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Resumen
La eritropoyetina humano recombinante es una glicoproteina natural y es obtenida por técnicas
humano recombinantes. Constituye la estructura base del biosimilar EPOCIM® actualmente en la
practica clinica nacional e internacional. Es un medicamento de excelencia en el tratamiento de la
anemia y se le atribuyen otras propiedades citoprotectoras en cerebro y corazén. Dado que en la
literatura no se reporta una caracterizaciéon experimental del EPOCIM®, el presente trabajo permite
una caracterizacion integral desde el punto de vista farmacoldgico. Se determina en conejos Nueva
Zelanda, los parametros farmacocinéticos resultantes de aplicar el Andlisis No Compartimental, la
evaluacion Farmacodindmica de indices hematoldgicos y el patrén de Biodistribucién por marcaje
isotdpico. Los resultados coinciden con lo reportado para la epohr por otros autores y correlacionan
con los novedosos efectos terapéuticos investigados en la clinica.
Palabras Clave: Eritropoyetina humano recombinante (epohr), farmacodinamia, efecto integral,
marcaje isotdpico, biodistribucion.
EPOhr: PHARMACOKINETICS, PHARMACODYNAMICS AND BIODISTRIBUTION IN NEW ZELAND
RABBITS

Abstract
Human recombinant erythropoietin is an endogenous glycoprotein wich is obtained industrially by
human recombinant techiniques. This molecule constitues the basis of hte biosimilar EPOCIM® with
wide introduction to the clinical practice, national and international. This biotechnologcial product is of

excellence in the treatment of the anemia, with atribution of cytoprotection in brain and heart, now
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researching in the clinical practice. Due that doesn’t exists in the literature reports of experimental
characterization, the aim of this paper is to offer an integral pharmacological evalutaion on EPOCIM®.
The experimental model was the New Zeland rabbit. It shows the pharmacokinetic parameters
employing the Non Compartmental Analysis, the pharmacodynamic evaluation of heamtological
indexes and the Biositribution empoyinf isotopical labeling of the molecule. There is a coincidence with
the reportied for epohr bu different authors and it stablished a correlation with the novel therapeutic
effects atribuitted in the clinical research now on its way.

Key words: Recombinate erythropoietin (epohr), pharmacodynamics, integral effect, isotopic labeling,
bioidstribution.

Introduccién

Una de las proteinas terapéuticas mas utilizadas es la Eritropoyetina, con ventas superiores a los
1500 millones de USD mundialmente. La EPO humana, aislada en 1977 * a partir de grandes
cantidades de orina de pacientes con anemia aplastica es una hormona sialoglicoproteica con un
peso molecular de 34 kda. La eritropoyetina humana recombinante (epohr) se produce a partir del
aislamiento del gen humano y su expresion en lineas celulares de ovario de Hamster Chino 2. Este
producto recombinante es estructuralmente muy similar e inmunolégicamente equivalente a la

| 34 La epohr estimula la produccién de células rojas en la médula 6sea > ° ’. El

hormona natura
higado constituye otra fuente productora de EPO pero en menor cantidad con una produccién de 10
a 20% del total.

El mecanismo de accion de la EPO comienza con la unién a su receptor (EPO-R), el cual se
encuentra expresado en la superficie celular de eritrocitos ® * > **. En su forma inactiva el receptor se
encuentra como mondmero. Al unirse la molécula de eritropoyetina se produce la dimerizacién del
receptor pasando a su forma activa y desencadenando una cascada de sefiales intracelulares
mediante fosforilaciones de diversas proteinas, cuyo fin es bloquear las sefiales de apoptosis de la
célula y aumentar el tiempo de vida media de las mismas. Este constituye el efecto primario de la
hormona. El receptor de EPO también se expresa en células de la médula 6sea, donde estimula la
produccion de células precursoras de los eritrocitos, en linfocitos y células del sistema nervioso
central y periférico, después de la hipoxia ** **. El efecto farmacodinamico secuencial de la epohr es
reportado en el 2008 ', sefialando un efecto transientes con la desaparicion de los niveles
sanguineos de epohr y dando lugar el primer paso del mecanismo con la induccién de los niveles de
reticulocitos y posteriormente el punto final farmacologico con la formacion de hemoglobina.. En este
sentido otros investigadores reportaron que la epohr podia atravesar la Barrera Hematoencefélica

(BHE) y que su paso se incrementaba en condiciones de dafio neuronal ** ** . Aunque la BHE es
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considerada impermeable a moléculas grandes, existen estudios que demuestran claramente que
algunas moléculas de alto peso molecular pueden ser transportadas hacia el cerebro a través del
endotelio capilar, encontrdndose 2 tipos de receptores de EPO diferentes en el endotelio capilar
cerebral. Es por ello, ha sido sugerido que la EPO circulante se une a estos receptores, iniciandose la
endocitosis seguida de la translocacion hacia el cerebro.

