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RESUMEN

Introduccion: Los accidentes cerebrovasculares y las enfermedades
neurodegenerativas constituyen un importante problema de salud
mundial. No solo porque causan una alta mortalidad y discapacidad,
sino por la falta de terapias eficaces para tratarlos. La NeuroEPO, una
variante de la eritropoyetina humana recombinante (rHu-EPO) con bajo
contenido en acido sidlico, ha mostrado resultados alentadores como
potencial agente neuroprotector al ser administrada por via intranasal.

Objetivo: Determinar el efecto de la administracion intranasal de
NeuroEPO en la estructura histoldgica de la mucosa olfatoria de ratas
Wistar.

Material y Métodos: Se realizd un estudio experimental,
prospectivo y de corte longitudinal en ratas Wistar. Se utilizaron diez
animales sanos distribuidos aleatoriamente en dos grupos de cinco
cada uno. El grupo control recibié vehiculo (0,3 pl/g/dia) y el grupo
tratado recibid NeuroEPO (300 pg/kg/dia). Ambos tratamientos fueron
administrados por via intranasal durante 28 dias. Fueron evaluadas las
caracteristicas histoldgicas de la mucosa olfatoria. Las medianas de los
grupos del estudio fueron comparadas mediante la prueba U de Mann-
Whitney.

Resultados: No se evidenciaron alteraciones en las caracteristicas
histoldgicas del epitelio olfatorio. Sin embargo, a nivel de la ldmina propia
en el grupo tratado con NeuroEPO, se observé una ligera hipertrofia e
hiperplasia de las glandulas de Bowman.

Conclusiones: La administracion de la formulacion nasal de
NeuroEPO no indujo alteraciones histopatoldgicas de la mucosa olfatoria
de ratas Wistar en las condiciones experimentales de esta investigacion.
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administracion intranasal, enfermedades
neurodegenerativas, neuroproteccion.
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ABSTRACT

Introduction: Strokes and neurodegenerative diseases are
major global health problems, not only because they cause high
mortality and disability, but due to the lack of effective therapies.
NeuroEPO, a variant of recombinant human erythropoietin (rHu-
EPO) with a low sialic acid content, has shown encouraging results as
a potential neuroprotective agent when administered intranasally.

Objective: To determine the effect of intranasal administration
of NeuroEPO on the histological structure of the olfactory mucosa
of Wistar rats.

Materials and Methods: An experimental, prospective, and
longitudinal study was conducted on Wistar rats. Ten healthy
animals were randomly distributed into two groups of five each.
The control group received a vehicle (0.3 pl/g/day) and the treated
group received NeuroEPO (300 pg/kg/day). Both treatments were
administered intranasally for 28 days. The histological characteristics
of the olfactory mucosa were evaluated. The medians between the
study groups were compared using the Mann-Whitney U test.

Results: There were no alterations in the histological
characteristics of the olfactory epithelium. However, slight
hypertrophy and hyperplasia of the Bowman’s glands were
observed at the level of the lamina propia in the group treated
with NeuroEPO.

Conclusions: The administration of the nasal formulation of
NeuroEPO did not induce histological alterations of the olfactory
mucosa of Wistar rats under the experimental conditions of this
research.

Keywords:
NeuroEPQ, erythropoietin, olfactory mucosa,
intranasal administration, neurodegenerative diseases,
neuroprotection.
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INTRODUCCION

n la actualidad con el incremento de la esperanza de vida y el envejecimiento poblacional, ha aumentado

la incidencia y prevalencia de las enfermedades crénicas y sus consecuencias. Las enfermedades
asociadas al Sistema Nervioso Central (SNC), entre ellas el Ictus y las enfermedades neurodegenerativas se han
convertido en un importante problema de salud. No solo por su morbilidad y mortalidad, sino por la carencia
de tratamientos efectivos.®23),

En las ultimas décadas, se ha investigado intensamente en la busqueda de nuevas terapias mas eficientes
para tratar las enfermedades neurolégicas. Diferentes variantes de eritropoyetina (EPO) han sido evaluadas
para el tratamiento de enfermedades neuroldgicas y se han reportado resultados satisfactorios y alentadores.
(4,5)

