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Sintesis

Los enfoques terapéuticos dirigidos a la neuroproteccion en el campo de la neurologia
clinica constituyen grandes retos para la medicina contemporanea. La fisiopatologia
compleja de las enfermedades neurodegenerativas, autoinmunes e isquémicas del
sistema nervioso central es una de las causas que explican por qué, aun existiendo
numerosas investigaciones en este campo, no se ha logrado disponer de alternativas
terapéuticas exitosas. El objetivo de este trabajo fue analizar el efecto terapéutico de la
combinacion de dos moléculas con potencialidades neuroprotectoras; el Factor de
Crecimiento Epidérmico (EGF) y el Péptido 6 liberador de hormona de crecimiento
(GHRPg), como ejemplo de terapia combinada para el sistema nervioso central.

Se utilizaron modelos experimentales in vitro e in vivo, agudos y cronicos, que
reproducen las caracteristicas fisiopatoldgicas mas relevantes de la Esclerosis Lateral
Amiotrofica, la Esclerosis Multiple y la Enfermedad Cerebro Vascular Isquémica.

Los resultados obtenidos evidenciaron un beneficio terapéutico de la combinacion
EGF+GHRPg, Los efectos citoprotectores del EGF y del GHRPg, comunes o exclusivos,
se superponen y se potencian en los diferentes contextos de patologia del sistema
nervioso central. Asimismo, independientemente de la etiologia de cada enfermedad, la
preservacion celular puede mejorar mediante la terapia combinada con EGF+GHRPe.

El tratamiento con la combinacién EGF+GHRPg resulta ventajoso porque influye
simultdneamente en varios blancos celulares, moleculares y bioquimicos, ademas de
que amplifica la sintesis de factores neuroprotectores endégenos como el IGF-1, que
normalmente ocurre como respuesta a un dano.

La correspondencia entre efecto clinico y patologico demostrado en este trabajo de tesis
con la combinacion EGF+GHRPgs es uno de los parametros mas importantes que la
comunidad cientifica especializada exige para la seleccibn de candidatos

neuroprotectores.
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades no transmisibles que afectan al sistema nervioso de manera aguda o
cronica han sido, en los ultimos afos, objeto de intensa investigacion en funcion de
buscar alternativas terapéuticas que permitan detener o aminorar la morbilidad
permanente asociada a éstas. Aun asi, los beneficios terapéuticos en el tema de
neuroproteccion son todavia muy modestos. Para enfermedades frecuentes vy
devastadoras como la Esclerosis Multiple y la Isquemia Cerebral, o poco frecuente pero
igualmente devastadora como la Esclerosis Lateral Amiotrofica, se han propuesto
tratamientos novedosos, que si bien han sido adecuados desde el punto de vista de la
racionalidad del disefio, al dirigirse solamente a un punto clave de la fisiopatologia, el
resultado en la clinica no ha cumplido la expectativa. La complejidad de la fisiopatologia
de las enfermedades del sistema nervioso radica en que diversos mecanismos confluyen
en determinar la muerte celular, lo cual implica que un medicamento dirigido solamente a

uno de estos mecanismos debe ser insuficiente para bloquearlos de manera simultanea

(1).

La Isquemia Cerebral es la tercera causa de muerte y la primera causa de discapacidad
en adultos (2). La Esclerosis Multiple es la enfermedad neurolégica que con mas
frecuencia afecta a adultos jovenes (3) y se asocia con una morbilidad creciente y de
larga duracién (4). La Esclerosis Lateral Amiotrofica, aunque poco frecuente, es una de
las enfermedades mas devastadoras del sistema nervioso, y permanece casi huérfana
de alternativas terapéuticas (5). Aunque disimiles en su etiologia, sintomatologia y curso
evolutivo, entre estas enfermedades existen elementos fisiopatoldogicos comunes:
mecanismos que inducen a la muerte celular, expresidon exacerbada de citocinas

inflamatorias, estrés oxidativo y toxicidad mediada por el acido glutamico (6-8).

La demostracion de la efectividad terapéutica de un candidato neuroprotector en
modelos experimentales de diversas enfermedades neuroldgicas, constituye una prueba

de concepto robusta del efecto neuroprotector de dicho candidato.
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La neuroproteccion es una alternativa terapéutica o profilactica, cuyo objetivo es la
prevencion de la pérdida neuronal que ocurre en enfermedades del sistema nervioso (9).
La neuroproteccion como aproximacioén terapéutica implica proteger las células del
sistema nervioso expuestas al dafio y fortalecer los mecanismos enddgenos que
intervienen en la neuroregeneracion (10). Durante afos se han estudiado numerosas
estrategias neuroprotectoras, por ejemplo: los antagonistas de amino acidos excitatorios,
los bloqueadores de canales de calcio, la hipotermia, los barbituricos y los factores de
crecimiento, entre otros. Llama la atencidn que la efectividad de estas estrategias,

demostrada en estudios preclinicos, no se ha podido reproducir en la clinica (11).

Una de las razones que explican que los resultados experimentales no se reproduzcan
en los estudios clinicos, es que los multiples mecanismos fisiopatologicos del dafio
cerebral no pueden abordarse con un solo agente farmacolégico para controlar toda la
cascada de eventos bioquimicos moleculares que se producen en ese contexto. La
terapia combinada es, entonces, una eleccion promisoria para el tratamiento de

enfermedades complejas del sistema nervioso.

El factor de crecimiento epidérmico (EGF) y el péptido-6 liberador de la hormona de
crecimiento (GHRPg) han mostrado sus propiedades citoprotectoras en varios contextos
clinicos y experimentales relacionados con el sistema nervioso. Los efectos
citoprotectores del EGF y el GHRPg estimulan mecanismos pleiotropicos de
supervivencia, los cuales se han evidenciado en la mayor resistencia al dafo de varias

lineas celulares ante un amplio espectro de situaciones patogénicas (12-16).

El EGF y la metaencefalina intestinal, del cual el GHRPg es un derivado sintético (17),
son moléculas relevantes tanto en la ontogenia como en la fisiologia del sistema
nervioso (18-22). Los mecanismos de accion del EGF y del GHRPg tienen blancos
comunes y blancos exclusivos en la cascada de eventos fisiopatolégicos de las
enfermedades del sistema nervioso. Como el EGF y el GHRPgs comparten efectos
antiapoptoticos (23-25) y anti-exitotdxicos (26;27) y activan otros eventos como la

neurogénesis (28), la remielinizacién (29), y la inducciéon de factores neuroprotectores
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endogenos (30;31), parece razonable que su administracion combinada pueda ejercer
efectos terapéuticos beneficiosos en enfermedades neurolégicas complejas donde la

muerte celular es un evento patologico importante.

Estas evidencias nos motivaron a demostrar de manera experimental los efectos
neuroprotectores del uso combinado de EGF y GHRPg en varios contextos que
reproducen enfermedades del sistema nervioso.

Tomando en consideracion estos antecedentes, formulamos la siguiente hipotesis:

El uso combinado de EGF y GHRPgs puede tener efecto neuroprotector en enfermedades

degenerativas, desmielinizantes e isquémicas del sistema nervioso.
A partir de esta hipotesis se plantearon los siguientes objetivos:

Objetivo general

Investigar el efecto de la combinacion EGF y GHRPg como posible alternativa
terapéutica de neuroproteccion en modelos experimentales de enfermedades del

sistema nervioso

Objetivos Especificos

1. Evaluar el efecto neuroprotector de la combinacion EGF y GHRPs en modelos
experimentales de Esclerosis Lateral Amiotrofica y Axonopatia Toxica, como ejemplo de
enfermedades neurodegenerativas

2. Evaluar el efecto neuroprotector de la combinacion EGF y GHRPs en modelos
experimentales de Esclerosis Multiple, como ejemplo de enfermedad desmielinizante del
sistema nervioso

3. Evaluar el efecto neuroprotector de la combinacion EGF y GHRPgs en modelos
experimentales de isquemia cerebral global, como ejemplo de enfermedad cerebro-

vascular
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Novedad Cientifica

En este trabajo se demuestra por vez primera que la combinacion de EGF y GHRPs
como alternativa terapéutica para neuroproteccion tiene efectos beneficiosos en modelos
experimentales de enfermedades del sistema nervioso: degenerativa, autoinmune y
cerebro-vascular. Lo anterior fortalece la prueba de principio acerca de la capacidad
neuroprotectora de la combinacion EGF y GHRPg, porque un buen neuroprotector o una
estrategia neuroprotectora debe ser capaz de exhibir sus propiedades en diferentes

contextos etiopatogénicos.

En los modelos de enfermedades neurodegenerativas como la Esclerosis Lateral
Amiotrofica, el efecto del tratamiento con esta combinacion demostrd proteger las células
mas vulnerables, las motoneuronas, contra la induccion de apoptosis; ademas se
demostré una reduccion de citocinas inflamatorias como el TNFa, un incremento del IGF-
1y se produjo una mejor recuperacion clinica y de parametros electrofisioldgicos. En los
modelos de enfermedades autoinmunes como la Esclerosis Multiple, la combinacién
EGF+GHRPg atenud la sintomatologia clinica, aumento la supervivencia en las formas
severas, redujo los niveles séricos de un marcador biolégico de peroxidacién lipidica e
incrementd la expresion de transcritos de IGF-1 en el cerebro. Por ultimo, en el modelo
de isquemia cerebral global, este tratamiento atenud los signos clinicos neurolégicos,
redujo el area de las zonas de dafio cerebral producidas por la isquemia-reperfusion, y
conservo la poblacidon neuronal. La correspondencia entre el resultado clinico
beneficioso y la reducciéon del dafio a nivel de tejido es uno de los criterios que con mas
fuerza definen una buena estrategia de neuroproteccion (32). Estos resultados no han

sido descritos con anterioridad en la literatura cientifica.

Aporte teérico
Uno de los principales aportes tedricos de este trabajo es la demostracion del efecto de

combinar las propiedades citoprotectoras del EGF y del GHRPs. Con el uso terapéutico



Introduccién 5

combinado de estos agentes se logran efectos bioldgicos que aumentan la tolerancia al

dafno de las células del sistema nervioso.

Otro aporte de este trabajo es la validacion del modelo de patologia axonal que
reproduce la Esclerosis Lateral Amiotréfica, que fue caracterizado desde el punto de

vista clinico, conductual y electrofisioldgico.

En este trabajo se expone y fundamenta por qué la caracterizacion del poligono de Willis
es un complemento necesario para los modelos de isquemia cerebral en gerbil. Este
trabajo es pionero en la incorporacion del analisis del grado de anastomosis entre los
sistemas vertebro-basilar y carotideo como variable a controlar y ademas por considerar

su contribucion al interpretar los resultados de las intervenciones farmacologicas.

En este trabajo se establece una pauta para la evaluacién farmacolégica de posibles
candidatos neuroprotectores: la evaluacidon del candidato o de la estrategia debe
realizarse en varios modelos, tanto de una misma enfermedad como de enfermedades
diferentes. Asi, las evaluaciones individuales constituyen pruebas de concepto, que
como piezas de conocimiento sustentan la capacidad neuroprotectora del candidato en

diferentes contextos etiopatogénicos.

Aporte practico y social

La neuroproteccion aplicable a enfermedades neurodegenerativas para detener su
curso, o instrumentada para revertir el dafio y facilitar eventos regenerativos, es aun una
necesidad clinica no cubierta. El aporte practico y social de estos resultados es la
demostracion de la utilidad de la combinacion EGF+GHRPs en el tratamiento de
enfermedades degenerativas, desmielinizantes e isquémicas del sistema nervioso, en
las cuales la muerte celular es un elemento comun. Estas enfermedades constituyen
importantes causas de morbilidad y mortalidad a nivel mundial.

La reproduccién de los efectos neuroprotectores de la combinacion EGF+GHRPs en

estudios clinicos constituira una incuestionable contribucion a la medicina
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contemporanea, asi como un indudable beneficio al tratamiento y la calidad de vida de

los enfermos, con el consecuente beneficio a sus familias y a la sociedad.

Es importante sefialar que tanto el EGF como el GHRPg son productos disponibles en el
Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia, cada uno con un expediente de estudios
farmaco-toxicolégicos validado por el departamento del control de la calidad, lo cual

implica que ambas moléculas estan disponibles para la realizacién de estudios clinicos.

Los resultados de este trabajo conforman el expediente de estudios de eficacia
preclinica que se presentara a la entidad regulatoria cubana (CECMED) para solicitar la
aprobacion de los ensayos clinicos con la combinacion EGF+ GHRPg en pacientes de

Esclerosis Lateral Amiotrofica, Infarto Cerebral y Esclerosis Multiple.

Los resultados que conforman esta tesis han sido objeto de dos patentes concedidas en
la Oficina de Patentes de Europa, y en paises como Rusia, China, Sudafrica, entre otros.
También han originado 3 publicaciones en revistas internacionales arbitradas. Uno de
estos articulos fue premiado en el Concurso Central del Premio Anual de Salud (Mayo
2011) y recibié el Premio Anual de Salud (Noviembre 2011). Algunos de estos trabajos
se consideraron como logros cientificos del Centro de Ingenieria Genética y
Biotecnologia, y se presentaron en 4 eventos internacionales relacionados con las
tematicas de enfermedades neurodegenerativas. Una parte de los resultados de este
trabajo constituyeron una tesis de la maestria de neurociencia, la cual fue seleccionada

como mejor tesis en el certamen del Premio Anual de Salud.

Estructura del documento de tesis

La tesis cuenta con un total de 125 paginas de texto, distribuidas en los siguientes
acapites: Introduccién (7 paginas), Revision Bibliografica (21 paginas) y Materiales y
Métodos General (2 paginas). A continuacion se presentan tres capitulos
correspondientes a cada una de las enfermedades que se abordan en esta tesis. Cada

uno de estos contiene acapites de materiales y métodos, resultados, discusion y
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resumen de resultados: Capitulo de neuroproteccion en modelos de enfermedad
degenerativa (27paginas), Capitulo de neuroproteccion en modelos de enfermedades
desmielinizantes del sistema nervioso (10 paginas), Capitulo de neuroproteccion en
enfermedad cerebrovascular (15 paginas). El documento cuenta, ademas, con un
capitulo de Discusion General (3 paginas), uno de Conclusiones (1 pagina) y otro de
Recomendaciones (1 pagina). El documento también contiene la Sintesis, la Tabla de
Contenido, la Lista de abreviaturas, la Autobibliografia, la lista de Referencias

Bibliograficas y los Anexos.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2. 1 Factor de Crecimiento Epidérmico

La familia del Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF) comprende 6 moléculas
peptidicas estructuralmente relacionadas: el EGF, el factor de crecimiento transformante-
alfa (TGFa), la anfiregulina (AR), el EGF de unién a heparina (HB-EGF), la betacelulina
(BTC) vy la epiregulina (EPR). Existen 4 genes que codifican diferentes miembros de la
familia de los receptores de EGF (EGFR); el EGFR (ERBB1), y los homologos 2, 3y 4
del oncogén de la leucemia eritroblastica viral (ERBB2, ERBB3 y ERBBA4,
respectivamente). Todos estos receptores son del tipo tirosina-quinasa (33-36).

De manera general, los receptores ERBB se activan por unién de ligandos de la familia
EGF o de la familia de las neuregulinas (NRG) (las que se unen a ERBB3 y/o ERBB4), y
transducen la sefal a través de homo o heterodimerizacion con otras moléculas ERBB,
seguido de auto o transfosforilacién de residuos de tirosina presentes en sus extremos
citoplasmaticos. A continuacién se activan multiples vias de sefalizacion intracelular,
incluyendo la via Ras-Raf-MAPK, y la via del fosfatidil-inositol 3 quinasa (PI3K) y el
oncogén homologo al timoma viral murino (AKT), (PI3K-AKT). La activacion de estas
vias de transduccion de sefiales promueve dos eventos: la proliferacién celular y la
citoproteccion por inhibicion de las sefales de apoptosis (37;38). La fosforilacion de AKT
mediada por PI3K estimula los mecanismos de supervivencia celular mediante la
fosforilacion del promotor de muerte celular asociado a Bcl-2 (Bad), lo cual determina
que este pierda sus funciones pro-apoptoticas y que no se active la caspasa 9 (39). AKT
también favorece los mecanismos de supervivencia celular mediante la activacion de
genes de supervivencia a través de la activacion del factor nuclear kappa activador de
células B (NF-kB) (40).

