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REPORTE

RESUMEN

Se muestran los resultados obtenidos en la caracterizacion del peso corporal y de los pardmetros hematolégicos,
hemoquimicos e histopatolégicos del primate no humano Chlorocebus aethiops sabaeus, (mono verde africano) y
su utilidad como modelo animal factible en el campo de la biomedicina. El objetivo estuvo orientado a disponer de
una especie de Primate no Humano (PNH), en su subespecie caribena, cuya amplia disponibilidad y facil manejo,
lo convierten en un modelo animal atractivo en el campo de la biomedicina y de la industria farmacolégica. Se
describe, por primera vez, el rango fisiolégico del peso corporal, las alteraciones histopatolégicas y los principales
parametros hematolégicos y hemoquimicos en diferentes grupos etarios y ambos sexos de PNH sanos de la es-
pecie C. aethiops sabaeus mantenidos en condiciones experimentales y se evalué la capacidad de replicacién del
VDEN-2 y el comportamiento de los pardmetros evaluados tras la administracién de tres productos biotecnolégi-
cos para el tratamiento del cancer. El impacto social y econémico de esta investigacién consiste en que permite
obtener las caracteristicas antropométricas de esta especie como referencia y material de consulta para futuras
investigaciones. Este trabajo merecié el Premio Anual de la Academia de Ciencias de Cuba para el ano 2018.
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ABSTRACT

Characterization of body weight and hematological, hemochemical and histopathological parameters for
the non-human primate Chlorocebus aethiops sabaeus and its demonstration as feasible animal model in
biomedicine. The body weight and the characterization of the hematological, hemochemical and histopathological
parameters of the non-human primate Chlorocebus aethiops sabaeus (African green monkey) were characterized,
together with its usefulness as animal model in biomedicine. The study was aimed for making available a NHP spe-
cies on its Caribbean subspecies, easy to handle and of numerous Population which facilitates its use in biomedicine
and for the biopharmaceutical industry. The physiologic range of body weight and the main hematological and
hemochemical parameters were set for the different age groups and both sexes of healthy NHP C. aethiops subspe-
cies kept under experimental conditions. Moreover, it was studied their capacity for the replication of Dengue virus
serotype 2 and the performance of the analyzed parameters following the administration of three biotechnological
products against cancer. The social and economic impact of this research are supported by the availability of the
anthropometric characteristics for the species, as reference material for future research. This work received the An-
nual Award of the Cuban Academy of Sciences for the year 2018.
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Introduccién

El uso de Primates No Humanos (PNH) en las investi-
gaciones biomédicas permite la obtencion de grandes
avances en la medicina y en la ciencia. Ello se debe a
su cercania filogenética al ser humano, lo que implica
similitudes esqueléticas, de desarrollo, en la composi-
cion sanguinea, la denticion y los sistemas endocrino,
nervioso y reproductor [1]. Estas especies constitu-
yen en muchas ocasiones el inico modelo animal
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disponible para estudiar diversas enfermedades que
afectan al hombre [2]. Tal es el caso de la confirma-
cion final de la eficacia de las vacunas contra la virue-
la, prueba que se realiza mediante la exposicion del
primate al virus de la viruela [3].

Los macacos rhesus (Macaca mulatta) y macacos
cynomolgus (Macaca fascicularis), son las especies
de PNH que mas comunmente se emplean en las
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investigaciones biomédicas [4]. No obstante, la reduc-
cion drastica de sus poblaciones propicia que se va-
lore el uso de otras especies alternativas de PNH. En
este sentido, una de las mas promisorias y de mayor
perspectivas, es el mono verde africano (Chlorocebus
aethiops), que se considera una especie relevante para
la realizacion de estudios biofarmacéuticos [5].

El mono verde africano pertenece a la familia Cer-
copithecidae y habita en la region del Africa subsaha-
riana [6]. Esta especie tiene similitud genética, anato-
mica y fisiologica con los humanos, razén por la que
se emplea en estudios neuroldgicos, inmunoldgicos y
de diversas enfermedades infecciosas [7]. Entre las
ventajas de su utilizacién con fines experimentales
estan sus bajos costos de mantenimiento, que pue-
den llegar hasta un 30 % con respecto a los valores
de mantenimiento de un mono rhesus [8], y su mayor
disponibilidad [4]. Ademas, el hecho de no transmitir
el virus del herpes tipo B [9], asi como la abundancia
de la subespecie (Chlorocebus aethiops sabaeus) en
toda la zona del Caribe, provocan que el mono verde
africano constituya una especie de PNH alternativa
y promisoria en el desarrollo de las investigaciones
biomédicas.

Por su parte, el peso corporal es un pardmetro no
especifico, pero extremadamente confiable como indi-
cador del bienestar y estado de salud de los animales
[10], y su estudio se usa ampliamente por veterinarios
e investigadores en el curso de las investigaciones bio-
médicas [11]. Variaciones significativas de sus valores
pueden significar alteraciones en érganos y sistemas
criticos de la fisiologia animal, tales como el higado
y los riflones [12]. Los resultados de la medicion y
el seguimiento de este parametro, son evaluados de
manera sistematica como parte del analisis clinico de
los PNH y constituyen un reflejo del estado de salud.
Ademas, el peso corporal se utiliza para determinar
los efectos de los cambios en las practicas de manejo
y para establecer rangos propios de evolucion de este
parametro [13]. Por lo tanto, el peso corporal constitu-
ye un dato esencial para valorar en todos los estudios
preclinicos, pero su medicion debe estar asociada a la
edad, el sexo y especie del animal [14].

A su vez, los parametros hematologicos y hemo-
quimicos se consideran herramientas utiles para eva-
luar el estado nutricional y la salud de los animales
[15,16], asi como para la comprension de los posibles
cambios producidos por agentes externos y enferme-
dades [17]. También son rutinariamente utilizados
para diagnosticar y monitorear la progresion o rever-
sion de enfermedades y efectos toxicos, y permiten
detectar la existencia de dafios de manera rapida y con
frecuencia antes de que aparezcan signos clinicos y
lesiones microscopicas. Estas pruebas son mas revela-
doras que la mera observacion de un animal y menos
traumaticas que otras practicas como la biopsia y la
cirugia [18]. Asimismo son componentes claves en los
estudios regulatorios de seguridad preclinica y tienen
como objetivo apoyar el desarrollo y la comerciali-
zacion de nuevos productos farmacéuticos [19]. Fac-
tores como la edad, el sexo, la dieta, las condiciones
de mantenimiento, el estrés, el estado de gestacion,
entre otros, pueden afectar estos parametros, por lo
cual deben tenerse en cuenta en la evaluacion de los
mismos [20].
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Diversos estudios documentan los rangos fisiologi-
cos de los parametros hematologicos y hemoquimicos
de algunas especies de PNH, la mayoria de las cuales
pertenecen al género Macaca, en el cual se han llega-
do a caracterizar hasta 52 parametros [21]. Sin embar-
go, a pesar de la relevancia del mono verde como mo-
delo animal, son pocos los estudios de caracterizacion
de estos parametros. Ademas, los estudios existentes
han empleado un numero limitado de animales, o no
han tenido en cuenta factores como el sexo y la edad
[22, 23], lo cual dificulta la disponibilidad de valores
de referencia para los parametros de esta especie.

Otros elementos esenciales que deben conocerse
durante los estudios preclinicos son las caracteristicas
histologicas de los animales, de forma tal que pueda
conocerse previo al inicio del estudio, si las caracte-
risticas de los organos y tejidos se enmarcan dentro
los rangos anatomo-fisioldgicos y si existieran algu-
nas alteraciones incidentales de la especie de PNH
que se usa. Sin embargo, se publican pocos datos de
los hallazgos incidentales en monos, pues no se com-
prende la importancia de publicar estos resultados que
son lesiones espontaneas sin implicaciones toxicolo-
gicas [24], que permiten, por lo tanto, poder discernir
entre el efecto provocado experimentalmente por un
producto farmacolégico o una infeccion y el estado
normal del animal.

En la actualidad, los productos biotecnologicos tie-
nen una gran importancia en la prevencion, diagnos-
tico, control y tratamiento de enfermedades. Coincide
que la investigacion y el desarrollo de nuevos pro-
ductos de este tipo, y especificamente los destinados
al tratamiento de las enfermedades infecciosas y el
cancer, enfrentan la carencia o disponibilidad limi-
tada de modelos animales adecuados. Tal situacion
reviste una gran importancia, al considerar que el
cancer es una de las afecciones de mayor incidencia
a nivel mundial, con mas de 17.5 millones de casos
reportados en los ultimos aflos, s6lo superado por las
enfermedades cardiovasculares [25]. En Cuba, el can-
cer ocupa el segundo lugar entre las causas de morta-
lidad, con una prevalencia de los tipos de tumoracion
similar a la reportada a nivel mundial [26]. De igual
modo, las enfermedades infecciosas también son una
importante causa de muerte en el mundo, sobre todo
en las zonas tropicales y subtropicales [27]. Entre
ellas, la Fiebre del Dengue y la Fiebre Hemorragi-
ca del Dengue, constituyen problemas de salud que
afectan a numerosos paises. Se estima que mas de dos
billones de personas viven en areas de riesgo y que
ocurren anualmente 390 millones de infecciones cau-
sadas por los virus del dengue (VDEN), de las cuales
96 millones manifiestan sintomatologia de intensidad
variable [28].

