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RESUMEN

La eritropoyetina (EPO) es una glicoproteina que aparece en la sangre como respuesta a la hipoxia, y actua sobre
la médula 6sea aumentando la produccién de eritrocitos. Esta glicoproteina se produce principalmente en el rinén.
Su biosintesis y secrecién se estimula por la disminucién de la oxigenacién del tejido y/o por la disminucién de la
masa de hematies. En este trabajo se evalua la seguridad preclinica de HEBERITRO®, EPO humana recombinante
(EPOhr) producida por el Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia (CIGB), Ciudad de La Habana, Cuba,
mediante estudios preclinicos. Entre ellos, el estudio comparativo de toxicidad aguda (con EPREX®, como similar
comercial) y el de tolerancia local. Este producto se administré por via subcutdnea a ratas Sprague-Dawley, en tres
niveles de dosis 10, 30 y 60 veces la dosis terapéutica (DT) del producto en el primer estudio y DT, 10 y 20 veces
esta, y un placebo de esta. El objetivo de estos esquemas fue la determinacién de la posible toxicidad a corto plazo
de Heberitro® tras la administracién Unica de varias dosis lo suficientemente altas y del potencial irritante para el
tejido subcutaneo luego de siete aplicaciones diarias. Durante estos ensayos, no se reportaron signos de toxicidad,
ni alteraciones morfolégicas en los animales. Desde el punto de vista histolégico no se observaron alteraciones
macroscopicas ni morfolégicas que evidenciaran toxicidad en los 6rganos estudiados. De acuerdo con los resultados,
este producto no provoca signos de toxicidad ni reacciones locales en el sitio de administracién, en el rango de dosis
establecido y bajo nuestras condiciones experimentales.
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ABSTRACT

Preclinical safety demonstration of the recombinant human erythropoietin HEBERITRO®. Erythropoietin
(EPOrh) is a glycoprotein that appears in blood as a response to hypoxia and acts over bone marrow increasing
erythrocyte production. This glycoprotein is produced mainly by the kidney; its biosynthesis and releasing is stimulated
by the reduction of tissue oxygenation decreased and/or the reduction of the mass of erythrocytes. In this report we
evaluated the preclinical safety of HEBERITRO®, commercial name of Human Recombinant Erythropoietin (EPOrh)
produced by the Center of Genetic Engineering and Biotechnology (CGEB), Havana, Cuba; through preclinical
studies such as this the comparative study of acute toxicity, (with EPREX®, as a commercial similar) and local
tolerance. This product was administered by subcutaneously into Sprague-Dawley rats, at three doses levels 10, 30
and 60 up to therapeutics’ doses (TD) of products on the first study and TD, 10 and 20 times this value, and
placebo. The objective of these schedules was to determine the possible toxicity in short time of HEBRITRO® after a
single administration of the highest doses and the irritant potential into the subcutaneous tissue after seven
applications daily. During these tests the animals did not report signs of toxicity, nor morphologic alterations.
According to the obtained results we can conclude that this product no produce toxicity sings or local reactions at
administration site in the established ranges of doses and under our experimental conditions.
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Introduccion

Laeritropoyetina (EPO) esun factor decrecimientoy

viabilidad esencial paralos progenitores eritrocitarios
de la médula ésea, pues regula la produccién de eri-
trocitos y la adapta a las necesidades fisiol6gicas de
oxigeno. Fue aislada originalmente de la orina de
pacientescon anemiaaplésica[1] y se caracteriz6 como
unaproteinade 34 000 daltons de peso molecular. Los
carbohidratos forman el 40% de la estructura de la
molécula. Las cuatro cadenas de carbohidratos estan
unidas alamolécula por tres enlaces N-glicosidicosy

. Autor de correspondencia

uno O-glucosidico, y €l &acido sidlico es el principal
compuesto hidrocarbonato. Estos residuos son fun-
damentales para la actividad biolgica de la EPO [2].
Los &cidos sidlicosterminal es protegen lamoléculade
su degradacién répidaen el higado, y asi conservan su
actividad en lamédula 6sea. Ladisociacion enzimatica
del &cido sidico por la enzima neuraminidasa origina
la pérdida de su actividad in vivo.

