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Resumen
Fundamento: la enfermedad cardiovascular constituye
la  primera  causa  de  morbilidad  y  mortalidad  en  los
pacientes  diabéticos.  Existen  evidencias  de  que  la
NeuroEPO, variante de la eritropoyetina recombinante
humana, reduce la hiperglucemia en ratas diabéticas.
Objetivo: evaluar el efecto de la NeuroEPO en la aorta
de ratas diabéticas.
Métodos:  se  realizó  un  estudio  en  ratas  Wistar
hembras adultas, a las cuales se les provocó diabetes
con estreptozotocina. Dos grupos recibieron diferentes
dosis de NeuroEPO (0,25 mg/kg y 0,5 mg/kg) y un grupo
el  vehículo,  tres  veces  por  semana  durante  cinco
semanas.  Se  utilizó  un  grupo  de  ratas  sanas  como
control.  Después  de  la  última  dosis  de  NeuroEPO y
vehículo, se determinó la glucemia y las características
histológicas de la aorta abdominal.
Resultados:  el  grupo  con  vehículo  presentó
hiperglucemia  mantenida,  así  como  modificaciones
leves y moderadas en las tres túnicas de la aorta, con
tumefacción  y  denudación  endotelial,  proliferación
subendotelial,  desorganización  de  la  túnica  media,
fragmentación de láminas elásticas, engrosamiento de
vasos  vasorum  e  inf i l trado  inf lamatorio.  La
administración de NeuroEPO disminuyó la hiperglicemia,
pero  solo  con  la  dosis  menor  se  evitaron  varias
alteraciones  en  la  aorta,  y  otras  fueron  menos
frecuentes y severas; con la dosis más alta se apreció
mayor  denudación  endotelial  e  infiltrado  inflamatorio
que en el grupo con vehículo, así como desgarro de las
túnicas, que no se presentó en otros grupos.
Conclusiones:  dosis  subcutáneas  repetidas  de  0,25
mg/kg  de  NeuroEPO,  disminuyen  las  alteraciones
estructurales en la aorta de ratas diabéticas, mientras
que  dosis  mayores  pueden  provocar  efectos
perjudiciales.

Palabras  clave:  NeuroEPO,  diabetes  mellitus,
estreptozotocina,  ratas

Abstract
Foundation:  Cardiovascular  disease  is  the  leading
cause of morbidity and mortality in diabetic patients.
There  is  evidence  that  NeuroEPO,  a  variant  of
recombinant  human  erythropoietin,  reduces
hyperglycemia  in  diabetic  rats.
Objective: To evaluate the effect of NeuroEPO on the
aorta of diabetic rats.
Methods:  A  study  was  conducted  in  adult  female
Wistar  rats,  in  which  diabetes  was  induced  with
streptozotocin. Two groups received different doses of
NeuroEPO (0.25 mg/kg and 0.5 mg/kg) and one group
received vehicle, three times per week for five weeks. A
group of healthy rats was used as a control. After the
last dose of NeuroEPO and vehicle, blood glucose levels
and  the  histological  characteristics  of  the  abdominal
aorta were determined.
Results:  The  vehicle  group  presented  sustained
hyperglycemia, as well as mild to moderate changes in
all  three  aortic  tunics,  with  endothelial  swelling  and
denudat ion,  subendothel ia l  pro l i ferat ion,
disorganization  of  the  tunica  media,  elastic  lamina
fragmentation,  vasorum thickening,  and inflammatory
infiltrate.  NeuroEPO  administration  decreased
hyperglycemia,  but  only  the  lowest  dose  prevented
several aortic changes, and others were less frequent
and  severe.  The  highest  dose  showed  greater
endothelial denudation and inflammatory infiltrate than
the vehicle group, as well as tunica tearing, which was
not present in other groups.
Conclusions:  Repeated  subcutaneous  doses  of  0.25
mg/kg of NeuroEPO reduced structural changes in the
aorta of diabetic rats,  while higher doses may cause
detrimental effects.
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mellitus,  rats
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INTRODUCCIÓN

La  diabetes  mellitus  (diabetes)  constituye  un
desafío global para la salud y el bienestar de las
personas.(1)  En el  año  2021 la  padecían  en  el
mundo 537 millones de personas de 20 - 79 años
de edad, y se pronostica que la cifra ascenderá a
cerca de 783 millones para el año 2045, lo que
representa un incremento de los casos en un 46
%.(2) Como ocurre a nivel global, las estadísticas
de  Cuba  sitúan  a  la  diabetes  entre  las  10
primeras causas de muerte.(3)

