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Abstract

Antecedentes: Se ha demostrado que las citoquinas interleukina-1y factor necrosis tumoral (TNF), y el bloqueador de citoquinas antagonista recep-
tor deinterleukina-1, entren en el liquido cefalorraquideo (LCR) después de la administracion periférica. Recientes informes de la rapida mejoria clinica
de pacientes con enfermedad de Alzheimer y formas relacionadas de demencia después de administracién periespinal de etanercept, antagonista del
TNF, sugieren que etanercept también tiene la capacidad de llegar al LCR del cerebro.

Para investigarlo se etiquet6 el etanercept con un emisor de positrones para permitir la visualizaciéon de su distribucion intracraneal después de la
administracién periférica mediante PET en un modelo animal.

Hallazgos: La etiqueta por radio de etanercept con el emisor PET 64Cu fue efectuada con conjugacion de DOTA (1,4,7,10-tetraazadodecana-N,N;N’;N"-
acido tetracético) de etanercept, seguida de pruficacion de columna y etiquetaje 64Cu. Las imagenes MicroPET revelaron la acumulaciéon de 64Cu-
DOTA etanercept dentro de los ventriculos cerebrales lateral y tercero minutos después de la adminsitracion periférica perispinal en una rata normal
anestesiada con isoflurano, con concentracién dentro del plexo choroide y en el LCR.

Conclusion: La sintesis de 64Cu-DOTA-etanercept permitié la visualizacién de su distribucion intracraneal con imagenes microPET. Las imagenes Mi-
croPET documentaron la rapida acumulacién del 64Cu-DOTA-etanercept dentro del plexo choroide y el liquido cefalorraquideo dentro de los ventri-
culos cerebrales de una rata viva después de administracion periférica. Mas estudios de los efectos de etanercept y del TNF a nivel del plexo choroide

pueden encontrar una valiosa comprension de la patogénesis de la enfermedad de Alzheimer.

Antecedentes

Se ha identificado un exceso del factor-alfa necrosis tumoral (TNF)
como diana terapéutica en la enfermedad de Alzheimer (AD) [1].

Se ha demostrado un exceso de TNF en el liquido cefalorraquideo (LCR),
con concentraciones 25 veces mas altas que en los controles, en AD, y
podria predecir la progresion de la enfermedad [2].

Etanercept es una proteina recombinante dimérica de fusiéon que con-
siste en porciones extracelulares ligandas de dos receptores humanos
p75 TNF vinculados con el fragmento Fc del IgG1 humano, que funcio-
na en vivo como potente terapéutico anti-TNF. Recientes informes de
una répida mejoria clinica en pacientes con AD y desordenes relacio-
nados después de la administracién periespinal de etanercept (MW =
150,000) sugirieron que etanercept tenia la capacidad de penetrar en
el LCR del cerebro con una concentracién terapéuticamente efectiva
[3,4], una capacidad que recientemente fue demostrada para otro an-
tagonista de citoquina, el receptor antagonista interleukina-1 (IL1-RA)
(MW = 17,000)[5].

Para investigar esta posibilidad se conjugé el etanercept con 64Cu,
usando un método desarrollado por uno de los autores [6].

64Cu es emisor de positrones. Cuando se ata al etanercept, utilizando
el agente quelante (1,4,7,10-tetraazadodecane-N,N;N"N”-acido tetra-
cético (DOTA), se produce una molécula, 64Cu-DOTA-etanercept, cuya
distribucion anatémica puede ser puesta en imagen con tomografia de
emision de positrones (PET)[6]. Para examinar la distribucién intracra-
neal de etanercept radio-etiquetado, se efectué una imagen microPET

del cerebro de una rata viva seguida por la administracién periférica de
64Cu- DOTA-etanercept.

Métodos

Se condujeron estudios en animales de acuerdo con los protocolos
aplicables por el Stanford Animal Care Committee.

Se compro Etanercept (Immmunex, Amgen) en forma de polvo. Se pre-
pare el acido 64Cu-(1,4,7,10-tetraazadodecano-N,N;N"N"-tetracético
(DOTA)-etanercept segun descrito previamente [6]. Se inyectaron 150
microlitros de solucion de 64Cu-DOTA-etanercept (ca. T mCi) sobre la
espina cervical de una rata. Sprague-Dawley de 250gr a nivel C 6-7 con
una aguja de 30 gauge en una profundidad de 6 mm mientras la rata
estaba anestesiada con 2.5% isoflurano inhalado. Luego se colocé la
rata cabeza abajo suspendida del rabo durante tres minutos, inmedia-
tamente seguido con una posicién horizontal en la cama de un escaner
de imagenes microPET (microPET R4 escaner modelo para roedores,
Siemens Medical Solutions USA, Inc.) disefiado para escaneres estati-
cos de 5-minutos; se iniciaba el escaner dos minutos después de poner
la rata en la cama del escaner y se efectud entre cinco y diez minutos
después de administrar el etanercept. La rationale para este método de
administracion periférica es liberar el etanercept en el sistema venoso
cerebroespinal como discutido previamente [3,4,7-9]. Se reconstruian
las imagenes con un algoritmo maximo de 2-dimensiones de expecta-
cién de subgrupos ordenados (OSEM), y no se necesité correccion para
atenuar o correccion del scatter.
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Resultados

