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RESUMEN
Introduccion: la diabetes mellitus constituye un problema de salud creciente que
demanda nuevos tratamientos. El objetivo fue evaluar el efecto de la NeuroEPO en

el control metabdlico de ratas diabéticas.
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Métodos: se realiz6 un estudio en ratas Wistar hembras adultas, con diabetes
inducida por estreptozotocina. Dos grupos recibieron diferentes dosis de
NeuroEPO (0,25 mg/kg y 0,5 mg/kg) y otro vehiculo, via subcuténea, tres veces por
semana, por cinco semanas. Se empled un grupo de ratas sanas como control. Se
evalué la homeostasis de la glucosa, el peso corporal y variables de quimica
sanguinea. Se realizaron comparaciones con las pruebas analisis de la varianza de
uno y dos factores, Bonferroni y Newman-Keuls; las diferencias se consideraron
significativas con p < 0,05.

Resultados: el grupo con vehiculo presenté hiperglicemia, hipertrigliceridemia,
hipoproteinemia y pérdida de peso. El grupo con 0,25 mg/kg de NeuroEPO mostré
menor hiperglicemia y triglicéridos plasmaticos que el vehiculo, con tolerancia
adecuada a la glucosa. El grupo con 0,5 mg/kg de NeuroEPO exhibié menor
concentracion de triglicéridos plasmaticos que el vehiculo y disminucion de la
glicemia durante tres semanas, pero tolerancia alterada a la glucosa y peso
corporal inferior al resto de los grupos. La sensibilidad a la insulina fue similar en
los grupos de ratas diabéticas.

Conclusiones: la administracion repetida de 0,25 mg/kg de NeuroEPO por via
subcutanea favorece el control metabdlico de ratas diabéticas, por efectos
beneficiosos en la homeostasis de la glucosa y el metabolismo lipidico. Con la
dosis 0,5 mg/kg se producen eventos adversos.

Palabras clave: estreptozotocina; ratas diabéticas; eritropoyetina y diabetes

mellitus; NeuroEPO y diabetes mellitus

ABSTRACT
Introduction: diabetes mellitus is a growing health problem that requires new
treatments. The objective was to evaluate the effect of NeuroEPO on the metabolic

control of diabetic rats.
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Methods: a study was conducted in adult female Wistar rats with streptozotocin-
induced diabetes. Two groups received different doses of NeuroEPO (0.25 mg/kg
and 0.5 mg/kg) and another received the vehicle, subcutaneously, three times a
week for five weeks. A group of healthy rats was used as a control. Glucose
homeostasis, body weight, and blood chemistry variables were evaluated.
Comparisons were made using one- and two-way analysis of variance, Bonferroni,
and Newman-Keuls tests; differences were considered significant at p < 0.05.
Results: the vehicle group presented hyperglycemia, hypertriglyceridemia,
hypoproteinemia, and body weight loss. The 0.25 mg/kg NeuroEPO group showed
lower hyperglycemia and plasma triglyceride levels than the vehicle group, with
adequate glucose tolerance. The 0.5 mg/kg NeuroEPO group showed lower plasma
triglyceride concentrations than the vehicle group and decreased blood glucose
levels over three weeks, but impaired glucose tolerance and lower body weight than
the other groups. Insulin sensitivity was similar in the diabetic rat groups.
Conclusions: repeated subcutaneous administration of 0.25 mg/kg of NeuroEPO
improves metabolic control in diabetic rats, due to beneficial effects on glucose
homeostasis and lipid metabolism. Adverse events occur at a dose of 0.5 mg/kg.
Keywords: streptozotocin; diabetic rats; erythropoietin and diabetes mellitus;

NeuroEPO and diabetes mellitus.
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Introduccion
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La diabetes mellitus (diabetes) es un sindrome caracterizado por hiperglicemia
cronica y alteraciones en el metabolismo de glucidos, lipidos y proteinas, debido a
un déficit en la secrecién o accién de la insulina.() Se estima que en el mundo mas
de 420 millones de adultos la padecen.®? Como ocurre a nivel global, en Cuba tiene
tendencia al ascenso, con un incremento de la prevalencia, morbilidad y
mortalidad.®4

La diabetes y sus complicaciones son mas frecuentes en el sexo femenino, lo que
guarda relacion con fenémenos dependientes del sexo, como la homeostasis de la
glucosa, la sensibilidad a la insulina y la funcién de las células beta del
pancreas.(®® Las complicaciones se asocian con el estado pro-oxidante y pro-
inflamatorio crénico que se genera como consecuencia de los trastornos
metabdlicos.(”) De aqui que el control metabdlico adecuado es un factor que
determina la evolucion de los pacientes diabéticos y constituye un reto para los
sistemas de salud, a pesar de los avances en los tratamientos actuales.