La NeuroEPO, una variante de la EPO con bajo contenido en acido sidlico, se obtiene en Cuba, en el Centro de
Inmunologia Molecular (CIM) en el proceso de producciéon de EPO recombinante humana (rHu-EPO). Estudios
preclinicos han demostrado los efectos de la NeuroEPO en la proteccion del SNC en modelos de Alzheimer, Ictus,
excitotoxicidad inducida por glutamato.®”#% En estudios clinicos, la administracion intranasal ha mostrado ser
segura y bien tolerada en voluntarios sanos y muestra efectos favorables con traduccién en mejoria clinica
en pacientes con Enfermedad de Parkinson, Alzheimer y Ataxia Espinocerebelosa tipo 2.(1011121314) Adem3s, la
NeuroEPO presenta efectos beneficiosos sobre la glicemia y la reproduccion en ratas diabéticas. %)

En estudios previos, reportamos que la administracién intranasal de NeuroEPO no afecta la estructura de la
mucosa respiratoria ni del tejido linfoide asociado.” Sin embargo, hasta la fecha los reportes del efecto de la
NeuroEPO en la mucosa olfatoria son casi nulos, por lo que nos propusimos realizar esta investigacién con el
objetivo de determinar el efecto de la administracion intranasal de NeuroEPO en la estructura histolégica de la
mucosa olfatoria en ratas Wistar.

MATERIALY METODOS
La investigacion fue ejecutada entre 2016 y 2017. Se realizé un estudio experimental, prospectivo y de corte
longitudinal con la participacion del Centro Nacional de Produccién de Animales de Laboratorio (CENPALAB)
y el Instituto de Ciencias Basicas y Preclinicas Victoria de Girédn (ICBP-UCMH). Ratas Wistar nuliparas y no ges-
tadas, de tres semanas de edad y con peso de 150 a 175 g fueron empleadas como modelo animal del experi-
mento. Las mismas fueron mantenidas en el bioterio de CENPALAB en condiciones ambientales adecuadas de
humedad relativa de 40-70 %, con regulacién del ciclo de luz/oscuridad de 12/12 horas. La temperatura oscilé
de 19 a 25 °C y se les ofrecid acceso a comida y agua a libre demanda.®%9)

Formulacién NeuroEPO

La formulacién nasal de NeuroEPO, cuyo Ingrediente Farmacéutico Activo (IFA) es la rHu-EPO con bajo
contenido de acido sialico (con patentes PCT / cu2006 / 000001 y 20050138 al CIDEM, La Habana, Cuba), 9 fue
desarrollada por el Centro de Investigaciones para el Desarrollo de Medicamentos (CIDEM). Tanto la NeuroEPO
como el vehiculo fueron suministrados por el CIM. El vehiculo contiene todas las sustancias (excipientes)
excepto el IFA.

Dos grupos de estudio de 5 animales cada uno fueron conformados por distribucion aleatoria.

1. Grupo control, administracion intranasal de vehiculo (0,3 ul/g/dia).

2.  Grupo tratado, administracion intranasal de NeuroEPO (300 pg/kg/dia).

Aplicacidn intranasal (IN)

Ambos grupos de ratas recibieron tratamiento intranasal (IN) durante 28 dias. Los animales fueron
inmovilizados en posicidon supina. La administracion de la formulacién nasal fue aplicada lentamente
(aproximadamente dos minutos) con una pipeta automatica.

Procesamiento y coloracion de las estructuras nasales para estudios histolégicos

A los animales se les practicé eutanasia el dia 28 y final del experimento. Las estructuras nasales fueron
extraidas y lavadas con solucién de cloruro de sodio a 0,9 % y se fijaron en formalina neutra a 4 % por 24 horas.
Posteriormente, fueron sometidas a un proceso de descalcificacién dsea con acido féormico por un periodo de
14 dias. Se obtuvieron muestras de tejido nasal para examen histopatoldgico del tercer segmento de la cavidad
nasal de las ratas (T3). ?Y Las muestras fueron procesadas mediante la técnica de inclusién en parafina.®??
Con un micrétomo Histo-Line Laboratories MR 300 se realizaron secciones de 5 um de espesor al tejido nasal
incluido y fueron confeccionadas 5 laminas portaobjetos por animal. Los métodos de coloraciéon empleados
fueron: la técnica de hematoxilina y eosina, la técnica histoquimica de PAS y la técnica tricrdmica de Mallory.