Desde €l estudio clésico de Jacobson en ratas ané-
fricas [3], se ha asumido que €l rifién es €l sitio

1. Miyake T, Kung C, Goldwasser E.
Purification of human erythropoietin. J Biol
Chem 1997;252:5558-64.

2. Recny MA, Scoble HA, Kim Y. Structural
characterization of natural human
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erythropoietin. J Biol Chem 1987;262
(35):17156-63.

3. Jacobson LD, Goldwasser E, Fied W,
Plzak L. Role of the kidney in erithropoie-
sis. Nature 1957;179:633-4.
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fisiolégico de sintesis de EPO y que lamagnitud de su
produccion seincrementacomo respuestaalaanemia
generalizada o ala reduccién selectiva del suministro
de oxigeno &l rifién. Esta molécula interactiia con sus
células diana mediante receptores especificos en la
superficie celular. Estos receptores se expresan pri-
mariamente por células progenitoras eritroides, pero
también por células madre embrionarias, células
progenitoras hematopoyéticas multipotentes, célu-
las endoteliales y células neurales [4-6].

La obtencion de EPO humana por latecnologia del
ADN recombinante (EPOhr) ha permitido su amplio
uso terapéutico. Laexperiencia clinica hademostrado
que estamoléculaadosisentre 50 y 100 U/kg, por las
vias endovenosa o subcuténea, corrige la anemia
asociada con diferentes entidades como: insuficiencia
renal croénica, terapia con zidovudinaen pacientes con
Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA),
artritis reumatoide, quimioterapia, prematuridad,
transfusiones antélogas y enfermedades oncohema-
tologicas, entre otras [7-12].

En los estudios clinicos con la EPO no se han aso-
ciado reacciones aérgicas sistémicas por estas vias
[10]; aunque se han observado reacciones cuténeas
localesy artralgiaen unos pocos pacientes[13]. Estos
eventos se han relacionado més con d uso delaabimina
humana en la formulacion de la EPO que con sus
efectoshiol6gicos[13, 14]. L os pacientes con enferme-
dad renal pueden presentar un agravamiento de la
hipertensién arterial, convulsionesy episodiostrom-
boliticos[15]; no obstante, estos efectos adversos no
han constituido problemas significativos cuando la
EPOhr se ha utilizado en otras situaciones clinicas.

Aungue la eritropoyetina enddgena y la eritro-
poyetina humana recombinante (EPOhr) son similares
en cuanto a sus propiedades biolégicas y quimicas,
excepto algunas microheterogeneidades en sus cuatro
cadenas de carbohidratos [2], no son bien toleradas,
por lo que esimprescindible lavaloracion de la seguri-
dad preclinica de estas. Los estudios de toxicidad en
modelos animales pueden tener un valor predictivo
para humanos, por lo que resultan imprescindibles a
evaluar un nuevo producto [16]. Durante laevaluacion
preclinicade HEBERITRO® serealizaron disefios para
lograr lavaloracion de su seguridad medianteestudios,
entrelos que se encuentran laeval uacion delatoxicidad
adosis Unicay latolerancialocal. Paraello sesiguieron
esquemas que permitieron clasificar el producto
mediante dosis Unica en un estudio comparativo con
un similar comercial (EPREX ®) y evaluar su potencial
irritante en el sitio de inyeccién con aplicaciones en
formareiterada

Materiales y métodos

Losestudios sellevaron acabo seglin lasnormas éticas
descritas para €l uso de animales de experimentacion
[17], siguiendo las guias de las Buenas Practicas de
Laboratorio [18-19] y los Procedimientos Patrones
de Operacidn aprobados paralarealizacion de estudios
toxicologicos [20].

Animales de ensayo

Se utilizé la sublinea de ratas Cenp: SPRD ALY®
(Sprague-Dawley) suministrada por la division de
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roedores gnotobidticos del Centro Nacional para la
Produccién de AnimalesdeL aboratorio (CENPALAB,
La Habana, Cuba). A su llegada a la instalacion, los
animales fueron clinicamente examinados, pesadosy
alojados de forma individual en cajas de makroldn
con lecho de bagazo de cafia, estéril. Se mantuvieron
en observacion durante 7 dias antes del inicio de los
estudios en condiciones ambientales controladas
(temperaturaentre 19y 21 °C, humedad relativa pro-
medio de 68% y ciclos deluz-oscuridad de 12 horas),
las cuales permanecieron constantes durante la fase
experimental. El aimento (ALY co., CENPALAB,
Cuba) se suministro diariamente arazon de 25 g por
animal y el agua se suministré ad libitum.