En investigaciones previas se evalud el efecto de la NeuroEPO, un producto de la
biotecnologia cubana derivado de la eritropoyetina (EPO) recombinante humana,
en ratas diabéticas; los estudios mostraron que la dosis 0,5 mg/kg disminuyé la
hiperglicemia y que dosis mas altas provocaron efectos perjudiciales por
incremento de las pérdidas de la gestacion.®19 El objetivo del presente estudio fue

evaluar el efecto de la NeuroEPO en el control metabdlico de ratas diabéticas.

Métodos

La investigacion se realizé en el Instituto de Ciencias Basicas y Preclinicas
“Victoria de Giréon"- Facultad de Ciencias Médicas, de mayo - diciembre de 2023.
Fue aprobada por el Consejo cientifico y el Comité institucional para el cuidado y

uso y de los animales de laboratorio. Se desarrollé en ratas Wistar hembras
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adultas, con peso inicial de 200 g - 250 g, procedentes del Centro Nacional de
Produccion de Animales de Laboratorio (CENPALAB); se utilizé la menor cantidad
que permitiera cumplir los requerimientos del estudio y el principio de las 3 R, en
su uso y cuidado se cumplieron las regulaciones nacionales e internacionales, y la

eutanasia se realizé por un método aprobado.(1-4

Animales, condiciones ambientales y formacion de los grupos

Las ratas se mantuvieron en cajas apropiadas, con ciclos constantes de luz y
oscuridad de 12 horas/ 12 horas, temperatura de 21 °C - 23 °C, con acceso libre al
alimento estandar (CENPALAB) y a agua filtrada. Después de una semana de
adaptacion al medio, un grupo recibié STZ (SIGMA) 65 mg/kg en 200 pL de buffer
citrato de sodio 0,1 M y pH 4,5, por via intraperitoneal; a los siete dias se
diagnosticé la diabetes por niveles de glicemia superiores a 11 mmol/L. (9 A
continuacion, se formaron los grupos de manera aleatoria, hasta quedar
constituidos por cinco animales cada uno:

- CS:ratas sanas.

- D1:ratas diabéticas + vehiculo.

- D2:ratas diabéticas + 0,25 mg/kg de NeuroEPO.

- D3:ratas diabéticas + 0,5 mg/kg de NeuroEPO.

NeuroEPO y vehiculo
La NeuroEPOU9 y el vehiculo fueron proporcionados por el Centro de Inmunologia
Molecular de Cuba. Se administraron por via subcutanea, en la regién dorsal de los
animales, en un esquema de una dosis diaria, tres veces por semana, durante cinco

sémanas.
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Eutanasia, recogida de sangre y obtencion de plasma
La eutanasia de todos las ratas se realiz6 seis dias después de la administracion
de la ultima dosis de NeuroEPO o vehiculo a las diabéticas, mediante desangrado
(puncién cardiaca) bajo anestesia (tiopental sédico 50 mg/kg via intraperitoneal).
La sangre se colect6 en tubos eppendorf con acido etilendiamintetracético (EDTA)
al 5,6 %, 1 mg/ml, se centrifugé (centrifuga Eppendorf 5702R) a 3000 rpm durante

15 min a4 °C,y el plasma se almacené a - 20 °C hasta su procesamiento.

Variables y procedimientos para su estudio

- Glicemia en ayuno (mmol/L): se determiné en ayuno de 6 horas iniciado en la
mafiana,'”) una vez por semana, siempre antes de administrar la dosis
correspondiente de NeuroEPO o vehiculo.

- Variacién del peso corporal (g): diferencia entre el peso final (dia de la eutanasia)
y el peso inicial (antes de administrar la primera dosis de NeuroEPO o vehiculo).