La familia EGF esta implicada en procesos fisiologicos tales como el crecimiento, la
diferenciacion, el mantenimiento y la reparacion de varios tejidos incluyendo los del
sistema nervioso (41). Por su parte, el receptor de EGF (EGFR) se encuentra en
neuronas, astrocitos y oligodendrocitos, motoneuronas, nervios cutaneos, corpusculos
sensoriales, células gliales satélites, neuronas sensoriales primarias de los ganglios de

las raices dorsales, y en células de Schwann (21).
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Ademas de su funcién neurotropica, el EGF tiene otros efectos en el sistema nervioso:
estimula la proliferacion de células madres progenitoras multipotentes, la migracion
celular durante la ontogenia y la diferenciacion de neuronas y glias (21;42). Su ausencia
en el microambiente celular facilita la muerte celular debida a especies reactivas del
oxigeno y a la activacién de caspasas (23). En cultivos primarios de neuronas, el EGF
favorece la supervivencia y la diferenciacion estructural de éstas (43).

El EGF protege a las neuronas en cultivo tanto en condiciones de hiperoxia (41;44) como
en anoxia (45). En cultivos mixtos de neuronas y glias, el EGF resultd ser el mas potente
inductor de re-mielinizacion al comparar con otros factores de crecimiento y hormonas
(46). En modelos experimentales in vivo el EGF también ha demostrado su efecto
protector: ante el dafio quimico a neuronas del bulbo olfatorio, el tratamiento con EGF no
solo resultd beneficioso por favorecer la regeneracion de estas células, sino también su

re-inervacion (47).

2. 2 Péptido-6 liberador de hormona de crecimiento (GHRPg)

En los primeros afios de la década del 1980 se describi®é un grupo de sustancias
sintéticas con propiedades liberadoras de la hormona de crecimiento (48). Estos
compuestos se desarrollaron a partir de la molécula metaencefalina mediante calculos
teoricos de energia conformacional, modificaciones quimicas y estudios de actividad
biolégica. Este grupo de moléculas, denominadas secretagogos de la hormona de
crecimiento (GHS), incluye los péptidos 1, 2 y 6 liberadores de la hormona de
crecimiento (GHRP,, GHRP, y GHRPs), la hexarelina, y compuestos no peptidicos como
el MK-0677 (48;49).

El GHRPs es una de las moléculas mas estudiadas de la familia de los GHS. Es un
péptido soluble y de gran estabilidad, de seis aminoacidos, cuya secuencia es: His-D-
Trp-Ala-Trp-D-Phe-Lys-NH2 (48). La liberacion de la hormona de crecimiento inducida
por el GHRPs depende de la dosis, y ocurre en varias especies de mamiferos,
incluyendo al humano (50). Esta accién se logra mediante la administracion de los
GHRP por via intravenosa, subcutanea, intranasal e incluso oral (51). Actualmente, los
GHRP se emplean en la practica clinica de enfermedades neuroendocrinas, tanto para

diagndstico como para tratamiento (52;53).
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El receptor especifico de los secretagogos de la hormona de crecimiento (GHS-R) esta
presente mayoritariamente en la hipéfisis anterior, en el hipotdlamo, en motoneuronas y
en otras areas del cerebro (54-57). EI GHS-R es un receptor unido a proteina G y la
unidn de sus ligandos activa la via de sefalizacion de la fosfolipasa C, lo que provoca un
incremento de la concentracion de inositol-1,4,5 trifosfato, asi como la activacién de la
proteina quinasa C (58). Asi se produce un incremento en la concentracion de calcio
intracelular que facilita la liberacion de la hormona de crecimiento por los somatotropos
(59).

El efecto mas conocido de la hormona de crecimiento es la induccion de la expresion del
IGF-1 en el higado (60) y en el cerebro (61). Pero la hormona de crecimiento también
tiene efectos neuroprotectores directos, independientes del IGF-1 que se produce en el
higado o del que se induce localmente en el cerebro (62). En modelos experimentales de
dafio cerebral por hipoxia o isquemia, el tratamiento con hormona de crecimiento atenud
los cambios morfoldgicos caracteristicos de la isquemia y se redujo la expresién de los
marcadores de apoptosis (63;64). El tratamiento profilactico con hormona de crecimiento
en un modelo de dafio neuronal por hipertermia evidencié su capacidad neuroprotectora
(65).

Ademas de la actividad endocrina, los GHRP ejercen acciones de neuroproteccion,
mediadas fundamentalmente por la expresion de IGF-1 (66) y por inducir la proliferaciéon
de neuronas (67). El IGF-1 induce la actividad transcripcional y la capacidad de union al
DNA del factor nuclear Kappa- Beta, al que se le ha imputado un papel neuroprotector
contra el estrés oxidativo (68). Este factor activa la via metabdlica de las enzimas
fosfatidil inositol 3-quinasa y AKT (68;69), lo cual produce un marcado efecto anti-
apoptético (70-72). Ademas, se ha demostrado que el IGF-1 atenua la respuesta
inflamatoria porque reduce la expresion de citocinas inflamatorias como el TNFa y la

interleucina 1- (73).

2. 3 Neuroproteccion

La neuroproteccion es un conjunto de acciones o estrategias terapéuticas o profilacticas
cuyo propésito es prevenir, interrumpir o enlentecer la pérdida o el dafio de neuronas

que ocurre en las enfermedades del sistema nervioso (11;74). Aunque inicialmente el
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término neuroproteccion solo definia la proteccién de las neuronas, hoy se conoce que
para garantizar la integridad de los tejidos nerviosos, las estrategias de neuroproteccion
tienen que abarcar a todos los tipos celulares del cerebro, lo cual incluye microglias,
astrocitos, oligodendrocitos y células endoteliales (75). Como la disfuncién endotelial
también contribuye al dafo tisular en la isquemia cerebral, la proteccion de las células
endoteliales es importante porque evita la proliferaciéon de las células de musculatura

lisa, la inflamacion, y la apoptosis de las células del endotelio (76).
2. 4 Esclerosis Lateral Amiotréfica

2. 4. 1 Epidemiologia de la Esclerosis Lateral Amiotréfica

La Esclerosis Lateral Amiotréfica (ELA) es una enfermedad neurodegenerativa
caracterizada por una paralisis muscular progresiva producto de la degeneracion de las
motoneuronas en la corteza motora primaria, el tallo cerebral y la médula espinal (77).
Aunque la mayoria de los casos de Esclerosis Lateral Amiotrofica son esporadicos
(ELAe), un 5 % de los casos tienen una historia familiar (ELAf). La incidencia y la
prevalencia de la ELAe son de 1.89/ 100 000 habitantes y de 5.2/ 100 000 habitantes
respectivamente (78). El rango de edad en que comienza la ELAe es entre 55 y 65 afios
y es mas frecuente en hombres. La edad de inicio en la ELAf es entre 45 y 55 afos,
afecta por igual hombres y mujeres y tiene una supervivencia mas corta (79). En los
Estados Unidos la tasa de mortalidad por Esclerosis Lateral Amiotréfica es 1.84 / 100
000 habitantes (78), en Cuba la frecuencia de muerte por Esclerosis Lateral Amiotrofica
es considerablemente mas baja, 0,83/ 100 000 habitantes, lo cual sugiere que, debido a
las caracteristicas de la poblaciéon cubana, existe algun factor protector conferido por los
genes de ancestros africanos, pues en las personas con mezcla étnica la tasa de
mortalidad fue de 0,55/ 100 000 habitantes, mientras que para los blancos fue de 0,93 /
100 000 habitantes (80).

2. 4. 2 Fisiopatologia de la Esclerosis Lateral Amiotréfica

No existe un unico agente causal para la Esclerosis Lateral Amiotréfica, la mayoria de
los autores coinciden en que el factor causal de la degeneracion de motoneuronas es

una relacion compleja de factores genéticos y ambientales. En la fisiopatologia de la
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degeneracion de motoneuronas concurren multiples mecanismos celulares patogénicos
(81) (Anexo A) que incluyen:

Factores genéticos. Se han encontrado numerosas mutaciones asociadas a ELAf y
ELAe en un grupo considerable de genes (82). Algunas de estas mutaciones le confieren
a la proteina que codifican una ganancia de funcion téxica como en el gen SOD1,
asociado a un 2% de la ELAf (83) o le producen una pérdida de funcién como en el caso
de la mutacion del gen TDP-43, que se ha descrito en ELAf y ELAe (84;85).
Excitotoxicidad: La excitotoxicidad es el dafio neuronal inducido por la estimulacion
excesiva del glutamato en los receptores post-sinapticos NMDA y AMPA.(86). La sobre-
estimulacién de estos receptores produce un flujo de calcio al interior de las neuronas
que activa las enzimas dependientes de calcio y la formacion de 6xido nitrico y otras
especies reactivas de oxigeno (EROs) responsables de la neurodegeneracion porque
dafian los organelos e inducen muerte celular. La pérdida del transportador de amino
acidos excitatorios EEAT2 en las glias ha sido atribuido como causa del incremento del
glutamato (87;88).

Estrés oxidativo: El estrés oxidativo y la formacion de especies reactivas de oxigeno
estdn muy relacionados con los procesos neurodegenerativos. En el liquido
cefalorraquideo de pacientes de Esclerosis Lateral Amiotréfica se han encontrado
cambios bioquimicos que reflejan el dafio inducido por radicales libres (89).

Disfuncién mitocondrial: Se han descrito cambios morfolégicos y mutaciones en las
mitocondrias en pacientes con ELAe (90) y en el raton transgénico SOD1 (91). Se han
encontrado altos niveles de calcio (92) y reduccion en la actividad de los complejos |y IV
de la cadena transportadora de electrones en las mitocondrias de pacientes con
Esclerosis Lateral Amiotrofica (93).

Agregacion de neurofilamentos, proteinas intra-citoplasmaticas y de organelos
membranosos: Las inclusiones intra-citoplasmaticas y el ensamblaje anormal y la
agregacion de neurofilamentos son rasgos histopatoldgicos caracteristicos en ELAe y
ELAf (82). La acumulacién de organelos membranosos, como el reticulo endoplasmico
liso, descrita en axones proximales de pacientes con Esclerosis Lateral Amiotrofica

interrumpe el transporte axonal (94).
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Disfuncion de células no neuronales que adquieren un fenotipo autoinmune inflamatorio:
La respuesta inflamatoria mediada por la activacion de microglias y células dendriticas
tiene un rol prominente en la fisiopatologia de la Esclerosis Lateral Amiotrofica y de su
modelo animal, el raton Tg SOD1. La activacion de esas células produce la liberacion de
citocinas inflamatorias (95;96).

La carencia de factores neurotroficos es otro de los elementos fisiopatoldgico que
interviene en la Esclerosis Lateral Amiotrofica, lo cual puede deberse a la afectacion de
los astrocitos que normalmente son fuente de factores tréficos (88). En pacientes de
Esclerosis Lateral Amiotrofica se ha constatado la carencia de algunos factores
neurotréficos como el CNTF, BDNF y el IGF-1(82;97).

La presencia de biomarcadores de apoptosis en las motoneuronas tanto en modelos
animales como en enfermos de Esclerosis Lateral Amiotrofica (98) y la demostracion de
la activacion de caspasas, y de la participacion de otros derivados de la familia Bcl-2 con
funcion pro-apoptética en la muerte de las motoneuonas de Esclerosis Lateral
Amiotrofica (99), permiten asegurar que el proceso de muerte celular en las

motoneuonas de la Esclerosis Lateral Amiotrofica es por apoptosis.

2. 4. 3 Terapias vigentes en Esclerosis Lateral Amiotréfica

El manejo terapéutico de los pacientes con Esclerosis Lateral Amiotrofica es complejo y
demanda la participacion multidisciplinaria de neurologos, fisioterapeutas, médicos de
familia y especialistas en cuidados paliativos (82). Aunque la Esclerosis Lateral
Amiotréfica carece de una terapia efectiva, los sintomas que aparecen en el curso de la
misma (calambres, espasticidad, salivacion, espasmo laringeo, labilidad emocional,
depresion, disartria, insomnio, ansiedad, y fatiga, entre otros) pueden ser tratados. A
pesar de todo lo que se conoce de la fisiopatologia de la Esclerosis Lateral Amiotrofica y
de que numerosos estudios clinicos se han realizado para evaluar la efectividad
terapéutica de drogas neuroprotectoras, el riluzole es la unica droga aprobada para el
tratamiento de la Esclerosis Lateral Amiotrofica (100). El riluzole inhibe la liberacion de
glutamato de las terminales pre-sinapticas e incrementa su recaptacion extracelular (5).
El tratamiento con riluzole durante 18 meses solo incrementd la supervivencia en un

periodo de 2-3 meses (101).
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Cerca de 100 agentes con propiedades neuroprotectoras se han evaluado en modelos
experimentales de Esclerosis Lateral Amiotréfica y en estudios clinicos fase Il y lll, pero
los resultados en términos de eficacia no son concluyentes (82). Entre los productos
evaluados esta el antibiotico beta-lactamico ceftriazone, que estimula la expresiéon del
transportador de glutamato (GLT1 o EAATZ2) (102), el antagonista no competitivo del
receptor de glutamato (AMPA) talampanel (103), el inhibidor de caspasas minocicline
(104) y los factores de crecimiento, como el IGF-1 recombinante (105) entre otros
muchos (82;106). La terapia génica, el uso del RNA de interferencia y el transplante de
células madres como alternativas terapéuticas en Esclerosis Lateral Amiotréfica, son

aproximaciones terapéuticas promisorias pero aun en fase de investigacion (107).

2. 4. 4 Experiencias preclinicas en Cuba

En Cuba se ha caracterizado el comportamiento epidemiolégico de la enfermedad y se
ha demostrado una menor incidencia de esta en comparacion a otros paises, lo que
sugiere que la mezcla de razas caracteristica de la poblacion cubana confiere cierta
proteccion (80). Esto constituye un excelente sustrato para el abordaje farmaco-

genomico de la Esclerosis Lateral Amiotréfica en Cuba, en un futuro cercano.
2. 5 Esclerosis Multiple

2. 5.1 Epidemiologia de la Esclerosis Multiple

La Esclerosis Multiple (EM) es la enfermedad neurolégica mas frecuente en adultos
jévenes (108), afecta millones de pacientes en todo el mundo y esta cifra continia en
ascenso (109). La Esclerosis Multiple tiene una distribucion geografica caracteristica
porque la incidencia y la prevalencia son mayores en los lugares mas distantes de las

latitudes ecuatoriales (110).