Las imagenes MicroPET revelaban acumulaciéon de 64Cu-DOTAeta-
nercept dentro de los ventriculos cerebrales lateral y tercero pocos
minutos después de la administracién periférica perispinal, con una
concentracion en le plexo choroide y en el LCR sugerido por las image-
nes microPET (Figura 1). Estos resultados PET no-invasivos son bastante
analogos con los resultados de previos estudio autorradiograficos con
[125]] etiquetado TNF, IL-1, y IL1-RA que demostraron una penetracién
en el LCR dentro de los ventriculos cerebrales en ratones después de la
administracion periférica de cada una de estas grandes moléculas[10].

Imagen PET, seccién transversa, de un cerebro de una rata viva después de la administra-
cion perispinal extratecal de 64Cu-DOTA-etanercept, imagenes 5 a 10 minutos después de
administrar etanercept.

El patrono es consistente con la penetracion de 64Cu-DOTA-etanercept
en el liquido cerebroespinal en los ventriculos lateral y tercero. Noten el
realce lineal horizontal en los ventriculos laterales que es sugestivo de
la acumulacién del trazador en el plexo choroide.

Discusion

La aparente capacidad de etanercept de traspasar la BCSFB y de entrar
en el LCR del cerebro demostrado en este experimento sugiere que
etanercept se reune con interleukina 1-RA (IL1- RA), interleukina-1 (IL-1)
(MW = 17,000) y TNF (MW = 17,000 como monomero; 51,000 como
trimero soluble) como moléculas grandes que penetran en el liquido
cerebroespinal del cerebro después de la entrega periférica [5,10,11].
Estos hallazgos pueden tener significativas implicaciones para el trata-
miento de ciertos desordenes del cerebro, incluyendo el uso de IL1-RA
para el tratamiento de infarto y el uso de etanercept para tratar la en-
fermedad de Alzheimer [1,3-5,7].

La rdpida entrega de etanercept en el LCR dentro de los ventriculos

cerebrales después de la entrega periférica fue subsiguientemente
confirmada en un experimento separado, mas tardio en multiples ra-
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tas, efectuado en la Universidad de British Columbia en Vancouver que
empezd varios meses después de haber completado este estudio he-
cho en Stanford (manuscrito en preparacién)[1].

Estos resultados destacan las importantes diferencias funcionales entre
la barrera sangre-liquido cerebroespinal (BCSFB) y la barrera sangre-
cerebro (BBB)[12,13]. La BBB, formada por uniones estrechas entre las
células endoteliales de las capilares del cerebro, previene el pasaje de
esencialmente todas las moléculas grandes, i.e. las con un peso mole-
cular (MW) mayor que aproximadamente 500 daltons [14].

La BCSFB, formada primariamente por células epiteliales del plexo
choroide, aparece ser mas permeable con respecto a las moléculas
grandes que la BBB[13]. Por esto es verosimil que IL1-RA, IL-1, TNF y
etanercept entren en el LCR atravesando la BCSFB via el plexo choroide
[1,10,11]. El no conseguir poner en imagen los ventriculos cerebrales,
o con autorradiografia, o con imagenes PET, como en el experimento
presente (Figura 1), puede haber llevado, en un estudio [15], a un fallo
en la deteccién de la entrega de las grandes moléculas en el liquido
cerebroespinal y en el plexo choroide.

La entrega de etanercept al plexo choroide (CP) puede tener signifi-
cativas implicaciones fisiologicas. El CP es la fuente de sintesis de nu-
merosas moléculas, incluyendo citoquinas y factores de crecimiento,
incluyendo TNF, TGF-alfa, TGF-beta, FGF2 y IGF-11 [12,13,16]. Las células
epiteliales del plexo choroide se conocen como TNF expreso [17]. Se
ha postulado que el CP esta centralmente implicado en la patogéne-
sis de AD [12,13,16]. Es posible que cuando el etanercept llegue al CP
tenga efectos intrinsicos en la funcién celular del PC y en la sintesis
de citoquinas y del factor de crecimiento. Cuando el Etanercept llega
al PC podria tener efectos paracrinos o autocrinos sobre el PC, o po-
dria potencialmente afectar a la parenquima en las regiones cerebrales
periventriculares u adicionales por el bulk flow endocrine-like del LCR
[12,13]. Adicionalmente, cuando el etanercept llega al PC, el LCR podria
tener efectos gliales [1]. La alteracidn de la modulacion glial de la fun-
cién neuronal mediada por el TNF, empezando dentro del PC, podria
potencialmente producir generalizados efectos neuronales y corticales
[1,3,4].