La causa principal de la anemia asociada a la Insuficiencia Renal Crénica (IRC) es la produccion
inadecuada de eritropoyetina por el rifién, de modo que aungue los niveles séricos de esta hormona
son similares a los de la poblacién general, estan desproporcionadamente bajos para el nivel de
hemoglobina que presentan. El tratamiento disponible para la misma consistia en frecuentes
transfusiones de sangre que deterioraban de forma significativa la calidad de vida de éstos pacientes,
ademas de exponerles a riesgo de contagio de infecciones virales. Sin embargo en 1986 se utilizo por
primera vez la epohr en pacientes en hemodidlisis; se amplié la experiencia a partir de 1989 cuando
se pudo disponer en proporciones industriales, con claros beneficios para los enfermos ' *
reduciéndose asi la necesidad de las transfusiones y aumentando el bienestar de los pacientes
constituyendo un tratamiento bien aceptado por los mismos. Asi quedd recogido en las guias de
practica clinica para el tratamiento de la anemia en pacientes con IRC en dialisis publicada en 1999
18.

Actualmente, la epohr es el tratamiento estandar para las anemias de origen renal (falla renal cronica
y aguda) y algunas de origen no renal como por ejemplo las anemias asociadas a cancer,
hemoglobinopatias, mieloma, sindromes mielodisplasicos, aplasia, enfermedades autoinmunitarias
(artritis reumatoide), terapia con Zidovudina en pacientes con Sindrome de Inmunodeficiencia
Adquirida (SIDA), y en otras enfermedades criticas como es el fallo cardiaco ** ?> #. En este sentido
se ha logrado un amplio uso clinico con este producto % 2 24 25.26.27. 28

Otras aplicaciones clinicas estan siendo desarrolladas en paralelo de acuerdo a los ultimos hallazgos
a nivel de los mecanismos de accibn no hematopoyéticos. La naturaleza de las acciones
neuroprotectoras de la EPO ha sido evaluada tanto ‘“in vitro” como ‘in vivo”, demostrandose que la
misma puede ser usada en el tratamiento de enfermedades cerebrales 3% 31323333 " Actyando de
manera antiapoptética, antioxidativa, anti-inflamatoria, neurotréfica, angiogenética e inhibiendo el
glutamato.

En Cuba, desde el afio 1996 la EPOCIM® es el producto biosimilar de la Eritropoyetina humana
recombinante, siendo este considerado el producto lider de este centro en las exportaciones a varios

paises. Desde entonces EPOCIM® ha sido ampliamente utilizado en la préactica clinica nacional
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El presente trabajo se encamina dado que no existen en la literatura datos reportados sobre su
caracterizacion farmacocinética y farmacoldgica, determinar sus valores caracteristicos a fin de ser
empleados en cuanto al desarrollo inherente a un producto que deriva hacia otras aplicaciones y a
variantes tecnolégicas para incrementar su eficacia.

Materiales y Métodos

Producto ensayado:

Formulacién comercial de eritropoyetina humano recombinante EPOCIM® de la firma CIMAB S.A, .El
producto en solucién homogénea fue envasado en bulbos estériles a la concentracién de 4 000 Ul en
1 ml. El lote empleado fue liberado manifestando esterilidad y pirégenos de la solucién de acuerdo a
la USP XXII

Ensayo farmacocinético::

Para el estudio se utilizé una especie de conejos Nueva Zelandia, machos procedentes del Centro
Nacional para la Produccién de Animales de Laboratorio (CENPALAB) de La Habana, los cuales
tenian su correspondiente certificado de salud.