- Sensibilidad a la insulina: cambios en el porcentaje de la glicemia basal (%)
durante una prueba de tolerancia a la insulina (PTI); se realiz6 solo en las ratas
diabéticas, después de un ayuno de 6 horas iniciado en la mafiana, (") tres dias
después de la ultima dosis de NeuroEPO o vehiculo. La prueba consistié en
administrar 0,75 Ul/kg de insulina por via subcutanea, en el area dorsal de los
animales, y determinar la glicemia a los 0, 30, 60, 90 y 120 minutos.('")

- Tolerancia a la glucosa: se determiné mediante una prueba de tolerancia a la
glucosa (PTG); se realiz6 en todos los grupos, posterior a un ayuno nocturno de
14 horas, cinco dias después de la ultima dosis de NeuroEPO o vehiculo. La
prueba consistié en administrar una solucién de glucosa 2 g/kg por via oral,
mediante una canula esofagica, y determinar la glicemia a los 0, 15, 30, 60,90 y

120 minutos.(
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- Triglicéridos (mmol/L), colesterol total (mmol/L), proteinas totales (g/L) y
albumina (g/L) en plasma (analizador Mindray BS-200E y reactivos HEL-FA).
Las determinaciones de la glicemia se realizaron con un glucometro
(SUMASENSOR SXT) y sus biosensores, en sangre obtenida mediante un corte en

la punta de la cola de las ratas.('?

Procesamiento estadistico
Se utiliz6 el programa GraphPad Prism, version 5.01 para Windows. Las variables
siguieron una distribucién normal con la prueba de Kolmogorov Smirnov. Para las
comparaciones se emplearon las pruebas analisis de la varianza (ANOVA) de un
factor y Newman-Keuls, o ANOVA de dos factores y Bonferroni. Los resultados se
expresaron con estadigrafos descriptivos de dispersién, tendencia central y

porcentaje. Las diferencias se consideraron significativas con valores de p < 0,05.

Resultados

Los resultados de la glicemia semanal mostraron valores mayores en los tres
grupos de ratas diabéticas que en el grupo CS. En el grupo D2, las glicemias fueron
menores que en el D1 desde la segunda semana del estudio. En el grupo D3,
disminuyé la glicemia hasta la tercera semana, pero luego se incremento a niveles
similares a los del grupo D1 (Figura 1 A).

Al analizar la variacion del peso corporal, se observé un incremento en todos los
animales del grupo CS, con una ganancia promedio de 16 g, y una disminucion en
todas las ratas diabéticas. Los grupos D1 y D2 presentaron diferencias
significativas con CS y fueron similares entre ellos, con una pérdida promedio de
33,0 g el D1 y de 31,1 g el D2. El grupo D 0,5 mostré diferencias significativas con

el resto de los grupos, con una pérdida promedio de 61,1 g (Figura 1 B).
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Fig. 1- Glicemia y peso corporal de ratas diabéticas que recibieron NeuroEPO y sus
controles. A) Glicemia en ayuno de 6 horas (ANOVA de dos factores y prueba de
Bonferroni). B) Diferencia entre el peso final y el peso inicial (ANOVA de un factor y
prueba de Newman-Keuls). ** p < 0,05 contra el resto de los grupos; # p < 0,05 contra D1; *
p < 0,05 contra CS; *p < 0,05 contra D2. n= 5. CS- ratas sanas; D1- ratas diabéticas +
vehiculo; D2- ratas diabéticas + 0,25 mg/kg de NeuroEPO; D3- ratas diabéticas + 0,5
mg/kg de NeuroEPO.

En la PTI realizada a las ratas diabéticas, no se observaron diferencias entre los

grupos (Figura 2).
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Fig. 2- Glicemia durante una prueba de tolerancia a la insulina en ratas diabéticas que
recibieron NeuroEPO o vehiculo. Se muestra la glicemia en ayuno de 6 horas (tiempo 0) y
después de recibir insulina 0,75 Ul/kg por via subcutanea. A.1) Estadistica descriptiva.
A.2) p > 0,05 (ANOVA de dos factores). n= 5. CS- ratas sanas; D1- ratas diabéticas +
vehiculo; D2- ratas diabéticas + 0,25 mg/kg de NeuroEPO; D3- ratas diabéticas + 0,5
mg/kg de NeuroEPO.

Después de administrar la solucion de glucosa para la PTG, la glicemia en D1
superé el valor maximo que registra el glucometro empleado (27,8 mmol/L) y se
mantuvo asi hasta el final del experimento (Figura 3 A.1). Durante la prueba, los
valores de la glicemia con relacién a la basal fueron mayores en D2 y D3, pero solo
D3 presentd diferencias significativas con CS a los 90 min y 120 min de

administrada la glucosa (Figura 3 A.2).
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Fig. 3- Glicemia durante una prueba de tolerancia a la glucosa en ratas diabéticas que
recibieron NeuroEPQ y sus controles. En ayuno de 14 horas (tiempo 0) y después de
recibir una solucion de glucosa 2 g/kg por via oral. Linea discontinua: valor maximo que
registra el glucometro (27,8 mmol/L). A.1) Estadistica descriptiva. A.2) ANOVA de dos
factores y prueba de Bonferroni * p < 0,05 contra CS. n= 5. CS- ratas sanas; D1- ratas
diabéticas + vehiculo; D2- ratas diabéticas + 0,25 mg/kg de NeuroEPO; D3- ratas

diabéticas + 0,5 mg/kg de NeuroEPO.