Formulacién

Se emplearon formulaciones de HEBERITRO® pro-
ducidas en € Centro de Ingenieria Genética 'y Bio-
tecnologia (Ciudad de La Habana, Cuba) y EPREX®
comercializada por Johnson and Johnson (Gran
Bretafia), parael tratamiento de laanemia. La EPOhr
es una citocina obtenida por via recombinante. En
ambos estudios se emplearon 4 lotesde HEBERITRO®,
obtenidos con 99% de pureza (HPLC-RP), actividad
bioldgica de 70.4 x 10° U/mL y concentracion de
proteinas (Lowry) de 0.39 mg/mL. Ademas, se
confirmaron laesterilidad, laapirogenicidad, el pH, €
volumeny laestabilidad de este producto. El EPREX®,
producido por Johnson and Johnson, se obtuvo de
un lote comercial (B10060) y €l placebo compuesto
por los mismos componentes de la formulacion de
HEBERITRO® menos €l principio activo de esta.

Disefio experimental

Los estudios se disefiaron siguiendo las regulaciones
descritas por ICH/EMEA (International Conference
on Harmonization/European Agency for the Eva-
luation of Medicinal Products) [21-24]. En el disefio
se incluyeron, ademds, aspectos descritos en la guia
designada como 425 de la OECD [25]. Los animales
empleados en los estudios de toxicidad aguda y de
tolerancia local se escogieron de forma aeatoria si-
guiendo una lista generada por el Programa Marsman
FR [26] e inoculados por via subcuténea.

Grupos experimentales y dosificacién

Para el estudio de toxicidad aguda se emplearon 70
ratas, de ambos sexos, |0os machos con un peso pro-
medio de 234.5 gy las hembras con 182.6 g, y entre
5y 6 semanas de edad; mientras que para la eva-
luacion del sitio de inoculacidn o tolerancia local se
escogieron al eatoriamente 40 ratas, machos. En ambos
experimentos, la variacion del peso corporal no
excedio el 20% del valor promedio de 199.3 g (edad
entre 6 y 7 semanas). Los animales se distribuyeron
segun el esquemade latabla 1.

Frecuencia de la inoculacién

En el estudio de toxicidad aguda se realiz6 una
inoculacion Unica el dia 1 ddl estudio, mientras que
en e de tolerancia local, todos los animales recibie-
ron siete inyecciones consecutivas diarias. En ambos
casos se empled laviasubcutanea (viaque se empleard
en el estudio clinico), en el espacio interescapular.
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Duracién del ensayo y observaciones

El estudio de toxicidad aguda tuvo una duracion de 14
dias, trasloscua esse sacrificaron losanimales. Durante
lafase experimental, estos animales se mantuvieron en
las condiciones ambientales descritas y se redlizaron
observacionesclinicasdiarias, afin deregistrar cuaquier
variacion en e comportamiento o signo de toxicidad.
Estas eval uaciones clinicas serealizaron segiin € méto-
do devaloracién descrito por DiPascualey Hayes[ 15]
eincluyeron cambiosen lapiel, € pelgje, lacoloracion
y la apariencia de las membranas mucosas y de los
0jos, €l sistemarespiratorio, €l nervioso central y au-
ténomo y en la actividad somatomotora. La medicion
del peso corporal sereaizé losdias 1, 7y 14 del estu
dio y & consumo de aimento se cuantificéd con una
frecuencia diaria. Las determinaciones hematol 6gicas
se realizaron a todos los animales por grupo de trata
miento, el dia 1 del ensayo (sin inocular) y antes del
sacrificio. Como pardmetros de interés se evaluaron:
recuento de hematiesy leucocitos, volumen corpuscu-
lar medio (VCM), hemoglobina corpuscular media
(HCM), concentracion corpuscular media de hemo-
globina(CCMH), recuento dereticul ocitos, plaquetas,
hemoglobinay hematocrito, con el empleo de un ana-
lizador hematoldgico digital Celltac a.

Enlaevauaciondelatolerancialoca semantuvieron
en estudio durante 8 dias todos los grupos. Los
parametros de observacién empleados fueron simila-
res alos descritos para el estudio de toxicidad aguda,
ademés de la evaluacion de signos locales como irri-
tacion, edema, eritema, inflamacién einduracion. A las
24 horas de la primera administracion, se realizé
el sacrificio de5 animalesde cadagrupo. Losrestantes
se sacrificaron alos 8 dias del estudio.