Todos los animales fueron alimentados con pienso vitaminado, procedente del CENPALAB, el cual
reporta su correspondiente certificado de calidad. La adaptacién de los animales fue de 37 dias. Los
animales fueron mantenidos en ayuna desde la noche anterior, posibilitindose la toma de agua. La
administracion del agua y la comida fue ad libitum, posterior a las 2 horas de la administracion del
producto. Durante el experimento el ciclo de luz/oscuridad fue de 12 x 12 horas, las condiciones de
temperatura ambiental, 19.5 °c, y de humedad relativa ambiental 71 %.

Para su manipulacién durante el experimento, los animales fueron anestesiados y colocados en
cepos. Los animales fueron tratados preservando las normas éticas para la manipulacion de
animales, de acuerdo a las normativas del International Animal Care Commitee, en correspondencia
a las Guidelines for Animal Experiments de la Unién Europea *°.

Modo de administracion::

Se aplicé la dosis bolus intravenoso por la vena marginal de la oreja del animal, mediante venipuntura
utilizando jeringuillas esterilizadas de 1 ml, con agujas de calibre 30G. Se utilizaron grupos de
animales de n=5, tomados aleatoriamente. Cada grupo de animales recibié una dosis bolus i.v. De
EPOCIM de 10 mcg/Kg. La dosis fue establecida de acuerdo a la conversiéon de 1 mcg = 100 Ul, en
correspondencia a las unidades de cuantificacion utilizadas para las concentraciones por tiempo en
mui/ml. Posterior a la administracion se tomaron muestras sanguineas, por la vena marginal de la
otra oreja a los tiempos de 0, 30 min, 1,3,6, 8, 16, 24, 36, 48, 72 y 96 horas. El peso de los animales
se encontr6 dentro del rango de 2.0-2.2 Kg, para un peso promedio de 2.16 +/- 0.08 Kg.
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Procesamiento de los muestras:

Las muestras se dejaron 1 hora en reposo hasta la retraccion espontanea del coagulo, despegando
éste del borde del vial por friccibn mecanica con tubo capilar de vidrio, y centrifugadndose a 3000
r.p.m. Durante 15 min,, posteriormente se extrajo el suero sobrenadante, y las muestras fueron
refrigeradas a -20 °c, hasta la posterior cuantificacion.

Método de cuantificacion ELISA:

Se utilizé el kit comercial EPO ELISA, de la firma Roche Diagnostics GMBH, Roche Applioed Science,
68298 Manheim, Alemania; de nimero de catalogo 11 693 417 001.

Procesamiento matematico v estadistico de los resultados:

Se trabajé con los datos primarios brutos. Para cada animal, para su relacion de concentracion vs.
Tiempo, se le establecen los perfiles farmacocinéticos, y se calcularon los parametros
farmacocinéticos mediante un andlisis no compartimental, mediante la programateca de
procesamiento farmacocinético WINNONLIN® Pro V. 2.1 ** . Se determiné la media y la desviacion
estandar de los parametros calculados.

Se calcularon los siguientes pardmetros caracteristicos, de acuerdo a lo reportado en la literatura
especializada 3" %:

A: Constante de la fase de eliminacion.

Ty, Tiempo de vida media de eliminacién

AUC: Area bajo la curva

Cmax. Concentracion maxima obtenida

MRT: Tiempo medio de residencia

Vss: Volumen de distribucion en el estado estacionario

CL: Aclaramiento

CL/kg: Aclaramiento corregido por el peso corporal del animal
Vss/kg: Coeficiente de distribucién en el estado estacionario.

Ensayo Farmacodinamico:

Animales: Se utilizé6 una especie de conejos Nueva Zelanda (NZ) machos, procedentes del Centro
Nacional para la Produccién de Animales de Laboratorio (CENPALAB) de La Habana, los cuales
tenian su correspondiente certificado de salud. Se procedié segun las normativas establecidas para
el trabajo con animales, en el Bioterio del Instituto Nacional de Oncologia y Radiologia (INOR), y en
correspondencia con los PNO para estudios de Farmacodinamia en Conejos, establecidas por la
Unidad de Garantia de la Calidad del Centro de Estudios para las Investigaciones y Evaluaciones

Bioldgicas del Instituto de Farmacia y Alimentos.
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Todos los animales fueron alimentados con pienso vitaminado, procedente del Centro Nacional para
Animales de Laboratorio (CENPALAB), el cual reporta su correspondiente Certificado de Calidad. La
adaptacion de los animales fue de 30 dias. Los animales fueron mantenidos en ayuna desde la noche
anterior al experimento, posibilitandose la toma de agua.

