

Proporcion

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

rhEPO basico

Metilcelulosa

Clorhidrato de histidina

fosfato de dihidrégeno de sodio
fosfato de hidrégeno disddico
Tween 80

Cloruro de sodio

Clorobutanol

Agua de inyeccion

Ejemplo 14:

Formulacion nasal de rhEPO con bajo contenido de acido sialico similar al ejemplo 12, pero usando Tween 20 como

agente tensioactivo no ionico.

Método de preparacion: similar al ejemplo 2:

ES 2682619 T3

0.8 mg/mL
3.0 mg/mL
1.0 mg/mL
2 mg/mL
0.7 mg/mL
0.25 mg/mL
6.2 mg/mL
5.0 mg/mL

g.s. TmL

La composicion de la preparacion finalizada es la siguiente:

Componente

rhEPO basico
Hidroxipropilmetilcelulosa
Clorhidrato de histidina

fosfato de dihidrégeno de sodio
fosfato de hidrégeno disddico
Tween 20

Cloruro de sodio

Clorobutanol

Agua de inyeccion

Ejemplo 15:

Formulaciéon nasal de rhEPO con bajo contenido de acido sidlico similar al ejemplo 5, pero con clorobutanol como

conservante antimicrobiano.

Método de preparacion: similar al ejemplo 2:

Proporcion
0.8 mg/mL
5.0 mg/mL
1.0 mg/mL
2 mg/mL
0.7 mg/mL
0.20 mg/mL
6.2 mg/mL
5.0 mg/mL

g.s. TmL

La composicion de la preparacion finalizada es la siguiente:

Componente

rhEPO basico
Hidroxipropilmetilcelulosa
fosfato de dihidrégeno de sodio

fosfato de hidrégeno disddico

Proporcion
1.2 mg/mL
5 mg/mL
2 mg/mL

0.7 mg/mL

11
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Tween 20 0.20 mg/mL
Cloruro de sodio 6.5 mg/mL
Clorobutanol 5.0 mg/mL
Agua de inyeccion g.s. 1 mL
Ejemplo 16:

Evaluacion "in vitro" de la accion estimulante en células de origen nervioso de la formulacién nasal de eritropoyetina
humana recombinante con un bajo contenido de acido sialico.

Con el fin de demostrar el efecto inductivo sobre la actividad especifica de la enzima Glutation-S-Transferasa (GST)
de rhEPO en células de origen nervioso, asi como para demostrar que la eritropoyetina humana recombinante acida
y basica tiene efectos similares sobre las células de origen nervioso, se realizé un estudio in vitro en células PC12.
Las células se mantuvieron indiferenciadas en medio DMEM suplementado con 2 mM de L-Glutamina, 100
Unidades/ml de penicilina G, 100 microgramos/ml de estreptomicina (GIBCO), 10% (v/v) que contenia 10 mM de
tampon Hepes. El medio de cultivo se prepard con suero de caballo entero al 10%. A las células se les afiadieron
eritropoyetina humana recombinante 0.6 y 15 nanomolar, con bajo contenido de acido sialico (ejemplos 5y 6) o
eritropoyetina acida (completamente glucosilada). Como controles, las células se afiadieron a cantidades similares de
rhEPO, previamente inactivadas por calor. Los valores de actividad especifica de la GST obtenidos en estos cultivos
se consideraron como 100%. Para la determinacion de la actividad especifica de la GST, se utilizé el homogeneizado
de las células cultivadas con rhEPO acido o basico; esto se llevd a cabo en un sistema de homogeneizacion
completamente hecho de vidrio a 4 °C, con tampodn de fosfato 0.1 M, pH = 6.95. El homogeneizado libre de células se
obtuvo por centrifugacion a 16000 X g, a 4 grados Celsius, en una centrifuga de alta velocidad refrigerada. El
homogeneizado asi obtenido se mantuvo en un bafio de agua helada y se usé para la determinacion de la actividad
especifica de la GST de acuerdo con el método de Habig, (Habig. W.H., Pabst, J.J., y Jakoby, W.B. 1974; Biol. Chem.
249 (22): 7130-7139). La determinacion de proteina se llevd a cabo por el método de Bradford (Bradford Anal MM.
Biochem. 72, (176) 158). El principal resultado obtenido fue que las células de origen nervioso respondian a la
presencia de rhEPO modificando la actividad de la enzima GST. Los valores en el grafico (Fig. 1) representan el valor
medio de tres cultivos independientes. La respuesta a eritropoyetina humana recombinante con bajo contenido de
acido sialico fue similar a la respuesta a rhEPO acida.