2. 5. 2 Fisiopatologia de la Esclerosis Multiple

La Esclerosis Multiple tiene una base genética muy compleja. Los estudios genéticos
con tecnologia de alto flujo han identificado polimorfismos en la region del antigeno
leucocitario humano (HLA) como el locus de mayor susceptibilidad para Esclerosis

Multiple (111). En los estudios de asociacion de polimorfismos de simple nucleétidos se
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ha descrito una asociacion entre los alelos HLA-DRB1*1501 y TNFa-308 G/A, lo cual
sustenta, como elemento patogénico de la Esclerosis Multiple, la relacion entre los
productos de estos genes (112). Los factores ambientales por su parte, tienen una
contribucion importante en la patogénesis de Esclerosis Multiple, las infecciones virales
por herpes virus, coronavirus y retrovirus han sido asociadas al desarrollo de la
Esclerosis Multiple (113). La infeccion por el virus Epstein-Barr, que es selectiva a las
células de la barrera hematoencefalica, incrementa la produccién de mediadores
inflamatorios que facilitan la adherencia de las células inmunocompetentes activadas y
su paso al parénquima cerebral donde reconocen determinados antigenos, se activan y
desencadenan la respuesta inflamatoria (114). La hipdtesis mas aceptada en la
patogénesis de la Esclerosis Multiple es la que la relaciona con la autoinmunidad, en la
cual las células T especificas para la mielina, los linfocitos Th1 y Th17 (115-117), las
células B (118), las células de la respuesta inmune innata (119) y sus correspondientes
citocinas (116;117;120) tienen un rol central en la neuroinflamacién y la progresion de la
desmielinizacion. Las células de la respuesta inmune, tanto innata como adaptativa, una
vez en el parénquima cerebral y luego de una segunda activacion mediada por el
reconocimiento de sus antigenos especificos, expuestos en las microglias, comienzan a
secretar citocinas inflamatorias como interferon gamma (IFNy), TNFa e interleucina 1-3
(121). Por otra parte, la interaccion de quimocinas como el factor inducible por IFNy (IP-
10) y monocina inducible por IFNy (Mig) con su receptor (CXCR3) contribuyen a un
reclutamiento adicional de células inflamatorias hacia los tejidos neurales (122). Esta
cascada de quimocinas y citocinas inflamatorias producen una sobre-expresion de
moléculas de adhesion en las células endoteliales de la barrera hematoencefalica,
activacion reactiva del endotelio, secrecion de metaloproteinasas y pérdida de elementos
de union intercelulares como la ocludina E y la caderina del endotelio vascular (123). Las
metaloproteinasas son un grupo de enzimas endopeptidasas que degradan las
macromoléculas de la matriz extracelular, favoreciendo la migracién y el reclutamiento
de otras células inmunocompetentes hacia el parénquima cerebral donde se perpetua la
reaccion inflamatoria (124).

Contrario al criterio de la desmielinizacion de causa autoinmune, hay evidencias

recientes que sugieren otras causas de desmielinizacion; una afectacion primaria en los
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oligodendrocitos u oligodendropatia (125), y un déficit de neuroesteroides que produce
un proceso de mielinizacion defectuoso (126), de manera que en ambos casos las
reacciones inmunes son un evento secundario en el curso de Esclerosis Multiple
(125;126).

El estrés oxidativo y la produccion excesiva de especies reactivas del oxigeno
contribuyen en la patogénesis de Esclerosis Multiple en términos de desarrollo y de
persistencia de las lesiones en el tejido nervioso (127). Adicionalmente, las neuronas de
pacientes con Esclerosis Multiple tienen deficiencias en la respiracién celular debido a

mutaciones inducidas por el proceso inflamatorio en el DNA mitocondrial (128).

2. 5. 3 Terapias vigentes en la Esclerosis Multiple

Durante los afios correspondientes a la década del 1990, solo el uso de los esteroides y
los inmunosupresores formaban parte del tratamiento para Esclerosis Multiple (129).
Posteriormente, en 1993 con el advenimiento del primero de los agentes terapeéuticos
que modifican el curso de la enfermedad, el interferén beta (IFNB) 1-b (130), y unos anos
mas tarde el IFNB 1-a (131), comienza una nueva era en las aproximaciones
terapéuticas para esta enfermedad, pues se dejo de tratar de manera sintomatica para
intentar incidir y modificar la evolucion clinica de la enfermedad. Dentro de las
propiedades inmunomoduladoras del IFNB esta la capacidad de inhibir la sintesis de
IFNy, de aumentar las poblaciones de células regulatorias naturales y disminuir las
células citotoxicas (132), otros efectos son la disminucién de la accién toxica del TNFa
sobre los oligodendrocitos y microglias (133) y la inhibicion de la expresion del MHC
clase Il y de las moléculas co-estimulatorias en la superficie de las células presentadoras
de antigenos (134;135). El IFNB 1-b ha resultado efectivo, tolerable y con pocos efectos
adversos (136).

El acetato de glatiramer, 6 Copaxone é Cop-1, conocido también por Copolimero 1 es
una mezcla de polipéptidos sintéticos de cuatro aminoacidos: L-alanina, L-acido
glutamico, L-lisina y L-tirosina. EI Copaxone tiene entre sus mecanismos de accion
producir un cambio o desviacién hacia un perfil de citocinas Th2, mediado por su
naturaleza de ligando peptidico alterado y por modificar las propiedades de las células

presentadoras de antigeno (137;138). Otras propiedades de esta molécula son la de
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inducir células con funcién reguladora (CD8" y CD4CD25") antigeno-especificas (139-
141) y la de interferir con la activacién de linfocitos T, por competencia con la proteina
basica de la mielina a nivel del MHC clase Il (142). Los estudios clinicos con copaxone
han demostrado alguna eficacia terapéutica asi como reduccién de los niveles de
citocinas inflamatorias (120) y de radicales libres (143).

El natalizumab es un anticuerpo monoclonal humanizado que reconoce la cadena alfa 4
de la integrina a4B1 6 VLA-4 la cual se expresa en los linfocitos y es un mediador del
fendmeno de migracién transendotelial (144). Las observaciones preclinicas en animales
con EAE demostraron que al impedir la entrada de células inflamatorias hacia el
parénquima cerebral, se podia prevenir la formacién de nuevas lesiones inflamatorias y
desmielinizantes en el sistema nervioso (145;146). Varios estudios clinicos se han
realizado con el natalizumab demostrandose una reduccion en la aparicion de nuevas
lesiones, en el numero de exacerbaciones o brotes clinicos y una mejoria clinica (147-
149). A pesar de su resultado en la clinica, se ha recomendado vigilar posibles efectos
adversos por el riesgo de leucoencefalitis multifocal progresiva (150) lo cual sugiere que
el bloqueo a largo plazo de las integrinas a4p1, pone en peligro la eficiencia de los
mecanismos de vigilancia inmunoldgica sistémica y a nivel del sistema nervioso.

Las estatinas o inhibidores de la 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A reductasa son un
conjunto de drogas que reducen los niveles séricos de colesterol y sus esteres.
Recientemente se ha demostrado que mejoran las funciones del endotelio vascular,
atenuan los procesos inflamatorios, y disminuyen el efecto del estrés oxidativo (151).
Algunas evidencias experimentales indican que las estatinas reducen la actividad de los
receptores neuronales para el glutamato, y por tanto protegen a las neuronas del dafo
toxico excitatorio que produce este metabolito (152). Los experimentos preclinicos y los
estudios clinicos preliminares demostraron un efecto beneficioso, sin embargo en
estudios clinicos aleatorizados y controlados no se demostré eficacia terapéutica con el
uso de las estatinas en Esclerosis Multiple (153).

El mitoxantrone es un antineoplasico derivado de la antracenediona, que posee
propiedades inmunosupresoras, por lo que ha sido aprobado su uso en formas clinicas
severas de Esclerosis Multiple (154). Los estudios clinicos con esta droga en pacientes

tratados con IFNB que habian empeorado sus sintomas demuestran resultados
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alentadores: en el 70% de los casos se redujo el deterioro neurolégico, el numero de
exacerbaciones y la enfermedad no progreso respecto al grupo no tratado (155).

Aunque para la Esclerosis Multiple existen numerosas alternativas terapéuticas tanto
sintomaticas como de drogas que modifican el curso de la enfermedad, aun es necesario
el desarrollo de aproximaciones terapéuticas dirigidas a bloquear los elementos
fisiopatolégicos de esta enfermedad, a proteger los blancos de la respuesta inmune
inflamatoria y a facilitar los eventos de restauracién o regeneracion de las células
danadas (3;125).

2. 5. 4 Experiencias preclinicas en Cuba

Basado en las evidencias de que el IFNB y el IFNa comparten el mismo receptor (156),
investigadores cubanos han demostrado efectos terapéuticos del IFNa en modelos in
vitro e in vivo de Esclerosis Multiple asi como en estudios clinicos (156;157). Ademas, se
ha investigado el efecto neuroprotector de la C-ficocianina en EAE con resultados

satisfactorios (158).
2. 6 Isquemia Cerebral

2. 6. 1 Epidemiologia de la isquemia cerebral

La enfermedad cerebro-vascular es una condicién devastadora que afecta anualmente
15 millones de personas en todo el mundo y es la primera causa de discapacidad en los
adultos en paises industrializados. Tres meses después del episodio isquémico, del 15-
30% de los sobrevivientes permanecen totalmente discapacitados y de ellos un 20%
demanda cuidados en instituciones hospitalarias (159). En Cuba las enfermedades

cerebro vasculares del tipo isquémico constituyen la tercera causa de muerte (160;161).

2. 6. 2 Fisiopatologia de la isquemia cerebral

El 85% de los casos de enfermedad cerebrovascular son de naturaleza isquémica, el
resto es de causa hemorragica (162). La causa mas comun de la enfermedad
cerebrovascular isquémica es la oclusion brusca de una de las arterias del cuello o del
interior del craneo, lo cual resulta en una pérdida inmediata de la disponibilidad de

oxigeno y glucosa para el tejido cerebral. La isquemia cerebral desencadena reacciones
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patolégicas que constituyen la cascada isquémica y que culmina con la muerte celular en
la zona mas afectada por la isquemia en los primeros minutos que siguen al episodio
isquémico (159).

Los eventos moleculares y bioquimicos que ocurren en el nucleo isquémico producen un
dafo celular irreversible. El area que rodea el nucleo isquémico se conoce como zona de
penumbra isquémica, este territorio es potencialmente salvable con alguna intervencion
farmacolégica (163), de lo contrario los eventos que ocurren en el nucleo isquémico
repercutiran en esta zona produciendo muerte celular de neuronas y glias (164).

La muerte celular que se produce durante el dafio cerebral isquémico es consecuencia
de varios mecanismos: excitotoxicidad, estrés oxidativo, respuesta inflamatoria y la
activacion del proceso de apoptosis o similar a la apoptosis (6). Estos mecanismos
tienen elementos patogénicos comunes que se superponen y producen dafo en
neuronas, glias, y elementos vasculares. Al nivel subcelular estos mecanismos afectan
la funciéon de las mitocondrias, del nucleo, de las membranas celulares del reticulo
endoplasmico y de los lisosomas (165).

La privacion absoluta de oxigeno y glucosa al tejido neuronal activa varias cascadas
patolégicas que conducen a la muerte neuronal, particularmente en la zona de
penumbra. Entre estas vias estan la sobre-activacion de receptores de glutamato, la
acumulacion intracelular de iones calcio, el reclutamiento de células inflamatorias, el
aumento de la produccién de radicales libres y la apoptosis (166).

El fallo energético y la consiguiente despolarizacion de la membrana neuronal
condicionan una liberacion excesiva de glutamato y de otros aminoacidos excitatorios.
La activacién de los receptores post-sinapticos como el NMDA (acido N-metil-D-
aspartico), AMPA (acido a-amino-3-hidroxi-5-metilisoxazol-4-propiénico) y receptores
metabotropicos, provoca un influjo de calcio, sodio y agua hacia el interior de las células.
Todo esto conlleva la formacion de edema citotdéxico y a la activacién enzimatica
mediada por calcio, que finalmente conducen al dafio y la muerte celular (167).

En la isquemia cerebral la formacidn de especies reactivas del oxigeno sobrepasa la
capacidad antioxidante fisiolégica de las neuronas, provocando dafio en proteinas,
acidos nucleicos y lipidos (168). En las neuronas, las especies reactivas del oxigeno

responsables del estrés oxidativo son el anién superdxido (O%), el radical hidroxilo
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("OH), el 6xido nitrico (NO®) y otras, que aunque no son radicales libres, son muy téxicas
(peroxido de hidrégeno (H203) y peroxinitrito (ONOO-) (169;170). La sobreproduccion de
especies reactivas del oxigeno también produce peroxidacion lipidica (171).

La contribucién de la apoptosis como mecanismo de muerte celular en la isquemia
cerebral focal (172) se demuestra por hallazgos como condensacion uniforme de la
cromatina, presencia de cuerpos apoptéticos, contraccion del citoplasma (no
eosinofilico), activacibn de miembros pro-apoptéticos de la familia Bcl (Bax, Bad),
activacién de caspasas (173), union extracelular de anexina V (174), y liberacién de
citocromo c al citoplasma (175). La apoptosis se produce por mediacion de las caspasas
como moléculas efectoras y por la activacion de los polimeros de poli-ADP-ribosa (175).
Durante la isquemia también se afectan las células de la glia. De hecho, el edema en los
astrocitos es el primer cambio observable y es uno de los factores responsables de la
reduccion en la recaptacion de glutamato (176). En un ambiente isquémico los astrocitos
producen citocinas inflamatorias, mediadores téxicos y liberan glutamato (177). La
microglia también contribuye al dafio tisular isquémico por mecanismos como la
produccion de citocinas, 6xido nitrico y otros radicales libres (164).

La necrosis producida luego del dafo isquémico provoca una fuerte y rapida activacion
de citocinas inflamatorias como el TNFa y la Interleucina-8 (178). Estas ultimas inducen
una reaccion inflamatoria con liberacion de las moléculas de adhesion responsables de
la agregacion leucocitaria y su posterior migracion a través de la pared vascular (167).
Ademas, la isquemia induce una expresion rapida de moléculas como las
metaloproteinasas, que facilitan la penetracion de los leucocitos a través de la barrera

hematoencefalica (179).

2. 6. 3 Terapias vigentes en enfermedad cerebrovascular isquémica

El objetivo de la neuroproteccion en isquemia cerebral es preservar la viabilidad de las
células en la zona de penumbra isquémica y limitar la extensién del dafio irreversible.

Atenuar el dafio cerebral que sigue al evento isquémico es un reto dificil de solucionar.
Para el tratamiento de la enfermedad cerebrovascular isquémica existen dos estrategias,

una dirigida a la revascularizacion con el uso de agentes tromboliticos y antiagregantes y
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la otra es una estrategia de neuroproteccion con drogas que preserven las neuronas y
glias (180).

Relacionado con la primera estrategia, el activador tisular del plasminégeno (t-PA) es la
unica droga aprobada para el tratamiento clinico (181). Por su estrecha ventana de
efectividad terapéutica el t-PA solo es administrado al 4-5 % de los pacientes que
requieren una intervencién revascularizadora (182). El tratamiento con t-PA es
beneficioso en términos de trombolisis, pero tiene como efecto adverso los accidentes
vasculares hemorragicos (181), lo cual también limita su uso terapéutico. Otro
trombolitico, el desmoteplase, de alta afinidad por la fibrina, con menos reacciones
adversas y una ventana terapéutica mayor que la del t-PA, esta en desarrollo con
resultados no concluyentes en estudios clinicos (183). En los tratamientos
antitrombdticos, los anticoagulantes (heparina sédica y la heparina de bajo peso
molecular) se recomiendan generalmente para el ictus cardioembdlico, mientras que los
antiagregantes (acido acetil salicilico, clopidogrel, dipiridamol) se aplican en el ictus
aterotrombotico (184). Estos agentes protegen el cerebro a través de su efecto en la
hemodinamica y no por modificar mecanismos metabdlicos (11).