Estudio histopatolégico

El dia sefidlado para cada sacrificio, alos animales se
les practicod eutanasia mediante dislocacion cervical
luego de un tratamiento anestésico con éter y fueron
desangrados por un corte en la arteria femoral. Se
procedi6 ala observacién de la superficie corpora y
delas cavidades, asi como alanecropsia, enlaque se
realizo el examen macroscopi co de todos|os 6rganos.
Se tomaron muestras de bazo, higado, médula 6sea,
ganglios mesentéricos y sitio de administracion, las
cuales se procesaron con €l empleo de unatincién de
eosina-hematoxilina y se observaron en un micros-
copio simple Carl Zeiss, Alemania, con aumentos de
40X y 100X [27].

Procesamiento de datos

Las variables usadas para €l tratamiento estadistico
fueron el peso corporal (PC), €l consumo promedio
semana de alimentos (CA), las variables hematol 6gi-
casy los hallazgos microscopicos (HM). En todoslos
casos se estimaron las medidas de tendencia central
y dispersion (media, desviacion estandar, valores
méaximos y minimos). Para el caso especifico de la
hematologia se creo la variable DF (diferencias entre
las mediciones finales e iniciales de las variables
hematol dgicas).

Para los andlisis de PC y CA se verificaron los
supuestos de normalidad (pruebas de Kolmogorov-
Smirnov y Shapiro-Wilk) [28] y homogeneidad
de varianzas (prueba de Levene) en cada tiempo de
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Tabla 1. Distribucion por grupos de los animales para los estudios de toxicidad de

HEBERITRO®.
Toxicidad aguda
Grupo qninfales Tratamiento Producto/Dosis (Ul/kg) Volumen (uL)
| 10 - Placebo/0 940
1 10 10 veces la dosis terapéutica HEBERITRO®/1500 160
1l 10 30 veces la dosis terapéutica HEBERITRO®/4500 470
\% 20 60 veces la dosis terapéutica HEBERITRO®/9000 940
\ 20 60 veces la dosis terapéutica EPREX/9000 940
Tolerancia local
| 10 - Placebo/0 300
1 10 dosis terapéutica HEBERITRO®/150 20
1} 10 10 veces la dosis terapéutica HEBERITRO®/1500 150
v 10 20 veces la dosis terapéutica HEBERITRO®/3000 300

evaluacion y para cada sexo, paralo cual se aplico e
andlisis de varianza (ANOVA) paramétrico o la
alternativano paramétrica (pruebade Kruskall-Wallis)
[28], en dependencia del cumplimiento de los
supuestos de distribucién. Se realizaron compa
raciones pareadas en los intervalos consecutivos,
con el empleo de la pruebat pareada o la prueba de
Wilcoxon [28], en funcion del cumplimiento del
supuesto de aproximacion por una distribucién
normal. Los resultados del estudio histopatol égico se
analizaron mediante la construccion de las tablas de
clasificacion cruzadas, con lapruebadeindependencia
asociada (prueba exacta de Fisher) [28]. El procesa
miento de los datos se realiz6 utilizando €l programa
SSPS 8.0 sobre Windows [29].

Resultados y discusién

Observaciones clinicas

En € estudio detoxicidad aguda, traslas observaciones
clinicasdiarias, no se evidenciaron signos de toxicidad
ni efectos adversos en los animales inoculados con
HEBERITRO® y EPREX ®. No sereportaron cambios
en el pelgje. Lacoloracion, laaparienciadelos ojosy
|as membranas mucosas estaban normales, asi comola
actividad somatomotoray de comportamiento. Ante
los estimul os se observé una adecuada respuesta. En
€l estudio no seregistraron muertes. Al evaluar el sitio
de inoculacién, no se evidenciaron sefiales de dafio
atribuibles alas inoculaciones de la EPOhr. Solo en €
estudio de tolerancia local (areas hemorrégicas) se
observaron signos clinicos relacionados con el método
y lareiteracién de la inoculacion y no con la EPOhr,
ya que este efecto se observo con igual intensidad en
el grupo inoculado con € placebo de la formulacién.
Las determinaciones hematol égicas resultaron nor-
males al ser comparadas con sus correspondientes
magnitudes a tiempo cero.