El peso de los animales (n=5) estuvo comprendido entre 1.8 — 2.0 Kg, para un peso promedio de
1.84 +/- 0.09 kg. Todos fueron alimentados con pienso completo de mantenimiento, procedente del
CENPALAB, el cual reporta su correspondiente certificado de calidad. La adaptacion de los
animales fue de 37 dias. Desde la noche anterior al comienzo del estudio, fueron mantenidos en
ayunas hasta el momento de la administracion del producto. Después de este momento, se les
permitié la toma de agua y comida ad libitum. Durante el experimento el ciclo de luz / oscuridad fue
de 12 x 12 horas, la temperatura ambiental se mantuvo alrededor de un valor constante de 19.5 °c,
y la humedad relativa, alrededor del 71 %.

Para su manipulacion durante el experimento, los animales fueron colocados en cepos, y tratados
preservando las normas éticas para la manipulacién de animales, de acuerdo a las normativas del
International Animal Care Commitee, en correspondencia a las Guidelines for Animal Experiments de
la Unién Europea *° .

Variables farmacodinamicas:

Se definieron las siguientes variables a medir, en relacién a su mecanismo farmacolégico **:
e Evolucién Temporal del conteo de reticulocitos
e Evolucién Temporal de los niveles de hemoglobina

Modo de administracion y coleccién de muestras: Se escogidé una poblacion de 5 conejos machos

Nueva Zelanda, se les aplico una dosis de EPOCIM® de 10 mcg/Kg bolus intravenoso por la vena
marginal de la oreja del animal, mediante venipuntura utilizando jeringuillas esterilizadas de 1 ml, con
agujas de calibre 30G. Posterior a la administracion, para la determinacién de las variables
hematolégicas (conteo de reticulocitos y hematies, niveles de hemoglobina) los tiempos establecidos
de muestreo fueron : 0, 21, 36 y 42 dias.. Las muestras se colectaron a un volumen de 1.0
ml/muestra en tubos eppendorf con 10 pl de EDTA al 10% como anticoagulante.

Cuantificacion de las muestras:

Para las determinaciones de los parametros hematologicos (reticulocitos y hemoglobina) se
emplearon los siguientes procedimientos:

Se utilizé el equipo automéatico PENTRA 120, para la determinacion de hematies y el conteo de
reticulocitos se realizé6 manualmente a través de procederes estandares de laboratorio los cuales se

describen a continuacion:
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Se mezclé una gota de sangre fresca venosa anticoagulada con iguales cantidades de colorante (azul
brillante de cresilo) en un tubo de 12 x 75. Luego se incub6 a 37°c durante 20 min. Se realiz6 frotis en
una lamina portaobjeto y una vez seca, se llevd a cabo el conteo de reticulocitos. Este ultimo se
realiz6 cuantificando los reticulocitos presentes en 10 campos que poseian aproximadamente 100
hematies cada uno y se informé directamente. En el caso de los valores bajos se contaron los
reticulocitos presentes en 20 campos dividiendo el resultado entre 2 y luego se informé. Las
correcciones elaboradas no alteran el hecho de que hay considerable error (£ 2 % en recuentos
bajos; hasta + 7% en recuentos altos) y falta de reproducibilidad inherente al recuento de reticulocitos.
La hemoglobina se cuantific6 por método espectrofotométrico por reactivo de Drabkin, mediante el
PNO del Laboratorio Clinico del INOR.

Andlisis farmacodinamico: Los valores primarios de efecto, E, (reticulocitos y hemoglobina) fueron

representados directamente como una funcién de E vs. T., para evaluar el transcurso de la respuesta
farmacodinamica.

Andlisis estadistico:

Se establecieron perfiles individuales (Efecto vs. Tiempo) de las variables hematolégicas para cada
conejo en estudio y de sus valores medios (media + DE). Para las determinaciones farmacodinamicas
a cada intervalo de tiempo se utilizd procedimiento estadistico utilizando una prueba de T de Student
con un nivel de significacion de a=0.05 para variables independientes. Para esto se utilizé el Software
%9 Se adopt6 el criterio de cada sujeto como su control, tomando como valor de comparacion el basal
de cada variable.