Ejemplo 17:
Eficacia terapéutica de la administracion intranasal de rhEPO con bajo contenido de acido sialico.

Se utilizaron jerbos de Mongolia de ambos sexos con un peso corporal entre 60 y 70 gramos. Tomaban agua y se
alimentaron ad libitum en ciclos de 12 horas de luz alternadas con 12 horas de oscuridad durante todo el periodo
experimental.

Los animales se sometieron a oclusion unilateral permanente de la carétida derecha bajo anestesia profunda por via
intraperitoneal, con diazepam (5.0 mg/kg) como preanestésico. Se usaron ketamina (47 mg/kg) y atropina (0.02 mg/kg)
como agente anestésico. La carétida derecha se expuso bajo el estereoscopio, doblemente ligada y cortada. Los
animales simulados se prepararon con las mismas manipulaciones, pero sin ligadura o corte de la carétida.

Para la evaluacion clinica e histopatolégica, los grupos experimentales fueron: Grupo control: carétida aislada, sin
ningun otro procedimiento (simulacion) (n = 10). Grupo de animales lesionados sin tratamiento: Animales lesionados,
sin haber sido sometidos a ninguin otro procedimiento (n = 20).

Grupo de animales lesionados con tratamiento: carétida aislada, doblemente ligado y cortado, con administracion
intranasal de rhEPO con bajo contenido de acido sialico (ejemplo 10) (n = 20).

El tratamiento consistié en la aplicacion en la cavidad nasal de 10 pl de rhEPO o su vehiculo cada 8 horas diarias,
desde una hora después de la operacion hasta el cuarto dia posterior a la operacion.

Cada animal fue examinado para determinar su estado neurolégico de acuerdo con una escala de 2 a 5 que incluia el
tono corporal, la fuerza prensil y las alteraciones en la postura y la marcha. Un animal sobreviviente sin signos
patoldgicos tiene un valor de 5 en esta escala.

La evaluacioén funcional se realizé observando la actividad exploratoria espontanea de los animales, es decir, contando
el numero de acciones de crianza (es decir, las instancias de pie sobre las puntas de las patas traseras) hechas por
los roedores al explorar un nuevo receptor. El destinatario utilizado fue una caja cilindrica vertical de 30 cm de diametro
y 25 cm de alto. Cada jerbo se colocé en el centro de esta caja y se contaron las acciones de cria realizadas durante
un rango de 3 minutos.
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Siete dias después de la operacion, los animales se perfundieron a través del ventriculo izquierdo con solucién de
formaldehido al 4% en solucién tampon de fosfato (PBS) a pH = 7.0. Los cerebros se extrajeron y se mantuvieron en
esta solucién durante algunos dias. Mas tarde, los cerebros se incluyeron en parafina, se cortaron en rodajas de 4 um
de grosor y se tifieron con hematoxilina y eosina. Las secciones se evaluaron a 10 x y 40 x sin conocimiento previo de
su identidad.

Para la evaluacion del edema cerebral, se utilizaron 90 hembras de entre 60 y 70 g de peso corporal, comprendidas
en los 3 grupos experimentales:

Animales simulados (n = 20).
Animales heridos sin tratamiento (n = 35).
Animales heridos con tratamiento (n = 35)

Tres, 12 y 24 horas después de la lesion, los animales fueron anestesiados y perfundidos con solucion salina. El
cerebro se extrajo de la cavidad craneal y los hemisferios se separaron el uno del otro. La determinacién del contenido
de agua se llevo a cabo de acuerdo con el método gravimétrico descrito por Calapai y col, 2000 segun la ecuacion:
Agua% = [(Peso himedo del hemisferio - Peso seco del hemisferio) X 100 X Peso himedo™']. Para el andlisis de los
datos, se establecieron diferencias entre los grupos y los muestreos para cada variable por medio de la prueba de la
t de Student, el ANOVA (prueba de una via) y la prueba de Dunnett para la comparacién multiple.