El tipo de diabetes, tiempo de evolución y grado
de control metabólico determinan la prevalencia
de las distintas complicaciones que se pueden
presentar.  Entre  el las,  la  enfermedad
cardiovascular  tiene  un  gran  impacto  en  los
pacientes  diabéticos  y  constituye  la  primera
causa de mortalidad y morbilidades asociadas.(1)

Su base fisiopatológica es la lesión de la pared
vascular,  pero  son  escasos  los  estudios  que
describen  las  características  histológicas  de  la
lesión inicial en la pared de la aorta, momento en
el cual podrían ser factibles terapias preventivas.(4)

En la  actualidad,  se  investigan sustancias  con
funciones en la protección y reparación de tejidos,
como es el caso de la eritropoyetina (EPO). La
función  primaria  de  la  EPO  es  estimular  la
eritropoyesis,  pero  existen  evidencias  de  sus
acciones  angiogénicas,  antiapoptóticas,
antinflamatorias y antioxidantes, así como de la
presencia de receptores en el endotelio vascular.(5)

La NeuroEPO constituye una variante hiposiálica
de la EPO recombinante humana, sin actividad
hematopoyética  y  con  probados  efectos
neuroprotectores en varios estudios preclínicos y
ensayos  clínicos.(6)  Además,  existen  evidencias
de que la NeuroEPO disminuye la hiperglucemia
en  ratas  con  d iabetes  induc ida  por  la
estreptozotocina  (STZ).  (7)  Por  lo  anterior,  el

objetivo  del  presente  trabajo  fue  evaluar  el
efecto  de  la  NeuroEPO  en  la  aorta  de  ratas
diabéticas.

MÉTODOS

Se realizó un estudio experimental en el Instituto
de  Ciencias  Básicas  y  Preclínicas  Victoria  de
Girón y la Facultad de Ciencias Médicas, de enero
de 2023 a febrero 2024, Se desarrolló en ratas
Wistar hembras adultas, con peso inicial de 200 g
- 250 g, procedentes del Centro de producción de
animales de laboratorio (CENPALAB).  El estudio
contó con la aprobación del Consejo científico y
el Comité institucional para el cuidado y uso del
animal de laboratorio.

Los animales se mantuvieron con ciclos de 12
horas  luz/12  horas  oscuridad,  temperatura
ambiente de 21 ºC - 23 ºC y libre acceso a agua
filtrada y alimento estándar.  A un grupo se le
administró STZ (SIGMA), 65 mg/kg disueltos en
200 µL de buffer citrato de sodio 0,1 M pH 4,5
por vía intraperitoneal, y una semana después se
diagnosticó la diabetes por valores de glucemia
superiores a 11 mmol/L.(8)  Las determinaciones
de la glucemia se realizaron con un glucómetro
(SUMASENSOR  SXT,  Cuba),  en  sangre  venosa
obtenida mediante un corte en la punta de la
cola de las ratas.

Una  vez  que  las  ratas  inyectadas  con  STZ
resultaron diabéticas, se formaron los grupos de
manera aleatoria, hasta quedar constituidos por
cinco animales cada uno; se utilizó un grupo de
ratas sanas como control. (Tabla 1). La NeuroEPO
y  el  vehículo  (placebo  que  se  utiliza  en  los
ensayos  clínicos)  fueron  proporcionados  por
Centro  de  Inmunología  Molecular,  Cuba,  y  se
administraron por vía subcutánea, en la región
dorsal,  una vez al  día,  tres veces por semana
durante cinco semanas, para un total de 15 dosis.
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Seis días después de administrar la última dosis
de  NeuroEPO  y  vehículo,  se  determinó  la
glucemia y  se practicó la  eutanasia,  mediante
desangrado  (punción  intracardiaca)  bajo
anestes ia  ( t iopenta l  sódico  50  mg/kg
intraperitoneal).  De cada animal  se extrajo  un
fragmento de la aorta abdominal y se colocó en
formalina para su fijación y posterior inclusión en
parafina.(9)

Estudio histológico de la aorta

De los bloques de parafina se realizaron cortes
histológicos de 5 µm de espesor (con micrótomo
Histo-Line Laboratories MR300, Italia). Por cada
animal  se  colorearon  dos  láminas  con
hematoxilina y eosina (H/E) y dos láminas con la
coloración de orceina (para fibras elásticas). En
cada corte se analizó todo el anillo aórtico, a 40x,
100x  y  400x  de  magni f icación,  con  un
microscopio  óptico  (Motic  BA210,  China).  Se
tomaron  imágenes  digitales  con  una  cámara
(Moticam 3, China) acoplada al microscopio, y se
guardaron en formato .jpg en una computadora
(Acer) para su análisis.

