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RESUMEN
Introduccion: La Diabetes Mellitus causa complicaciones renales
que requieren nuevas estrategias terapéuticas. La NeuroEPO,
una variante de eritropoyetina recombinante humana, reduce la
hiperglicemia y las pérdidas gestacionales en ratas diabéticas.

Objetivo: Evaluar el efecto de la NeuroEPO en el rifion de ratas
diabéticas.

Material y métodos: Se provoco diabetes en ratas Wistar hembras
adultas, con estreptozotocina intraperitoneal. Dos grupos recibieron
NeuroEPO (0,25 mg/kg 0 0,5 mg/kg) y otro vehiculo, por via subcutanea,
tres veces por semana durante cinco semanas. Un grupo de ratas
sanas fue usado como control. Se determiné la glicemia y el estado
morfofuncional renal. Se realizaron comparaciones con las pruebas
analisis de la varianza de un factor y Newman Keuls, o Kruskal Wallis
y Dunn, segun la distribucidn de las variables; las diferencias fueron
consideradas significativas con p < 0,05.

Resultados: Las ratas diabéticas que recibieron vehiculo
presentaron hiperglicemia severa y rifiones de mayor peso, con
alteraciones en corpusculos, tubulos proximales e intersticio cortical.
En los grupos con NeuroEPO disminuyd la hiperglicemia y con la
dosis menor se apreciaron menos alteraciones estructurales renales;
con la dosis mas alta, el peso renal y las alteraciones corpusculares e
intersticiales fueron mayores que en el grupo con el vehiculo. Los tres
grupos de ratas diabéticas presentaron poliuria, sin modificaciones en
la albuminuria y la creatinina plasmatica.

Conclusiones: La administracion repetida de 0,25 mg/kg de
NeuroEPO por via subcutédnea, tiene efectos protectores en el rifién de
ratas diabéticas. El doble de esta dosis provoca efectos adversos.

Palabras Claves:
Ratas diabéticas, estreptozotocina, nefropatia
diabética, eritropoyetina, NeuroEPO.
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ABSTRACT

Introduction: Diabetes mellitus causes renal complications that
require new therapeutic strategies. NeuroEPO, a variant of recombinant
human erythropoietin, reduces hyperglycemia and gestational losses in
diabetic rats.

Objective: To evaluate the effect of NeuroEPO on the kidney of
diabetic rats.

Material and Methods: Diabetes was induced in adult female Wistar
rats by intraperitoneal administration of streptozotocin. Two groups
received NeuroEPO (0.25 mg/kg or 0.5 mg/kg) and another the vehicle,
subcutaneously, three times a week for five weeks. A group of healthy rats
was used as a control. Glycemia and renal morphofunctional status were
determined. Comparisons were made using one-way analysis of variance
and Newman-Keuls or Kruskal-Wallis and Dunn tests, depending on the
distribution of the variables; differences were considered significant with
p<0.05.

Results: Diabetic rats receiving the vehicle presented severe
hyperglycemia and increased kidney weight, with alterations in glomeruli,
proximal tubules and cortical interstitium. In the groups treated with
NeuroEPO, hyperglycemia decreased and with the lower dose, fewer
renal structural alterations were observed; with the higher dose, renal
weight and glomerular and interstitial alterations were greater than in the
vehicle group. All the groups of diabetic rats presented polyuria, without
modifications in albuminuria and plasma creatinine.

Conclusions: Repeated administration of 0.25 mg/kg of NeuroEPO
subcutaneously has protective effects on the kidneys of diabetic rats.
Twice this dose causes adverse effects.