Se han descrito aproximadamente 160 estudios clinicos para evaluar una gran variedad
de estrategias neuroprotectoras en enfermedad cerebrovascular isquémica (Anexo. B),
de ellos el 75 % han sido concluidos o abandonados prematuramente y solo el 25 % esta

aun en curso (11).
2. 6. 3. 1 Estrategias neuroprotectoras evaluadas en clinica

2. 6. 3. 1. 1 Bloqueadores de canales de calcio: Nimodipina

El calcio desempefia un rol importante en la patologia del dafio cerebral isquémico (185).
Los antagonistas de calcio, como la nimodipina, bloquean selectivamente los canales de
calcio de lenta activacion, reducen la entrada de calcio en las neuronas y con ello
producen un efecto beneficioso en neuronas sometidas a isquemia. Las evidencias
preclinicas en modelos de isquemia cerebral focal con este antagonista de calcio
demostraron resultados satisfactorios cuando la administracién del medicamento se
efectud a los 15 minutos de la isquemia y resultados no satisfactorios con administracion

en periodos de una hora o mas posterior al episodio isquémico (186). Cerca de 7000
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pacientes se han incluido en un total 28 estudios clinicos para evaluar la efectividad
terapéutica de la nimodipina en cuanto a dosis, tiempo y vias de administracién. Los
resultados de los estudios preclinicos y los estudios clinicos han sido inconsistentes en

término de neuroproteccion (186;187).

2. 6. 3. 1. 2 Antagonistas del glutamato

El glutamato es el neurotransmisor excitatorio mas relevante del sistema nervioso, en
condiciones de isquemia induce dafio por excitotoxicidad (188). ElI glutamato
interacciona con los receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) y el acido propiénico 3-
hidroxi-5metil-4-isoxalzole (AMPA), que son relevantes en neuroproteccién. Las
estrategias neuroprotectoras dirigidas a bloquear la entrada del glutamato comprenden
antagonistas del NMDA, competitivos (Selfotel) (189) y no competitivos (disolcipine,
dextrometorfan y aptiganel) (190), antagonistas del NMDA especificos por el sitio de la
glicina (Gavestinel ) (191) y antagonistas del receptor AMPA (ZK 200755) (192). Los
estudios clinicos con estos agentes fueron detenidos en la fase piloto (193;194),
abandonados por la aparicion efectos adversos graves o por la elevada mortalidad

(195;196) y por carencia de eficacia terapéutica (197).

2. 6. 3. 1. 3 Agonistas del receptor del GABA

El acido gamma amino butirico (GABA), es el neurotransmisor inhibitorio por excelencia.
El clometiazole potencia el efecto del GABA por su efecto agonista en el receptor
GABA(A) (198). Los estudios preclinicos de este agonista del GABA evidenciaron que su
efecto protector estaba asociado a una administracién inmediata después del reto
isquémico (199). En los estudios clinicos la administracion del clometiazole fue 12 horas

posteriores al evento isquémico y no demostroé eficacia terapéutica (200).

2. 6. 3. 1. 4 Magnesio

El magnesio puede considerarse como un antagonista endégeno del calcio, que puede
proteger por diversos mecanismos que incluyen el bloqueo de los receptores NMDA, la
inhibicion de la liberacion de neurotransmisores excitatorios, el bloqueo de canales de
calcio y la relajacion del musculo liso vascular (201). Los experimentos realizados en

modelos animales revelaron al magnesio como un neuroprotector débil. En el estudio
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clinico que evalu6 el magnesio en términos de mejorar supervivencia o reduccion de
discapacidad no se demostré efectividad terapéutica e incluso la mortalidad fue mayor

en el grupo que se traté con magnesio (202).

2. 6. 3. 1. 5 Los antioxidantes

Los antioxidantes son otro grupo de drogas que se han usado como neuroprotectores. El
NXY-059 es un atrapador de radicales libre que se evalué en modelos de isquemia focal
permanente y transitoria en especies roedoras y en primates no humanos y sus
resultados beneficiosos se comprobaron en mas de un laboratorio. La evaluacién del
NXY-059 cumpli6 satisfactoriamente con las guias de procedimientos para la evaluacién
preclinica de candidatos neuroprotectores, establecidas por el consorcio industrial y
académico para la terapia de enfermedad cerebrovascular (203). Sin embargo, los
resultados de los estudios clinicos no fueron satisfactorios debido al perfil bioquimico de
este agente, caracterizado por la baja permeabilidad de la barrera hematoencefalica, la
poca penetracion en las células, y su escaso potencial redox. Al fracaso de los estudios
clinicos también contribuyd que el tiempo de administracion fue mayor al que se habia
demostrado experimentalmente (11). El mesilato de tirilazad (U-74006F), otro
antioxidante de tipo amino-esteroide inhibidor del proceso de peroxidacion lipidica
dependiente de hierro, fue evaluado en preclinica y posteriormente en clinica el estudio
fue abandonado por falta de efectividad (204). El ebselen es un compuesto de selenio
con actividad similar a la enzima glutatién-peroxidasa que inhibe adicionalmente el
peroxinitrito. En un estudio clinico controlado y enmascarado con 105 pacientes, este
agente demostrd reducir el volumen de infarto acompanado de una mejoria clinica solo
en los pacientes que recibieron el tratamiento en las 6 primeras horas posterior a la
isquemia (205). El agente antioxidante edaravone (MCI-186) es un colector de radicales
de oxigeno y bloquea el proceso de peroxidacion lipidica, fue evaluado con resultados
satisfactorios en modelos de isquemia cerebral global y focal. El estudio clinico fase Il
con edaravone se realiz6 administrando el medicamento en un periodo de hasta 72
horas posterior al episodio isquémico, este estudio evidencié una mejoria clinica a los

tres meses segun la escala modificada de Rankin (206).
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2. 6. 3. 1. 6 Precursores de fosfolipidos: citicolina

La citicolina (citidina 5-difosfocolina) es el producto limitante en la sintesis de
fosfatidilcolina a partir de colina. Se administra por via oral, se hidroliza en citidina y
colina, la cual se absorbe rapidamente (207), pasa la barrera hematoencefalica y se
incorpora a la fraccién de fosfolipidos de las membranas neuronales. La citicolina
aumenta la sintesis e inhibe la degradacion de fosfolipidos, produce la liberacién de
acidos grasos, incrementa los niveles de norepinefrina y dopamina y restablece las
funciones de la membrana mitocondrial y de la enzima ATP-sintasa (207;208). Los
experimentos en modelos de isquemia cerebral demostraron que la proteccion de la
citicolina depende del momento en que se inicie el tratamiento (209). Los experimentos
de isquemia por oclusién de la arteria cerebral media realizados por el grupo de Hurtado
y colaboradores evidenciaron que el tratamiento crénico con citicolina empezando 24
horas posterior a la isquemia y sostenido hasta 28 dias, produce una mejoria clinica
funcional e incrementa la red dendritica en la corteza cerebral motora, lo cual sugiere
que esta modalidad de tratamiento incrementa la plasticidad neuronal en zonas no
dafiadas pero funcionalmente comprometidas en la conectividad de las regiones
cerebrales (210). Los estudios clinicos han demostrado que la citicolina es un
medicamento bien tolerado y seguro, que produce una recuperacion sensorial y motora y

contribuye a la neuroplasticidad (211).

2. 6. 3. 1. 7 Otros tratamientos y estrategias neuroprotectoras evaluados en

estudios clinicos de isquemia cerebral

Entre las drogas neuroprotectoras que han sido evaluadas en estudios clinicos se
incluyen los inhibidores de sefiales mediadas por el oxido nitrico (lubeluzole), los
inhibidores leucocitarios (enlimomab y UK 279276), los activadores de canales de
potasio neuronales (BMS-204352), el gangliésido GM1, los modificadores de la fluidez
de membrana (piracetan), los antagonistas opioides (nalmefene), los factores de
crecimiento (factor basico de crecimiento de fibroblastos), los bloqueadores de canales
de sodio (fosfofenitoina), los bloqueadores de canales de calcio (flunarizine), los
vasodilatadores (pentoxifilina), y los agonistas de receptor 5HT1A de serotonina

(repinotan). Entre las estrategias mas prometedoras esta la hipotermia, la administracion
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de albumina humana a altas dosis, la hemodilucion, la terapia combinada y la

estimulacién de mecanismos endégenos de neuroreparacion (11;74).

2. 6. 4 Experiencias preclinicas en Cuba

En Cuba se han realizado varios estudios preclinicos para la evaluaciéon de los efectos
neuroprotectores de la eritropoyetina con bajo contenido de acido sialico, cuyos
resultados son promisorios para sustentar su transito a clinica (212) y se ha investigado
sobre las propiedades antinflamatorias, antioxidantes e inmunomodulatorias de un
producto natural que puede ser un buen candidato en neuroproteccién (213).

Recientemente se describié el efecto terapéutico beneficioso de la C-ficocianina en

modelos de isquemia cerebral global (214).

2. 7 Modelos experimentales

El desarrollo de la medicina y la busqueda de alternativas terapéuticas promisorias para
el tratamiento de enfermedades incurables estan muy ligados al trabajo con modelos
experimentales in vivo que reproduzcan en parte la fisiopatologia de estas
enfermedades. Los cientificos ingleses W. Russell y R. Burch (215) fueron pioneros en
hacer valer el principio de que la excelencia cientifica esta determinada por el uso

humanitario de los animales de experimentacion.
2. 7.1 Modelos de Esclerosis Lateral Amiotroéfica

2.7.1.1 Modelos in vitro

Como las motoneuronas son las células mas vulnerables en la Esclerosis Lateral
Amiotrofica (216), los modelos in vitro mas utilizados son el cultivo primario de
motoneuronas embrionarias, el cultivo érgano-tipico de laminas de médula espinal de
ratones recién nacidos y la linea celular similar a motoneuronas NS34 (217). Con el
propésito de remedar la fisiopatologia de la enfermedad, estas células se han cultivado
en presencia de agentes inductores de apoptosis como la estaurosporina (218), en
presencia de astrocitos reactivos (219), o en ausencia de factores tréficos

imprescindibles para la viabilidad in vitro de las motoneuronas (220).
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2.7.1. 2 Modelos in vivo

Entre los modelos in vivo el mas usado es el raton transgénico que sobre-expresa la
superoxido dismutasa tipo 1 humana mutada (SOD1 G93A; sustitucion en la glicina del
coddén 93 por la alanina) (221). Este modelo se gener6é inmediatamente después de
haberse descrito la mutacion en el gen SOD1 en un subgrupo de pacientes con
Esclerosis Lateral Amiotrofica familiar (83), lo cual tuvo un impacto muy relevante en la
explicacion de los mecanismos patogénicos de la enfermedad y facilité el descubrimiento
de numerosas mutaciones en el gen SOD1 asociadas a otros casos de Esclerosis
Lateral Amiotréfica familiar (221) (Anexo C).

La mutacion G93A de la enzima superdxido dismutasa induce cambios conformacionales
que producen agregados macromoleculares, lo cual determina que la proteina adquiere
funciones toxicas (221). Este modelo, generado en 1994 por Gurney y colaboradores
(222) se convirtid en el referente principal para las evaluaciones preclinicas de las
alternativas terapéuticas en Esclerosis Lateral Amiotrofica (223;224). El inconveniente
principal de este modelo es que la mutacién G93A solo esta presente en el 2% de los
pacientes con Esclerosis Lateral Amiotrofica (225).

Los ratones transgénicos G93A exhiben el primer signo de la enfermedad alrededor de
los 100 dias de edad. Las primeras manifestaciones clinicas debidas a la debilidad
muscular son un temblor fino en uno de los miembros, seguido de enlentecimiento en la
marcha. Posteriormente los animales experimentan paresis o paralisis de uno de los
miembros inferiores, seguido por paralisis ascendente que llega a cuadriplégia y se
produce un estatus moribundo alrededor de los 120 dias de edad. Los elementos
patoldégicos mas relevantes son la pérdida de motoneuronas, la astrocitosis y los
agregados macromoleculares SOD1 positivos que se aprecian en las astas anteriores de
la médula espinal (226) (Anexo D).

En la Esclerosis Lateral Amiotréfica cerca de 3 % de los casos de origen familiary 1,5 %
de los casos esporadicos presentan mutaciones en el gen TDP-43 (221). Esto motivé la
generacion de otros modelos transgénicos que sobre-expresan la proteina mutada, pero

solo en ratas la mutacion TDP-43 M337V reproduce el fenotipo de la enfermedad (227).
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Los expertos en el tema insisten en que para avanzar en la busqueda de alternativas
terapéuticas efectivas en Esclerosis Lateral Amiotréfica es necesario la generacion de

otros modelos experimentales in vivo mas representativos de la enfermedad (228).

2. 7. 2 Modelos de Esclerosis Multiple

La encefalitis autoinmune experimental (EAE) es el modelo animal de Esclerosis Multiple
mas reconocido (229). Todas las terapias disponibles para esta enfermedad han
demostrado eficacia en estos modelos (230;231).

Se han desarrollado varios modelos de EAE para estudiar aspectos clinicos,
etiopatogénicos y para evaluar candidatos terapéuticos (229). Todos estos modelos se
han desarrollado a partir del concepto de inmunizacion con auto-antigenos (231), y cada
uno remeda un aspecto particular de la Esclerosis Multiple.

Entre los antigenos mas usados para la induccion de EAE se encuentran el
homogenizado de médula espinal; las proteinas de la mielina; los péptidos
encefalitogénicos derivados de las proteinas de la mielina; y la transferencia adoptiva de
células de bazo o de linfonodos de animales previamente inmunizados con alguno de los
antigenos anteriormente referidos, hacia animales virgenes (232;233). El uso de
adyuvantes oleosos, el empleo de Micobacterium tuberculosis inactivado y la toxina de
Bordetella pertussis ha contribuido a la reproducibilidad y a la severidad de estos
modelos experimentales (233).

La EAE se puede reproducir en varias especies: en primates (234), en ratas (231), y en
ratones salvajes (235) o ratones transgénicos (236;237). El desarrollo clinico de la
enfermedad, asi como su curso monofasico o cronico depende de la especie y del modo
de inmunizacion (233;235;238).

El hallazgo de la glicoproteina de la mielina del oligodendrocito (MOG) como auto-
antigeno relevante en la patogenia de la Esclerosis Multiple permitié usar esta proteina o
sus péptidos encefalitogénicos derivados para inducir la EAE (233). EI MOG es el unico
auto-antigeno de la mielina que induce respuesta celular T y auto-anticuerpos
desmielinizantes, de manera que en los animales inmunizados activamente con MOG, la

combinacion de mecanismos efectores, células T patogénicas y anticuerpos
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desmielinizantes, reproducen la complejidad clinico-patologica de la Esclerosis Multiple
(235;238;239). Esto ultimo acercd mas el modelo de EAE a la Esclerosis Multiple.

A pesar de que los modelos convencionales de EAE son el sistema experimental por
excelencia en las investigaciones relacionadas con Esclerosis Multiple, se han propuesto
las siguientes recomendaciones dirigidas a consolidar los resultados obtenidos con el
empleo de estos modelos cuando se esté evaluando un candidato terapéutico: validar el
efecto terapéutico de los candidatos en mas de un modelo, realizar tratamientos en
periodo sintomatico (esquemas terapeéuticos), realizar registros de la evolucion de la
enfermedad en periodos largos (modelo cronico), trabajar con modelos que remeden los
tipos de exacerbacién remision y cronicos progresivos, y generar modelos
experimentales en los que se incorporen los factores de riesgo de la enfermedad en
humanos (240).

2. 7. 3 Modelos de enfermedad cerebrovascular isquémica en gerbil de Mongolia

Para investigar los mecanismos fisiopatoldgicos que se activan en la isquemia cerebral y
evaluar intervenciones neuroprotectoras asi como sus mecanismos de accién se hace
necesario la utilizacion de modelos in vivo que remeden sus consecuencias
fisiopatolégicas. Se han desarrollado numerosos modelos de isquemia global o focal,
permanente o transitoria, en roedores, felinos, primates no humanos, etc. (241;242). Por
razones de espacio, esta revision solo incluye los modelos desarrollados en gerbil de
Mongolia porque este animal es el que se emplea en este trabajo.