El  estudio  histológico  cualitativo  de  la  aorta
incluyó la  forma,  el  aspecto  y  la  organización
general de las túnicas íntima, media y adventicia.
Cada  signo  histopatológico  se  clasificó  en
ausente (0), leve (+), moderado (++) o severo
(+++), según su presencia, número de animales
en  que  se  identificó  y  extensión  de  tejido
afectado.

Se  consideraron  signos  de  alteraciones
estructurales de la túnica íntima la presencia de:

Tumefacción endotelial: células endoteliales❍

aumentadas de tamaño, con citoplasma claro u
opaco (turbio), con presencia o no de vacuolas,
y núcleos que protruyen a la luz de la arteria o
aumentados de tamaño (coloración H/E).
Denudación endotelial: pérdida de células❍

endoteliales (coloración H/E).
Proliferación subendotelial: aumento del grosor❍

de la capa subendotelial, por acumulación de
células (macrófagos, leucocitos, musculares),
fibras o ambas (coloración H/E).

Se  consideraron  signos  de  alteraciones
estructurales de la túnica media la presencia de:

Tumefacción de células musculares: células❍

aumentadas de volumen, con citoplasma claro
u opaco (turbio), con presencia o no de

vacuolas, y núcleos aumentados de tamaño
(coloración H/E).
Desorganización de células musculares:❍

disposición irregular de los núcleos de las
células musculares (coloración H/E).
Desorganización de las láminas elásticas:❍

láminas elásticas con apariencia disgregada
(coloración orceina).
Fragmentación de las láminas elásticas:❍

láminas elásticas discontinuas (coloración
orceina).

Se  consideraron  signos  de  alteraciones
estructurales de la túnica adventicia la presencia
de:

Infiltrado inflamatorio: presencia de leucocitos,❍

macrófagos o ambos (coloración H/E).
Vasos sanguíneos con dilatación,❍

engrosamiento de la pared o congestión
(coloración H/E).

Se determinó el grosor de la túnica media (µm),
como  la  distancia  desde  la  lámina  elástica
externa hasta la lámina elástica interna; de cada
animal  se  realizaron  50  mediciones,  que
abarcaron diferentes zonas de diferentes anillos
aórticos. Se utilizaron las láminas coloreadas con
orceina,  una  magnificación  de  400x  y  el
programa  ImageJ.(10)

Procesamiento estadístico

Para  el  análisis  estadístico  de  la  glucemia  en
ayuno y el grosor de la túnica media se utilizó el
programa  GraphPad  Prism,  versión  5.01.  La
distribución  de las  variables  se  analizó  con la
prueba Kolmogorov Smirnov. Las comparaciones
de  la  glucemia  se  realizaron  con  las  pruebas
análisis de la varianza (ANOVA) de dos factores
seguida de Bonferroni, y para comparar el grosor
de  la  túnica  media  se  emplearon  las  pruebas
Kruskal-Wallis  y  Dunn.  Los  resultados  se
expresaron  con  estadígrafos  descriptivos  de
tendencia central y dispersión. Las diferencias se
consideraron significativas con valores de p <
0,05.

RESULTADOS

Glucemia en ayuno

Antes  de  administrar  la  primera  dosis  de
NeuroEPO y vehículo, la glucemia en ayuno fue
superior a 11 mmol/L en los tres grupos de ratas
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diabéticas,  sin diferencias entre ellos.  Después
de aplicar las 15 dosis, los grupos que recibieron

la  NeuroEPO  presentaron  cifras  de  glucemia
mayores que el S (sanas), pero menores que el D
(diabéticas con vehículo). (Figura 1).

Valoración  histológica  cualitativa  de  la
aorta

En el grupo S, las secciones histológicas de la
pared  aórtica  abdominal  mostraron  todas  sus
túnicas conservadas. En la íntima se evidenció la
monocapa de células endoteliales continua, bien
aplanada, y una capa subendotelial  fina. En la
túnica  media  se  observaron  las  células
musculares  lisas  sin  signos  de  tumefacción  u
otras  alteraciones  estructurales,  y  las  láminas
elásticas continuas, en número de 8 -  12.  La
adventicia se apreció delgada, con escasos vasos
sanguíneos, sin alteraciones estructurales, y no
se encontró infiltrado inflamatorio. (Tabla 2, Fig.
2, Fig. 3 y Fig. 4).