Keywords:
Diabetic rats, streptozotocin, diabetic nephropathy,
erythropoietin, NeuroEPO.
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INTRODUCCION

a diabetes mellitus (diabetes) constituye un importante problema de salud. A nivel mundial, mas de 420

millones de personas adultas la padecen” y se estima que los casos se incrementaran a 700 millones para
2045.? Es una de las diez causas principales de mortalidad, con un aumento del 70 % desde 2000 hasta 2019.") En
Cuba la diabetes también tiene tendencia al ascenso®®* y se encuentra entre las 10 primeras causas de muerte.®

Entre las complicaciones crénicas de la diabetes se encuentra la nefropatia diabética; se estima que de 25 % a
40 % de los diabéticos tendra algtn grado de nefropatia durante su vida.® En su patogénesis intervienen estimulos
metabdlicos y hemodindmicos, que provocan dafio glomerular y tubular.®® La principal estrategia para su manejo
es el control adecuado de la glicemia,’® pero en la actualidad se investigan sustancias citoprotectoras como la
eritropoyetina (EPO).”

La funcién primaria de la EPO es estimular la eritropoyesis, pero se ha demostrado que tiene efectos en la
proteccidn y reparacion de tejidos.® Existen evidencias de que la EPO recombinante humana aporta beneficios
morfofuncionalesal rifidn en condiciones de dafio, por mecanismos antiapoptéticos, pro-proliferativos, angiogénicos,
antioxidantes y antiinflamatorios.®

En Cuba se produce una variante de EPO recombinante humana con bajo contenido de acido sidlico conocida
como NeuroEPO, que ha demostrado efectos neuroprotectores sin estimulacion de la hematopoyesis cuando se
aplica por via nasal."® Ademas, en ratas con diabetes inducida por estreptozotocina (STZ), la administracion repetida
de 0,5 mg/kg por via subcutdnea reduce la hiperglicemia y las pérdidas gestacionales; dosis mayores tienen efectos
perjudiciales. 1213 E| objetivo del estudio es evaluar el efecto de la NeuroEPO en el rifién de ratas diabéticas.

MATERIAL Y METODOS

Se realizé un estudio experimental, desde enero de 2023 hasta febrero de 2024, en la Facultad de Ciencias Médicas
“Victoria de Girén”, como parte de un proyecto aprobado por el Consejo Cientifico y el Comité Institucional para el Uso
y Cuidado del Animal de Laboratorio (CICUAL). Se emplearon ratas Wistar hembras adultas, con peso inicial de 200 g -
250 g, procedentes del Centro Nacional de Produccién de Animales de Laboratorio. Para el trabajo con los animales se
siguieron las regulaciones establecidas®**>1% y se utilizo la menor cantidad que garantizara las exigencias del estudio,
cumpliendo con el principio de las 3 R (reduccidn, refinamiento y reemplazo)."” Las ratas fueron mantenidas con
ciclos de luz y oscuridad 12 horas/12 horas, temperatura de 21 2C - 23 2C y acceso libre al alimento estandar y al agua
filtrada.

Induccién de la diabetes

Después de una semana de adaptacion al medio, a un grupo se le administré STZ (SIGMA) intraperitoneal, 65 mg/
kg disueltos en 200 uL de buffer citrato de sodio 0,1 M pH 4,5. A los siete dias se determiné la glicemia (glucometro
SUMASENSOR SXT, La Habana, Cuba) en sangre de la punta de la cola y se diagnosticé la diabetes por valores superiores
a 11 mmol/L.1®

Grupos y procedimientos

Se formaron tres grupos de ratas diabéticas, de manera aleatoria, y un grupo de ratas sanas, cada uno de cinco
animales: ND- sanas, DV- diabéticas con vehiculo, D 0,25- diabéticas con 0,25 mg/kg de NeuroEPO, D 0,5- diabéticas
con 0,5 mg/kg de NeuroEPO. Los productos se administraron por via subcutanea, una vez al dia, tres veces por semana
durante cinco semanas.