El poligono de Willis del gerbo de Mongolia (Meriones unguiculatus) presenta una
anomalia anatomica congénita que consiste en la ausencia de la arteria comunicante
posterior, lo que hace que la circulacidn carotidea sea independiente de la
vertebrobasilar (243;244). Basado en lo anterior se han generado modelos
experimentales que consisten en la oclusién unilateral permanente de una de las arterias
carétidas comunes (isquemia unilateral permanente) (245) y otros en los que se ocluyen
ambas arterias cardtidas comunes de manera temporal, por periodos de 5 hasta 20
minutos (isquemia bilateral temporal) y son considerados como modelos de isquemia
reperfusion (241;246;247).
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En el modelo de isquemia unilateral permanente solo un 30% o 40 % de los gerbos
desarrollan signos clinicos de isquemia severa, con alta mortalidad (242;248). Esto
ocurre debido a la existencia de anastomosis entre las arterias cerebrales anteriores, lo
cual hace que la disminucion del flujo sanguineo del lado afectado se compense con el
aporte del hemisferio contralateral, por lo que no se produce infarto (243). El hecho de
gue no se lesionan todos los animales hace que el modelo tenga alta variabilidad.

En el modelo de isquemia bilateral transitoria, la oclusién temporal de las dos arterias
carotidas comunes provoca una isquemia global del cerebro anterior (244). La severidad
de los signos clinicos que acomparfan este modelo es proporcional al tiempo de oclusion
de las arterias carétidas comunes (249).

La isquemia cerebral global inducida con el modelo de isquemia bilateral transitoria
remeda alguno de los elementos fisiopatoldgicos del paro cardiaco (250). Estos modelos
experimentales, ademas de reproducir las manifestaciones clinicas e histolégicas de la
enfermedad cerebral isquémica, tienen otro elemento de similitud con la enfermedad
humana porque la oclusion de las arterias carétidas comunes es una de las causas mas

frecuentes de enfermedad cerebro vascular isquémica (159).
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3. MATERIALES Y METODOS GENERALES

3. 1 Diseno Experimental de la tesis

Para el cumplimiento de los objetivos especificos en este trabajo de tesis se emplearon
modelos experimentales que reproducen la fisiopatologia de la Esclerosis Lateral
Amiotrofica (Capitulo 4), la Esclerosis Multiple (Capitulo 5) y la Isquemia Cerebral
(Capitulo 6). Cada uno de estos capitulos contiene secciones de materiales y métodos,
resultados, discusiéon y resumen de resultados (Tabla 1).

Con los modelos experimentales se evalué el efecto neuroprotector de la
coadministracion EGF+GHRPs. EI EGF (Heber-Biotec, Cuba) que se utilizé en los
experimentos es una molécula recombinante expresada en Saccharomyces cerevisiae.
El GHRPg, de secuencia: His-D-Trp-Ala-Trp-D-Phe-Lys-NH2, se adquiri6 de Péptidos-
BCN (Barcelona, Espaia).

El trabajo con todos los animales de experimentacidén se realizé siguiendo las normas
éticas y de seguridad biolégica de cada una de las instituciones en que se realizaron los
experimentos.

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el paquete estadistico Prisma
(Graphpad Software Inc., San Diego, CA, USA).

Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando p<0.05. En lo
adelante, cuando se plantea que hay diferencia, aumento, disminucién, etc., es porque

cumple el criterio de que es estadisticamente significativo.



Materiales y Métodos Generales

Tabla 1. Disefio Experimental de la Tesis
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OBJETIVO A
. MODELO TIPO DE
CAPITULO . DEMOSTRAR EN CADA | EVALUACIONES
EXPERIMENTAL DANO
EXPERIMENTO
Cultivo primario de . Efecto citoprotector del . .
Ausencia de Supervivencia de
motoneuronas EGF y del GHRPg sobre
. . factores motoneuronas
embrionarias e las motoneuronas
troficos
puras
Cultivo primario de .
Neuroproteccion motoneuronas Induccion de Efecto citoprotector de Morfometria de
embrionarias apoptosis EGF+GHRP sobre las motoneuronas
en modelos de , Pop motoneuronas y sus glias
Esclerosis Lateral y glias
o Ratones Efecto del tratamiento con Exoresion
Amiotrofica y transgénicos por EGF+GHRPg¢ sobre dos P o
. o - . . transcripcional
Axonopatia Téxica | sobre-expresion de Genético biomarcadores tipicos de
o . de genes IGF-1y
la superoxido Esclerosis Lateral
i I TNFa
dismutasa humana Amiotrdfica
Efecto terapéutico de _ Clinica
Patologia axonal L. EGF+GHRPg sobre los
Toxico . , - Conductual
(ratones C57BL/6) signos y sintomas de la o
g - Electrofisioldgica
patologia axonal
Encefalitis Efecto terapéutico de -Clinica
i EGF+GHRPg sobre los -Marcadores de
Autoinmune . , .
. signos y sintomas de la peroxidacién
Experimental . " . o
Autoinmune | Encefalitis Autoinmune lipidica
Moderada . e
. . Experimental y -Expresion
Neuroproteccion (ratas Lewis) e e
modificacién de los transcripcional del
en modelos de biomarcadores gen IGF-1
Esclerosis Multiple Efecto terapéutico y
Encefalitis profilactico de
Autoinmune . EGF+GHRPg sobre los Clinica
. Autoinmune . .
Experimental Severa signos y sintomas de la
(ratones C57BL/6) Encefalitis Autoinmune
Experimental
Efecto terapéutico de
. EGF+GHRPg sobre los -Clinica
Isquemia Cerebral . . .
Isquemia/ signos y sintomas de la -Conductual
Global (ICG) Severa ., e o
. ) reperfusion | ICG y modificacion de -Morfométrica
C (gerbil de Mongolia) .
Neuroproteccion en algunas variables
modelos de morfométricas
Isquemia Cerebral Efecto terapéutico de
q Isquemia Cerebral EGF+GHRPg sobre los -Clinica
Global (ICG) Isquemia/ signos y sintomas de la -Conductual
Moderada reperfusion | ICG y modificacion de -Morfométrica

(gerbil de Mongolia)

algunas variables
morfométricas
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4. EFECTOS DEL EGF, GHRP; Y DE LA COMBINACION EGF+GHRP¢ EN
MODELOS DE ESCLEROSIS LATERAL AMIOTROFICA Y DE AXONOPATIA
TOXICA COMO EJEMPLO DE ENFERMEDAD NEURODEGENERATIVA

4. 1 Materiales y Métodos

4. 1. 1 Efectos del EGF y del GHRPs en cultivo de motoneuronas embrionarias en

ausencia de factores troficos

4. 1. 1. 1 Obtencion, cultivo y tratamientos de las motoneuronas embrionarias

puras

Este trabajo se realiz6 en el Instituto Pasteur de Montevideo, Uruguay. Para la obtencién
de los embriones las ratas Spraguey Dowley (n=2) gestadas de 15 dias se sometieron a
eutanasia inducida con anestésico. Los procedimientos de diseccion del cordon medular
en embriones de rata de 15 dias y la preparacién de la suspension celular de
motoneuronas puras se realizaron segun lo descrito por Henderson C. E. (251).

Para la obtencion de un cultivo de motoneuronas puras, a la suspensién celular
anteriormente referida se le aplicé un gradiente de centrifugacion en metrizamida (Serva)
y posteriormente una inmuno-seleccion con el anticuerpo monoclonal IgG 192,
especifico para la proteina p75ntr (receptor de neurotrofinas) realizada en placa petri.
Las células que se adhirieron a la placa se seleccionaron como motoneuronas puras, el
resto se elimino (251;252).

Las motoneuronas puras (en ausencia de glias) se sembraron a una densidad de 350
células / cm? en discos de vidrios de 13 mm insertados en placas de 24 pozos (p-24),
previamente recubiertos con poli D-L-ornitina a 1,5 pg/ml (Sigma) y laminina a 3 ug/ml
(Sigma). Las motoneuronas se cultivaron en medio Neurobasal (Gibco) suplementado
con 2% de suero equino (Gibco), L-glutamato 25 mM, B-mercaptoetanol 25 uM, L-
glutamina 0,5 mM, 2 % del suplemento B-27 (Gibco-Invitrogen) y estreptomicina 100
pug/mil.

El cultivo de motoneuronas se incubo durante 48 horas, en atmodsfera 5 % CO,, a 37°C.
Las motoneuronas control positivo se cultivaron en presencia del factor de crecimiento

nervioso derivado de glias (GDNF, 1 ng/ml). A las células del grupo control negativo no
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se les adicioné ningun factor tréfico. Un grupo de motoneuronas se cultivaron en
presencia de EGF 100 ng/ml o de GHRPgs 100 ug/ml, en ausencia de GDNF en ambos
casos. El experimento se realizdé dos veces y se hicieron duplicados de cada condicion a
evaluar (incluidos los controles).

Se contaron las células vivas en un area predeterminada de 0,9 cm? en placas de 24
pozos empleando un microscopio de contraste de fase. Como células vivas se
consideraron las que exhibian neuritas intactas y mas largas que la longitud resultante
del diametro de 4 somas (219).

Los datos analizados corresponden al porcentaje de las células vivas de dos
experimentos independientes. Las comparaciones se realizaron mediante la prueba de

X? de comparacién de porcentajes y la prueba de Fisher.

4. 1. 2 Efectos del EGF, GHRPg y de la combinacién EGF+GHRPs en un cultivo
mixto de motoneuronas embrionarias expuestas a un agente inductor de

apoptosis

4.1. 2. 1 Obtencion, cultivo y tratamientos de las motoneuronas embrionarias y
glias

Este experimento se realizé en el Instituto de Neurologia del Colegio Universitario de
Londres. Para la obtencion de los cordones medulares y la preparacion de la suspension
celular se siguio el protocolo descrito por Camu W. y Henderson C. E. (253). Las células
obtenidas mediante este procedimiento se resuspendieron en medio Neurobasal
completo (Gibco), el cual contenia suplemento B-27 al 2 %, suero equino 2 %, glutamina
0,5 mM, B-mercaptoetanol 12,5 uM y 5 ug/ml de penicilina-estreptomicina. EI medio de
cultivo se enriquecié adicionalmente con los factores de crecimiento nervioso derivado
de las glias 1 pg/ml (GDNF), factor neurotrofico ciliar 5 pg/ml (CNTF) y factor de
crecimiento derivado de cerebro 1 pg/ml (BDNF) todo procedente de R & D Systems.

Las células se sembraron a razén de 5 x 10* células por pozo, en p-24 sobre discos de
vidrio de 13 mm previamente recubiertos con poli D-L-ornitina a 1,5 yg/ml (Sigma) y
laminina a 3 pg/ml (Sigma). Las células se incubaron en ambiente de 5 % de CO, a 37°C
durante 7 dias previo a cualquier tratamiento. EI medio de cultivo se renové en dos

ocasiones.
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El cultivo mixto de motoneuronas y glias procedente de las astas anteriores de la
médula, cultivadas durante 7 dias se expuso al agente inductor de apoptosis
estaurosporina (10 upg/ ml) (STU), alcaloide derivado de bacterias Streptomyces
staurosporeus (254). De manera concomitante al medio de cultivo se le aplicaron
diferentes tratamientos: EGF 20 ng/ml, GHRPg 10 pg/ml, la combinaciéon de estos o 10
MM de arimoclomol (CytRx Corporation) como un control positivo de referencia. Como
control negativo se utilizd un grupo de células a las cuales solo se les adicion6 la STU;
como control positivo quedaron células a las que no se les adiciond nada. A partir de la
aplicacién de los diferentes tratamientos todos los cultivos se incubaron por 8 horas.
Cada condicion a evaluar se trabajo con dos réplicas. Pasado el tiempo de incubacion,
las células se fijaron en paraformaldehido 4 % durante 20 minutos; y se lavaron 3 veces
con PBS.

4.1. 2. 2 Inmunocitoquimica para la identificacion de motoneuronas

El reconocimiento con el anticuerpo especifico para la proteina asociada a microtubulos
(MAP-2) permite la identificacion de las motoneuronas (soma, dendritas y axones) con
respecto a las células de la glia (218).

Las células se incubaron por 5 minutos con PBS-Triton X-100 1%. Se realizé el bloqueo
inespecifico incubando las células en una solucién de PBS-Triton X-100 1%-suero de
cabra 3 %. El anticuerpo primario que reconoce la proteina MAP-2 (MAP-2, Sigma),
generado en conejos, se utilizé a una dilucion 1:1000 y se incubd toda la noche.
Seguidamente se lavaron las células tres veces con PBS y se incubaron las células con
un anticuerpo secundario generado en cabras, biotinilado, que reconoce
inmunoglobulinas de conejo. Luego de los tres lavados con PBS se aplicd una solucion
preparada con el complejo avidina-biotina-peroxidasa (método Vectastain) (255), la cual
se incubd durante una hora, seguida de tres lavados con PBS. Finalmente se adiciond
diaminobenzidina 0,7 mg/ml (Fast DAB, Sigma) y se incubaron las células por 3 minutos,
pasados los cuales se lavaron nuevamente tres veces con PBS. Posteriormente se
sometieron a un proceso de deshidratacién en etanol 70 %, etanol 90 % y etanol 100 %,
durante 30 segundos cada uno. Los discos de vidrio se extrajeron de las placas de 24

pozos, se rotularon y se montaron en portaobjetos con cubreobjetos.
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Las células MAP-2 positivas se reconocen porque exhiben una coloracion marrén.

4. 1. 2. 3 Analisis morfométrico

Para evaluar el efecto del EGF y del GHRPg, y de la combinacién de ambos en el cultivo
mixto de motoneuronas expuestas a estaurosporina se digitalizaron 33 campos en cada
disco de vidrio correspondiente a cada grupo experimental. Para la toma de las
imagenes se trazaron dos lineas a lo largo de cada uno de los ejes mayores de los
discos que contenian las células marcadas. Sobre estas lineas se digitalizaron
alternativamente las imagenes a una magnificacion de 40x, empleando un microscopio
dptico (Carl Zeiss, modelo Axiostar plus). El area de cada imagen fue de 5590 ym?. Se
calculé la fraccion del area que ocupan las motoneuronas MAP-2 positivas con respecto
al area total de la imagen. Para la determinacion de la fraccibn de area de las
motoneuronas MAP-2 positivas se utilizaron las herramientas del programa ImageJ
(256). Una vez que se determiné la fraccion de area en cada uno de los 33 campos
digitalizados de cada grupo experimental, se calculé6 una mediana la cual fue utilizada

para el analisis estadistico.

4. 1. 2. 4 Analisis estadistico

Las comparaciones se realizaron mediante la prueba de Kruskal-Wallis seguida de la

prueba de Dunn.

4. 1. 3 Efecto de la co-administracion de EGF+GHRP¢ en animales transgénicos

que sobre-expresan el gen de la superéxido dismutasa humana (Tg SOD1 G93A)

4. 1. 3 .1 Animales de experimentacion

Se utilizaron ratones transgénicos que sobre-expresan el gen de la enzima superdxido
dismutasa humana-1 mutada; B6SJL-TgN (SOD1-G93A) (257) y ratones no transgénicos
procedentes de los mismos parentales. Este experimento se realizé en el Centro de

Biologia Molecular de Turin, Italia.

4.1. 3. 2 Esquema de tratamiento

Los ratones transgénicos de 4 semanas (en periodo pre-sintomatico) se inyectaron por

via intraperitoneal durante 30 dias consecutivos con la combinacion EGF 200 ug/kg
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+GHRPs 600 pg/kg (grupo de tratamiento, n=4) y con solucion salina fisiolégica (grupo
control de vehiculo, n=3). Un grupo de ratones no transgénicos, pero con el mismo fondo

genético se utilizd como control de animales sanos (grupo control sano, n=3).