En  el  grupo  D,  la  túnica  íntima  presentó  un
endotelio menos aplanado que en el grupo S, con
signos  de  tumefacción  y  algunas  células
desprendidas;  en  cuatro  animales  se  apreció
proliferación subendotelial  moderada. La túnica
media  se  observó  engrosada,  con  incremento
aparente del  número y tamaño de núcleos de

células musculares lisas, las cuales presentaron
desorganización  y  tumefacción;  el  número  de
láminas elásticas fue de 8 - 12 y en tres animales
se encontró desorganización y fragmentación de
varias  de  estas  estructuras.  La  adventicia
también  se  apreció  engrosada,  con  áreas  de
hemorragia  e  infiltrado  inflamatorio  focal  de
leucocitos  y  macrófagos,  y  algunos  vasos
vasorum con engrosamiento de la pared. (Tabla
2, Fig. 2, Fig. 3 y Fig. 4).

En el grupo DN 0,25 se observó el endotelio más
delgado  y  aplanado  que  en  el  grupo  D,  sin
denudación. Se evidenció tumefacción de células
endoteliales aisladas y engrosamiento leve del
subendotelio.  La túnica media impresionó más
delgada  que  en  el  grupo  D,  con  células
musculares sin signos de tumefacción y mejor
organizadas;  en  dos  animales  se  apreció  un
mayor número de núcleos de células musculares
lisas, similar al grupo D. Las láminas elásticas se
observaron continuas, en número de 8 - 12 y de
aspecto  uniforme.  La  adventicia  presentó
algunos vasos vasorum con engrosamiento de la
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pared, pero se mostró más delgada que en el
grupo D y sin infiltrado inflamatorio. (Tabla 2, Fig.
2, Fig. 3 y Fig. 4).

En tres animales del grupo DN 0,5 se observó
moderada tumefacción y denudación en varias
zonas  del  endotelio,  así  como  proliferación
subendotelial moderada. En la túnica media de
este grupo se apreció menor desorganización de
las células musculares lisas que en el grupo D,
pero  con  signos  de  tumefacción;  las  láminas
elásticas, en número de 8 - 12, se observaron
continuas y más organizadas que en el grupo D.
La adventicia se mostró más delgada que en el

grupo D, pero con áreas de hemorragia, algunos
vasos  vasorum  de  paredes  engrosadas  y
abundante  infiltrado  inflamatorio.  Cuatro
animales presentaron desgarro de las túnicas en
algunas zonas del anillo aórtico (Tabla 2, Fig. 2,
Fig. 3 y Fig. 4).

En un animal del grupo DN 0,5 se evidenciaron
varias  zonas  del  endotelio  con  marcado
engrosamiento  y  denudación,  con  abundantes
células sanguíneas y fibrina asociadas. En otro
animal se observó adelgazamiento de la pared y
la formación de un pliegue. (Tabla 2 y Fig. 5).
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Estudio morfométrico de la túnica media de
la aorta abdominal

Al comparar el grosor de la túnica media de la
aorta abdominal,  resultó mayor en el  grupo D

que en el S. El grupo DN 0,25 mostró un grosor
menor que el D y similar al S, mientras que el
grupo DN 0,5 presentó resultados similares al D,
con mayor grosor que en los grupos S y DN 0,25.
(Fig. 6).
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DISCUSIÓN

En la presente investigación se evidencia que a
las seis semanas de inducida la diabetes con STZ,
las  ratas  presentaron  modi f icaciones
estructurales en las tres túnicas de la pared de la
aorta abdominal. Con las dos dosis de NeuroEPO
evaluadas disminuyó la hiperglucemia, pero solo
con  la  dosis  menor  se  evitaron  varias  de  las
afectaciones en la aorta, y otras fueron menos
frecuentes  y  severas.  Con  la  dosis  mayor  de
NeuroEPO,  se  apreciaron  algunos  beneficios,
pero  se  encontraron  alteraciones  que  no  se
observaron en el resto de los grupos.

En el estudio se demuestra que la diabetes tuvo
un efecto perjudicial sobre el endotelio aórtico de
las  ratas  que  recibieron  el  vehículo,  lo  que
corresponde con otros resultados obtenidos en
ratas con diabetes inducida por STZ.(11)  Se sabe
que  durante  la  exposición  prolongada  a  un
ambiente  hiperglucémico,  se  ven  potenciados
una  variedad  de  mediadores  inflamatorios  y
vasocontrictores, que se encuentran implicados
en los mecanismos de las complicaciones de la
diabetes.  Factores  como  las  interleucinas  (IL)
IL-1β y la IL-6, el factor de necrosis tumoral alfa

(TNF-α),  el  factor  nuclear  κb  (NF-κb),  la
angiotensina II y la endotelina 1, se incrementan,
y  otros  disminuyen,  como  el  óxido  nítrico;  la
situación  propicia  el  desarrollo  de  estrés
oxidativo,  que propicia el  daño y la disfunción
endotelial.(12)