Se determind la glicemia en ayuno (glucémetro SUMASENSOR SXT, La Habana, Cuba) en sangre de la cola, antes
de la primera dosis y al final del experimento. Después de la ultima dosis, se determiné el volumen de orina colectada
durante 14 horas en jaula metabdlica y la albuminuria por un método inmunoenzimatico.”*? Se practicé eutanasia
por desangrado (puncidn intracardiaca) bajo anestesia (tiopental sddico 50 mg/kg intraperitoneal).?? Se cuantifico la
creatinina plasmatica por el método de Jaffé.?? Se garantizd la validez de los resultados mediante ensayos de control
de calidad.

Estudio morfolégico renal

Se determind el peso renal (balanza digital Gibertini Europe 1000, Milan, Italia) y el rifion derecho fue seccionado,
fijado en formalinaal 10 % (buffer NaH,PO, 0,03 M - Na,HPO, 0,05 M, pH 7) e incluido en parafina (método convencional).
Se confeccionaron laminas con cortes de 5 micrometros (micrétomo Histo-Line Laboratories MR300, Milan, Italia) y las
coloraciones hematoxilina/eosina, acido peryddico de Schiff (PAS) y tricrémica de Mallory.??

De cada animal se analizaron los corpusculos, tubulos proximales e intersticio cortical (microscopio 6ptico MOTIC
BA210, China) en 10 campos seleccionados al azar de cada coloracidn; los signos histopatolégicos fueron clasificados
como ausente (0), leve (+), moderado (++) o severo (+++), segin su presencia, nimero de animales y extensidén de
tejido afectado. Con el programa Imagel® se midieron diferentes areas en 20 corpusculos y 20 tubulos proximales por
animal, en imagenes (cdmara MOTICAM 3, China) de los cortes con PAS.

Procesamiento estadistico

Con el programa GraphPad Prism, versidén 5.01, se realizaron comparaciones mediante analisis de la varianza
(ANOVA) de un factor y Newman Keuls, o Kruskal Wallis y Dunn, seguln la distribucion de las variables con la prueba
Kolmogorov Smirnov. Las diferencias se consideraron significativas con p < 0,05.
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RESULTADOS

En las ratas diabéticas, la glicemia inicial fue similar y disminuyd al final del estudio en los grupos con NeuroEPO.
El peso renal estuvo incrementado, pero fue menor en D 0,25 que en DV y mayor en D 0,5 que en los otros grupos.
El volumen de orina se encontré aumentado, sin cambios con la NeuroEPQO, y no se observaron modificaciones en la
albuminuria y la creatinina plasmatica. (Tabla 1).

Tabla 1. Glicemia y variables morfofuncionales renales de ratas diabéticas que
recibieron NeuroEPO y sus controles

Variables ND DV D 0,25 DO,5
Glicemia inicial (mmol/L) 7,6+0,4 23,1+3,5* 22,1+2,0*%* 24,1+2,2 %
Glicemia final (mmol/L) 6,3+0,5 219+45* 13,8+4,1* # 142+39*#
Peso renal total (g) 1,33 +0,08 2,39+0,13 * 2,08+0,06 *# | 2,58+0,06 * #+

Peso renal relativo (g/100 g-

0,59 £ 0,05 1,26+0,19* | 1,09+0,10*# | 1,54+0,12 * #+
peso corporal)

Volumen de orina (mL/100 g-

6,4+2,6 20,1+9,8 * 22,6194 * 31,4+10,6 *
peso corporal)
Creatinina plasmatica (umol/L) 51,0+5,9 54,0+ 4,0 56,6 +11,4 51,7+ 8,0
Albuminuria (mg/min) 22,7+ 15,0 28,8 19,7 26,2+ 15,5 20,2 +11,5

|

* p < 0,05 contra ND; # p < 0,05 contra DV (ANOVA de un factor y Newman Keuls). n= 5. Se muestra
media t desviacion estandar. ND- sanas; DV- diabéticas con vehiculo; D 0,25- diabéticas con 0,25 mg/kg de
NeuroEPO; D 0,5- diabéticas con 0,5 mg/kg de NeuroEPO.