Por lo tanto, disponer de una especie de PNH, tal
como el mono verde africano en su subespecie cari-
befia, de amplia disponibilidad y facil manejo, la con-
vierte en un modelo animal atractivo, y constituye una
prioridad en el campo de la biomedicina y de la indus-
tria farmacoldgica. En este sentido, para garantizar la
solidez y confiabilidad de los resultados obtenidos en
esta especie, resulta determinante el conocimiento
de sus parametros clinicos, hematoldgicos y hemo-
quimicos, como datos de referencia antes, durante y
después de cada estudio preclinico. Esto a pesar de
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que existen algunos estudios que caracterizan al mono
verde africano, pero con datos disponibles limitados.

Por tales razones, en este trabajo se determiné el
rango fisiolodgico y se caracterizaron los principales
parametros clinicos, hematologicos y hemoquimicos
para Chlorocebus aethiops sabeus en condiciones ex-
perimentales. Estos son elementos imprescindibles
para los estudios en los que se evalua el efecto de pro-
ductos biotecnoldgicos destinados al tratamiento de
afecciones del ser humano.

Estudio de los pardmetros clinicos,
hematolégicos, hemoquimicos y
caracterizacion histopatolégica de
PNH sanos de la especie C. aethiops
sabaeus en condiciones de cautiverio

En el trabajo se estudiaron las variaciones de peso cor-
poral, los pardmetros hematologicos y hemoquimicos
de PNH de la especie C. aethiops sabaeus mantenidos
en condiciones de cautiverio.

El estudio del peso corporal y los parametros he-
matolégicos y hemoquimicos incluy6 400 PNH sanos
de ambos sexos (200 hembras y 200 machos). Los
animales se dividieron en cuatro grupos de 50 PNH
de cada sexo y conformados por grupos de cuatro in-
tervalos etarios (1-2, 3-4, 5-6 y 7-8 afios). A cada ani-
mal se le determind su peso corporal y se le realizaron
determinaciones hematoldgicas y hemoquimicas.

Para el estudio histopatologico se utilizaron las
muestras de tejidos obtenidos de 34 PNH adultos de
ambos sexos (17 hembras y 17 machos), a los cuales
una vez practicada la eutanasia y, una vez confirmada
la muerte, se evaluo histopatolégicamente a todos los
oOrganos.

Durante el estudio, todos los PNH mostraron patro-
nes conductuales y fisioldgicos acordes con animales
sanos. En el caso del peso corporal, se observaron va-
lores superiores de este parametro en los machos de
todos los intervalos etarios (p < 0.05). Se detectd tam-
bién el incremento del peso corporal con el aumento
de la edad en ambos sexos, aunque en las hembras tal
incremento solo se produjo hasta los 6 afios (p < 0.05)
(Figura 1).

Tras el anélisis de los leucocitos totales no se en-
contraron diferencias entre ambos sexos en ninguno
de los intervalos etarios estudiados (Figura 2A). Por
otra parte, en el estudio de los linfocitos y los neutro-
filos se observo diferencias estadisticamente signifi-
cativas entre machos y hembras en los animales de
5-6 afios (p < 0.05). En el caso de los neutrofilos, los
valores mas elevados estuvieron en los machos. Por
el contrario, en los linfocitos, las hembras tuvieron
niveles superiores de estas células (Figura 2B y 2C).

Los monocitos no presentaron diferencias signifi-
cativas entre ambos sexos en ninguno de los interva-
los etarios (Figura 2D).

Otros de los parametros hematoldgicos analizados
en el estudio fueron los componentes de la serie roja,
donde siempre que hubo diferencias entre ambos se-
x0s, y los machos presentaron los valores mas eleva-
dos. En el caso de los eritrocitos totales, se detectaron
diferencias estadisticas al comparar sus valores entre
ambos sexos solo para el intervalo de 7-8 afios de
edad (p < 0.05; Figura 3A). Al analizar los valores de
hemoglobina, se detectaron diferencias significativas
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Figura 1. Peso corporal de los PNH sanos de la especie
Chlorocebus aethiops sabaeus mantenidos en condi-
ciones de cautiverio. Los datos se presentan como la
media = la desviacién estandar. El andlisis estadistico
entre los grupos se realizé6 mediante un ANOVA de cla-
sificacion doble empleando una prueba de Bonferroni.
Letras diferentes representan las diferencias estadisticas
entre los grupos de edad para el mismo sexo, (p <
0.05). *: Representa las diferencias estadisticas tras la
comparacioén entre ambos sexos (p < 0.05; n = 50).
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Figura 2. Comportamiento de los parametros hematolégicos de la serie blanca de los
primates no humanos sanos de la especie Chlorocebus aethiops sabaeus mantenidos en
condiciones de cautiverio. Los datos se presentan como la media * la desviacién estandar.
A) Leucocitos Totales. B) Neutréfilos. C) Linfocitos. D) Monocitos. El andlisis estadistico entre
los grupos se realizé mediante un ANOVA de clasificacion doble empleando una prueba de
Bonferroni. Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas entre los intervalos
etarios del mismo sexo. *: Representa las diferencias estadisticas tras la comparacién entre

ambos sexos (p < 0.05; n = 50).
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(p <0.05) en los intervalos etarios 5-6 y 7-8 afios (Fi-
gura 3B), mientras que en el caso del hematocrito las
diferencias solo fueron detectables en el intervalo eta-
rio de 5-6 afios (p < 0.05; Figura 3C).

En otros de los parametros de la serie roja, el vo-
lumen corpuscular medio y la hemoglobina corpuscu-
lar media, se detectaron diferencias en los intervalos
etarios de 5-6 y 7-8 afios (p < 0.05; Figura 3D y E),
mientras que la concentracion media de la hemog-
lobina corpuscular, tuvo valores similares en ambos
sexos en todos los intervalos etarios (Figura 3F). Las
plaquetas totales también presentaron diferencias es-
tadisticas al comparar los valores entre ambos sexos
en los intervalos etarios de 1-2 y 5-6 afios (p < 0.05),
sin embargo, en estos casos los valores mas altos se
observaron en las hembras (Figura 3G).

En la evaluacion de los diferentes parametros he-
moquimicos, se observd que los valores de alanina
amino transferasa fueron mayores los machos de 5-6
afios de edad comparados con las hembras (p < 0.05;
Figura 4A). En el caso de la aspartato amino trans-
ferasa, los machos tuvieron valores superiores a las
hembras en el intervalo etario de 7-8 afios (p < 0.05;
Figura 4B). La comparacion de los resultados de la
fosfatasa alcalina permiti6 detectar valores superiores
en las hembras de 1-2 y 7-8 afios, comparados con los
animales machos de igual edad (p < 0.05; Figura 4C).
En los niveles de creatinina se observaron valores su-
periores de este parametro en animales machos de 3-4,
5-6 y 7-8 afios de edad (p < 0.05; Figura 4D).

Durante las mediciones de los niveles de las pro-
teinas totales, glucosa y colesterol, se detectd que las
hembras de 3-4 y 7-8 afios presentaron valores supe-
riores a los machos (p < 0.05; Figuras 4E, F e I). Va-
lores igualmente superiores a los machos tuvieron los
niveles de albumina en los intervalos etarios de 3-4,
5-6 y 7-8 afios (p < 0.05; Figura 4H). La comparacion
de los resultados de la bilirrubina total entre ambos se-
x0s, permiti6 determinar valores superiores en los ma-
chos de 3-4 y 7-8 afios de edad (p < 0.05) (Figura 4G).

Como resultado del estudio histopatologico se en-
contraron algunas anomalias en varios de los anima-
les, que constituyen hallazgos a tener en cuenta en el
empleo de estos animales en futuras investigaciones
del campo de la biomedicina (Tabla 1).

Consideraciones sobre los pardmetros
analizados y sus variaciones

Los resultados muestran que el peso corporal vario
significativamente con la edad y el sexo de los ani-
males. Estudios previos documentan resultados simi-
lares a los obtenidos en este trabajo para ambos sexos
[29, 30], incluso en animales con un origen genético y
mantenidos con una dieta similar [23].