Peso corporal y consumo de alimento

En el ensayo de toxicidad aguda se mantuvo un in-
cremento significativo del peso corporal en el tiempo,
como se apreciaen lafigura 1.

De manera independiente, en el estudio de toxici-
dad aguda se observ6 un aumento sostenido del peso
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corporal paraambos sexos, al comparar |os resultados
en cadatiempo de evaluacion: 0, 7y 14 dias (p=0.01)
(Tablas 2 y 3), sin que existieran diferencias signi-
ficativas entre los grupos de tratamiento (p>0.05),
incluyendo el grupo que corresponde al similar
comercial, EPREX®. El consumo de alimentos tuvo
un comportamiento oscilante entre los grupos en
cada tiempo valorado. Se detectaron diferencias sig-
nificativas entre los grupos en el dia 1. en e sexo
masculino, I-111, p=0.008; 1-1V, p=0.001y en el sexo
femenino, 11-VI, p=0.001; I1I-V, p=0.008 en este
mismo tiempo. A pesar de estasdiferencias, se destaca
un incremento significativo de este parametro en todos
losgruposen lamedidaen quetranscurre el estudio, el
cual se traduce en un aumento normal del peso de los
animales de ambos sexos. Esto constituye un indice
de bienestar de los animales y, por tanto, resulta un
elemento importante parasustentar lano toxicidad de
la citoquina objeto de estudio en este experimento.

Enladeterminacion delatolerancialocal seevidencio
una ganancia de peso corporal en el periodo evaluado,
sin que se reportaran diferencias significativas entre
los grupos para cada tiempo de pesaje (0 y 8 dias).

En estos esquemas de toxicidad aguda (ainocul acion
Unica, con 10, 30 y 60 veces laDT) y de tolerancia
local (administracionesdiariasdurantesietedias, DT,
10 y 20 veces) en todos los animales se aprecio un
incremento progresivo del peso durante el periodo de
experimentacion, lo cua esun indicefavorable parala
sustanciaen estudio, teniendo en cuentaque no existe
una influencia negativa de esta sobre la ganancia de
peso corporal. Uno de los signos clinicos primarios
ante el estrés o enfermedad, en esta especiede ratases
ladisminucion del peso corporal, por o que el efecto
contrario se considera un signo de bhienestar animal
[15, 30], lo que indirectamente evidencia la ausencia
de toxicidad de la sustancia analizada en este estu-
dio. En losanimalesinoculados con HEBERITRO®y
EPREX®, incluso en aguellos que recibieron dosis
elevadas, el incremento del peso corporal coincidecon
lo reportado en la curva de crecimiento paraanimales
sanos de IFFA-CREDO [31].

Hallazgos macroscépicos

Desde el punto de vista macroscopico, todos los 6r-
ganos presentaron morfologia normal sin evidencias
de cambios anatémicos que indicaran alguna alte
racion, segun los reportes durante la necropsia en
ambos estudios. Al evaluar € sitio de administracion,
se observaron reas hemorragicas en cuatro animales
del grupo | (placebo) y tresdel grupo IV (20 vecesla
DT) con dos aplicaciones. Este signo esta presumi-
blemente relacionado con el traumatismo causado
por lainoculacién subcutanea repetida en un mismo
sitio. Las observaciones macroscopicas corroboran
las observaciones clinicas, a no reportarse afecta
ciones atribuibles a la eritropoyetina, sin evidencia
de irritacion local o dafio. La ausencia de hallazgos
macroscopicos en los érganos y tejidos de los ani-
mal es de estos grupos, es un elemento importanteen
el momento de analizar la seguridad del producto que
se ensay6 en ambos estudios. Esimportante recal car
la ausencia de reportes, independientemente de las
dosisy volimenes administrados.
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Figura 1. Comportamiento del peso corporal en gramos (g). Estudio de toxicidad aguda.

Parametros hematolégicos

De las variables hematolégicas determinadas, se
detectaron diferenciasen lavariable DF entrelosgrupos,
en |los parametros siguientes:

HCM sexo masculino  (I-111 p=0.042)
(11-111 p=0.02)
(11-1V p=0.008)
(111-1v p=0.005)
(IV-V p=0.002)
CCMH sexo masculino  (I-11 p=0.028),
(I-V p=0.032),
(11-1V p=0.048),
(IV-V p=0.041)
sexo femenino (I-11 p=0.026)
(I-V p=0.005)
(IV-V p=0.015)

Lasdiferencias se encontraron en los grupos inocu-
lados con HEBERITRO® y EPREX ®, también en ¢
control (inocular con placebo delaformulacion). Estos

30. Victor Lucas Jr. Animal Use in Toxicity
Evaluation pp. 9-33, Anestretic Toxicity.
Edited by Susan A Rice and Kevin J Fish.
Raven Press Ltd. New York;1994.