Los corpusculos y tubulos proximales de ND se correspondieron con el patrén de normalidad tipico. DV mostré
varias alteraciones corpusculares y dreas extensas de tubulos dafiados. D 0,25 presentd solo algunos corpusculos
con cambios similares a los de DV y menor dafio tubular. En D 0,5 se observaron tubulos con dafios similares a los de
DV y corpusculos con mayores alteraciones. (Tabla 2, Figuras 1y 2). En el intersticio no se aprecio fibrosis y solo se
encontraron alteraciones en DV y D 0,5 (Tabla 2, Figura 3).

Tabla 2. Caracteristicas histolégicas de la corteza renal de ratas diabéticas que
recibieron NeuroEPO y sus controles
Caracteristicas histologicas
ND DV D 0,25 DO0,5
Corpusculos
Adherencias y sinequias entre el glomérulo y la cdpsula de 0 - . e
Bowman
Dilatacién y congestidn de los capilares glomerulares 0 ++ + +++
Discontinuidad de la membrana basal de la capsula de
Bowman 0 ™ * i
Infiltrado inflamatorio 0 + 0 +
Expansién mesangial 0 + 0 +
Tuabulos proximales
Tumefaccidn del epitelio 0 +++ ++ +++
Células descamadas en la luz 0 +++ ++ +++
Discontinuidad de la membrana basal 0 ++ + ++
Pérdida parcial o total del ribete en cepillo 0 ++ + ++
Dilatacion de la luz 0 ++ + ++
Atrofia 0 ++ + ++
Necrosis 0 ++ 0 +
Intersticio
Infiltrado inflamatorio 0 + 0 ++
Dilatacidn y congestion de los capilares peritubulares 0 + 0 +++
Hemorragia focal 0 0 0 +
Fibrosis 0 0 0 0

ND- sanas; DV- diabéticas con vehiculo; D 0,25- diabéticas con 0,25 mg/kg de NeuroEPO; D 0,5- diabéticas con 0,5
mg/kg de NeuroEPO. 0: ausente; +: leve; ++: moderado; +++: severo.
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Figura 1. Micrografias Opticas representativas de los corpusculos renales de ratas
diabéticas que recibieron NeuroEPO y sus controles

diabéticas con vehiculo; D 0,25: diabéticas con 0,25 mg/kg de NeuroEPO; D 0,5: diabéticas con
0,5 mg/kg de NeuroEPO. Glom: glomérulo; M: mesangio; EB: espacio de Bowman; Flecha negra
continua: adherencia; Flecha negra discontinua: sinequia; Punta de flecha: discontinuidad de la
membrana basal de la capsula de Bowman; Flecha amarilla: capilares glomerulares dilatados y
congestivos

Figura 2. Micrografias dpticas representativas de los tubulos proximales de ratas
diabéticas que recibieron NeuroEPO y sus controles

. T e S e

HE: hematoxilina / eosina; PAS: acido peryédico de Schiff. Magnificacién 400 X. ND: sanas; DV: diabéticas con
vehiculo; D 0,25: diabéticas con 0,25 mg/kg de NeuroEPO; D 0,5: diabéticas con 0,5 mg/kg de NeuroEPO. LTP: luz;
CLT: células descamadas; Flecha negra continua: tumefaccion epitelial; Flecha negra discontinua: luz dilatada y
epitelio atréfico; Punta de flecha: discontinuidad de la membrana basal; Flecha negra corta: pérdida del ribete en
cepillo; Zona con lineas discontinuas: pérdida de la arquitectura tubular y signos de necrosis.
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Figura 3. Micrografias opticas representativas del intersticio de la corteza renal
de ratas diabéticas que recibieron NeuroEPO y sus controles

ov

D0.25

I

HE: hematoxilina / eosina; T Mallory: tricromica de Mallory. Magnificaciéon 400 X. ND: sanas; DV: diabéticas
con vehiculo; D 0,25: diabéticas con 0,25 mg/kg de NeuroEPO; D 0,5: diabéticas con 0,5 mg/kg de NeuroEPO.
Flecha continua: capilares dilatados y congestivos; Flecha discontinua: hemorragia focal; Punta de flecha: infiltrado

inflamatorio; M: mesangio; EB: espacio de Bowman; LTP: luz del tubulo proximal.