En el analisis de los parametros hematologicos de
PNH de la especie C. aethiops sabaeus, en los resulta-
dos de los parametros que conforman la serie blanca, no
hubo diferencias en los Leucocitos totales entre sexos,
resultados que si bien concuerdan con los de Casaco et
al. [23], difieren de los descritos por Kagira et al. [31].
Estas diferencias que podrian explicarse por el nimero
de animales empleados por estos autores, el origen gené-
tico de los PNH y las diferentes condiciones de ambien-
tales, en el manejo y la alimentacion a que ambas colo-
nias estuvieron sometidas. En cuanto a los neutréfilos,

Reporte
A H machos B B machos
M hembras — B hembras
=8 b 207 —
3 a b b b —
S¢/Ja oF T 3 bbb T
© 64 J c
= T E) 159 a a ac
K o
o c
2 47 5101
8 2
£ £
i
0 0
1-2 3-4 5-6 7-8 1-2 3-4 5-6 7-8
Intervalos etarios (afos) Intervalos etarios (afos)
c W machos D : machos * *
hembras —
60+ M hembras . =807 a4 ab  ab ab
c a % ac a
. abab B 5 T
S 9 a ab “E’ 604
21 LT 5
= 2
8 8 40+
g e
5201 8
T 5 20+
€
2
J L o4
1-2 3-4 5-6 7-8 1-2 3-4 5-6 7-8
Intervalos etarios (anos) Intervalos etarios (afos)
E F
5 B machos B machos
<3 X —
=30 M hembras * o -_EI 50+ M hembras b
b=l b ab b a 22 b ab
Q a g b c _g -
E 117 [ 28401 .3
<20 32
2 3304
g E 330
g S 0
o =2 0
o S o204
S 104 o C
£ Tt
) 82104
> 5¢
2 Sé
g 0 ¢ 0-
T 1-2 3-4 5-6 7-8 < 1-2 3-4 5-6 7-8
Intervalos etarios (afos) Intervalos etarios (afos)
G B machos
500~ M hembras
*
§ 400
8
2 300
S
<}
<o
5 2200 -
T
)
o 100
0

1-2 3-4 5-6 7-8
Intervalos etarios (afos)

Figura 3. Comportamiento de los pardmetros hematolégicos de la serie roja de los primates
no humanos sanos Chlorocebus aethiops sabaeus en condiciones de cautiverio. Los datos se
presentan como la media * la desviacién estdndar. A) Eritrocitos totales. B) Hemoglobina.
C) Hematocrito. D) Volumen corpuscular medio. E) Hemoglobina corpuscular media. F)
Concentracién media de la hemoglobina corpuscular. G) Plaquetas totales. El andlisis es-
tadistico se realizé mediante un ANOVA de clasificacion doble y una prueba de Bonferroni.
Letras diferentes indican diferencias significativas entre los intervalos etarios. *: Representa
las diferencias estadisticas entre ambos sexos (p < 0.05; n = 50).
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Figura 4. Comportamiento delos pardmetros hemoquimicos en los primates no humanos sanos Chlorocebus aethiops sabaeus mantenidos en
condiciones de cautiverio. Los datos se presentan como la media * la desviacién estandar. A) Alanina amino transferasa. B) Aspartato amino trans-
ferasa. C) Fosfatasa alcalina. D) Creatinina. E) Proteinas totales. F) Glucosa. G) Bilirrubina total. H) Albumina. I) Colesterol. El andlisis estadistico
entre los grupos se realizé mediante un ANOVA de clasificacion doble empleando una prueba de Bonferroni. Letras diferentes indican diferencias
estadisticas significativas entre los sexos de diferentes intervalos etarios. *: Representa las diferencias estadisticas tras la comparacién entre ambos

sexos (p < 0.05; n = 50).

los resultados del presente estudio muestran que en ma-
chos se produce un incremento en el nimero de célu-
las con la edad, como observé previamente Sato et al.
[32]. Esto puede vincularse al papel de los estrogenos,
hormonas que provocan la disminucion del nimero de
estas células en altas concentraciones [33].

En el analisis de los componentes de la serie roja,
se encontraron valores altos en los eritrocitos totales,
hemoglobina y hematocrito en los PNH machos de
5-6 y/o 7-8 ailos. En particular, altos valores de eri-
trocitos totales se reportaron previamente en otras es-
pecies de PNH [34]. Ademas, el volumen corpuscular
medio y la hemoglobina corpuscular media también
tuvieron valores altos en los PNH machos a partir
de los 5 afios de edad. Tales diferencias en los valo-
res de estos parametros en los PNH hembras estan
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frecuentemente relacionadas con las pérdidas de san-
gre caracteristicas del periodo menstrual. También se
relacionan con el efecto de las hormonas masculinas
y la mayor masa muscular de animales de este sexo,
y tienen gran similitud con resultados obtenidos en
monos verdes y otras especies de PNH [31, 32, 35].
Los mayores valores de las plaquetas totales se encon-
traron en las hembras, tal y como reportaron Kagira
et al. [31], posiblemente debido a los requerimientos
altos en la coagulacion propios del ciclo menstrual.
En el analisis de los parametros hemoquimicos de
PNH de la especie C. aethiops sabaeus, 1os niveles de
alanina amino transferasa y aspartato amino transfe-
rasa fueron inferiores a los descritos en animales de
esta especie por otros autores [35]. Por el contrario,
en los niveles de fosfatasa alcalina las diferencias
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observadas entre ambos sexos, concuerdan con lo ob-
servado por Liddie et al. [35], aunque difieren de lo
reportado por Sato et al. [32] que utilizaron animales
de la misma especie y similar origen. Las discrepan-
cias podrian deberse a las diferencias en las condicio-
nes ambientales, de mantenimiento y de dieta [35].

El incremento de la masa muscular asociado la
edad, justifica el aumento significativo de los niveles
de creatinina observado en animales machos. Estos
resultados coinciden con los datos aportados por otros
investigadores en otras poblaciones de monos verdes
africanos [35] y otras especies de PNH [36].

Estudios previos realizados en macacos cynomolgus
encontraron en ambos sexos un aumento de los niveles
de proteinas totales con el incremento de la edad [37].
En el presente estudio se observo un comportamiento
similar solo en las hembras, divergencias que pudieran
atribuirse a las diferencias entre especies, las condicio-
nes en el manejo y la dieta. Los niveles sanguineos de
glucosa tienden también al incremento en la medida
que aumenta la edad [38], lo que puede atribuirse a
la existencia de niveles superiores de insulina [39] y
a un metabolismo de la glucosa mas acelerado en las
edades tempranas de la vida [40]. Este planteamiento
es consistente con resultados obtenidos en PNH de la
especie C. aethiops [32] y en el presente trabajo, prin-
cipalmente en hembras. Ello podria deberse al elevado
estrés que sufren las hembras durante el proceso de
sedacion y extraccion de sangre, que incrementa los
niveles de cortisol [41] y glucosa en sangre.

Cuando se analizaron los niveles de bilirrubina to-
tal se observo que los mayores valores se detectaron
en animales machos de mayor edad (7-8 afios). Resul-
tados informados por otros autores [32, 35] concuer-
dan con los obtenidos en el presente estudio, por lo
que podria sugerirse que los niveles de este parametro
no son influenciados por la dieta y las condiciones
de manejo. Referente a la albiimina, estudios previos
refieren un decrecimiento de los niveles de este para-
metro con la edad en ambos sexos [42], disminucion
que puede deberse a las necesidades aumentadas de
estas proteinas como transportadores y al acelerado
catabolismo proteico propio de las edades tempranas
[43]. Los resultados obtenidos en este trabajo difieren
de los obtenidos por Sato et al. [32], donde en machos
los valores mas elevados de albumina se obtuvieron
en los animales mas jovenes. Por el contrario, en hem-
bras los valores mas bajos fueron detectados en el gru-
po de 1-2 afios de edad, lo cual puede asociarse a las
dietas diferentes que recibieron ambas colonias, factor
de probada influencia sobre los pardmetros hemato-
logicos [44]. Los valores de colesterol detectados en
este estudio resultaron similares a los reportados por
Liddie et al. [35]. Sin embargo, los resultados fueron
inferiores a los obtenidos por Sato et al. [32] y Ham-
bleton et al. [45], hecho que podria estar causado por
el origen genético y las condiciones de manejo dife-
rente de dichas colonias.