31. IFA CREDO. Productos y servicios;
2001.

Tabla 2. Estudio de toxicidad aguda: variaciones en el promedio de peso corporal (g) (media

+ desviacién estandar).

Dia 1 Dia 7 Dia 14
Grupo
Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos
| 182.2+8.44 234.6+9.76 194.80+13.70 264.6+6.43 204.2+15.93 303.2+7.40
] 182.8+15.35 234.8+10.99 194.80£17.67 265.6+11.72 208.4+x17.39 296.8+13.29
1 182.4+12.3 234.8+7.43 195.60+15.82 270.80+8.35 209.6+17.81 298.0+8.66
v 182.4+8.80 234.5+10.93 196.80+11.60 268.5+7.03 202.8+19.77 300.6+9.81
\4 182.2+5.51 234.1£7.40 197.30+x12.54 265.90+5.95 201.8+13.31 295.8+9.01

p <0.05

Tabla 3. Estudio de tolerancia local: variaciones en el
promedio de peso corporal (g) (media + desviacién
estandar).

Grupo Dia 1 Dia 8
| 201.00 = 21.31 236.00 = 20.43*
Il 196.20 = 20.43 241.20 = 21.39*
1] 200.40 + 8.62 240.60 + 9.24*
1\ 199.40 = 15.09 241.80 = 7.05*
*p<0.01
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valores se mantuvieron dentro de los rangos normales
parala especie empleada [32-34].

Los conteos de hemoglobina y hematocrito eleva-
dos (Tabla 4), asi como los decrementos reportados
en los leucocitos, confirmaron el efecto terapéutico
dela EPO. Estos resultados deben estar relacionados
con la movilizacién de células progenitoras hemato-
poyéticas en la sangre periférica dado el mecanismo
de accién del producto ensayado [35].

Estudio histopatolégico

Toxicidad aguda

En € bazo, € higado, los ganglios mesentéricos y la
médula 6sea no se observaron signos morfol égicos de
toxicidad (Tabla 5). En la histologia hepética, en to-
dos los grupos, incluyendo el placebo, se observaron
reacciones celulares focales con unaincidencia de 3-5
animales por grupo. Estas reacciones se caracterizan
por agrupaciones de células mononucleares de no mas
de 5 6 6 células en |la periferia de las vénulas centro-
lobulillares (Figura 2), sin signos de degeneracion o
necrosis celular, hallazgo que afect6 por igual atodos
los grupos de tratamiento, incluido € grupo V a que

sele administré EPREX®. Laliteratura describe estas
reacciones como consecuencia de la intensa actividad
metabdlica de este 6rgano y han sido reportados con
frecuencia como esponténeas en esta especie animal
[36, 37]. Su presenciaen los grupos control indicaque
su aparicion no responde al efecto de las diferentes
dosis ensayadas de eritropoyetina humana recom-
binante en una u otra formulacién. Es importante
sefidlar que aun en estos puntos el comportamiento
y los resultados histopatol 6gicos son similares entre
HEBERITRO® y EPREX®.

Tolerancia local

Los hallazgos histopatol égicos en € sitio de inocula-
cién seanalizaron en dos etapas: alas 24 horasy alos
8 dias. Estos resultados se muestran en latabla 6.

A las 24 horas, tanto el grupo | (placebo) comoe |1
(DT) presentaron igual comportamiento y el 80% de
los animales tratados no presentaron alteraciones en
€ tgjido celular subcuténeo. En cambio, en los grupos
Il (dosisintermedia) y 1V (dosis alta), el 60y el 80%
de los animales, respectivamente, presentd una reac-
ciénfocal discreta, que se caracterizo por ser focalizada,

Tabla 4. Estudio de toxicidad aguda: parametros hematolégicos (valor promedio = desviacién estandar).