Estudio histolégico de la mucosa olfatoria

Se examinaron las laminas histoldgicas a varios aumentos (100x, 400x y 1000x) en un microscopio de luz
digital Motic BA 210 buscando cambios histopatoldgicos en el epitelio olfativo y la |[dmina propia. En cada
lamina fueron observados diez campos seleccionados al azar. Se realizdé una valoracién global en cada campo,
analizando aspectos relacionados con la forma, tamafio, color y localizacién de las estructuras, teniendo en
cuenta ademas posibles cambios inflamatorios o degenerativos.?®
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Estudio morfométrico de la mucosa olfatoria

La mucosa olfativa fue analizada a nivel del meato dorsal del segmento T3. La altura del epitelio fue
medida desde la membrana basal del epitelio hasta su superficie apical. El grosor de la lamina propio se midid
contemplando el tejido conectivo subyacente al epitelio.

Se digitalizaron imagenes tomadas en 10 campos al azar en cada lamina histoldgica. Se empled el software
Motic Images Plus 2.0 para fotografiar cada campo. Se utilizé una camara digital de alta resolucion modelo
Moticam, acoplada al microscopio. Las fotografias fueron tomadas con objetivos de 10x, 40x y 100x, un tubo de
proyeccién Widefield binocular 300 (F.N.20) y distribucién de luz 100/20.80. Las mediciones fueron realizadas
en las imagenes digitalizadas utilizando el software para mediciones Imagen Tool versidon 3 para Windows.

Analisis estadistico

Los datos de altura del epitelio y grosor de la ldamina propia se recolectaron en una hoja de Microsoft
Excel. La media y la desviacién estandar fueron determinadas como estadigrafos de tendencia central y
dispersion respectivamente. Los grupos se compararon utilizando la prueba de Mann-Whitney, pues los datos
no presentaron una distribucion normal (seglin prueba de Kolmogorov-Smirnov). Se consideraron diferencias
estadisticamente significativas para p<0,05. Todos los analisis estadisticos se realizaron con el paquete GraphPad
Prism 7 para Windows.

Los datos primarios de este estudio estan disponibles en Mendeley Data como principio de acceso abierto
a la informacion.®4

Aspectos éticos

El experimento se efectud luego de su aprobacion por el Comité Institucional para el cuidado y uso de los
animales de laboratorio (CICUAL) del CENPALAB. Todos los procedimientos con animales fueron realizados por
personal altamente calificado y siguiendo las indicaciones de las guias institucionales y nacionales para el usoy
cuidado de animales en el laboratorio.®&

RESULTADOS

Caracteristicas histolégicas de la mucosa olfatoria

El epitelio de la mucosa olfatoria presentd una estructura histolégica normal en las ratas de ambos grupos
de estudio. No se observé infiltrado inflamatorio ni signos de fibrosis (Figuras 1y 2).

El tejido conectivo de la l[dmina propia mostrd caracteristicas normales. Los vasos sanguineos y nervios
olfatorios no presentaron alteraciones. Sin embargo, se observod hiperplasia e hipertrofia de las glandulas de
Bowman en todos los animales del grupo tratado con neuroEPO (Figuras 1B y 2B). Se evidencid la positividad de
estas glandulas con la técnica histoquimica de PAS (Figura 2Cy 2D).

A B

Fig. 1 - Fotomicrografia dptica de la mucosa olfatoria de ratas Wistar. T3. Meato dorsal. A: Grupo control.
B: Grupo tratado con NeuroEPQ. EO: epitelio olfatorio. LP: lamina propia. Tincién con H/E. Magnificacion
400X.
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Fig. 2 - Fotomicrografia dptica de la mucosa olfatoria de ratas Wistar. T3. A
y C: Grupo control. By D: Grupo tratado con NeuroEPO. EO: epitelio olfatorio.
GB: glandula de Bowman, VS: vasos sanguineos, NO: nervio olfatorio. Ay B:
Coloracion con tricromica de Mallory. Magnificacion 1000X. Cy D: Coloracion
con PAS. Magnificacion 400X.

Estudio morfométrico

Altura del epitelio olfatorio y grosor de la lamina propia

La mucosa olfatoria de las ratas tratadas con NeuroEPO no mostré diferencias en relacion con las mediciones
realizadas en la altura del epitelio ni el grosor de la lamina propia respecto a la de las ratas que recibieron el vehiculo.
(Figura 3).
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Fig. 3 - Altura del epitelio olfatorio y grosor de la ldmina propia de la mucosa olfatoria de ratas Wistar. Grupos
control y tratado con NeuroEPO. Nivel de significacién p >0,05
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DISCUSION