En la evaluacion del estado de salud de los animales
mantenidos en condiciones de cautiverio, es importan-
te conocer la histopatologia de los mismos previo al
comienzo de cualquier ensayo experimental. Esto se
hace con el proposito de identificar posibles lesiones
incidentales que pueden estar presentes durante el pro-
cedimiento o pueden aparecer durante el estudio, pero
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Tabla 1. Resultados del estudio histopatolégico de primates no humanos sanos Chlorocebus

aethiops sabaeus en condiciones de cautiverio

Organos Anomalias (E?\?)i) Sexo n
Cerebro Calcificacion focal 6 Machos 1
RiAdn  Nefrocalcinosis 4  Hembras 1
Corazén Pigmentos de lipofuscina 8 Hembras 1
Tiroides Quistes 5 Machos 1
Higado Eosinofilia, reaccién de las células de Kupffer y neutrofilia 3, 6,7 Hembras 3
Hiperplasia de los conductos biliares 4 Machos 1
Proliferacion de tejido fibro-conectivo con hiperplasia de conductos 5 Machos 1

biliares e infilirado a células redondas en espacio porta
Infilirado de linfocitos en el espacio porta 6  Hembras 1
Vejiga  Hiperplasia y degeneracién del epitelio/linfocitos en la Machos 1

submucosa
Reaccién inflamatoria en submucosa

Pulmones Pigmentos negruzcos, escasos, en vasos y bronquios

8 Machos 1
3-8 Machos, 34

Hembras
Engrosamiento de las paredes alveolares, bronconeumonia y cal- 3-8 Machos, 34
cificacién pulmonar, acompanada por una reaccién inflamatoria Hembras
crénica a células redondas y multinucleadas focalmente diseminada
y congestién pulmonar
Préstata  Proliferacién de tejido fibro-conectivo en intersticio con hiperplasia 8 Machos 1
e hipertrofia epitelial
Aorta  Calcificacién de la capa media 7  Hembras 1
Ovarios  Quistes 6  Hembras 1
Glandulas Congestién e hiperplasia 3  Hembras 1
adrenales

que no son causa del mismo. En este estudio se identi-
ficaron varios cambios histoloégicos como la aparicion
de la lipofuscina, un pigmento insoluble que no resulta
toxico para la célula o sus funciones, lo cual se asocia
a procesos de envejecimiento. Este pigmento se detec-
to en las fibras musculares del corazon, y la presencia
de este pigmento también se ha reportado en otras es-
pecies de PNH [46,47] y en seres humanos [48].

Otro cambio histopatologico fue la calcificacion en
la capa media de la aorta en una hembra de ocho afios.
Tal calcificacion puede responder al proceso de ate-
rosclerosis tipica de la edad y se ha reportado espora-
dicamente en muchas especies de PNH [49, 50]. Los
monos verdes se consideran animales susceptibles al
desarrollo de este tipo de lesion, por lo que constitu-
yen actualmente un modelo animal de eleccion para el
estudio de esta enfermedad [51].

Nuestros resultados mostraron ademas, en la ma-
yoria de los animales ensayados la aparicion de una
pigmentacion negruzca en los pulmones, denominada
antracosis. La misma es provocada por un contami-
nante ubicuo del aire producto de la inhalacion de
polvo de carbon o la polucion atmosférica propia de
la vida urbana. Es un proceso benigno e inocuo que
no produce dificultades respiratorias, ni predispone a
otras formas de enfermedad [52]. Hallazgos similares
se encontraron en macacos irus [53] y monos rhesus
[54]. Por otro lado, la eosinofilia y neutrofilia hepa-
tica, asi como el infiltrado linfocitario en el espacio
porta y la reaccion de las células de Kupffer encontra-
dos en algunos de los animales, son hallazgos también
previamente reportados en macacos irus [55]. Estos
son parte de los elementos que frecuentemente pue-
den encontrarse en PNH, sin relacion alguna con el
efecto de alguna sustancia administrada y sin influen-
cia visible en el estado de salud del animal. Ademas,
la proliferacion de tejido fibro-conectivo con hiper-
plasia de los conductos biliares e infiltrado a célu-
las redondas en el espacio porta y la hiperplasia de
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los conductos biliares, detectadas en dos animales,
esta descrita también en ratas, perros y PNH [56, 57].
Estos pueden asociarse con cambios inflamatorios
sistémicos o locales, presentados en las vias biliares
y/o en el tracto gastrointestinal, en ambos casos no
asociados al efecto de un agente externo. Otros ha-
llazgos como los quistes en los ovarios son comunes
y se consideran practicamente normales en hembras
fértiles, los cuales se han documentado en macacos
rhesus ¢ irus [58, 59] y monos verdes [60]. De igual
forma, la nefrocalcinosis no esta asociada a la admi-
nistraciéon de una sustancia o la presencia de algin
agente etiologico en los animales de laboratorio [55].
Estudios previos informan que esta es una de las lesio-
nes frecuentemente observadas en las necropsias de
PNH criados en zooldgicos y ninguna posible causa
esta sugerida para su presencia [61].

La proliferacion de tejido fibro-conectivo en inters-
ticio con hiperplasia e hipertrofia de la prostata, podria
ser un hallazgo propio de machos de edad avanzada y
es un hallazgo frecuente en seres humanos [62].

El resto de los hallazgos histopatologicos detecta-
dos no han sido descritos con anterioridad en especies
de PNH, y son considerados incidentales, sin relacion
con sustancias o productos sujetos a investigacion.

Estudio del efecto de la infeccion con
VDEN-2 en los parametros clinicos,
hematolégicos y hemoquimicos de
PNH de la especie C. aethiops
sabaeus

Se estudio a cinco PNH machos sin inmunidad previa
a dengue, divididos en dos grupos experimentales. El
grupo [ incluyo tres animales y el grupo II, dos anima-
les. Los PNH del grupo I se inocularon con una dosis
de 10* ufp de VDEN-2 infectivo (cepa SB8553) por
via subcutanea en el dia 0 del estudio. Posteriormente
a los animales se les extrajo sangre durante 11 dias
para la evaluacion de la viremia. Seguidamente, a los
animales del grupo I se les administré una segunda
dosis viral de 10* ufp a los 60 dias de la primera inocu-
lacion. Al mismo tiempo los animales del grupo II se
inocularon con igual dosis. A los animales de ambos
grupos, se les realizaron extracciones de sangre dia-
rias durante 11 dias para la evaluacion de la viremia.

En la evaluacion de la capacidad de replicacion del
VDEN-2 en los PNH C. aethiops sabaeus, tras la in-
feccion primaria, se detectd viremia 24 h después de la
inoculacion viral en dos PNH del grupo [ y en un PNH
del grupo II. La viremia se detect6 a partir del dia tres
en los animales restantes. En el grupo I la viremia tuvo
una duracion media de 4.67 dias (Figura 5A). Tras la
infeccion secundaria no se detect6 viremia en ninguno
de los animales del grupo I, mientras que los animales
del grupo II, se observé una viremia con una duracion
media de 4.5 dias (Figura 5B). Durante el estudio to-
dos los PNH mostraron patrones conductuales acordes
con animales sanos.

En el analisis de los 6rganos y sistemas que inclu-
ye la exploracion clinica no se detectaron alteraciones
del estado fisiologico de los animales. El peso cor-
poral durante todo el estudio permanecié estable al
igual que la temperatura corporal, parametro que se
mantuvo dentro del rango fisiologico de la especie
(37-40 °C) en todos los animales.
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Figura 5. Viremia tras la infeccién primaria y secundaria con VDEN-2 (cepa SB8553) en
monos verdes. A) Animales inoculados con 10* ufp de VDEN-2 (infeccién primaria) y
retados al dia 60 con 10 ufp de VDEN-2 (infeccién secundaria). B) Animales inoculados
con 10* ufp de YDEN-2 (infeccién primaria) como control de replicacion viral. Las flechas
indican los tiempos de inoculacién viral. Los sueros de los animales se colectaron durante
10 dias y el virus se detecté por citometria de flujo a partir de las células infectadas con
el suero de los animales. Se representa la media *+ error estdndar de la media de dos

determinaciones independientes.

De los parametros hematologicos evaluados en el
estudio tras la infeccion primaria con VDEN-2, solo
se detectd un incremento significativo en los valores
de concentracion media de la hemoglobina corpuscu-
lar 30 dias después de la inoculacion viral (dia 0) (p
< 0.05). En el caso de los parametros hemoquimicos,
se detectaron incrementos en los niveles de la alanina
amino transferasa, la aspartato amino transferasa y la
fosfatasa alcalina (p < 0.05; Tabla 2).

30.Turner TR, Anapol F, Jolly CJ. Body
weights of adult Vervet monkeys (Cerco-
pithecus aethiops) at four sites in Kenya.
Folia Primatol (Basel). 1994;63(3):177-9.

31.Kagira JM, Ngotho M, Thuita JK, Maina
NW, Hau J: Hematological changes in ver-
vet monkeys (Chlorocebus aethiops) during
eight months’ adaptation to captivity. Am J
Primatol. 2007;69(9):1053-63.