Por  otra  parte,  el  incremento  aparente  del
número de núcleos en la  túnica media de las
aortas de las ratas diabéticas que recibieron el
vehículo,  sugiere un mayor número de células
musculares lisas, lo que, junto a la tumefacción
celular,  pudiera  contribuir  al  mayor  grosor  de
esta  túnica.  Existen  evidencias  de  que  en  la
diabetes  se  incrementa  la  formación  de
productos de glicosilación avanzada, así como su
unión a la elastina y el colágeno, lo que favorece
la proliferación de las células musculares lisas de
la pared arterial.(13)

En las ratas diabéticas que recibieron el vehículo
también  se  observó  desorganización  y
fragmentación  de  láminas  elásticas.  Similar
resultado  fue  descrito  en  un  estudio  en  ratas
diabéticas sometidas a una dieta hiperglucídica.(4)

La unión de productos de glicosilación avanzada
a la elastina, puede endurecer las fibras elásticas,
lo  que  las  hace  más  suscept ib les  a  la
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degradación  y  fragmentación. ( 1 4 )

Otros  resultados  de  la  investigación  muestran
que la  intervención  con la  dosis  más  baja  de
NeuroEPO atenuó los daños estructurales en la
aorta de las ratas diabéticas. La presencia de un
endotel io  s in  denudación  y  con  menor
tumefacción, la menor proliferación subendotelial,
la mejor organización de las células musculares
lisas y láminas elásticas, son evidencias de este
efecto. Además, el grosor de las túnicas media y
adventicia se mostró similar al de las ratas sanas,
a lo que puede haber contribuido la ausencia de
tumefacción  celular  e  infiltrado  inflamatorio,  y
son otras evidencias de la mejor conservación de
la pared de la aorta en este grupo.

Diferente a lo observado con la dosis menor de
NeuroEPO, en las aortas del grupo que recibió la
dosis  0,5  mg/kg,  solo  se  apreció  una  mejor
estructura  de  la  túnica  media,  pero  esta  se
encontró  engrosada  como  en  el  grupo  que
recibió el vehículo. Además de mayor denudación
endotelial e infiltrado inflamatorio, se observaron
áreas con desgarro de las túnicas y en un animal
se  encontraron  zonas  con  estrechamiento  y
deformidad de la pared, que no se observaron en
el resto de los grupos.

En un estudio previo en ratones, se comprobó
que dosis altas de EPO inducen la formación de
aneurismas aórticos, con aumento de microvasos
y su densidad, de metaloproteasas e infiltrado de
fagocitos,  así  como disminución de colágeno y
células  musculares  lisas.(15)  Lo  anterior  sugiere
que las alteraciones encontradas en la pared de
la aorta del grupo que recibió la dosis 0,5 mg/kg
de NeuroEPO, que no se presentaron en otros
grupos del estudio, pueden considerarse efectos
adversos.

Uno de los mecanismos mediante los cuales la
dosis más baja de NeuroEPO evaluada pudiera
tener efectos protectores en la aorta de las ratas
diabéticas, es la disminución de la hiperglucemia,
lo que coincide con resultados previos.(7) Por otra
p a r t e ,  l a s  a c c i o n e s  a n t i o x i d a n t e s ,
antiinflamatorias  y  antiapoptóticas  de  la
NeuroEPO, comprobadas en diferentes estudios
de  neuroprotección,(6)  pueden  tener  un  efecto
directo en la protección - reparación de la pared
vascular.  Los  mecanismos  anteriores  pudieran
mediar  en  los  beneficiosos  observados  con  la
dosis  más  baja  de  NeuroEPO evaluada  en  las
ra tas  d i abé t i cas  y  sug ie ren  nuevas
investigaciones.

Es importante resaltar que el modelo de diabetes
inducida con STZ en ratas adultas conduce a una
hiperglucemia severa sostenida, por lo que las
alteraciones  metabólicas  y  las  complicaciones
son  difíciles  de  prevenir.  Por  esta  razón,
cualquier  beneficio  que  se  logre  con  alguna
intervención,  como  el  observado  con  la  dosis
0,25 mg/kg de NeuroEPO en la aorta, tiene un
significado  relevante  en  la  valoración  de  sus
efectos.

Los  resultados  permiten  concluir  que  dosis
subcutáneas  repetidas  de  0,25  mg/kg  de
NeuroEPO,  disminuyen  las  alteraciones
estructurales  en  la  aorta  de  ratas  diabéticas,
mientras  que  dosis  mayores  pueden  provocar
efectos perjudiciales.
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