Para la evaluacion del peso corporal de los animales, los machos fueron clasificados al azar en tres grupos
experimentales (10 animales cada grupo) siguiendo el mismo esquema de tratamiento utilizado en los experimentos
previos. Los animales se pesaron utilizando una escala de Sartorius el dia de la operacién y mas tarde durante 5
semanas en serie (1 vez por semana).

Durante los experimentos descritos con la administracién nasal de rhEPO, se observé una menor tasa de mortalidad
entre los animales tratados durante los dias posteriores a la cirugia en ambos sexos, como lo demuestra el analisis
de las proporciones (Fig. 2).

Veinticuatro horas después de la ligadura unilateral, una parte de los animales mostro afectaciones en el estado
neurolégico, reveladas por medio del examen descrito y expresado por el puntaje (Fig. 3). Como se puede observar,
en los animales heridos sin tratamiento aparecié una lesién funcional significativa. La actividad exploratoria funcional
motora parecié deprimida en animales isquémicos no tratados (Fig. 4), mientras que esta actividad en los animales
tratados con rhEPO se mantuvo similar a la de los controles.

Los efectos de la lesion y la administracion intranasal de rhEPO sobre el peso corporal de los animales en el modelo
de isquemia unilateral permanente se muestran en la Fig. 5. Una comparacion entre el grupo de animales heridos con
el grupo lesionado y tratado y con el grupo simulado mostré diferentes comportamientos de las curvas de peso. El
grupo de control y el grupo tratado lesionado tenian curvas similares, que contrastaban con la pérdida de peso en los
animales lesionados y no tratados. En el transcurso de varias semanas, este grupo no pudo superar el peso promedio
con el que comenzo el experimento.

Los resultados que consisten en una disminucién del edema cerebral se debieron al hecho de que la administracion
intranasal de rhEPO proporcioné una proteccion significativa contra la formacion de edema cerebral en todos los
animales tratados (Fig. 6, a 'y b). De hecho, no se encontraron diferencias en el contenido de agua entre los animales
tratados con rhEPO y los controles. Se encontrd una situacion diametralmente opuesta en el grupo de animales
lesionados, no tratados, en los que el contenido de agua en el hemisferio lesionado (derecha) habia aumentado
durante todos los tiempos estudiados (3, 12 y 24 horas), y una alta significancia para 24 horas después de que se
encontro la lesién (p <0.001).

En cuanto a los hallazgos histopatologicos, la frecuencia de animales con el cerebro intacto fue mayor entre los
animales de control que entre los animales no tratados (p = 0.002), y también fue mayor entre los animales tratados
con rhEPO que entre los animales no tratados (p = 0.03). (Fig. 7).

Los animales no tratados se vieron afectados por edema generalizado y picnosis de todo el hemisferio derecho, asi
como por hemorragias en la fimbria del hipocampo derecho y en la corteza parietal del hemisferio derecho, areas
edematosas y cromatina difusa y densa en el hemisferio derecho, neuronas picnéticas en el hipocampo (Fig. 8).
Ejemplo 18:

Evaluacion in vitro de la capacidad antioxidante de la eritropoyetina humana recombinante basica con bajo contenido

de acido sialico (ejemplo 10) en homogeneizado de regiones anatémicas del hipocampo, corteza cerebral y cerebelo
de la rata.
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Con el fin de demostrar que tanto el rhEPO acido como el basico son capaces de contrarrestar la producciéon de
malondialdehido (MDA) y 4-hidroxialquenales (4HDA) en homogeneizado de cerebro de rata, se realizd6 un
experimento en animales. Para este propdsito, se usaron ratas Wistar macho (n = 15) con un peso corporal entre 180
y 200 gramos. Los animales tomaban agua y se alimentaban ad libitum y estaban bajo un régimen de 12 horas de luz
alternadas con 12 horas de oscuridad durante todo el periodo experimental. La metodologia aplicada para obtener las
regiones anatéomicas fue la siguiente:

Los animales se sacrificaron por dislocacion cervical y decapitacion, el cerebro se extrajo rapidamente de la cavidad
craneal y el tejido se congeld inmediatamente a -70 grados Celsius. El hipocampo, la corteza cerebral y el cerebelo
de cada animal se disecaron con la ayuda de un atlas estereotaxico (Paxinos, G, y Watson, C., 1986. Academic Press,
Nueva York, pp 230-259). Se formé un conjunto de cada una de estas regiones y se preparé un homogeneizado de
cada region, que contenia 1: 8 partes de tejido por parte de tampén de fosfato 0.1 M a pH = 7.0. El liquido libre de
células se obtuvo por centrifugacion a 4 grados Celsius a 10 000 g durante 30 minutos. Los homogeneizados se
mantuvieron en un bafio de agua helada hasta la determinacién de la actividad enzimatica, para lo cual se utilizé un
espectrofotémetro digital Spectro UV-VIS RS de Labo Med, Inc. El principal resultado obtenido fue que la eritropoyetina
humana recombinante con bajo contenido de &cido sialico redujo en un 13% (0 - 23%) la produccion de MDA + 4 HDA
en los homogeneizados de las tres regiones estudiadas del cerebro de la rata. La disminucién fue dependiente de la
dosis utilizada. Los niveles mas altos de proteccion se observaron en el hipocampo y el cerebelo, donde se detectaron
niveles considerables de receptores de rhEPO. Las respuestas de rhEPO acido y basico fueron similares (Fig. 9).

Ejemplo 19:

La aplicacién de 90 000 Ul de eritropoyetina humana recombinante con bajo contenido de acido sialico (segun la
formulacion del ejemplo 6) no induce una respuesta eritropoyética significativa.

Para demostrar que la eritropoyetina humana recombinante basica con bajo contenido de acido sialico utilizada en los
ensayos no tiene actividad eritropoyética significativa in vivo, se evaluaron sus efectos sobre la eritropoyesis de los
jerbos de Mongolia utilizando una dosis de 90 000 Ul en un estudio comparativo con 10 animales (5 con administracion
de rhEPO y 5 controles). Todos los animales fueron monitorizados (antes de la administracién, 7 dias después de la
administracion y 14 dias después de la administracion) para realizar un hemograma completo en sangre total (10 pL
de EDTA al 10%/mL de sangre) usando un contador MICROS ABX automatic para procesar las muestras. El paquete
estadistico SPSS basado en Windows, tomando p = 0.05 como nivel de confianza, se utilizé para procesar las
variables. Se obtuvieron los siguientes resultados (Tabla 1).

Tabla 1. Parametros hematolégicos obtenidos para los diferentes grupos.

Muestras
X 1SD 2 X 3 SD

X SD
HB (g/dL) 13,3 1,1 13,2 0,7 12,8 0,9
ETO (106/mL) 7,82 0,95 8,04 0,54 763 0,59
HTC (%) 419 45 43,2 2,8 41,4 3,6
PLT (103/mL) 612 214 670 101 761 75

Grupo 1 VCM (fL) 53 1 54 1 54 1

HCM (pg) 17,0 0,7 16,4 0,3 16,8 0,2

CHCM (g/dL) 31,7 0,9 305 05 31,0 06
LEUC (103/mL) 9,7 4,9 88 36 60 28

RETIC (%) 16 07 19 08 30 13
RETIC (106/mL) (0,12 0,05 0,16 0,07 0,22 0,09
HB (g/dL) 134 05 143 0,3 13,3 03
ETO (106/mL) 8,21 055 882 041 8,13 045
HTC (%) 434 2.4 481 1,1 439 17
PLT (103/mL) 503 213 673 197 714 134
Grupo2  VCM (fL) 53 2 55 2 54 2
HCM (pg) 16,4 0,9 16,2 06 164 08

CHCM (g/dL) 31,0 0,9 207 05 304 07
LEUC (103/mL) 5,4 1,2 49 09 51 09
RETIC (%) 1,3 06 16 05 21 13
RETIC (106/mL) [0,11 0,056 0,14 0,04 0,17 0,10
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La distribucion de las poblaciones para cada parametro hematolégico mediante muestreo con p = 0.05 y n = 10 mostro
una distribucion normal. En el analisis de la homogeneidad de la varianza se observé que, de forma general, las
varianzas tenian un comportamiento homogéneo, excepto HB y HTC en el muestreo |, es decir, LEUC.