Tabla 2. Parametros hematolégicos y hemoquimicos de los primates no humanos de la
especie Chlorocebus aethiops sabaeus tras la infeccién experimental con VDEN-2*

Parametro n Infeccién D.iu 0 DEO 30 Significac.:ién
(media * SD) (media * SD) estadistica
Leucocitos totales 5  Primaria 8.12 = 0.81 7.82 = 4.61 -
3 Secundaria 516+ 071 1290+ 7.63 p<0.05
Neutréfilos 5  Primaria 0.33 =+ 0.07 0.19 = 0.17 -
3 Secundaria 0.32 + 0.06 0.25+ 0.11 -
Linfocitos 5  Primaria 0.66 = 0.06 0.79 = 0.16 -
3 Secundaria 0.66 + 0.06 0.73 = 0.11 -
Monocitos 5  Primaria 0 0.01 -
3 Secundaria 0.005 0.005 -
Eritrocitos totales 5  Primaria 6.35+ 0.87 6.62 = 0.37 -
3 Secundaria 5.07 £ 0.12 651+ 1.15 p<0.05
Hemoglobina 5  Primaria 1434 = 1.41 1536 = 2.00 -
3 Secundaria 13.56 £ 1.05 1521+ 2.37 -
Hematocrito 5 Primaria 41.60 = 5.07 452 = 8.28 -
3 Secundaria  40.73 = 3.06 47.83* 6.73 p<0.05
Volumen corpuscular medio 5 Primaria 7392 £ 3.00 70.62+ 1.96 -
3 Secundaria  72.65 = 1.59 7438 = 4.43 -
Hemoglobina corpuscular 5  Primaria 2454+ 129 2498+ 0.85 -
media 3 Secundaria 24.53 = 0.62 23.61 £ 0.59 -
Concentraciéon media de 5  Primaria 33.24 = 2.42 379+ 431 p<0.05
la hemoglobina corpuscular 3 Secundaria  33.78 + 0.49 33.33+ 1.35 -
Plaquetas totales 5  Primaria 185.00 = 36.42 220.20 = 73.41 -
3 Secundaria 177.33 £51.09 154.50 = 26.59 -
Alanina amino 5  Primaria 24.60 = 950 51.70+10.50 p<0.05
transferasa 3 Secundaria  31.80 = 11.40 55.60*10.10 p <0.05
Aspartato amino 5  Primaria 41.06 £ 1290 81.42+ 860 p<0.05
transferasa 3 Secundaria  35.30 £ 13.70 71.50+12.70 p <0.05
Plaquetas totales 5  Primaria 0.50 + 0.20 0.67 = 0.20 -
3 Secundaria 0.60 = 0.30 090+ 0.05 p<0.05
Fosfatasa alcalina 5 Primaria  264.40 = 75.60 404.54 = 16.55 p <0.05
3 Secundaria 257.50 + 83.20 432.20 + 53.30 p < 0.05

* El andlisis estadistico entre el dia 0 y el dia 30 se realizé mediante una prueba t pareada de com-
paracién con correccién de Wilconxon. Se muestran las diferencias estadisticas significativas entre el
dia 0 y el dia 30 tras la infeccién experimental con VDEN-2 (p < 0.05).
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Por otro lado, tras la infeccion secundaria con
VDEN-2, se observo un incremento de los leucocitos
totales, eritrocitos totales y del hematocrito, 30 dias
después de la segunda inoculacion (p < 0.05). Ade-
mas, también aumentaron los valores de las enzimas
hepaticas alanina amino transferasa, la aspartato ami-
no transferasa, la fosfatasa alcalina y la creatinina (p
< 0.05) (Tabla 2).

Estos resultados muestran que la administracion de
una dosis de VDEN-2 de 10* ufp, generd una viremia
detectable, con un comportamiento similar al que se pro-
duce en humanos [63] y en otras especies de PNH [64].

En el estudio, se detecté la viremia 24 h después de
la infeccion y tuvo una duracion promedio de 4.5 dias.
Tales valores son similares a los obtenidos en monos
rhesus infectados con una dosis similar de VDEN-1
donde la viremia fue de 4-5 dias [65]. En monos ver-
des inoculados con igual dosis de VDEN-2, la viremia
detectable tuvo un patrén similar al observado en dos
de los animales del presente estudio, y provoco una
viremia dos dias de duracion cuando se empled una
dosis superior de VDEN-2 (10° ufp) [66].

La infeccion viral no produjo signos clinicos evi-
dentes en los animales y la temperatura y el peso de los
animales se comportaron estables durante todo el es-
tudio. Esto confirma las observaciones realizadas que
muestran que los monos no reproducen las manifesta-
ciones clinicas que la infeccion con dengue produce en
los humanos. Otro estudio conducido por Onlamoon
et al. [67] revelo la disminucion transitoria de las pla-
quetas totales, los leucocitos totales, los neutroéfilos,
la hemoglobina y el hematocrito. Nosotros solo de-
tectamos un incremento de la concentracion media de
hemoglobina corpuscular tras la primera inoculacion
viral, lo cual puede estar asociado a la disminucion de
la volemia que ocurre durante la infeccion con este
patdégeno. Ademas, la infeccion produce una neutro-
penia transitoria durante el periodo virémico que se
recupera una vez eliminado el virus. No obstante, tal
recuperacion puede extenderse a mas de 30 dias en
humanos, en dependencia del grado de la enfermedad
y de factores propios del hospedero [68].

Resultd interesante ademas observar que la infec-
cién primaria provocd un incremento significativo de
las enzimas alanina amino transferasa, aspartato ami-
no transferasa y de fosfatasa alcalina, de forma similar
a como esta descrito en humanos con una hepatitis re-
activa causada por la infeccion por VDEN [69].

Como se esperaba la infeccion homologa secunda-
ria no produjo en los animales una viremia detectable,
ni signos tipicos de enfermedad. Estudios epidemiolo-
gicos realizados en humanos sugieren que la infeccion
por cualquiera de los serotipos del VDEN confiere
inmunidad protectora de larga duracion al serotipo
infectante [70]. Otros autores también mencionan
inmunidad protectora ante la reinfeccion con virus
dengue en otras especies de PNH [71]. Sin embargo,
la infeccion secundaria provocd un incremento de los
niveles de leucocitos totales, eritrocitos totales y del
hematocrito. Los incrementos de eritrocitos totales y
el hematocrito puede asociarse a una fuga de liquido
al espacio extracelular reportado en seres humanos
[68]. Ello se produce por un bajo nivel de infeccion
que afecta estos parametros, pero que no es detectable
por la técnica empleada para el aislamiento viral.
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Tras la infeccion secundaria también se observo un
incremento en las enzimas hepéticas, lo que sugirio la
presencia de un proceso infeccioso. Si bien la infec-
cioén por VDEN confiere proteccion al serotipo homo-
logo, tal inmunidad podria no ser esterilizante. El in-
cremento de la enzimas hepaticas durante la infeccion
secundaria, aun en ausencia de viremia detectable,
podria explicarse por la presencia de una respuesta
memoria de células T CD8+ citotéxicas que actiian
para controlar la infeccion y, por lo tanto, causan la
destruccion de los hepatocitos infectados.

Estudio del efecto de las formulaciones
CIGB 128 y CIGB 128-A sobre los
Earc’:meiros clinicos, hematolégicos y

emoquimicos en PNH de la especie
C. aethiops sabaeus

Se estudi6 a 7 PNH machos distribuidos en dos grupos
(I'y II), de cuatro y tres animales, respectivamente. El
estudio constd de dos fases de 192 h cada una. En la
primera fase, a los PNH del grupo I se les administro el
CIGB 128 y a los del grupo II el CIGB 128-A (tiempo
0 de la primera fase). Seguidamente, tras un intervalo
de dos semanas, tiempo que permiti6 el aclaramiento
plasmatico de las formulaciones y la desaparicion de
los eventos biologicos asociados a estas [72,73], se
realizé la segunda fase. En ella se invirtieron las for-
mulaciones administradas a cada grupo. Las formula-
ciones CIGB 128 y CIGB 128-A son desarrolladas en
el CIGB para el tratamiento del cancer, y se basan en la
mezcla de iguales cantidades del IFNo2b (3.5 MUI) e
IFNy (3.5 MUI) con diferentes componentes [74, 75].

Los parametros hematologicos se evaluaron a las
0, 72 y 192 h de la administracion de la formulacion
en cada fase, mientras que las evaluaciones hemoqui-
micas a las 192 h de cada fase. A lo largo del estudio
todos los PNH mostraron patrones conductuales acor-
des con animales sanos. Ademas, en el analisis de los
organos y sistemas que se incluyen en la exploracion
clinica no se detectaron alteraciones del estado fisio-
logico en los animales. El peso corporal permanecio
estable durante todo el ensayo y la temperatura cor-
poral se mantuvo dentro del rango fisiologico de la
especie (37-40 °C) en la mayoria de los animales.