4. 1. 3. 3 Determinacién de la expresion cuantitativa de los genes IGF-1 y TNFa en

la médula espinal

Al final del periodo de tratamiento los animales se anestesiaron profundamente con una
mezcla de oxigeno e isofluorano y se sacrificaron. Se obtuvieron muestras de médula
espinal para extraer RNA total por el método Purelink Micro-to-Mide Total RNA
Purification System” (Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del proveedor. Para
eliminar las posibles contaminaciones con DNA cromosomal las muestras de RNA se
trataron previamente con la enzima DNase | (Invitrogen). Del RNA total se usaron 125 ng
para el proceso de transcripcion inversa, usando la enzima reverso transcriptasa de alta
capacidad (RT High Capacity kit, Applied Biosystems). La reaccion en cadena de la
polimerasa en tiempo real (RT-gPCR) se realizé con el sistema “ABI Prism 7300 real-
time PCR” (Applied Biosystems) usando la mezcla “Platinum Quantitative PCR
SuperMix-UDG” con ROX (Invitrogen), en un volumen total de 20 ul. Los transcritos de
TNFa e IGF-1 se detectaron usando la biblioteca universal de oligonucleétidos (Roche).
Para el gen del TNFa las secuencias de los oligonucleétidos murinos fueron: TNFa
(sentido: TCT TCT CAT TCC TGC TTG TGG); (antisentido: GGT CTG GGC CAT AGA
ACT GA). Para el gen del IGF-1 las secuencias de los oligonucle6tidos murinos fueron:
(sentido: TCGGCCTCATAGTACCCACT); (antisentido: ACG ACA TGA TGT GTA TCT

TTA TTG C). Los resultados se analizaron con el método de 224t (

258) usando como
control interno de expresion constitutiva el gen 18S rRNA generado para el sistema
“Tagman” (Applied Biosystem). Cada muestra fue procesada por triplicado. Los valores
obtenidos de TNFa e IGF-1 en unidades arbitrarias, se expresaron en porcentajes con
respecto a los valores de los ratones no transgénicos (controles sanos) y se calculd el
porcentaje de cambio de los transcritos IGF-1 y TNFa en el grupo tratado con la
combinacion EGF+GHRPg con respecto al grupo vehiculo (259). También se establecio

un indice IGF-1/TNFa.
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4. 1. 4 Efectos del EGF, GHRPg y de la combinacion EGF+GHRPs en un modelo de

patologia axonal inducida con 1,2 diacetilbenceno

4.1. 4.1 Animales de experimentaciéon

Este experimento se realiz6é en el Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia (CIGB,
Habana, Cuba) Se emplearon ratones hembras de la cepa C57BL/6 (19 = 1 g de peso
corporal), procedentes del CENPALAB (Habana, Cuba). Estos se mantuvieron
previamente en el bioterio del CIGB, y una semana antes de los experimentos los
animales se adaptaron a las condiciones del laboratorio (60% de humedad, ciclo luz-
oscuridad 12 x12, y 25 + 1°C). Se colocaron 5 animales por caja, con libre acceso a

comida y agua.

4.1. 4. 2 Generacion del modelo de patologia axonal por intoxicacién con 1,2
diacetilbenceno (1,2 DAB).

El 1,2 DAB (Fluka) se prepard disolviéndolo en una solucion de acetona al 2% en
solucion salina (vehiculo) (260). Los animales se inyectaron con dosis diarias de 30
mg/kg de 1,2 DAB durante 45 dias (Fig.1). Un grupo control sano recibié solo la

inyeccion de solucion de acetona al 2% en solucion salina.

4.1. 4. 3 Esquema de tratamiento

El EGF y el GHRPg se diluyeron en solucion salina estéril inmediatamente antes de su
administracion. Después de la ultima inyeccidn de 1,2 DAB (dia 45) los animales se
dividieron en cuatro grupos experimentales de 15 animales cada uno atendiendo al
tratamiento que recibiria: EGF (200 pg/kg), GHRPg (660ug/kg), EGF+GHRPg (200 ug/kg
y 660 ug/kg), y solucién salina (grupo control de vehiculo). Luego de finalizada la
administracion de 1,2 DAB los tratamientos se aplicaron diariamente por via

intraperitoneal durante un periodo de 20 dias (Fig.1).
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Evaluaciones Clinicas
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Figura 1. Esquema del modelo de induccién de patologia axonal y de tratamiento con EGF, GHRPg y
EGF+GHRP;. Las evaluaciones clinicas y electrofisioldgicas se realizaron en el periodo de intoxicacion
con el 1,2 DAB y en el periodo de tratamiento.

4. 1. 4. 4 Evaluacion clinica

A lo largo del periodo de intoxicacion por 1,2 DAB y durante el tiempo de tratamiento los
animales se sometieron a las siguientes pruebas sensoriales y motoras, con el objetivo
de estimar cambios en la fuerza muscular y el equilibrio: suspensioén en rejilla, barra
horizontal o trapecio, y campo abierto (261;262).

Todos los experimentos conductuales se realizaron por dos observadores entrenados no
informados de los tratamientos aplicados a los diferentes grupos.

La prueba de la suspension en rejilla mide la capacidad para mantenerse suspendido de
una rejilla de alambre durante un minuto. La prueba del trapecio evalua la fuerza de
agarre de acuerdo con el tiempo que el animal es capaz de colgarse con sus patas
anteriores de un alambre. Esta prueba tiene dos modalidades: el reflejo prensil y la
capacidad de traccion del tren posterior del animal. Para el primero se consider6 la
capacidad de los animales de permanecer suspendidos por sus dos patas anteriores a
una barra horizontal durante 1 minuto o hasta su caida; en el segundo caso se evaluo el
tiempo en que las patas traseras alcanzan la barra (262).

El desplazamiento motor espontaneo se evalué en un campo abierto (jaula de plexiglas
de 30 x 9 x 15 cm, con el piso subdividido en 9 cuadrados). Después de 2 minutos de
adaptacion, a cada animal se le permiti6 moverse libremente durante 1 minuto. Se
registraron el numero de empinamientos y los cambios de cuadrado (261).

El reflejo de extension de las extremidades traseras, que es una postura que adoptan los

ratones cuando se suspenden por la cola, se evalué de la forma siguiente: ausencia total
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del reflejo; presencia del reflejo extensor en una sola extremidad o en ambas
extremidades sin separacion de los dedos y reflejo extensor normal con separacion de
los dedos. A lo anterior se le asignd una puntuacion de cero, uno y dos respectivamente
(263).
El patrén de la marcha se analizé para estimar la funcidén de los nervios periféricos. Para
ello los animales se inmovilizaron manualmente y sus patas se pintaron con una tinta no
toxica. Seguidamente se les permiti6 caminar sobre un papel blanco dentro de un
corredor restringido (40 x 7 x 10 cm). Se midid la longitud del paso (distancia entre las
huellas consecutivas de una misma pata); el ancho de la
;\. marcha —gait width, en inglés- (longitud de la base del
triangulo formado entre las huellas de las patas derecha e
izquierda); y la longitud entre los pasos (distancia entre

Longitud del pilsq,.
v las huellas alternas de las patas derecha e izquierda), tal

como fue descrito por Jaworski y colaboradores (264)
Vol Distancia (FIgZ)

) entre los

.. pasos

1
1
'
'
[
[l
[
[

o, Figura 2: Representacion de las variables longitud del paso, ancho de
o ™ |a‘-:.- la marcha y longitud entre los pasos.

4. 1. 4. 5 Evaluacién de los parametros electrofisiolégicos

Los experimentos electrofisioldgicos se realizaron empleando un equipo Neuronic-5
(Neuronic S.A. Cuba). Los animales se anestesiaron con 130 mg/kg de ketamina (Liorad,
Cuba) y 3 mg/kg de diazepam (Imefa, Cuba). Se registrd el potencial de accién muscular
complejo (PAMC) empleando un registro monopolar. Como electrodos de registro
positivo y de referencia se emplearon agujas 28G. El primero se inserté en los musculos
de la pierna, en un punto medio entre la rodilla y el tobillo, y el segundo en la piel de la
membrana interdigital como sitio eléctricamente indiferente. Para la estimulacion

eléctrica se emplearon dos electrodos de pinzas con el objetivo de fijarlos a la piel en el
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area de estimulacion. Para la estimulacidon los electrodos se colocaron cerca de las
vértebras, uno a cada lado de la columna vertebral, por debajo de la ultima costilla (S1).
La estimulacion eléctrica consistidé en pasar un pulso cuadrado de 0,1ms de duracion, y
de 30 mA de intensidad (estimulacion supra maxima). Se midieron la latencia (l),
duracion (d) y la amplitud (a) del PAMC. Se analiz6 la expresién matematica a/ld que se
denomind indice del PAMC integrado (IPAMCI).

4. 1. 4. 6 Ultraestructura

Al final del periodo de intoxicacion con 1,2 DAB, se tomaron muestras de tejido del asta
anterior de la médula espinal en la region lumbar y del nervio ciatico en la regiébn mas
proximal a la médula. Las muestras se procesaron para microscopia electronica de
transmision. Los cortes ultrafinos de (40 y 50 nm) se examinaron en un microscopio
(JEOL JEM 2000 EX).

4. 1. 4. 7 Analisis estadistico

Se utilizaron las pruebas U de Mann-Whitney y t de Student para las comparaciones
entre los grupos enfermos con 1,2 DAB y controles sanos. Para las comparaciones
multiples se utilizé la prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Dunn. Para la

evaluacion de la recuperacion se hizo un analisis de regresion.
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4. 2 Resultados

4. 2. 1 Efectos del EGF y del GHRPs en cultivo de motoneuronas embrionarias

puras

Las motoneuronas puras en presencia del factor de crecimiento nervioso derivado de
glias (GDNF), se desarrollan y sobreviven en condiciones de laboratorio (control
positivo). En ausencia de este factor un 35 % de estas células no fueron viables (control
negativo). EI EGF no tuvo efecto neuroprotector. En cambio, el GHRPs en una
concentracion de 100 ug/ml, produjo un efecto trofico similar al GDNF en términos de

supervivencia y crecimiento celular (Fig.3).
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Figura 3. Efectos del EGF y del GHRPg en cultivo de motoneuronas puras. Porcentaje de motoneuronas
embrionarias puras que sobrevivieron en cultivo con EGF (100 ng/ml) o GHRPg (100 pg/ml) en ausencia
de GDNF con respecto al control positivo (GDNF 1ng/ml). Prueba X* de comparacion de porcentajes y
prueba de Fisher. Los asteriscos sefalan diferencias significativas.

4. 2. 2 Efectos del EGF, GHRP6 y la combinacion EGF+GHRP¢ en un cultivo mixto

de motoneuronas embrionarias expuestas a un agente inductor de apoptosis

Las motoneuronas embrionarias cultivadas junto a otras células de la glia y en presencia
de factores troficos presentan un fenotipo caracteristico dado por un soma de gran

tamano, abundantes dendritas y axones gruesos y largos (Fig. 4 A y B). Al inducir estrés
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celular tratando las células con el agente pro-apoptético estaurosporina (STU), el analisis
cualitativo de la morfologia de las motoneuronas embrionarias reveld reduccion del
cuerpo neuronal, pérdida de las neuritas, acortamiento significativo de los axones (Fig. 4
Dy E) y signos de estrangulacion axonal (Fig. 4 C).

Los cultivos primarios de motoneuronas embrionarias tratados simultaneamente con
STU y con EGF, GHRPs, EGF+GHRPgs 0 el Arimoclomol conservaron su morfologia
caracteristica, similar al control en ausencia de STU (Fig. 4 A y B), aunque se

encontraron algunas motoneuronas afectadas.

También se llevd a cabo un analisis cuantitativo mediante el calculo de la fraccién de
area que ocupan las motoneuronas MAP-2" con respecto al area total de cada una de
las imagenes procesadas. La fraccion de area ocupada por motoneuronas MAP-2
positivas en el cultivo mixto de motoneuronas tratado con STU resultd inferior en
comparacion con la fraccién de area del cultivo de motoneuronas que no contiene este
agente pro-apoptotico. La fraccion de area ocupada por motoneuronas MAP-2 positivas
fue superior en los cultivos tratados con STU+EGF, STU+GHRPs, STU+EGF+GHRPg y
STU+Arimoclomol respectivamente. En estos casos la fraccion de area fue similar a la

de las células que no se trataron con STU (Fig. 4 F, G, H).
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Figura 4. Efectos del EGF, GHRPgs y EGF+GHRPg en cultivos primarios de motoneuronas embrionarias y
glias tratados con estaurosporina. A y B: Microfotografias de motoneuronas MAP-2 positivas como control
de motoneuronas en ausencia de STU. C, D y E: Motoneuronas cultivadas durante 8 horas en presencia
de STU. Las flechas sefalan puntos de estrangulacién axonal. F: Fraccion de area que ocupan las
motoneuronas MAP-2 positivas con respecto al area total de la imagen. G: Microfotografias de
motoneuronas MAP-2 positivas representativas de cada uno de los grupos experimentales. H:
Segmentacién digital de cada imagen correspondiente en el panel G, utilizada para el célculo de la
fraccion de area. Prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Dunn. Los asteriscos indican
diferencias significativas. La barra negra en el extremo inferior derecho de cada imagen equivale a 50 pm.
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4. 2. 3 Efecto del EGF+GHRP;s sobre la expresién cuantitativa de los genes IGF-1y
TNFa en la médula espinal de los animales transgénicos B6SJL-TgN (SOD1-G93A)

El tratamiento de los animales transgénicos B6SJL-TgN (SOD1-G93A) con la
combinacion EGF+GHRPg produjo un incremento de la expresion del gen IGF-1 con
respecto al control transgénico tratado con vehiculo y con respecto al control sano no
transgénico. (Fig.5A). En relacién con la citocina TNFa, tanto los animales transgénicos
B6SJL-TgN (SOD1-G93A) del

EGF+GHRPg exhibieron niveles superiores de este transcrito en la médula espinal

grupo control vehiculo como los tratados con
respecto a los controles sanos no transgénicos; sin embargo, los niveles de TNFa fueron
menores en el grupo tratado con la combinacion respecto al grupo control de vehiculo

(Fig.5B) (Tabla 2).
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Figura 5. Valores de los transcritos de los genes IGF-1 (A) y TNFa (B) en la médula espinal de los ratones
transgénicos (SOD1-G93A) tratados con EGF+GHRPg y no tratados (control de vehiculo) expresados en
porcentaje con respecto a los ratones no transgénicos (control sano). Prueba X? de comparacién de
porcentajes. Los asteriscos sefalan diferencias significativas.

Tabla 2. Valores de los transcritos de los genes IGF-1 y TNFa en la médula espinal de los ratones
transgénicos (SOD1-G93A) tratados con EGF+GHRPgs y no tratados (control de vehiculo) expresados en

porcentaje con respecto a los ratones no transgénicos (control sano).
Transcrito Control Transgénico | Transgénico | Porcentaje de cambio
sano {vehiculo) | EGF+GHRP; | ©n Tg EGF+GHRP; vs.
% 9% % Tg vehiculo
IGF-1 100 178 264 + 48 %
TNFa 100 563 331 -70 %
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Con los datos primarios correspondientes a los porcentajes de cambio en la expresion
de los transcritos se establecio el indice IGF-1/ TNFa. Los dos grupos experimentales de
animales transgénicos tenian menor predominio de IGF-1 que el grupo control no
transgénico. Sin embargo, en comparacion con el grupo control de vehiculo los animales
que se trataron con EGF+GHRPg mostraron niveles predominantes del IGF-1 respecto al
TNFa (Fig. 6).
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Figura 6. indice de la expresién del transcrito de IGF-1 respecto al de TNFa. Prueba X% de comparacion de
porcentajes. El asterisco indica diferencia significativa.
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4. 2. 4 Efectos de EGF, GHRPs y de la combinacion EGF+GHRPg en un modelo de

patologia axonal inducida con 1,2 DAB
4. 2. 4. 1 Validacion del modelo de patologia axonal

4.2.4.1.1 Evaluacion clinica

La administraciéon repetida del 1,2 DAB produjo afectacion motora, pérdida de peso, y
disminucién de la fuerza muscular en todos los animales. Ningun animal alcanzé la barra

horizontal con las patas traseras (Fig. 7 A-C).