Al comparar las varianzas de la variable hematolégica de los grupos en los diferentes muestreos, se observaron
diferencias en HB, ETO, HTC y CHCM del muestreo |l, donde se evidencian diferencias entre el grupo control y el
grupo tratado. Al comparar las varianzas entre los muestreos para cada grupo, se observaron diferencias en CHCM
del grupo de control (muestreo | vs, muestreo Il), mientras que el grupo tratado mostré diferencias en HB y HTC
(muestreo Il versus muestreos | y lll) y el CHCM (muestreo Il vs, muestreo |). Para la evaluacion de las diferencias de
las variables antes mencionadas entre los grupos por muestreos, el muestreo | fue tomado como muestreo de
referencia para las comparaciones.

Teniendo en cuenta que se muestran algunas diferencias estadisticas p = 0.05 entre los grupos y entre los muestreos,
se decidid llevar a cabo una evaluacion mas integral de los datos obtenidos; para este propdsito, se agruparon los
valores de muestreo I, un momento en el que los animales no habian sido tratados n = 10, y se calcul6 el rango de
esta poblaciéon X + 2 SD, luego el comportamiento de los valores medios para cada variable fue graficado (Fig. 10).
Los valores medios de las variables también se compararon con los reportados por otros autores para esta especie, y
luego se determino que, en todos los grupos y muestreos, los valores obtenidos fueron similares a los reportados en
la literatura (Tabla 2).

Aunque las comparaciones estadisticas muestran que las variables HB, ETO y HTC aumentaron significativamente
en el muestreo Il, al analizar este comportamiento de acuerdo con el rango normal X + 2 SD y los valores promedio
reportados en la literatura (Handbook of Care and Use of Experimental Animals, Canadian Council for Animal
Protection. Volumen 1, 2da edicion. 1998), se puede observar que este comportamiento carece de importancia
bioldgica, por lo que se puede concluir que la eritropoyetina humana recombinante con bajo contenido de acido sialico
no induce ninguna respuesta eritropoyética significativa en las especies estudiadas.

Tabla 2. Valores hematoldgicos normales para jerbos.
Valores hematoldgicos normales para jerbos

Parametro

ERIT (10%/mL)

8.5 (7.0-10.0)

Hb (g/dL) 15.0 (12.1-16.9)
PCV (LIL) 0.48 (0.41-0.52)
PLT (10%mL) 638
LEUC. T (10%mL) 4.3-21.6
Neutrofilos (103/mL) 0.3-4.1
Linfocitos (103/mL) 3.29.7
Sangre V. (mg/kg) 60-85

Ejemplo 20:
Etiquetado con 1'% de eritropoyetina humana recombinante con bajo contenido de &cido sialico.