Ensayo de Biodistribucion:

Marcaije y control de calidad: La molécula fue marcada con **!I- a través del método de la Cloramina—

T. Los is6topos de yodo fueron suministrados por el Centro de Isétopos (La Habana, Cuba), de donde
se obtienen en forma de Na**!l, libres de portador y en solucién de Hidréxido de Sodio 0,1 mol/L, ph
8-10. Brevemente, la cantidad seleccionada de proteina (20 pg) disuelta en 50 pl de PBS fue
transferida a un vial de reaccion eppendorf. Posteriormente se le adiciona 8 mci de **I (nai). Se
adicionaron 30 pl de una solucion fresca de Cloramina-T de concentracion 24 mg/ml en PBS ph 7. Se
agita la mezcla durante un breve periodo de 2 minutos y se detiene por adicién de una solucién de 30
pl Metabisulfito de Sodio (48 mg/ml de PBS). La pureza radioquimica de los preparados se
determinaron mediante cromatografia ascendente en papel, usando como fase estacionaria papel

cromatogréafico Whatmann 3 MM y solucién salina fisiologica 0,9 % como fase movil.
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Caracteristicas del ensayo:

El ensayo se realiz6 en ratones Balb/c sanos, de peso promedio de 19 +/- 0.2 g. Luego de la
administracién de '*'I-EPOCIM correspondiente a una dosis de 10 pg/kg de peso corporal, los
animales en grupo de tres fueron sacrificados por dislocacion de la espina dorsal en los tiempos
seleccionados: 10, 0.33, 20 min, 1, 3, 5, 8, 12, 18, 24, 48 h. Se colectaron muestras de sangre y
organos mayores; las que fueron pesadas en una balanza analitica y medidas para la determinacion
de la actividad en un contador de pozo de centelleo sélido de nai(Tl). Se determiné el porcentaje de la
dosis inyectada por gramo de tejido, %DI/g.
Resultados

Farmacocinética:

En la figura 1 se representan los transcursos farmacocinéticos de datos primarios obtenidos para
cada uno de los conejos, pudiéndose observar que los valores de concentracion en todos los
animales tratados descienden con un transcurso l6gico a manera que el tiempo va aumentando, lo
cual guarda una correspondencia con la via de administracion utilizada. Se aprecia que las

variaciones intersujetos son inapreciables.
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Figura 1. Perfiles superpuestos de datos primarios de los 5 conejos. EPOCIM®, administracién bolus
IV., dosis 10 mcg/ml

En la tabla 1, se reportan los parametros farmacocinéticos calculados para cada animal mediante el
andlisis no compartimental, posterior a la administraciéon de EPOCIM, expresando los valores de su

promedio y desviacion estandar.
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Tabla 1. Parametros Farmacocinéticos de la EPOCIM, en conejos Nueva Zelandia. Administracion
bolus i.v., dosis 10 mcg/Kg. Andlisis NCA.

) . . . . . Media +/-
Parametro Conejo 1 Conejo 2 Conejo 3 Conejo 4 Conejo 5 DE
7472.90 +/-
Cmax. Mui/ml 7366.45 6889.38 4422.40 8330.53 10355.74
2162.387
4.86 +/-
TY%, h 3.36 5.67 5.41 6.21 3.66
1.27
15.89 +/-
AUC, Ul/ml-h 14.58 15.94 16.18 19.47 13.27 531
6.62 +/-
MRT, h 5.48 6.99 9.22 7.34 4.05
1.95
63.94 +/-
CL/Kg, ml/h-Kg 68.55 62.72 61.77 51.34 75.31 8.88
Vss/Kg, L/Kg 0.37 0.43 0.56 0.37 0.30 0.41 +/- 0.09

Farmacodinamia:

En la figura 2, se representan los transcursos primarios con los valores promedios (para n=5) en
funcion de dias de tratamiento, donde se observa mas explicitamente el transcurso de los valores de
reticulocitos después de la administraciéon de una dosis Gnica de EPOCIM®. Las desviaciones

obtenidas para cada tiempo son bajas en relacion a este tipo de experimento.
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Figura 2. Evolucién temporal de los valores promedios en dias del conteo de reticulocitos tras la
administracion de la EPOCIM®, administracién bolus i.v., a dosis de 10 mcg/kg, en conejos Nueva

Zelanda.
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Mas explicitamente en la figura 3 se demuestra que a los 42 dias, los valores obtenidos (no
desviacion significativa) los conteos de reticulocitos retornan al valor basal de los conejos, indicando
gue ya alrededor de los 36 dias ya cesa un efecto farmacodinamico notable. Se prueba que la
diferencia a los 36 dias respecto al valor basal es significativa para un valor de p< 0.001, y
posteriormente a los 42 dias manifiesta un valor no significativo de p < 0.152.
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Figura 3. Representacién en barras de la evolucién temporal de los valores promedios en dias del
conteo de reticulocitos tras la administracion de la EPOCIM®.