Il 1,2 DAB
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Figura 7. Evaluacion de la fuerza muscular en animales enfermos por 1,2 DAB (n=60) y en controles sanos
(n=10). A: Tiempo de suspension en rejilla. B y C: Reflejo prensil en barra horizontal B: Tiempo de
suspension y C: Capacidad de traccion. Los datos representan la media y el error estandar de la media.
Prueba t de Student. Los asteriscos indican diferencias significativas.

La prueba en campo abierto se usa comunmente para el estudio de la actividad
espontanea exploratoria (265); aqui se usé como una prueba adicional, util para
demostrar el compromiso motor presente en los animales enfermos. Tanto el numero de
cuadrados cruzados como el numero de empinamientos fueron menores en los animales
tratados con 1,2 DAB con respecto al grupo control sano (Fig. 8 A, B). Los animales
normalmente extienden sus patas traseras cuando son suspendidos por la cola, lo que
se conoce como ‘reflejo de extension”. Los animales enfermos por 1,2 DAB perdieron
dicho reflejo, lo cual se manifesté por una flexidn extrema de las patas traseras hacia la
region abdominal (Fig. 8 C-E)
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Figura 8. Evaluacion conductual en animales enfermos por 1,2 DAB (n=60) y en controles sanos (n=10).
A: Numero de cuadrados cruzados en la prueba de campo abierto. B: Numero de empinamientos en la
prueba de campo abierto. C: Escala del reflejo de extensiéon. D y E: Prueba de suspension por la cola.
Postura tipica de un animal tratado con 1,2 DAB (D). Postura tipica de un animal control sano (E). Los
datos representan las medianas. Los asteriscos indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba U
de Mann-Whitney.

Los resultados anteriormente referidos se acompanaron de un patron de marcha
anormal que consistié en un incremento en el ancho de la marcha y una reduccion de la
longitud del paso y de la distancia entre los pasos alternos (patas derecha e izquierda)
(Fig.9 A-C).
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Figura 9. Andlisis de la marcha después de la induccion de axonopatia por 1,2 DAB. Valores promedio de
A: ancho de la marcha, B: longitud del paso, y C: longitud entre los pasos, de los ratones controles (n=10)
y los enfermos por 1,2 DAB (n=60) al final del periodo de intoxicacion con 1,2 DAB. El asterisco indica
diferencia significativa segun la prueba U de Mann-Whitney.
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4 .2 4.1. 2 Evaluacién electrofisiolégica

Para evaluar si los signos clinicos se acompafiaron de cambios electrofisiolégicos se
registro el potencial de accion muscular complejo (PAMC): la amplitud se redujo en tanto
que la latencia y la duracién aumentaron. La afectacion fue mas evidente en el segmento
S1[S1 - S2] (Fig. 10).
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Figura 10 Efecto de la administracion de 1,2 DAB sobre el potencial de accion muscular compuesto.
Registro monopolar del PAMC en el segmento S1. A: amplitud, B: latencia y C: duracién. Las barras
representan los valores promedio de los controles sanos (n=10) y los enfermos (n=60) al final del periodo
de intoxicacion con 1,2 DAB. Los trazados representan los registros del PAMC proximal (S1) de animales
sanos y enfermos Prueba t de Student. Los asteriscos indican diferencia significativa.



Esclerosis Lateral Amiotrofica y Axonopatia Toxica 49

4. 2. 4. 1. 3 Ultraestructura de la médula espinal y del nervio ciatico

El analisis ultraestructural de axones del asta anterior de la médula espinal y del
segmento proximal del nervio ciatico en los animales afectados por el 1,2 DAB reveld

alteracion en las vainas de mielina, que presentan separacion entre sus capas.

Ocasionalmente se observd balonamiento mitocondrial en las neuronas de la médula
(Fig. 11).

Figura 11. Ultraestructura de axones de la
médula espinal y del nervio ciatico. A: Axén de la
médula espinal del control sano y B: Axén de la
médula espinal del raton intoxicado con 1,2 DAB.
C: Axon del nervio ciatico del control sano y D:
Axén del nervio ciatico de ratdn intoxicado con
1,2 DAB.

VM: Vainas de mielina, M: mitocondrias, NF:
neurofilamentos y MB: mitocondria balonada.

4. 2. 4. 2 Efecto de los tratamientos con EGF, GHRP¢ y EGF+GHRP¢ en el modelo

de patologia axonal inducida con 1,2 DAB

Los tratamientos con EGF o con GHRPgs por separado no fueron efectivos en la
recuperacion del indice del potencial de accién muscular complejo integrado (IPAMCI).
Sin embargo, la combinacién EGF+GHRPg produjo un aumento del IPAMCI con respecto
al grupo control de vehiculo a los 20 dias después del tratamiento. Un analisis de
regresion confirmd este resultado. Este efecto terapéutico (aumento del IPAMCI) fue
apreciable, ademas, por simple inspeccion de la morfologia del PAMC, pues las

diferencias en latencia de inicio y amplitud fueron notables (Fig. 12).
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Figura 12. A: Efectos del EGF, GHRPg, y la combinacion EGF+GHRPg en la recuperacion del IPAMCI. La
flecha indica el ultimo dia de administraciéon del 1,2 DAB. Prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba
de Dunn. B: Analisis por regresion lineal de la evoluciéon del IPAMCI, durante los tratamientos con EGF,
GHRPg, EGF+GHRPg y con solucién salina (0.9% NaCl como control de vehiculo). Los asteriscos indican
diferencia respecto al grupo control de vehiculo. Registros representativos del PAMC antes (C) y después
(D) de 21 dias de tratamiento con vehiculo y con EGF+GHRPeg.

Los estudios clinico-conductuales demostraron una mejoria en la fuerza muscular y en el
patron de la marcha solo en los animales tratados con la combinacion EGF+GHRPs. La
longitud del paso fue el unico de los parametros del patron de marcha que se recuperé
con el tratamiento del EGF (Fig. 13).
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Figura 13. Evaluacion clinico-conductual después de 10 dias de tratamientos con EGF, GHRPg,
EGF+GHRP; y con solucion salina (0.9% NaCl como control de vehiculo). A: Prueba de suspension en
rejilla, B: Reflejo prensil en la prueba de suspension en barra. C: Actividad exploratoria en campo abierto y
D: Longitud del paso. Prueba de ANOVA seguida de la prueba de Dunnet (A y B) y Prueba de Kruskal
Wallis seguida de la prueba de Dunn (C y D). Los asteriscos indican diferencias estadisticas.

La terapia combinada EGF+GHRPgs produjo un incremento sostenido del peso y una
recuperacion de la fuerza muscular, evidenciada como tiempo de permanencia en rejilla
a lo largo del periodo de tratamiento. Este efecto no se produjo con los péptidos
independientes (Fig. 14). No se observaron signos de efectos adversos durante el

tratamiento de los péptidos separados ni en combinacion.
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Figura 14. Efecto de los tratamientos con EGF, GHRPg, la combinacion EGF+GHRPg, y con solucién
salina (0.9% NaCl como control de vehiculo) sobre el peso corporal (A), y sobre la fuerza muscular (B). La
flecha sefala el inicio de los tratamientos. Prueba de ANOVA seguida de la prueba de Dunnet. Los
asteriscos representan diferencias significativas respecto al grupo control de vehiculo.
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4. 3 Discusion

4. 3. 1 Efectos del EGF, GHRP¢ y de la combinacion EGF+GHRPs en cultivos de

motoneuronas embrionarias

En la fisiopatologia de los fendmenos neurodegenerativos tienen un papel destacado los
factores téxicos y la activacion de eventos moleculares que producen apoptosis y la
ausencia de factores de crecimiento nervioso (266;267). En la busqueda de agentes
terapéuticos con propiedades neuroprotectoras, el cultivo primario de motoneuronas
embrionarias constituye un modelo experimental importante debido a la vulnerabilidad de
estas células ante agentes toxicos y a su dependencia de factores de crecimiento
nervioso para su desarrollo y viabilidad (268). Cuando un compuesto produce un efecto
neuroprotector en cultivos de motoneuronas sometidas a condiciones de estrés, éste
compuesto tiene probabilidades de producir el mismo efecto neuroprotector en la

situacion clinica analoga (enfermedades neurodegenerativas de las motoneuronas).

Atendiendo a esas consideraciones se disefiaron dos experimentos para la evaluacion
del efecto neuroprotector de los principios activos EGF, GHRPs y de la combinacion
EGF+GHRPs. El primero de estos experimentos se realizé en un cultivo primario de
motoneuronas aisladas con alto grado de pureza. Este ensayo se fundamenta en la
ocurrencia del fendmeno de apoptosis en las motoneuronas en ausencia de los factores
de crecimiento nervioso (220). En estas condiciones las células solo sobreviven si al
medio de cultivo se le adiciona GDNF (269). Los candidatos neuroprotectores se evaluan
atendiendo a su capacidad para reproducir los efectos tréficos que produce el GDNF.

En el otro experimento (4. 3. 1. 2) se utilizé un cultivo de motoneuronas y glias, y como

reto se adiciond un agente inductor de apoptosis, la estaurosporina (STU).

4. 3. 1. 1 Efectos del EGF y del GHRP¢ en cultivo primario de motoneuronas puras

en ausencia de factores troficos

La ausencia de GDNF en el medio de cultivo produce una mortalidad del 40-50 % de las
motoneuronas (270). Los resultados obtenidos en nuestros experimentos son similares a

los descritos previamente porque un 35% de las células carente de soporte tréfico no
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sobrevivid. El unico de los candidatos que se evaluaron que demostré efecto
neuroprotector fue el GHRPg, con resultados similares al GDNF. Este resultado confirma
lo descrito antes sobre el papel neuroprotector de la grelina, analogo natural del GHRPg,
en un modelo de degeneracion excitotoxica de motoneuronas (57). El hecho de que el
EGF no influyera significativamente en la supervivencia de las motoneuronas
embrionarias puede deberse a que éste interviene especificamente en la neuritogénesis
y en el alargamiento de los axones durante la embriogénesis de la médula espinal (271).
Asi se explica que el efecto citoprotector del EGF, demostrado en neuronas corticales
(43;45), no se reproduce en motoneuronas embrionarias (272), aun teniendo éstas el
receptor especifico para EGF (EGFR) (273;274).

Durante el desarrollo fetal, las motoneuronas producen como factor tréfico relevante el
factor de crecimiento transformante tipo alfa (TGFa), el cual activa eventos moleculares
que permiten el desarrollo y la supervivencia de estas células (273). Muchos autores
consideran el TGFa como el analogo embrionario del EGF (275;276) porque en el
desarrollo embrionario sus niveles de expresion sobrepasan los niveles de cualquier otro
factor trofico (276). Se piensa que el TGFa pudiera competir con el EGF exdgeno como
ligando del mismo receptor porque los niveles del TGFa en el sistema nervioso
embrionario son superiores a los de cualquier otro gente neurotrofico, incluyendo al EGF
(276). Por otra parte, las formas no procesadas del TGFa producido por las
motoneuronas y ancladas a membrana estimulan al EGFR (277), lo cual confiere al
TGFa una ventaja estérica respecto al EGF soluble exdgeno. Esta situacion no permite
evaluar las potencialidades bioldgicas especificas del EGF (278) en ausencia de factores
troficos. Los elementos anteriormente referidos pudieran explicar por qué en el cultivo
puro de motoneuronas embrionarias el EGF no logra reemplazar al GDNF en su funcién
de factor de supervivencia (269), como si lo hace el GHRPg (Fig.15).
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Figura 15. Representacion grafica del cultivo de motoneuronas embrionarias puras y su evolucion
dependiente de la presencia o no de factores de crecimiento en el medio de cultivo. Control negativo (CN),
con GDNF (rojo), con EGF (azul) y con GHRPg (verde); TGFa (marron).

Atendiendo a los resultados anteriores consideramos no evaluar el efecto de la
combinacion EGF+GHRPg en este sistema experimental, pues el efecto del GHRPg fue
absoluto en términos de proteccion y tan similar al del GDNF, y por el contrario el EGF
tan similar al control negativo, que cualquier efecto de la combinacién EGF+GHRPs en

los cultivos de motoneuronas seria atribuible al GHRP%s.

4. 3. 1.2 Efectos del EGF, del GHRP¢ y de la combinacion EGF+GHRPg en cultivo

de motoneuronas y glias expuestas a un agente inductor de apoptosis

En este experimento, realizado en un cultivo primario de motoneuronas y glias, se uso
como reto la estaurosporina (STU). La STU es un inhibidor no selectivo de proteinas
quinasas que induce apoptosis en neuronas y glias. El cultivo de motoneuronas tratado
con STU por 8 horas mostré signos de dafo similares a los que describen otros autores
que han tratado hasta por 24 horas (279). Los signos de dafio neuronal inducido por la

STU en este experimento fueron la reduccion del cuerpo neuronal y el acortamiento de
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axones y dendritas, lo cual coincide con lo descrito previamente (280). Adicionalmente,

los signos de tincion discontinua en los axones sugieren deterioro del transporte axonal.

El parametro que se usd para evaluar cuantitativamente el efecto de la STU fue la
fraccidn de area ocupada por motoneuronas con respecto al area total de la imagen, la
cual permitié valorar la viabilidad del cultivo en su conjunto. Los cultivos que solo
recibieron STU (sin ningun posible neuroprotector) exhibieron menor fraccion de area
ocupada por neuronas que el resto de los cultivos que si recibieron los tratamientos (Fig.
4F). Considerando el papel tréfico de las glias con respecto a las motoneuronas (97),
este experimento sugiere que las células de la glia, igualmente vulnerables al efecto pro-
apoptético de la estaurosporina (280), también fueron protegidas por los principios

activos evaluados.

Los mecanismos moleculares para explicar los efectos del EGF y GHRPg no fueron
objeto de estudio en este experimento, sin embargo, investigaciones de otros autores
contribuyen a explicar los resultados obtenidos (23-29): Los receptores de los
secretagogos de hormona de crecimiento (GHSR) que median los efectos de estas
moléculas en las células diana se han identificado en neuronas y glias de cerebro y
meédula espinal (281). Se conoce que el efecto del GHRPgs en la supervivencia de las
motoneuronas, constatado en los ensayos in vitro de esta tesis, esta asociado a su
capacidad neuroprotectora mas relevante, la cual consiste en una accién antiapoptética
directa sobre las motoneuronas relacionada tanto con la induccion del factor anti-
apoptosis Bcl-2, como con la interferencia de la translocacion del factor inductor de
apoptosis (APAF) hacia el nucleo (25;27). Otro mecanismo que contribuye a la
proteccion neuronal mediada por el GHRPg, es la induccion del factor de crecimiento
similar a la insulina (IGF-1) (30;66;282). El IGF-1, cuyo efecto neuroprotector es
conocido, activa la transduccién de senales asociadas a eventos anti-apoptoticos
(68;283), lo cual también beneficia a las glias (284-287).

El efecto citoprotector del EGF en el cultivo mixto de motoneuronas favorece

fundamentalmente a las células gliales, que todas expresan el EGFR (288-290) y
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pueden contribuir a la supervivencia de las motoneuronas mediante la accion paracrina
de sus propios factores de crecimiento (291-294). La accién combinada del EGF vy el
GHRPs en el cultivo de motoneuronas y de células de la glia expuestas a la accién de la
STU posibilita que los efectos citoprotectores de ambas moléculas, dirigidos a
monoteuronas y a glias, al preservar su integridad, reproduzcan las interacciones
celulares que de manera natural ocurren en la médula espinal, donde la accién paracrina

y autocrina de factores neurotréficos es indispensable para la fisiologia celular (Fig. 16).