Con el fin de determinar el paso de eritropoyetina humana recombinante con bajo contenido de acido sialico (ejemplos
3y 5) a regiones del sistema nervioso central por administracion intranasal, rhEPO se marcé con yodo 125 de acuerdo
con el método comercial (YODOGEN) de Pierce, Rockford, lllinois 61105, EE. UU. A partir de esta marcacion
radiactiva, se prepararon formulaciones intranasales. Se utilizaron un total de 18 ratas Wistar machos de un peso
corporal entre 180 y 200 g. Los animales se trataron por administracion intranasal de esta formulacion de eritropoyetina
humana recombinante con bajo contenido de acido sialico marcado con 1'%, Cada animal recibié administracion
intranasal de 5 a 100 microlitros de la formulacion. A intervalos de 5, 30 o 60 minutos, los animales fueron sacrificados
por decapitacion bajo anestesia. El cerebro se eliminé rapidamente (en menos de 70 segundos). Las areas del bulbo
olfatorio y el cerebelo se extrajeron. El recuento radiactivo se llevé a cabo con un contador gamma. Se obtuvieron los
siguientes resultados: una aplicacion de eritropoyetina humana recombinante con bajo contenido de acido sialico
alcanza regiones del cerebro en al menos 5 minutos y disminuye con el tiempo de forma gradual desde la region frontal
hasta la regiéon caudal del cerebro. A los 60 minutos de la aplicacion, todavia hay algo de rhEPO en las regiones de
los bulbos olfatorios y el cerebelo. Estos resultados indican que aproximadamente entre el 1 y el 5% de la rhEPO
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aplicada por via nasal llega al cerebro. Entre 80 y 85% de la rhEPO que llega al cerebro se detect6 en los bulbos
olfatorios, mientras que casi el 20% se detectd en el cerebelo a los 5 minutos de la aplicacién. Después de unos 30
minutos, estas concentraciones fueron casi iguales, y después de 60 minutos, el cerebelo tenia 30% y solo 10% de la
radioactividad de los bulbos olfatorios. La presencia de la molécula marcada en regiones del cerebelo indica el paso
de BBB; por otro lado, la deteccion de la molécula a nivel de regiones no relacionadas con la via olfativa (cerebelo)
indica que la via olfativa no solo participa en el paso de las moléculas al cerebro, sino que también lo hace de forma
mas general, mecanismo mas rapido, quizas la difusién a través del moco y la permeacion posterior a través de
discontinuidades existentes particularmente en regiones del epitelio olfatorio en el area de la macula cribosa, que
permite la llegada de eritropoyetina humana recombinante con bajo contenido de acido sialico a regiones alejadas de
la via olfativa. La figura 11 representa el paso de eritropoyetina humana recombinante con bajo contenido de acido
sialico desde la cavidad nasal hasta el bulbo olfatorio y el cerebelo. Cada barra en la figura representa el valor promedio
de seis animales. La figura muestra como la eritropoyetina humana recombinante con bajo contenido de acido sidlico
alcanza regiones del cerebro en al menos 5 minutos y disminuye con el tiempo de forma gradual desde la region frontal
a la region caudal del cerebro. A los 60 minutos de la aplicacion, todavia hay algo de rhEPO en las regiones del bulbo
olfatorio y el cerebelo. Entre 80 y 85% de la rhEPO que llega al cerebro se detectd en los bulbos olfatorios, mientras
que casi el 20% se detectd en el cerebelo a los 5 minutos de la aplicacion. Después de unos 30 minutos, estas
concentraciones eran casi iguales, y después de 60 minutos, el cerebelo tenia un 30% y solo el 10% de la radiactividad
de los bulbos olfatorios.

Ejemplo 21:

Efecto de la rhEPO basica sobre la hemorragia subaracnoidea en conejos.

La prueba se llevé a cabo en conejos machos de Nueva Zelanda que pesaban entre 3 y 4 kg, que se anestesiaron
con una inyeccion intramuscular de 40 mg/kg de ketamina. Mas tarde, se extrajeron 5 ml de sangre de la arteria central
de la oreja y se inyectaron por via percutanea en la gran cisterna. Los animales fueron monitorizados durante 72 horas.
Los conejos se dividieron en 3 grupos experimentales con 8 animales cada uno:

Grupo |: Animales de control.

Grupo Il: Animales lesionados.

Grupo lll: Animales lesionados + rhEPO basico 20 ug (ejemplo 5).

La administracion de rhEPO basica se llevd a cabo 5 minutos después de inducir la hemorragia subaracnoidea y se
repitié cada 8 horas durante 72 horas.

Para la evaluacion neuroldgica, se siguio el comportamiento motor-funcional de los animales segun Grasso G. 2002
durante el periodo de prueba.

Los resultados se muestran en la Tabla I. Se observd un mejor comportamiento motor-funcional entre los animales
control (sin lesién) y los animales tratados con rhEPO basica que entre los animales lesionados, no tratados.

Evaluacién neurolégica observada 72 horas después de la hemorragia inducida.

Escala de evaluacion neuroldgica
1 2 3 4
Grupos
Animales de Control 8 0 0 0
Animales lesionados * 0 0 2 6
Animales lesionados + rhEPO 6 2 0 0
basica
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El grado de lesién neuroldgica se clasificé como:

1: Sin indicacion de lesion.

2: Lesién minima.

3: Lesidon moderada sin movimientos anormales.

4: Lesion grave con presencia de movimientos anormales.

* Hubo una diferencia significativa entre los animales lesionados y tratados con rhEPO basica y los lesionados por

p <0.05.