En el analisis hematoldgico, tras la administracion
de ambas formulaciones, no se observd variaciones
significativas en los pardmetros que conforman la se-
rie blanca (Tabla 3). En el analisis de la serie roja, se
detectd que tras la administracion del CIGB 128, los
niveles de eritrocitos totales aumentaron a las 72 h con
respecto al tiempo 0 h (p < 0.05), no obstante, ya a las
192 h se detectaron valores similares a los medidos al
inicio del estudio. Por el contrario, para los animales
que recibieron la formulacion CIGB 128-A se observo
una disminucién a las 192 h de comenzado el estudio
(p <0.05) (Tabla 3). La hemoglobina mostré variacio-
nes tras la administracion de las formulaciones, tras la
administracion del CIGB 128 experimento una dismi-
nucion significativa a las 192 h con respecto al tiempo
0y las 72 h (p < 0.05). No obstante, se observd un
incremento en este parametro a las 72 h con respecto
alas 0 h (p < 0.05) tras la administracion del CIGB
128-A, pero el mismo retorné al valor inicial una vez
transcurridas 192 h de su administracion (Tabla 3).
En el caso del hematocrito la administracion del CIGB
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Tabla 3. Parametros hematolégicos y hemoquimicos en primates no humanos de la especie Chlorocebus aethiops sabaeus tras la administracién

de las formulaciones CIGB 128 y CIGB 128-A*

CIGB 128 CIGB 128-A
Parametro Oh 72 h 192 h Oh 72 h 192 h
(media + SD) (media + SD) (media + SD) (media * SD) (media * SD) (media + SD)
Leucocitos totales 4.530 = 0.930 121.600 + 0.820 4.710 = 1.030 4.400 = 0.990 5.060 = 1.620 4.570 = 0.640
Neutréfilos 0.300 = 0.130 0.290 = 0.160 0.320 = 0.130 0.310 = 0.100 0.240 = 0.070 0.290 = 0.090
Linfocitos 0.660 = 0.120 0.690 = 0.150 0.680 = 0.130 0.660 = 0.120 0.700 = 0.090 0.680 = 0.090
Monocitos 0.001 = 0.003 0.001 = 0.003 0.001 = 0.003 0.002 + 0.003 0.003 = 0.004 0.001 = 0.003

Eritrocitos totales
Hemoglobina
Hematocrito
Plaquetas totales
Volumen corpuscular medio
Hemoglobina corpuscular
media
Concentracién media de
hemoglobina corpuscular
Alanina amino
transferasa
Aspartato amino
transferasa
Creatinina

5.240 £ 0.220 a
14.400 + 0.820 a
43.900 + 4.500 a

277.500 + 95.70
77.600 + 2.050
26.000 +£0.770 a

33.300 £ 0.380 a
3.510 = 1.370
13.290 = 1.740 a

0.790 £ 0.220 a

5.700 = 0.620 b
14.600 + 1.400 a
44.400 + 4.400 a

268.900 + 109.5
79.000 + 2.030
25.200 + 0.650 b

31.800 + 0.490 b

4.930 £ 0.660 a
12.500 * 1.600 b
38.700 = 4.700 b

286.600 + 129.4
78.000 + 1.080
25.900 + 0.650 a

33.100 + 0.460 a

5.500 £ 0.370 a
13.600 = 0.940 a
42.400 £2.710 a

272.300 = 121.6
77.100 £ 1.590 a
25.500 + 0.670 a

32.800 = 0.440 a

5.360 + 0.440 ab
14.900 = 1.040 b
45.100 + 2.800 b

239.900 + 102.2
81.000 £ 0.730 b
26.300 + 0.580 b

32.500 £ 0.570 a

ND 3.350 = 1.250 2.390 = 0.920 ND
ND 10.970 = 2.560 b 14.990 * 3.600 ND
ND 0.530 £ 0.170 b 1.060 £ 0.370 a ND

4.970 £0.330 b
13.400 = 1.040 a
41.800 = 3.000 a

269.700 = 41.21
83.100 +£2.120 ¢
26.300 £ 0.710 b

31.700 £ 0.340 b

2.100 = 0.570

15.140 + 4.630

0.670 £ 0.15b

* El andlisis estadistico entre los grupos se realizé mediante un ANOVA de clasificacién doble empleando una prueba de Bonferroni (n = 7). Letras diferentes repre-
sentan diferencias estadisticas significativas entre los tiempos para un mismo grupo experimental (p < 0.05). ND: pardmetro no determinado.

128 provoc6 una disminuciéon de sus valores 192 h
después de su inoculacion, mientras que para el CIGB
128-A los valores de este parametro se incrementaron
alas 72 h, y luego retornaron a los valores iniciales.

El volumen corpuscular medio y la hemoglobina
corpuscular media también experimentaron un au-
mento de sus niveles tras la administracion del CIGB
128-A, mientras que la concentraciéon media de la he-
moglobina corpuscular se produjo una disminucion al
cabo de las 192 h de la inoculacion. Tras la inoculacién
del CIGB 128, se detectd una disminucion de los valo-
res de la hemoglobina corpuscular media y de la con-
centracion media de la hemoglobina corpuscular 72 h
después de la administracion. Los mismos retornaron
a sus valores iniciales al cabo de las 192 h (Tabla 3).

El estudio de los parametros hemoquimicos, permi-
tio detectar la disminucion de los valores de aspartato
amino transferasa y creatinina posterior a la adminis-
tracion del CIGB 128.Para el CIGB 128-A, solo se
observo disminucion de la creatinina (Tabla 3).

Estudios clinicos realizados con el CIGB 128, re-
fieren la ocurrencia de efectos secundarios tales como
cefalea, anorexia, fiebre, leucopenia, anemia y eleva-
cion de las transaminasas [76]. En estudios clinicos
con el CIGB 128-A se ha reportado la aparicion de fie-
bre, anorexia, linfopenia y trombocitopenia [77, 78].
Sin embargo, los resultados del estudio demuestran
que la administracion del CIGB 128 o el CIGB 128-A
no afectaron la conducta de los animales, ni se obser-
varon afectaciones en los 6rganos y sistemas que com-
prenden la fisiologia animal. En un estudio realizado
en monos rhesus con dosis de 20 MUI/m? de IFNa,
se observo un incremento de la ansiedad, disminucion
de la conducta exploratoria, depresion, lentitud de los
movimientos y fatiga en los animales [79]. Tales dis-
crepancias pueden deberse a la aplicacion del IFNao de
forma combinada con el IFNy en nuestro trabajo, a la
administracion en especies diferentes de PNH, o a la
dosis que recibieron los animales.

En seres humanos, la administracion de IFNa2f3
provoca frecuentemente disminucion del peso corporal
[80]. Nosotros observamos que tras la aplicacion del
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CIGB 128 y el CIGB 128-A, todos los animales man-
tuvieron el peso corporal estable. Ello sugiere que nin-
guna de las dos formulaciones en las dosis ensayadas,
causo afectaciones en este parametro. Se conoce que la
administracion de IFNs de tipo o a seres humanos pro-
voca aumentos de la temperatura corporal [81]. Por el
contrario, en estudios realizados con IFNa en PNH de
la especie M. mulatta, no se detectaron afectaciones de
la temperatura corporal [82], aunque si se ha observa-
do hipertermia en estos animales tras la administracion
de IFNy [83]. Tampoco se observaron incrementos de
la temperatura, por lo que el comportamiento del para-
metro es similar al observado en monos rhesus, espe-
cie tradicionalmente utilizada en estudios preclinicos.

En seres humanos, una de las reacciones mas fre-
cuentes, observadas tras la administracion del IFNa203,
es la disminucion de los leucocitos totales [84]. Por el
contrario, en monos rhesus la administracion de ese
farmaco no tiene efectos sobre este parametro [82],
de forma similar a lo detectado en nuestro trabajo, sin
que se presentaran afectaciones en los neutrofilos y
los linfocitos.

De forma general, la ausencia de cambios en los
valores de los componentes de la serie blanca, tras la
administracion de las dos formulaciones, sugiere que
las mismas no producen efectos indeseados en estos
parametros. En el caso de la serie roja, si se obser-
v6 disminucion de los valores de los eritrocitos to-
tales tras la administracion del CIGB 128-A y de la
hemoglobina y el hematocrito tras el CIGB 128, lo
que pudiera estar asociado al tratamiento con ambos
productos. De hecho, la disminucion de los niveles de
eritrocitos totales, de la hemoglobina y del hematocri-
to se ha informado en seres humanos tras la adminis-
tracion del CIGB 128 [76].