En la figura 4, se representan los transcursos primarios con los valores promedios para hemoglobina
(para n=5) en funcion de dias de tratamiento, donde se observa mas explicitamente el transcurso de
los valores de hemoglobina después de la administracion de la EPOCIM® Las desviaciones

obtenidas para cada tiempo son bajas en relacion a este tipo de experimento.
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Figura 4. Evolucién temporal promedios (n=5) en dias del nivel de Hemoglobina tras la
administracion de la EPOCIM®, administracién bolus i.v., a dosis de 10 mcg/kg, en conejos Nueva

Zelanda.
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En la figura 5 se puede observar esta variacion en el transcurso, donde se hace evidente que aun a
los 42 dias aunque la tendencia existe, no se vuelve a los valore basales de hemoglobina. No
obstante solamente existen diferencias significativas para el tiempo de 36 dias (p<0.041) y a los
propios 42 dias no existen diferencias con el valor basal (p< . 0.366).
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Figura 5. Representacién en barras de la evolucién temporal de los valores promedios en dias del
nivel de hemoglobina tras la administracion de la EPOCIM®.

Biodistribucion:

En la tabla 2, se representan los valores de captacion por érganos seleccionados, indicando las

mayores captaciones hasta las 24 h en todos los érganos excepto en cerebro y médula.

Organos 10 min 1h 5h 8h 12h 18h | 24h | 48h
Higado 0.14 0.27 | 0.30 | 0.33 0.39 0.34 | 0.22 | 0.10
Bazo 0.44 0.82 | 0.97 | 0.78 1.19 1.08 | 0.70 | 0.24
Rifilones 1.18 1.29 |1.08 | 0.75 1.48 1.31 | 1.12 | 0.33
Corazén 0.16 0.31 | 0.47 |0.76 0.44 0.34 | 0.31 | 0.18
Pulmén 0.25 0.35 | 0.28 | 0.39 0.52 0.75 | 1.27 | 0.18
Médula 0.45 0.32 | 0.29 | 0.17 0.14 0.10 | 0.10 | 0.04
Cerebro 0.21 0.12 | 0.11 | 0.09 0.07 0.06 | 0.05 | 0.03
Musculo 0.49 0.55 | 0.64 | 0.75 0.69 0.96 | 0.75 | 0.27
Hueso 1.33 1.20 |1.46 | 1.45 1.21 0.97 | 0.91 | 0.35
Discusion

El andlisis farmacocinético presenta como puntos relevantes que el t;, de la EPOCIM es de 4.86 +/-
1.27 h, valor cercano a lo reportado en el humano, y en concordancia a lo manifiesto para las

proteinas terapéuticas. Su volumen de distribucion, refleja un valor de 0.41 +/- 0.09 L/kg, valor alto
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anatémicamente en referencia al torrente sanguineo para indicar la alta interiorizacion de la molécula
lo cual garantiza el poder establecer un efecto farmacol6gico respecto a los érganos diana, estos

40, 41

resultados se corresponden a otros valores reportados en la literatura El transcurso

farmacodinamico correspondiente a reticulocitos y hemoglobina, indican que soportan el mecanismo

111617 " efecto este que para ambos

farmacodinamico propuesto y el efecto terapéutico a buscado
indicadores va en ascenso hasta las 36 horas donde comienza a desaparecer el efecto.

Lo valores de Biodistribucién en la tabla Il indican que a pesar de ser una proteina donde no se
esperaban altas captaciones, si es de sefialar que en las primeras 5 horas se alcanza una notable
captacion a médula biofase primaria para efectuar su mecanismo hematopoyético, y en higado,
corazon y cerebro se obtienen altos valores, los cuales se asocian a los efectos citoprotectores
actualmente investigandose %4 27.29.32,33,34
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