El efecto de la entrega intracerebroventricular de cualquier bioldgico
anti-TNF ha sido recientemente examinada en dos modelos experimen-
tales que investigaban los mecanismos de la EA [18,19]. En el primer
estudio, la entrega intracerebroventricular de infliximab, un anticuer-
po monoclonal anti-TNF, prevenia la inhibicién del LCR en las sinapsis
hipocampales CA1 causada por la inyeccién intracerebroventicular de
beta-amiloide [18]. En el segundo estudio, la entrega intracerebroven-
tricular de un anticuerpo monoclonal anti-TNF prevenia la nitracién de
proteinas en el hipocampo y el deterioro de la memoria de reconoci-
miento en ratones inducida por fragmentos beta-amiloides [19].

Los resultados de estos modelos experimentales adicionales, juntos
con la conocida implicacién del PC en la sintesis de citoquinas, sugie-
ren que la rapida entrega de 64Cu-DOTA etanercept en el CP puede
proporcionar una potencial explicacién de la rdpida mejoria clinica no-
tada después de la administracion periespinal de etanercept en la EA
[1,3,4]. Se sabe que el TNF es capaz de producir efectos sinapticos en
cuestion de minutos [20].

Se necesitan mas investigaciones respecto los mecanismos con los que
etanercept entra en los ventriculos cerebrales, presumiblemente al cru-
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zar la BCSFB. Por ahora se desconoce el exacto mecanismo con lo que
esto ocurre en el PC. En el PC existe, ademas de especificos sistemas de
transporte saturable para selectas moléculas grandes, también una via
de difusion paracelular menos conocida, que pueden utilizar los solu-
bles hidrofilicos para penetrar en el LCR, difundiendo entre las células
epiteliales choroidales, mas que a través de ellas [13].

Se ha demostrado que el polisacarido inulina, intravascularmente ad-
ministrada (MW = 5,500), por ejemplo, llega al LCR mediante esta via de
difusion paracelular a través de la BCSFB en el PC [13,21,22]. Alternati-
vamente es posible que etanercept se trasporta activamente a través
del epitelio del PC.

Se podria postular que esto podria ocurrir via un mecanismo “pi-
ggyback’, asociado con la unién de etanercept al TNF, mientras el TNF
mismo es activamente trasportado a través del epitelio del PC [10,11].
Este mecanismo “piggyback” podria ser facilitado por la ocurrencia na-
tural de los trimeros de TNF en circulacion que presentarian mas de
un sitio de unién por ligando. Esta especulacién requerird mas estudio
para que surjan respuestas definitivas. La literatura adicional apoya el
argumento que el plexo choroide y las regiones ependimales cercanas
pueden ser los puntos de entrada de las macromoléculas en el LCR, par-
ticularmente después de la postura con la cabeza hacia abajo. Esta lite-
ratura incluye la demostracién que la postura con la cabeza hacia abajo,
aunque solo sea por cinco minutos, interrumpe la barrera sangre-LCR
de los conejos, permitiendo que el azul tripano penetre en el SNC [23];
que las proteinas del plexo choroide estén expresadas/localizadas en la
membrana apical mirando de cara al ventriculo y que la produccién de
LCR choroidal estd incrementada, corto después de realizar la postura
con la cabeza hacia abajo con la suspensién por las patas traseras en
ratas [24]; y que las macromoléculas pueden ganar acceso al cerebro
y al LCR por rutas extracelulares (no-BBB) [25]. Anteriormente se ha-
bia postulado que las macromoléculas, como los anticuerpos dirigidos
contra la proteina amiloide y la eritropoietina, pueden ejercer efectos
del SNCal pasar al cerebro por las vias extracelulares [25]. Etanercept es
altamente potente, y puede tener significativos efectos fisioldgicos con
bajas concentraciones [26].

Se necesitara mas estudio para aclarar si la distribucién de etanercept
por vias extracelulares, en adicién a los efectos en el plexo choroide
y en el LCR, contribuye a los efectos fisiolégicos observados después
de la administracion periespinal de etanercept en condiciones como
con la enfermedad de Alzheimer. Con respecto a la extrapolacion de
los resultados del presente experimento en la EA, es necesaria una con-
sideracién adicional.