DV presenté mayor area corpuscular, glomerular y de la luz tubular, y menor area de epitelio tubular, al
comparar con ND. En D 0,25 los corpusculos fueron similares a los de DV, pero los tubulos mostraron menor area
de la luz y mayor area de epitelio. En D 0,5 los tubulos se encontraron similares a los de DV, pero se encontré
mayor area corpuscular y glomerular. (Tabla 3).

Tabla 3. Morfometria de los corpuisculos renales y tubulos proximales de ratas
diabéticas que recibieron NeuroEPO y sus controles
Area (um2) ND DV D 0,25 DO0,5
Corpusculos 753,8 874,5 * 932,6 * 988,3 * #
P (368,6 — 1136,6) | (500,0-1133,6) | (501,7-1569,4) | (581,7-1778,2)
Glomérulos 560,8 687,9 * 715,4 * 749,5 * #
(215,9 -908,2) (381,0-946,2) | (316,5—-1287,8) | (410,8 —-1272,2)
Espacio de 194,0 181,0 201,1 182,3
Bowman (121,9-292,4) (69,0 -357,4) (86,8 —360,6) (25,1-561,7)
. 129,2 129,0 134,0 124,9
Tubulos
(81,1 -228,4) (76,0 —299,4) (85,5—-191,4) (81,0 -226,4)
Luz tubular 11,1 31,2 % 19,4 *# 28,3 *+
(1,0-37,1) (5,6 -167,4) (3,8-51,3) (5,2-95,0)
Epitelio tubular 114,6 98,2* 115,07 89,7 "
P (64,6 —210,6) (45,3 -198,1) (68,9 —152,8) (54,5-175,0)

* p < 0,05 contra ND; # p < 0,05 contra DV; + p < 0,05 contra D 0,25 (Kruskal-Wallis y Dunn).
n=100. Se muestra mediana (minimo — maximo). ND- sanas; DV- diabéticas con vehiculo; D 0,25-
diabéticas con 0,25 mg/kg de NeuroEPO; D 0,5- diabéticas con 0,5 mg/kg de NeuroEPO
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DISCUSION

Los resultados muestran que las ratas con diabetes inducida por la STZ presentaron varias alteraciones renales. La
STZ destruye las células beta del pancreas y puede afectar a otros 6rganos, como el rifién,*® pero existen evidencias de
que los efectos téxicos se manifiestan dentro de las dos semanas posteriores a su administracion.?¥ Esto sugiere que
los cambios encontrados en el rifién de las ratas del estudio son consecuencia de la diabetes y no de una accién téxica
de la STZ.

La hiperglicemia conduce a hiperfiltracion renal, que se manifiesta por poliuria®y se asocia a hipertrofia glomerular,2®
loquecontribuyealincrementodelamasarenal,comohasidoconstatado enotrasinvestigaciones.?”?®)Lo anterior coincide
conloencontradoenlasratasdiabéticasdelpresenteestudio,enlasqueseobservd mayorpesorenalyareaglomerular.Estas
modificaciones se establecen en las etapas iniciales de la enfermedad renal diabética y se relacionan con su progresién.?®

En los corpusculos renales de las ratas diabéticas que recibieron el vehiculo se encontraron alteraciones en la
capsula de Bowman y los glomérulos que concuerdan con lo reportado en la literatura.?52%3% |a dilatacion y congestion
capilar, asi como el infiltrado inflamatorio y la expansidén mesangial, aunque leves, pudieron contribuir a la hipertrofia
glomerular y renal. También se evidencié dafio de los tubulos proximales, lo que puede producirse incluso antes que
el dafio glomerular y tiene un papel importante en el desarrollo de la enfermedad renal en ausencia de proteinuria.®!