Ejemplo 22:
Efecto de rhEPO basico para el tratamiento de la demencia

En 36 jerbos mongoles se atd la carétida derecha bajo anestesia. Los animales recibieron administracion intranasal
de 40 Ul de rhEPO (ejemplos 10 y 11) diariamente durante 7 dias, comenzando dentro del espacio de tiempo de 1
hora posterior a la cirugia. Otros 24 animales sometidos a un procesamiento similar recibieron una cantidad
equivalente de vehiculo. Nueve jerbos sometidos al aislamiento de la carétida sin ligadura constituyeron el grupo de
control.

Ocho dias después de la operacion, 27 y 13 animales habian sobrevivido entre los grupos sometidos a isquemia
unilateral y tratados con rhEPO y los tratados solo con vehiculo, respectivamente. No hubo mortalidad para el grupo
de control.

Los animales fueron sometidos a una prueba de habituacion un dia antes y una semana después de la ligadura
unilateral de la carétida. Esta prueba se basa en el recuento de acciones de cria en una caja cilindrica durante un
intervalo de 9 minutos dividido en tres tercios. Las proporciones de las acciones de cria en cada tercio determinan una
linea recta de mejor ajuste entre los tres puntos. La pendiente se utilizd para establecer comparaciones entre grupos
mediante la prueba U de Mann y Whitney. Las comparaciones antes-después se llevaron a cabo por medio de la
prueba de comparacién de rango de Wilcoxon de los animales supervivientes. Los resultados fueron los siguientes:

Grupo Antes Después Valor de p
Controles -14.2 -12.3 0.2
Vehiculo -16.6 -7.9ab 0.01

rhEPO -15.3 -14.0 0.1

a — Diferente del control; b — Diferente de rhEPO; p < 0.05.

Los resultados muestran una menor pendiente (mas cercana a 0) para los animales sometidos a isquemia, una semana
después de la isquemia y en comparacion con los tratados con rhEPO vy los controles. Una pendiente mas pequefa
demuestra la persistencia del animal en explorar su entorno en los ultimos dos tercios del rango de 9 minutos,
mostrando una pérdida de la habituacion que puede caracterizarse como una disfuncién cognitiva inducida por la
isquemia. El tratamiento con rhEPO basico previene la aparicion de esta disfuncion.

El comportamiento de los animales revel6 un deterioro cerebral, inducido por la isquemia, que podria expresarse como
una pérdida de la capacidad de anidacién, que es tipica en los machos de esta especie; también como un incremento
de agresividad y pérdida del comportamiento de autocuidado durante el tiempo que permanecieron en el cilindro
circular. Los resultados se compararon mediante la prueba de independencia chi-cuadrado y se expresan en la tabla
por porcentaje:

Grupo Anidamiento Agresividad Autoacicalamiento
Control 88 11 88

Vehiculo 23a,b 92a,b 302
rhEPO 77 44 2 66

17




10

15

ES 2682619 T3

a - Diferente de control; b — Diferente de rhEPO; p < 0.05

Los animales se sacrificaron por perfusiéon bajo anestesia con tampoén de formalina neutra al 10%. Los cerebros se
extrajeron y procesaron para obtener secciones coronales de 8 um de grosor coloreadas con hematoxilina y eosina.
Las secciones se examinaron en un microscopio de campo claro para signos histopatoldgicos. Las comparaciones se
llevaron a cabo mediante la prueba de independencia chi-cuadrado. Los resultados en la tabla se expresan en

porcentaje:

Grupo Picnosis Gliosis Edema Pérdida Neuronal
Control 22 0 0 0
Vehiculo 100 @ 92a,b 23a,b 69a, b
rhEPO Basico 55 44 2 0 332
a — Diferente de control; b — Diferente de rhEPO; p < 0.05.

Es notable que el tratamiento previene totalmente el edema y reduce a la mitad la incidencia de picnosis, gliosis y
pérdida neuronal.

El deterioro del comportamiento puede calificarse como un reflejo de la pérdida neuronal y de otros hallazgos
histopatologicos observados en el grupo no tratado. El tratamiento con rhEPO evité el deterioro del comportamiento
inducido por la disminucion del flujo sanguineo cerebral en el jerbo de Mongolia, al menos parcialmente. Los resultados
son excelentes en el sentido de sugerir una accién protectora de neuronas de rhEPO que es capaz de contrarrestar
el deterioro funcional que consiste en la demencia de origen vascular en humanos.
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REIVINDICACIONES

1. Formulacién nasal que comprende eritropoyetina humana recombinante, en la que menos del 40% de la molécula
de eritropoyetina esta protegida con acido sidlico y la concentracién de la proteina activa esta en el rango de
aproximadamente 0.5y 2.0 mg/ml.