Leucocitos Eritrocitos Hemoglobina Hematocrito VCM HCM CCMH
Grupo (%) (x 10'%/1) (g/dL) (%) (mm’) (pg) (%)
Inicio Final Inicio Final Inicio Final Inicio Final Inicio Final Inicio Final Inicio Final

Machos

| 6.5+1.8 3.78%1.1 52102 552+03 11.9+x05 132x0.9 33.9x1.5 39.5x3.4 64.8+2.2 71.6%x3.2 229+0.6 24.0+x04 351x04 33.6%1.1

1 5.84x1.1 2.6x05 534x0.3 6.1x04 11.9x03 13.1x05 33.9x1.5 41.3%£2.8 64.0x1.7 67.6x2.1 22.4+x9 21509 352+0.7 31.8x13

1] 7.48+2.5 3.6x0.9 521+x0.3 566+x02 11.8+0.3 13.0+0.4 33.9%x1.2 39.3x2.4 654%£2.6 69.4+x4.1 227+x1.0 229+08 348+06 33.2x1.3

v 7.27+1.2 4.63%x22 522+02 57402 11.9+04 12.8+0.5 32.6*x4.5 37.7x2.4 64.9+2.1 67.6+x8.1 228+0.6 22.3+x07 352+05 34.0+1.8

\4 8.15+2.2 4.41x1.7 5.04x0.6 59105 11.9+0.7 13.0£0.7 31.7£2.8 37.8+x2.8 62.8x2.3 64.2+3.9 23.9+1.3 22.1x1.1 37.9+x1.5 34.5x1.4
Hembras

| 6.64+2.3 2.04x1.1 556+0.52 5.69+02 12.2+08 12.8+0.2 34.5+x2.7 36.7+x0.9 62.0x1.6 64.6+2.1 21.9+x0.8 22.6+0.7 353+x0.7 34.9+0.6

] 574+1.8 2.96+x0.9 5.09+04 4.89+15 11.7+0.7 123%1.8 32.2+1.6 34.4+55 63.6+x2.6 66.4+3.4 23.2+x1.4 27.2+80 365+09 40.6+x10.7

1] 487+0.8 3.48+x1.2 550+0.5 541x05 12.4*+05 12.7+1.4 34.8+2.2 36.1+x4.1 63.3+x2.6 68.2+2.6 22.7+x0.9 24.2+09 22.7+09 24.4+0.9

v 6.44+1.4 3.84x1.3 550+0.3 5.63+x0.2 123+x0.6 13.2x0.4 34.4x1.6 36.2x1.2 62.4+1.8 64.4+23 22.3+x0.8 22.4+0.7 223+x08 22.4+0.7

A 6.40+1.8 3.89+0.8 5.22+03 585+0.3 12.6+x0.5 13.7£0.5 32.0£1.3 37.6x1.5 61.3+x1.3 64325 24.1+x0.9 23.4+x0.4 24.1+x09 23.4x0.4

Tabla 5. Estudio de toxicidad aguda: frecuencia de
aparicién de las observaciones microscépicas en el sitio
de inoculacién con una Unica administracién y los
animales sacrificados a las 24 horas.

Sin alteracién en el

Grupo tejido subcuténeo Reaccién discreta
I* 4/5 -
1l 4/5 1/5
1 1/5 3/5
v 1/5 4/5
Leyenda:

Reaccién discreta: reaccion focal, poco celular, sin otras
alteraciones.

*Grupos que presentaron un animal no evaluable.
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poco celular y sin otras alteraciones, como se muestra
enlafigura3.

En los animales que se inocularon durante siete
dias, los signos reportados fueron principa mente
reacciones inflamatorias de diferentes intensidades
(discretas, moderadas y severas), segiin la extension
de la reaccion y el nimero de células presentes
acompafiadas 0 no de hemorragia. En este momento
del ensayo, la mayoria de los animales del esquema
no presentan alteraciones en el tejido subcutaneo. El
grupo a que se inocul6 la dosis terapéutica mostré
losmejoresresultados, pues7 de 10 animalesno tenian
alteracion aparente En orden decreciente lesiguieron
losgrupos| (placebo) y 111 (20 veceslaDT), con4y
5 animales de 10, respectivamente, mientras que €
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32. International Committee for Standa-
rization in Haematolgy: Recommen-
dations for haemoglobinometry in human
blood. Br JHaematol 1967;13:71.