Otros parametros como las plaquetas totales, el vo-
lumen corpuscular medio, hemoglobina corpuscular
media y la concentracion media de la hemoglobina
corpuscular, no fueron influenciados por las formula-
ciones en estudio o solo variaron de forma transitoria.
En este sentido, Rodriguez et al. detectaron trombo-
citopenia en seres humanos tras la administracion de
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IFN [85], hallazgos también considerados efectos ad-
versos tanto del CIGB 128, como del CIGB 128-A en
seres humanos [86, 87].

Finalmente, en el estudio hemoquimico de los
animales tratados con ambas formulaciones, solo se
detecté una disminucion de los niveles de la aspar-
tato amino transferasa luego de la administracion del
CIGB 128. Esta enzima es considerada como marca-
dor de dafio hepatico [88], y su disminucion no tiene
significado clinico alguno. Por lo tanto, puede consi-
derarse que ambas formulaciones no provocan altera-
ciones hepdticas en los animales, ain y cuando existen
reportes de incrementos de las transaminasas tras de la
administracion de IFN en seres humanos [76].

Los valores de creatinina disminuyeron, pero con
niveles de esta sustancia dentro del rango fisiologico
determinado en este trabajo para esta especie de PNH,
y sin presencia visible de patologias renales o de otro
tipo en los animales. Por ello, carece de significado
clinico y no implica un daiio al organismo del animal
[89]. Tampoco existen datos sobre afectaciones de es-
tas sustancias o de productos similares a este nivel. No
obstante, los niveles de creatinina disminuyeron tras
la administracion de las dos formulaciones en estudio,
por lo que pudiera ser un hallazgo de este trabajo, lo
cual se ha descrito previamente.

Estudio del efecto del CIGB 247 sobre
los parametros clinicos, hematolégicos

hemoquimicos en PNH de la especie
C. aethiops sabaeus

En este estudio se utilizaron 12 PNH machos distribui-
dos en cuatro grupos experimentales de tres animales
cadauno (I -1V). Los grupos L, I y III se inmunizaron
con la formulacion del CIGB 247 en diferentes do-
sis (100, 200 y 400 pg, respectivamente), combinado
cada dosis con 200 pg de VSSP, en un volumen de 0,5
mL. Las formulaciones se administraron por via sub-
cutanea con una frecuencia semanal durante 8 sema-
nas. El grupo IV (grupo control negativo), no recibio6
ninguna formulacion. E1 CIGB 247 es un preparado
vacunal dedicado al tratamiento del cancer desarrolla-
do en el CIGB, basado en un antigeno recombinante
representativo de la isoforma 121 del VEGF-A huma-
no obtenido a partir de la bacteria Escherichia coli,
combinado con el adyuvante de origen bacteriano
VSSP, derivado de las vesiculas de membrana externa
de Neisseria meningitidis. Los parametros hematolo-
gicos y hemoquimicos se evaluaron en el tiempo 0 y
en las semanas 4 y 8 del estudio..

Durante el estudio todos los PNH mostraron pa-
trones conductuales acordes con animales sanos. De
igual modo, los 6rganos y sistemas que conformaron
la exploracion clinica no presentaron alteraciones con
respecto al estado fisiolégico normales de estos ani-
males. Asimismo el peso corporal permanecio estable
durante todo el estudio y la temperatura corporal se
mantuvo dentro del rango fisiologico de la especie
(37-40 °C) en la totalidad de los animales.

Como resultado en los parametros que confor-
man la serie blanca se observaron incrementos en los
niveles de los leucocitos totales en el grupo I (100
ug), de los linfocitos en los grupos I y III (100 y 400
ng, respectivamente) (p < 0.05). Por el contrario, se
observé disminucion en los neutréfilos en el grupo I
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(100 pg; p < 0.05) y de los monocitos en los grupos
II y 1II (200 y 400 pg, respectivamente) (p < 0.05;
Tabla 4). Al analizar los pardmetros que conforman
la serie roja, se observaron variaciones en los eritro-
citos totales en el grupo I (100 pg) y de hematocrito
y plaquetas totales, en el grupo II (200 pg; p < 0.05).
También se detectaron variaciones (p < 0.05) del vo-
lumen corpuscular medio y la hemoglobina corpus-
cular media en los grupos tratados (I, Il y III), donde
principalmente se observaron disminuciones en los
niveles de estos parametros en la semana 4 (p < 0.05),
los cuales retornaron a los valores iniciales en la se-
mana 8 (Tabla 4).

En estas determinaciones de los parametros hemo-
quimicos (Tabla 4) solo se encontraron variaciones en
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Tabla 4. Resultados del estudio histopatolégico de primates no humanos sanos Chlorocebus

aethiops sabaeus en condiciones de cautiverio

Parametro Grupos Dia O Semana 4 Semana 8
Leucocitos totales | 637+ 276a 515+ 080ab 7.60= 194b
1] 4.33 £ 0.50 427 = 1.95 543 = 0.51
Ll 430 = 1.11 6.57 = 2.75 497 £ 0.42
\'% 6.40 = 1.47 6.00 = 2.44 7.20 = 0.46
Neutréfilos | 036+ 0.14a 0.19+ 0.17ab 0.19 %+ 0.08b
1 0.31 = 0.19 0.20 = 0.04 0.29 = 0.09
1l 0.46 + 0.02 0.27 = 0.04 030+ 0.10
v 0.30 = 0.12 0.20 = 0.10 0.16 = 0.11
Linfocitos | 0.61 = 0.15a 0.80+ 0.16b 0.80 = 0.08b
1l 0.59 = 0.13 0.80 = 0.04 0.71 = 0.09
1] 0.48 = 0.04a 0.73 = 0.09b 070+ 0.11b
I\ 0.38 + 0.34 0.49 + 0.43 0.58 + 0.51
Monocitos | 0.03 = 0.06 0.01 = 0.02 0.01 = 0.01
1] 0.16 =+ 0.04a 0 =0 b 0.01 = 0.01b
Ll 0.12 = 0.03a 0 + 0 b 0.01 = 0.01b
\% 0.02 = 0.04 0 =0 0 =0
Eritrocitos totales | 5.63 + 0.38a 6.67 = 0.32 b* 6.21 + 0.51ab
1 5.55 = 0.41 595+ 1.39b 5.89 + 0.87
Ll 597 =+ 1.06 6.12 = 1.42b 6.12 = 0.47
\% 5.10 = 0.55 5.06 + 0.37* 497 = 0.31
Hemoglobina | 13.25 + 1.37 15.10 = 1.99 14.40 = 2.39
1l 13.60 + 1.44 13.63 = 1.06 12.63 = 1.96
1l 15.10 = 3.38 13.33 = 1.53 13.03 = 2.06
1\ 1217 = 1.27 11.97 = 0.47 11.50 = 0.44
Hematocrito | 36.67 = 3.32 42.62 = 5.60 42.97 = 4.07
1] 4133+ 493a 3120+ 7.67b 4057 =+ 6.24a
Ll 41.67 = 4.73 36.07 = 5.13 4190 = 8.25
v 25.68 + 22.04 23.95 + 20.64 23.64 = 20.20
Volumen corpuscular medio | 7452 + 132a 6477 £ 9.14b  66.60 = 7.02 ab
Il 7320+ 3.38a 5267+ 035b 6883 * 045a
n 73.67 = 3.78a 5420+ 098b 71.59* 4.01a
v 65.43 + 12.22 65.37 = 11.83 68.93 + 3.86
Hemoglobina corpuscular | 2432+ 0.71a 2214+ 3.54b* 23.00+ 2.30ab
media Il 2443 £ 076a 1937 1.07b* 2143+ 0.21ab
Ll 2460+ 0.85a 21.10x 2.39b 21.87 = 1.03 ab
\% 23.83 = 0.42 23.03 = 2.73* 23.23 = 1.87
Concentraciéon media de | 34.63 + 3.54 34.58 + 1.94 34.77 = 2.59
la hemoglobina corpuscular || 3270+ 1.76 36.00 = 2.59 31.13 + 0.35
n 33.93+ 0.83 3520 = 1.22 30.50 =+ 1.04
\% 37.37 = 7.24 35.20 = 2.40 33.67 = 1.60
Plaquetas totales | 195.50 = 29.39  183.50 * 31.67 229.50 * 41.57
1l 243.67 £ 53.20a 151.67 + 94.08b 209.67 = 30.11 ab
Ll 191.33 = 39.31 171.00 = 31.80 215.67 + 30.62
IV 233.33 = 108.49 264.33 +98.82 247.67 * 69.04
Alanina amino transferasa | 21.78 = 5.87 18.67 = 2.02 22.47 = 13.97
1 16.53 + 2.21 13.81 = 3.21 15.56 = 9.92
1] 27.81 = 9.04 15.36 = 3.97 16.72 + 8.76
\% 23.82 = 10.65 15.36 =+ 4.46 15.31 =+ 593

* El andlisis estadistico entre los grupos se realizé mediante un ANOVA de clasificacién doble empleando
una prueba de Bonferroni. Letras diferentes representan diferencias estadisticas significativas entre
los tiempos para un mismo grupo experimental (p < 0.05). *: Representa las diferencias estadisticas
significativas entre los grupos experimentales en un mismo tiempo de estudio (p < 0.05; n = 3).
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el grupo I, donde se observé disminucion de los nive-
les de aspartato amino transferasa y de glucosa en la
semana 4. Ya en la semana 8, los valores retornaron a
los niveles iniciales.