El modelo experimental utilizado en el presente estudio incluia solo
animales normales, pero los cambios en la fisiologia del PCy la funcién
de barrera pueden acompanar tanto el envejecimiento, como la EA, y
estos cambios podrian influenciar mas el paso de etanercept a través
de la BCSFB [12,13,16,27]. En los estudios clinicos del etanercept pe-
riespinal en la EA, se utiliza la postura con la cabeza hacia abajo Trende-
lenburg seguida por la inyeccién cervical periespinal, postulando que
incremente el acceso de etanercept al plexo choroide via el sistema
cerebrospinal venoso [1,4,9]. Se postula que la postura con la cabeza
hacia abajo, al incrementar la presién venosa en el PC, puede tener el
potencial de influenciar en el trasporte a través de la BCSFB o a través
del ependima o con los 6rganos circumventriculares al parenquima pe-
riventricular cerebral [1,4,23,28].

Recientemente se informé de los efectos de la suspension por el rabo
sobre la ultraestructura ependimal [29]. Se precisa mas estudio para
confirmar esta hipdtesis. El tiempo limitado de las imagenes del cere-
bro, 10 minutos después de la administracion de etanercept en este
estudio, no permite una definitiva declaracién respecto la entrega pa-
renquimal mas tardia.

Estudios futuros revelaran esto. Se sabe que estas sustancias que alcan-
zan el liquido cefalorraquideo intraventricular a menudo llegan a las
parenquimas periventriculares del cerebro, incluyendo al hipocampo,
asi la eventual entrega parenquimal no puede ser excluida con estos
resultados [12,13,25]. Las macromoléculas que llegan al LCR penetran
de forma caracteristica en los parenquima cerebrales periventriculares
porque las “gap junctions” entre las paredes de las células ependimales
de los ventriculos “pierden”, de alli la popularidad de la entrega intrace-
rebroventricular para pasar tanto la BBB, como la BCSFB[12,13,30]. Al-
ternativamente, es probable que algunos de los efectos fisiologicos del
etanercept periespinal son primariamente mediados a nivel del plexo
choroide. Se necesitaran mas estudios para definir los sitios de accién
de etanercept en el cerebro con EA, los efectos de etanercept sobre el
plexo choroide en la EA, y de caracterizar la distribucién en el paren-
quimal cerebral de etanercept después de la entrega al LCR.

Abreviaciones

EA: enfermedad de Alzheimer; BBB: barrera sangre-cerebro; BCSFB:
barrera sangre-liquido cerebroespinal; PC: plexo choroide; LCR: liquido
cefalorraquideo; DOTA: (acido 1,4,7,10-tetraazadodecano- N,N;N"N"-
tetraacético); FGF2: basico factor de crecimiento fibroblasto2; IGF-II:
factor de crecimiento insulin-like Il; IL- 1: Interleukina-1; IL-1RA: Inter-
leukina-1 receptor antagonista; KD: kilodalton; MW: peso molecular;
PET: tomografia por emision de positrones; TGF-alpha: factor alfa de
crecimiento trasformador; TGF-beta: factor beta de crecimiento trasfor-
mador; TNF: factor-alfa de necrosis tumoral.
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Rapid intracerebroventricular delivery of Cu-DOTA-etanercept after
peripheral administration demonstrated by PET imaging

Abstract

Background

The cytokines interleukin-1 and tumor necrosis factor (TNF), and the cytokine blocker interleukin-1 receptor antagonist, all have been demonstrated
to enter the cerebrospinal fluid (CSF) following peripheral administration. Recent reports of rapid clinical improvement in patients with Alzheimer’s
disease and related forms of dementia following perispinal administration of etanercept, a TNF antagonist, suggest that etanercept also has the
ability to reach the brain CSF. To investigate, etanercept was labeled with a positron emitter to enable visualization of its intracranial distribution
following peripheral administration by PET in an animal model.

Findings

Radiolabeling of etanercept with the PET emitter 64Cu was performed by DOTA (1,4,7,10-tetraazadodecane-N,N’,N”,N""-tetraacetic acid) conjugation
of etanercept, followed by column purification and 64Cu labeling. MicroPET imaging revealed accumulation of 64Cu-DOTA-etanercept within the
lateral and third cerebral ventricles within minutes of peripheral perispinal administration in a normal rat anesthesized with isoflurane anesthesia,
with concentration within the choroid plexus and into the CSF.

Conclusion

Synthesis of 64Cu-DOTA-etanercept enabled visualization of its intracranial distribution by microPET imaging. MicroPET imaging documented
rapid accumulation of 64Cu-DOTA-etanercept within the choroid plexus and the cerebrospinal fluid within the cerebral ventricles of a living rat
after peripheral administration. Further study of the effects of etanercept and TNF at the level of the choroid plexus may yield valuable insights
into the pathogenesis of Alzheimer’s disease.