33. Wintrobe M, Lee G. Clinical Hema-
tology. 7ma ed. Philadelphia, Lea and
Febiger (eds.);1974.

34. Cotter D, Sage BH. Performance of the
LARC classifier in clinical laboratorios. J.
Histoche. Cytochem 1976;24:202.

35. Cromelin A, Sindelar D. Pharma-
ceutical Biotechnology. Flynn J. and
Rosman A. Chapter 8. Hematopoietic
Growth Factors. Harwood Academic
Publishers;1998.
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Figura 2. Estudio de toxicidad aguda. A. Agrupaciones de células mononucleares, hallazgo histopatolégico observado en el higado,
en un animal del grupo V (60 veces la dosis terapéutica). B. Aspecto normal del higado.

nimero mas bajo le correspondi6 a grupo 1V (30
veces la DT). En la clasificacion de reaccién infla-
matoria discreta el mayor porcentaje lo present6 el
grupo inoculado con placebo de la formulacion con
4 animales de 10, mientras que |os restantes grupos
tuvieron unafrecuenciade aparicion similar, demanera
que se pudo verificar quelaaparicion de este hallazgo
no depende de la EPOhr. Con unareaccion moderada
(Figura4) seregistraron 2; 1; 1y 3animalesde 10 en
los grupos 1, 11, 11 'y 1V, respectivamente mientras
que solo sereportd 1 animal de 10 en el grupoI11 con
reaccion inflamatoria severa. En la mayoria de los
sitiosinoculados enlosgrupos|| y 111 no seobservaron
alteraciones en el tejido celular subcutéaneo, mientras
queen los grupos | y IV se evidenciaron mas sitios
afectados que se comportaron de manerasimilar. Estos
sitios coincidieron con los de mayor volumen de
inoculacion, lo que podria deberse presumiblemente
alapresenciadelaalbiminahumanaen laformulacion.

Estos resultados sugieren que hubo una adecua-
da tolerabilidad por via subcuténea aun con estos
incrementos de dosisy volumen.

Es importante destacar que no se observaron sig-
nos morfoldgicos de irritacion o necrosis del tejido
muscular en ninguno de los grupos estudiados. Dada
la ausencia de efectos toxicos en ambos estudiosy la
similitud en el patron de respuestaal reportado para
EPREX®, como similar comercial registrado y reco-

Tabla 6. Estudio de tolerancia local: frecuencia de aparicién de los hallazgos microscépicos
en el sitio de inoculacién con siete administraciones y sacrificados a los 8 dias.

Sin alteracion en el tejido Reaccién Reaccién .
Grupo . ? Reaccién severa
subcutaneo discreta moderada
| 4/10 4/10 2/10 -
1] 7/10 2/10 1/10 -
nr* 5/10 2/10 1/10 1/10
v 3/10 3/10 3/10 -
Leyenda:

Reaccién discreta: reaccion focal, poco celular, sin otras alteraciones.

Reaccién moderada: reaccién focal o difusa extensa, pero con mas concentracién de células.
Reaccién severa: reaccién usualmente difusa, con hemorragia extensa.

*Grupos que presentaron un animal no evaluable

nocido internacionalmente, los resultados tras el
empleo de HEBERITRO® son factores que hablan a
favor de la seguridad de nuestro producto.

Conclusiones

Los resultados del empleo de HEBERITRO® indican
gueno esun agentetdxico ni provocareaccioneslocales
en el sitio de administracion a dosis superiores a la
terapéuticay posee un adecuado marco de seguridad
para ser empleado en el estudio clinico en pacientes.

Los resultados durante la fase experimental y el
estudio histopatol 6gico determinaron lasemejanzaen
la respuesta biol égica alos productos HEBERITRO®
y EPREX®.

36. Fox JG, Cohen BJ, Loew FM (eds).
Laboratory Animal Medicine. Ch4 Biology
and Diseases of rats. ACLAM Series,
Academics Press Inc;1984.

37. Greaves P. Histopathology of Pre-
clinical Toxicity Studies. Interpretation and
relevance in Grug Safety Evaluation.
Second Edition. ELSEVIER;2000.

Figura 3. Reaccién focal discreta, a las 24 h en el grupo V (60
veces la dosis terapéutica).

Recibido en agosto de 2005. Aprobado
en octubre de 2005.
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Figura 4. Reaccién focal moderada, a los 7 dias en el grupo |
(placebo).
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