La seguridad es un tema clave cuando se disefia la formulacion de un farmaco. Durante el proceso de desarrollo, se
debe considerar la seguridad no solo del fdrmaco en si, sino también de los ingredientes activos y excipientes dentro
de la formulacién. 526

La mucosa nasal humana tiene un pH fisiolédgico promedio de 6,3 y, por lo tanto, es ligeramente acida. El
mantenimiento del pH en el moco asegura la funcidn del aclaramiento ciliar. El pH de las formulaciones nasales debe
estar dentro de un rango de pH de 4,5 a 6,5 para evitar la irritacién nasal.?52%

No solo el pH sino también la osmolaridad pueden contribuir a las consideraciones toxicoldgicas locales. Sin
embargo, muchas sustancias influyen en el aclaramiento mucociliar a través de la estimulacion o la inhibicion. Los
efectos inhibitorios son la causa principal de los efectos secundarios adversos, como sequedad nasal, irritacion,
estornudos, picazén nasal, rinitis medicamentosa y congestién.?®

Este estudio demostrd que el tratamiento con NeuroEPO intranasal no condujo a cambios histolégicos significativos
en la mucosa nasal en comparacién con el grupo control, corroborado con el estudio morfométrico.

No se observé en ninguno de los casos presencia de infiltracion leucocitaria, edema, cambios vasculares, destruccion
tisular ni remplazos del tejido conectivo con proliferacién de vasos o fibrosis. De igual manera no se evidenciaron
alteraciones cualitativas en las caracteristicas estructurales celulares ni tisulares del epitelio olfatorio. Estos resultados
coinciden con una investigacidn, en la cual, el empleo de dosis alta de NeuroEPO nasal durante 14 dias en ratas Wistar
no ocasiond signos de repuesta inflamatoria ni dafio celular o tisular.?”)

Los resultados del actual estudio contrastan con algunas investigaciones, en las cuales la administracion de altas
dosis de algunos farmacos por via nasal han ocasionado degeneracion del epitelio olfatorio, pérdida de células, tanto
sustentaculares como receptoras y signos de respuesta inflamatoria indicativo de dafio tisular.(32°3031

En la [dmina propia de la mucosa olfatoria de la actual investigacion, se observé ligera hiperplasia e hipertrofia de
las glandulas de Bowman en todos los animales del grupo tratado; sin repercusion sobre el grosor de la lamina propia,
medido por morfometria. La positividad de estas glandulas a la técnica histoquimica de PAS impresiond secrecidn
conservada.

Estos resultados difieren de algunas investigaciones en las que se han reportado cambios morfolégicos en la [dmina
propia con el uso de fdrmacos a altas dosis por via nasal. Se ha observado ausencia de haces de fibras nerviosas, asi
como signos de dafio celular reversibles e irreversibles en las células del epitelio glandular.?52631

Es probable que la hipertrofia e hiperplasia de las glandulas de Bowman observadas en la actual investigacidn,
pudieran estar en relacién con cambios reversibles adaptativos de las células del epitelio glandular, lo cual no repercute
sobre su funcién y no traduce dafio patolégico ocasionado por el farmaco administrado por via nasal.

En el estudio morfométrico de la mucosa olfatoria, no se observaron diferencias significativas en la altura del
epitelio olfatorio y grosor de la ldmina propia en los grupos en estudio. En la literatura revisada no se encontraron
datos morfométricos relacionados con el uso de la NeuroEPO; sin embargo, se ha reportado marcada disminucidn de
la altura del epitelio olfatorio tras el uso de algunos farmacos como el metilbromuro y metimazol.?263Y En relacién
con el grosor de la lamina propia, no se encontraron reportes en la literatura consultada que pudieran ser comparados
con el presente estudio.

Este estudio tiene algunas limitaciones. Los presentes resultados se derivaron de estudios en roedores y pueden
no ser traducibles directamente a humanos. Las muestras de tejido para examen histopatolégico fueron obtenidas del
tercer nivel (T3) de la cavidad nasal por lo que consideramos que estudios adicionales que examinen los tres niveles
pueden proporcionar evidencia mas sélida.

CONCLUSIONES

La administracién de 300 pg/ kg 0 6900 Ul/ kg de NeuroEPO a las ratas Wistar, durante 28 dias, no provocé cambios
estructurales significativos de la mucosa olfatoria en nuestras condiciones experimentales. Estos resultados sugieren
que la NeuroEPO puede ser empleada por via intranasal sin riesgos de producir efectos adversos locales, coincidiendo
con estudios previos.
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