Las determinaciones en el plasma mostraron concentraciones de proteinas totales
y albumina menores en las ratas diabéticas, sin diferencias con el uso de la
NeuroEPO. Las concentraciones de triglicéridos en D1 fueron superiores a las de
CS, mientras que en D2 y D3 fueron menores que en D1 y similares a CS. No se

observaron diferencias en las concentraciones de colesterol total (Tabla 1).
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Tabla 1- Variables de quimica sanguinea de ratas diabéticas que recibieron NeuroEPO

y sus controles

Grupo Triglicéridos Colesterol total | Proteinas totales (g/L) | Albamina (g/L)
(mmol/L) (mmol/L)

CSs 0,38+0,15 0,58+0,11 546+73 353+38

D1 0,80+ 0,29 * 0,58+0,18 398+35% 247+23*

D2 0,48+0,15%* 0,58+0,16 42,6 +43* 258+19*

D3 0,46+0,21%# 0,62 + 0,26 384+54* 244+32*

Media * desviacién estandar. * p < 0,05 contra CS; * p < 0,05 contra D1 (ANOVA de un factor y prueba de Newman-Keuls).
n= 5. CS- ratas sanas; D1- ratas diabéticas + vehiculo; D2- ratas diabéticas + 0,25 mg/kg de NeuroEPO; D3- ratas diabéticas

+ 0,5 mg/kg de NeuroEPO.

Discusion

El estudio muestra que con las dos dosis de NeuroEPO administradas a ratas con
diabetes inducida por la STZ, disminuyé la hiperglicemia y se evitd la
hipertrigliceridemia observada en las ratas diabéticas que recibieron el vehiculo.
Por otra parte, la NeuroEPO no previno la hipoproteinemia y la pérdida de peso
corporal que provoca la diabetes en estos animales, y no modifico la sensibilidad
a la insulina. Otros resultados evidencian que con la dosis mayor de NeuroEPO, la
disminucion de la glicemia fue inestable, la tolerancia a la glucosa se encontré
alteraday se produjo una pérdida significativa de peso corporal al comparar con el
resto de los grupos del estudio.

Los resultados confirman la acciéon hipoglicemiante de la NeuroEPO que habia sido
reportada en ratas diabéticas,®19 y que coincide con los efectos de otras variantes
de EPO evaluadas en investigaciones previas.(82) Algunos estudios han
demostrado incremento de la expresion de receptores de la EPO y disminucién de
la expresion de enzimas de la gluconeogénesis en ratas diabéticas después de
recibir varias dosis de EPO,(1819 |o que pudiera mediar en la disminucion de la

hiperglicemia con la NeuroEPO.
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En una investigacion se encontré disminucion de la glicemia en ratas diabéticas
luego de la aplicacion de una dosis unica de EPO, lo que se asocié con mayor
expresion de los transportadores de glucosa GLUT4 en el musculo esquelético.('9)
Este efecto inmediato también se reportd con la NeuroEPO,® pero no explica la
disminucion de la hiperglicemia en el presente estudio, ya que la glicemia siempre
se determin6 antes de administrar la dosis de NeuroEPO correspondiente.

Otro mecanismo que pudiera estar implicado en el efecto hipoglicemiante de la
NeuroEPO es la disminucidn de la resistencia a la insulina. Aunque la diabetes tipo
1 se produce por un déficit de insulina, con el tiempo también puede desarrollarse
resistencia a la accion de esta hormona.?? En el estudio no se puede descartar la
presencia de resistencia a la insulina en las ratas diabéticas, ya que no se realizé
la PTI en los animales sanos para comparar, por el riesgo de hipoglicemia. Sin
embargo, no se observaron diferencias en la PTl entre los grupos de ratas
diabéticas, por lo que la NeuroEPO no modificé la sensibilidad a la insulina en estos
animales.