Se sabe que el exceso de glucosa favorece la formacién de productos de glicosilacion avanzaday especies reactivas del
oxigeno, que activan vias inflamatorias y profibroticas en el rifidn.®32 En modelos murinos de diabetes se ha reportado
fibrosis renal,?333% m3s frecuente después de 10 a 12 semanas, por lo que su ausencia en las ratas del presente estudio
se corresponde con la menor duracion del experimento.

Por otra parte, en los grupos de ratas diabéticas no se constataron modificaciones en la albuminuria y la
concentracidon de creatinina plasmatica, variables que se incrementan con el dafio renal progresivo. Es conocido que
las manifestaciones de una nefropatia no aparecen hasta que el nimero de nefronas funcionales se reduce al menos
en 70 %. ©® Esto indica que las ratas Wistar con seis semanas de inducida la diabetes con STZ, aun con alteraciones
estructurales renales, presentan un estado de hiperfiltracién glomerular sin insuficiencia renal, lo que aporta a la
caracterizacion del biomodelo.

Otros resultados evidencian por primera vez efectos favorables de la NeuroEPO en la morfologia renal de ratas
diabéticas. Con la dosis mds baja evaluada las alteraciones de la corteza renal fueron menos frecuentes y severas, sin
expansion mesangial, dilatacidn y congestidn capilar o infiltrado inflamatorio, lo que puede haber contribuido al menor
peso renal.

Un mecanismo mediante el cual la NeuroEPO puede tener efectos protectores en el rifidn de ratas diabéticas
es la disminucion de la hiperglicemia, que ha sido reportada en estudios previos***>*3 y confirmada en la presente
investigacion. Este resultado coincide con la accidn de otras variantes de la EPO administradas a ratas diabéticas, lo que
se ha asociado a recuperacion del pancreas,®® menor gluconeogénesis hepatica®” y aumento de los transportadores de
glucosa GLUT4 en el musculo esquelético.®®

Asimismo, se han demostrado efectos directos de la EPO en el rifién que pueden mediar en los beneficios observados
con la dosis menor de NeuroEPO y que pudieran ser comprobados en futuros estudios. La administracién de formas
sintéticas de la EPO se asocié a menor peso renal, lesion tubular, fibrosis, creatinina sérica, albuminuria e inflamacion
en ratas diabéticas,? asi como a la recuperacién del nimero de podocitos en ratones diabéticos;®® en otros modelos
de dafio renal, se relacioné con menor inflamacién, apoptosis, estrés oxidativo y acumulacién de matriz extracelular.®)

El hecho de que la presente investigacidn se realizé solo en ratas hembras, constituye una limitacion de los resultados,
por lo que seria recomendable la realizacion de estudios similares en los que se empleen animales de ambos sexos. Por
otra parte, el empleo de técnicas de inmunohistoquimica y de microscopia electrénica permitiria una mayor precision
de los resultados histoldgicos.

Con la dosis 0,5 mg/kg de NeuroEPO también disminuy®d la hiperglicemia, pero no se apreciaron efectos favorables
en la morfologia renal y algunas alteraciones fueron mds severas que en el grupo que recibio el vehiculo. En estudios
previos con esta dosis en ratas diabéticas no se detectaron eventos adversos durante un maximo de tres semanas,‘+1213
pero los resultados actuales evidencian que pueden aparecer cuando se administra por un tiempo mas prolongado
(cinco semanas). Lo anterior sugiere manifestaciones de toxicidad subaguda, que puede ser provocada por mecanismos
como la estimulacion de vias pro-oxidantes o la disminucidon de las concentraciones fisioldgicas de especies reactivas del
oxigeno necesarias para la funcion celular 6ptima, entre otros.“%

CONCLUSIONES

La administracion repetida de 0,25 mg/kg de NeuroEPO por via subcuténea, tiene efectos protectores en el rifion de
ratas diabéticas. El doble de esta dosis provoca efectos adversos.
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