Eventos hemorragicos tales como epistaxis, he-
matemesis, sangrado gastrointestinal y vaginal y
hemorragia cerebral, asi como también trastornos
neurologicos como el sindrome de leucoencefalopa-
tia reversible, se han descrito tras la administracion
de medicamentos inhibidores del VEGF [90]. Otros
efectos adversos como hipertension, infecciones del
tracto respiratorio alto, anorexia, estomatitis, diarreas,
dolor de cabeza, disnea, fatiga y dermatitis exfoliati-
va, también se han informado tras la administracion
de medicamentos anti-VEGF [91]. Sin embargo, has-
ta el momento, ninguno de los pacientes tratados con
el CIGB 247 en estudios clinicos habian presentado
alguna de estas sintomas [92], asi como tampoco se
observaron en monos cynomolgus tratados con otra
vacuna anti-VEGF [93] y en los animales utilizados
en este trabajo. Esos resultados aportan evidencias re-
lacionadas con el indice de seguridad del CIGB 247 y
también de la efectividad de los PNH de la especie C.
aethiops sabaeus como modelo animal relevante para
el estudio toxicoldgico.

En un primer estudio clinico, la administracion del
CIGB 247 en dosis de 100 pg solo produjo episodios
de fiebre en dos de los voluntarios [92]. En monos
cynomolgus otra vacuna anti-VEGF provocé el in-
cremento de la temperatura en las primeras 24 horas
post-administracion [93], hallazgo no detectado en
ninguno de los animales utilizados en nuestro trabajo.

La neutropenia es una de las alteraciones reporta-
das después del tratamiento con otros medicamentos
inhibidores del VEGF en seres humanos [90]. En mo-
nos cynomolgus la administracion de una vacuna anti-
VEGF provocé leucocitosis y neutrofilia [93]. En el
presente estudio solo se produjo una disminucion de
los neutroéfilos, acompaiiada de un incremento de los
leucocitos totales y los linfocitos en el grupo de 100
ug (grupo I). En el caso de los monocitos, la dismi-
nucion de los niveles de estas células en las semanas
cuatro y ocho de tratamiento en los grupos experi-
mentales de mayor dosificacion (II y III, 200 y 400
ng, respectivamente) reveld un posible vinculo con la
accion del CIGB 247. Los niveles del hematocrito dis-
minuyeron en la semana 4 en el grupo I (200 pg), y
el volumen corpuscular medio y la hemoglobina cor-
puscular media en todos los grupos que recibieron el
CIGB 247 también en la semana 4. En la semana 8 se
incrementaron sus niveles, que retorn6 a los valores
iniciales, lo cual indicé que cualquier posible altera-
cion es de tipo transitoria, y los valores retornan a sus
niveles anteriores de manera espontanea.

En el caso de los parametros hemoquimicos, de
manera general, su comportamiento fue estable, pues
solo dos de estos parametros variaron para una de las
dosis ensayadas. No obstante, la recuperacion de es-
tos valores fue completada para la ultima semana de
administracion del candidato, por lo que puede consi-
derarse transitoria y reversible [92]. No obstante, en
otros estudios se ha visto que es comun la aparicion
de proteinuria posterior a la inhibicién del VEGF [94],
lo que pudiera provocar la disminucion de las protei-
nas sanguineas e incluso producir la elevacion de los
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Tabla 4 (continuacién). Resultados del estudio histopatolégico de primates no humanos
sanos Chlorocebus aethiops sabaeus en condiciones de cautiverio

Parametro Grupos Dia O Semana 4 Semana 8
Aspartato amino | 49.00 £ 10.12a 2642+ 498b 2839 % 893ab
transferasa ] 3753+ 9.78 20.42 = 6.15 22.56 = 5.29
n 40.28 + 5.29 34.42 = 9.92 21.08 = 10.09
\% 32.20 = 12.34 20.39 =+ 4.74 28.97 + 15.87

Fosfatasa alcalina | 296.27 = 238.03
1l 345.77 + 386.65
n 420.93 * 325.62
IV 274.63 +194.79
Bilirrubina total | 0.62 + 0.05
Il 0.53 + 0.07
1] 0.70 = 0.09a
v 145+ 1.73
Creatinina | 0.80 = 0.23
Il 0.77 £ 0.25
n 093 £ 0.15
v 0.84 + 0.17
Proteinas totales | 6.40 = 0.31
1] 6.35 + 0.32
n 6.42 + 0.20a
1\ 522 + 1.90
Albumina | 4.14 £ 0.20
1l 420+ 0.19
mn 4.36 + 0.27
v 3.98 + 0.59
Glucosa | 91.41 = 6.68a
1] 92.66 =+ 5.99
n 80.05 = 4.62
1\ 79.74 £ 16.40

396.73 + 350.85
174.90 = 17.08
191.40 = 32.50
269.54 £ 7596

247.87 £ 118.85
277.57 £139.79
350.53 + 277.42
343.93 £ 249.25

0.38 £ 0.08 0.24 = 0.02
0.39 = 0.02 0.88 £ 1.05
049+ 0.10ab 023 % 0.02b
0.17 = 0.18 1.11 = 1.02
0.71 = 0.12 0.63 = 0.32
0.84 = 0.09 0.46 = 0.09
0.86 = 0.07 0.41 = 0.18
1.11 = 0.53 1.29 = 0.83
6.26 = 0.31 588+ 0.75
592+ 0.18 498 + 0.88
6.03+ 036ab 495% 035b
534+ 076 523+ 0.44
3.88 = 0.21 3.64 £ 0.22
3.93 + 0.07 3.68 £ 0.29
3.96 + 0.17 3.90 + 0.54
3.80+ 0.18 3.82+ 0.53
69.02 + 878b 8478+ 1.25a
80.13 = 11.17 83.79 = 0.33
7142 = 6.32 83.87 = 0.73
79.29 = 26.08 78.94 = 13.45

niveles de transaminasas y en algunos casos, hepato-
toxicidad [95].

Conclusiones

La disponibilidad de parametros de referencia de peso
corporal, hematolégicos, hemoquimicos de referencia
de acuerdo al sexo y la edad, hacen a esta especie muy
atractiva y brindan la posibilidad de emplearla como
modelo animal util en el campo de la biomedicina.
También contribuyen a esto los principales hallazgos
histopatologicos de los PNH C. aethiops sabaeus, a
lo cual se suma la cercania filogenética con los hu-
manos, la amplia disponibilidad de estos primates, su
bajo costo de mantenimiento y el peligro de extincion
en que se encuentran otras especies de PNH usadas
durante afios.

Por otra parte, los resultados aqui presentados de-
muestran que los PNH de esta especie replican efi-
cientemente el VDEN-2, aun cuando no muestran los
sintomas tipicos de la enfermedad. No obstante, la in-
feccion viral experimental provoco alteraciones hema-
tologicas y hemoquimicas similares a las producidas
en individuos infectados con este patdogeno. En este
sentido, esta especie de PNH puede ser una herramien-
ta necesaria e imprescindible para la evaluacion de los
nuevos candidatos que se desarrollen en el futuro.

Este trabajo se circunscribe a la infeccion con un
patdégeno que produce la enfermedad viral de mayor
distribucion a nivel mundial [28], VDEN-2, pero ello
no limita que estos PNH puedan emplearse para el es-
tudio de otras enfermedades viricas, bacterianas, mi-
céticas o parasiticas que afecten al hombre. Estudios
futuros deberan demostrar la utilidad o no del modelo
animal que aqui se caracteriza, para el estudio de otros
patdogenos humanos de relevancia en el campo de la
biomedicina.
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tradicionalmente utilizados con fines experimentales.
Entonces, los mismos avalan el uso de esta especie,
considerada un paso intermedio apropiado que permiti-
ra la realizacion de estudios toxicologicos mas comple-
jos, antes del paso de ambos productos a la fase clinica.
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