Existen evidencias que sugieren que la EPO puede favorecer la recuperacién del
pancreas en ratas con diabetes inducida por STZ,(1823) debido a estimulacion de la
proliferacién celular, disminucion de la apoptosis y el estrés oxidativo, entre otros.
Estos mecanismos han sido comprobados en estudios de neuroproteccién con la
NeuroEPO,?4 y pudieran estar implicados en los resultados obtenidos en las ratas
diabéticas.

A favor de la hipotesis de que la NeuroEPO pudiera ejercer un beneficio en el
pancreas de las ratas diabéticas se encuentra el resultado de la PTG; el grupo que
recibié la dosis menor de NeuroEPO mostré cambios en la glicemia similares a los
observados en las ratas sanas. Al no encontrar modificaciones en la sensibilidad a

la insulina en ese grupo, la tolerancia adecuada a la glucosa pudiera deberse a una
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secrecion de insulina que permitiera una respuesta adecuada a la sobrecarga de
glucosa.

Es importante destacar que no se pudieron analizar los cambios de la glicemia
durante la PTG en el grupo que recibié el vehiculo, al mantenerse los niveles
superiores a los que registra el glucometro empleado, lo que constituyé una
limitacion del estudio que debe tenerse en cuenta para investigaciones
posteriores. Sin embargo, el resultado también constituye una evidencia del mejor
control glicémico de las ratas que recibieron la NeuroEPO, en las que se pudo
analizar la respuesta a la administracién de glucosa oral.

Resultados diferentes se encontraron con las dos dosis de NeuroEPO evaluadas.
En las ratas diabéticas que recibieron la dosis mas alta, la disminucion de la
hiperglicemia no fue estable y se encontré una tolerancia alterada a la glucosa.
Ademas, se produjo una pérdida significativa de peso corporal, lo que se considera
un indicador de reacciones adversas.?52 Estos resultados sugieren que la
administracion repetida de 0,5 mg/kg de NeuroEPO puede provocar eventos
adversos en estos animales.

En los estudios previos con la NeuroEPO en ratas diabéticas, con la dosis 0,5 mg/kg
no se observaron eventos adversos en las variables analizadas.®'9 La duracion
maxima de estos experimentos fue de tres semanas y sus resultados concuerdan
con lo observado hasta la tercera semana del presente estudio en cuanto a la
disminucioén significativa de la hiperglicemia. Sin embargo, los resultados actuales
evidencian que un mayor nimero de aplicaciones de esa dosis, durante un tiempo
mas prolongado, resulta ser perjudicial.

Por otra parte, los niveles de colesterol total en sangre fueron similares en todos
los grupos del estudio, pero se encontré hipertrigliceridemia en las ratas diabéticas

que recibieron el vehiculo, como en otros estudios.?728) Lo anterior concuerda con
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lo referido en la literatura de que en la diabetes es frecuente la hipertrigliceridemia
con colesterol total incrementado o normal.(@930

En la diabetes inducida por STZ en ratas, el incremento de los triglicéridos en
sangre pudiera producirse por la deficiencia de insulina y la hiperglucagonemia
secundaria. Aunque los mecanismos no estan esclarecidos, en el higado se
incrementa la llegada de acidos grasos y la activacion por la hiperglicemia de vias
independientes de la insulina, lo que favorece la formacion de triglicéridos.@?

Asi mismo, en la diabetes esta favorecido el catabolismo y disminuida la sintesis
de proteinas, lo que se evidencio en el estudio por la hipoproteinemia en las ratas
diabéticas. Como consecuencia, en el higado se afecta la formacion de las
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), y las que se producen presentan mayor
contenido de triglicéridos; esto junto a su menor catabolismo por el déficit de
insulina, conduce a la hipertrigliceridemia. @)

La menor concentracién de triglicéridos plasmaticos en las ratas que recibieron la
NeuroEPO pudiera deberse en parte a la reduccién de la hiperglicemia, ya que el
control glicémico adecuado tiene efectos favorables en los niveles y el
funcionamiento de las lipoproteinas.?® Ademas, si la NeuroEPO favoreciera la
recuperacion del pancreas en estos animales, la mayor produccion de insulina
contribuiria a un mejor control del metabolismo lipidico, lo que pudiera ser
investigado en futuros estudios.

Los resultados permiten concluir que la administracion repetida de 0,25 mg/kg de
NeuroEPO por via subcutanea favorece el control metabdlico de ratas diabéticas,
por efectos beneficiosos en la homeostasis de la glucosay el metabolismo lipidico.

Con la dosis 0,5 mg/kg se producen eventos adversos.
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