2. Formulacion nasal segun la reivindicacion 1 caracterizada por el hecho de que la forma terminada es gotas nasales.

3. Formulaciones nasales segun la reivindicacion 1, caracterizadas por el hecho de que la forma terminada es un
aerosol nasal.

4. Formulacion nasal segun la reivindicacion 1, 2 o 3 caracterizada por el uso de polimeros bioadhesivos tales como
hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), hidroxipropilcelulosa (HPC) y metilcelulosa (MC).

5. Formulacién nasal segun la reivindicacion 1, 2 6 3 caracterizada por el uso de conservantes antimicrobianos tales
como cloruro de benzalconio, clorobutanol, metilparabeno y propilparabeno.

6. Formulacion nasal segun la reivindicacion 1, 2 6 3 caracterizada por el uso de estabilizantes de proteinas tales
como clorhidrato de L-triptéfano, L-leucina, L-arginina y/o clorhidrato de L-histidina y/o sus sales.

7. Formulacion nasal segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-6 para uso en medicina.

8. Formulacién nasal para su uso segun la reivindicacion 7, en la que la formulacién es para uso en el tratamiento o
prevencion de trastornos del sistema nervioso central tales como trastornos cerebrovasculares o neurodegenerativos,
hipoxia del recién nacido, hipoxia de causa cardiovascular, demencia, pérdida de memoria, disminucién de la
capacidad mental y deterioro mental.

9. Eritropoyetina humana recombinante, en la que menos del 40% de la molécula de eritropoyetina esta protegida con
acido sialico, para uso en el tratamiento de trastornos del sistema nervioso central tales como trastornos
cerebrovasculares y neurodegenerativos; en la que dicho tratamiento implica la administracion intranasal de dicha
eritropoyetina.

19



% de control GST

ES 2682619 T3

400

300

200

100

Acido 1 Basico

FIG. 1

20



60 -
50
40 -

30 -

Porcentaje

20 -

10 -

ES 2682619 T3

(1 Isquemia

'8 |sq + EPO
Hembras Machos

FIG. 2

21



Crianza

ES 2682619 T3

80
70 -
60 -
50 -
40 A
30 -+
20 -
10 -

O Control
0 Isquemia

O |squemia + EPO

22



ES 2682619 T3

p=0,01

Control

 * flsquemia

* 7@ Isquemia + EPO

FIG. 4

23



ES 2682619 T3

% de control
120

115 X

110

105

100 -

o5 / _@-L+EPO

i——i\i/ —B-L+S

90 : —*—S

1 2 3 4 5 6

Semanas

FIG. 5

24



ES 2682619 T3

Tratamiento

2 795
= 79 - —e—HI
78.5 | —=—HD

Control 3 12 24

FIG. 6a

Sin tratamiento

81,5
81

80,5 ]
80 i

Q 795 e —§-<Ap01
z 79 A X _e—HD
s 78’5 *v—&:i———:!—
78
77,5
77 1 1 1 )
Control 3 12 24

FIG. 6b

25



ES 2682619 T3

p=0.002

Valores

FIG. 7

26

0 control
O lesion
D EPO



ES 2682619 T3

A. Region CA1 del hipocampo del jerbos.
(40 X). Lesion de isquemia sin tratamiento | (40 X)_ Lesion de isquemia, tratada con rhEPO

B. Region CA1 del hipocampo de jerbos.

FIG. 8
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Leyenda:
X: Media
SD: Desviacion estandar
2 SD: Dos veces SD
HB: Concentracién de hemoglobina (g/dL)
HTC: Hematocrito (%)
ETO: Eritrocitos (x 108/uL)
PLT: Plaquetas (x 103 L)
LEUC.: Leucocitos totales (x 10° L)
VVCM: Volumen corpuscular medio (fL)
HCM: Hemoglobina corpuscular media (pg)
CHCM:  Concentracién de  hemoglobina
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