A B
STU - STU |~
- -
'
N . /] onrp,
A aY 7 | GHRP,
stul— - T Ii :

Figura 16. Representacion grafica del cultivo de motoneuronas (MN) y glias (G) expuestas a
estaurosporina (STU). A: Sin factores tréficos. B: Con EGF y GHRPg como factores tréficos. Puntos
amarillos: factores troficos derivados de las glias

4. 3. 2 Efecto del EGF+GHRP¢ en la expresion cuantitativa de los genes IGF-1 y

TNFa en la médula espinal de los animales transgénicos para SOD1

Los animales transgénicos B6SJL-TgN (SOD1-G93A) desarrollan los primeros signos del
déficit neuromuscular alrededor de la semana 34 (257). El tratamiento con EGF+GHRPg
ocurrid a partir de la cuarta semana. Este periodo pre-sintomatico no excluye la
ocurrencia de transformaciones moleculares inducidas por la sobre-expresién de la SOD
humana con la mutacion G93A (295;296). Prueba de ello es el incremento en la
expresion del TNFa en los animales transgénicos respecto al control sano registrado en
este experimento (Fig. 5B y C). A pesar de la falta de signos clinicos en esta etapa

temprana, se pudo evaluar el efecto terapéutico de la combinacion EGF+GHRPe.
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En este experimento se demostr6 que la administracion de la combinacién farmacolégica
EGF+GHRPg fue capaz de modificar el ambiente pro-inflamatorio caracteristico de esta
enfermedad (297) y al mismo tiempo incrementd los mecanismos enddgenos de

neuroproteccion, especificamente la expresion del gen que codifica el IGF-1 (298;299).

La reaccion inflamatoria y la infiltracion de células inmunocompetentes en la vecindad de
las motoneuronas afectadas se presenta en la Esclerosis Lateral Amiotrofica y en su
modelo animal, el transgénico SOD1 (96;300). La reaccion inflamatoria contribuye a
potenciar los eventos neurodegenerativos a través de la produccidén de las citocinas,
principalmente el TNFa (295;301). El hecho de que el nivel de TNFa en el grupo que
recibio la combinacién EGF+GHRPg fuera menor que el grupo de animales transgénicos
control de vehiculo sugiere que la combinaciéon controla el ambiente inflamatorio

mediado por TNFaq, lo cual repercute en una atenuacién del proceso neurodegenerativo.

La relacién entre el IGF-1 como factor neuroprotector y el TNFa como citocina
inflamatoria, se usa con frecuencia para describir tanto la complejidad de un evento
patolégico como los efectos de una accion terapéutica (302;303). El predominio del
transcrito IGF-1 en el grupo EGF+GHRPg respecto al grupo control de vehiculo (Fig.6A)
fue otro resultado importante. EI aumento del IGF-1 en el grupo tratado, por encima de
los niveles de la respuesta fisiopatolégica compensatoria (298;304) ante la degeneracion
neuronal (305), se ha relacionado con la reduccién en los niveles de TNFa y oxido nitrico
(302), lo cual concuerda con el mayor porcentaje de cambio de la citocina TNFa y con el
menor predominio que se observd en el grupo control de vehiculo (Fig 5B y Fig.6). El
hecho de que en la médula espinal de los animales transgénicos tratados predomine el
IGF-1 sobre el TNFa, implica que el IGF-1 puede estar involucrado no solo en la
atenuacion de los niveles del TNFa (302) sino también en la reduccion de la capacidad
de esta citocina para inducir apoptosis en las motoneuronas (302;306). Ademas, el IGF-1

media otras acciones citoprotectoras dirigidas hacia las motoneuronas y glias (68;283).

El efecto del tratamiento con la combinacién EGF+GHRPg en animales transgénicos se

pudiera explicar por las acciones neuroprotectoras de cada componente. EIl GHRPg ,



Esclerosis Lateral Amiotrofica y Axonopatia Toxica 58

conocido por su capacidad de inducir la expresién de dos neuroprotectores endoégenos,
el IGF-1 (66) y la hormona de crecimiento (307), tiene efectos citoprotectores directos al
revertir la excitotocixidad mediada por el glutamato (25;27), la cual es un elemento clave
en la fisiopatologia de la Esclerosis Lateral Amiotréfica y de su modelo transgénico
(308). ElI EGF, por su parte, protege contra la apoptosis inducida por TNFa (309).
También se ha demostrado su efecto anti-excitotéxico en contextos donde existe un
incremento de glutamato (226;310-312) como el que ocurre en la Esclerosis Lateral

Amiotrofica (313) y en su modelo experimental transgénico de SOD1 (314).

4. 3. 3 Efecto de la administracion de EGF, GHRPgs y de la combinacion EGF+
GHRPs en el modelo de patologia axonal inducida por el 1,2 DAB

4. 3. 3. 1 Analisis del modelo patologia axonal inducido por el 1,2-DAB

La Esclerosis Lateral Amiotrofica es una enfermedad neurodegenerativa de etiologia
compleja y multifactorial, que ha sido dificil de reproducir experimentalmente.
Recientemente se ha descrito que el 1,2-DAB reproduce varios mecanismos de la
patologia axonal de la Esclerosis Lateral Amiotréfica (260;315). EI 1,2 DAB, como
gamma dicetona, reacciona con los grupos aminos primarios de las proteinas para
formar polimeros de alto peso molecular, fundamentalmente con el grupo e-amino de la
L-lisina. Los neurofilamentos y otras proteinas relacionadas con el transporte axonal
tienen un alto contenido de L-lisina y reaccionan con el 1,2-DAB formando agregados
(316). La estrangulacion axonal proximal provocada por acumulacién de neurofilamentos
y microtubulos (317) caracteristica de la Esclerosis Lateral Amiotrofica (318;319), se

produce también en este modelo.

En este trabajo se confirmé mediante el registro del PAMC el compromiso del segmento
proximal de los axones motores que inervan a las extremidades posteriores. El
incremento en la latencia de inicio del PAMC indica que la velocidad de conduccion del
impulso nervioso en el segmento proximal esta comprometida, lo cual puede explicarse a
partir del dano a las estructuras mielinicas y al citoesqueleto axonal. El aumento en la

duracion del PAMC y la disminucion concomitante de su amplitud se explica por la falta
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de sincronizacién y dispersion temporal en la conduccién de los impulsos nerviosos,
reflejando diferentes grados de afectacion de las fibras motoras, y probablemente la
pérdida total de la conduccion en algunas de estas. Estos resultados coinciden con la
afectacion en la organizacion mielina-axén, demostrada con anterioridad en la
caracterizacion ultraestructural y sustentan la disminucidén significativa de la fuerza
muscular y de la coordinacion motora durante la marcha observada en este trabajo en

los animales tratados con 1,2-DAB.

La pérdida de continuidad en las capas de la vaina de mielina observada en los animales
enfermos se ha constatado en otros modelos experimentales de Esclerosis Lateral
Amiotrofica (320) y en los estadios mas avanzados de la propia enfermedad (321;322)
Constituyendo otro de los elementos que sustentan la capacidad del 1,2 DAB para

reproducir la fisiopatologia de la Esclerosis Lateral Amiotrofica.

El patrén neuroprotedmico de la patologia axonal inducida con 1,2 DAB ha demostrado
que esta gamma dicetona reduce la expresion de proteinas involucradas en el
mantenimiento del citoesqueleto, y las que controlan los mecanismos redox y de
plegamiento de proteinas (323). El 1,2 DAB reduce la expresién de las proteinas
gelsolina y disulfuro isomerasa (PDI) (324) lo cual contribuye a una pérdida de la cito-
arquitectura normal de neurofilamentos y microtubulos. Las modificaciones en la
expresion de gelsolina se han descrito en modelos transgénicos de Esclerosis Lateral

Amiotrofica (325) y ademas en los enfermos de Esclerosis Lateral Amiotrofica (326;327).

La expresion reducida de la gelsolina contribuye al proceso de apoptosis que
experimentan las motoneuronas en la Esclerosis Lateral Amiotrofica (326;328) . Por su
parte, los cambios en la expresién de PDI y su capacidad de S-nitrosilacion se han
invocado como contribuyentes a la fisiopatologia de la Esclerosis Lateral Amiotréfica
(329;330). La PDI es la encargada de la S-nitrosilacion de proteinas en el reticulo
endoplasmatico durante la respuesta al estrés celular, lo cual también forma parte de la
fisiopatologia de la Esclerosis Lateral Amiotréfica (330;331). En apoyo de lo anterior, se

ha demostrado que la expresién normal de la PDI garantiza un fenotipo menos agresivo
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en ratones SOD1-G93A (332). La contribucion al estrés oxidativo en células neuronales
es también atribuible al 1,2-DAB (333). La generacién de especies reactivas del oxigeno
tiene un papel significativo en la fisiopatologia de |la Esclerosis Lateral Amiotréfica (334).
Estas acciones pro-oxidantes del 1,2-DAB contribuyen a establecer un cuadro

neurotdxico semejante al de la enfermedad humana.

La presencia de mitocondrias balonadas y alteradas en su morfologia en los ratones
tratados con 1,2 DAB remedan la morfologia de las mitocondrias descritas en
motoneuronas de pacientes con Esclerosis Lateral Amiotréfica (335;336), y en ratones
transgénicos de SOD1 mutada (337). ElI dafio mitocondrial esta relacionado con la
alteracion del proceso de respiracion celular (338), con la generacion de especies

reactivas del oxigeno (339) y con la induccion de apoptosis (340).

En conjunto, la reaccion directa con proteinas del citoesqueleto neuronal que provocan
la estrangulacion axonal, la afectacion de la union mielina-axén, el dafo a las
mitocondrias y la induccion de especies reactivas del oxigeno, asi como la desregulacion
de proteinas esenciales para la supervivencia neuronal, son elementos que permiten
explicar los mecanismos moleculares involucrados en el desarrollo de la patologia
axonal inducida por el 1,2-DAB y afirmar que este modelo experimental reproduce varios

elementos patogénicos de la Esclerosis Lateral Amiotréfica (260;315;341).

La fisiopatologia del modelo con 1,2-DAB es comparable a la de otros modelos
experimentales de Esclerosis Lateral Amiotrofica, e incluso pudiera ofrecer el sustrato
clinico y/o bioquimico que falta en los mismos y que es la causa de lo poco predictivo
que resultan (342;343).

Adicionalmente, el hecho de que este modelo experimental sea inducido por un agente
toxico, y de que se caracterice por manifestacion clinicas compatibles también con una
neuropatia periférica, sugiere que el modelo de axonopatia inducida por 1,2 DAB puede
ser considerado como un modelo experimental de neuropatia periférica y ser util para la

evaluacion de intervenciones terapéuticas dirigidas a las axonopatias de etiologia téxica.
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Dentro de los trastornos del sistema nervioso periférico las neuropatias toxicas
constituyen las formas de disfuncion con mejores posibilidades de revertir el dafo
después de un tratamiento farmacolégico (344). Por tal razén el modelo de axonopatia
inducida por 1,2 DAB, que comparte algunos de los elementos fisiopatolégicos de la
Esclerosis Lateral Amiotrofica, también puede ser util en la realizacion de pruebas de
concepto sobre el potencial neuroterapéutico de farmacos en estudio para este grupo de

disfunciones del sistema nervioso periférico.

4. 3. 3. 2 Efectos del EGF, GHRP¢ y del EGF+GHRPgs en el modelo de patologia

axonal inducida por el 1,2-DAB

Solo la administracion combinada de EGF+ GHRPg resulté efectiva para la recuperacion
de los animales enfermos. Esto se demostr6 a través de parametros clinicos,

conductuales y electrofisiolégicos.

En los estudios electrofisiolégicos se demostré que el efecto de la terapia con
EGF+GHRPgs mejord la recuperacion del indice del PAMC (IPAMCI). El indice integral
del PAMC (IPAMCI), relaciona latencia, duracién y amplitud del potencial de accién y
amplia hasta cuatro veces tales diferencias. EI IPAMCI devino una variable reproducible
y confiable.

Las diferencias en la efectividad entre el tratamiento con los péptidos independientes y el
tratamiento con la combinacidn sugieren un sinergismo de potenciacién. De acuerdo con
principios farmacoldgicos bien establecidos, este tipo de sinergismo se manifiesta
cuando los efectos de la terapia combinada exceden significativamente a la suma de los
efectos de los componentes individuales. El sinergismo de potenciacion usualmente
ocurre cuando varios mecanismos moleculares convergen en un efecto celular comun
(345;346). Considerando los mecanismos de accién de cada componente, éste parece
ser el caso de la terapia combinada EGF+GHRPs. Indudablemente, la accién concertada

de ambos péptidos crea un contexto favorable para proteger células del tejido nervioso.
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La mayoria de los mecanismos que afectan las motoneuronas en Esclerosis Lateral
Amiotrofica (dafio oxidativo, disfuncion mitocondrial, deficiencia de factores de
crecimiento, patologia de las glias y excitotoxicidad mediada por glutamato) son blancos
de las acciones citoprotectoras del EGF (3;23;24;41;46;311;347). Como la toxicidad
inducida por glutamato es uno de los elementos patogénicos mas relevantes en la
Esclerosis Lateral Amiotréfica, el efecto del EGF que favorece la recaptacion del

glutamato por los astrocitos, contribuye a reducir su toxicidad (26;311).

El GHRPg tiene una accion directa en la prevencion y la reversion de la muerte inducida
por glutamato, mediante la inactivacion de la caspasa 9 y por evitar la fragmentacion de
la enzima ADP-ribosa polimerasa (27). Otros de los efectos neuroprotectores del GHRPg
estan mediados por la induccidén de proteinas con funciones neuroprotectoras (61): la
hormona de crecimiento (52) y el IGF-1 en algunas regiones del sistema nervioso central
(27;66). Esto representa una ventaja importante ya que en Esclerosis Lateral Amiotréfica
se ha descrito un incremento significativo de las proteinas que secuestran al IGF-1
(IGFBP) (348;349), las cuales se unen tanto al IGF-1 constitutivo como al exogeno y
aceleran su aclaramiento hepatico, evitando que el IGF-1 alcance sus dianas en el
cerebro. Las propiedades neuroprotectoras del IGF-1, que han sido demostradas in vitro
o in vivo, sustentan la supervivencia de las motoneuronas espinales tanto durante la
ontogenia como después de una lesion inducida (349). El IGF-1 protege a las neuronas
de la muerte inducida por hipoxia, por hambre, y hasta por envejecimiento fisiologico
(71;350). Los efectos terapéuticos del IGF-1 se han evidenciado tanto en el modelo

animal (351;352) como en pacientes de Esclerosis Lateral Amiotréfica (353).

Adicionalmente, se ha demostrado que la coexistencia del IGF-1 y el EGF es capaz de
controlar la muerte celular e intervenir en la proliferacién de las células precursoras

neurales (354).

Las evidencias anteriores convergen para sustentar la nociéon de que los pacientes que
presentan tanto las formas esporadicas como las familiares de la Esclerosis Lateral

Amiotréfica, pueden tratarse con la combinacion EGF+GHRPgs. Ambos péptidos se
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distinguen por su habilidad de hacer mas tolerantes a numerosas lineas celulares frente
a un amplio espectro de dafios letales (12-16;355). La combinacion de EGF+GHRPg
puede constituir un ejemplo de terapia combinada beneficiosa en la Esclerosis Lateral
Amiotréfica, porque los mecanismos de accion de cada componente por separado
contrarestan eventos fisiopatologicos de esta enfermedad, tanto en puntos exclusivos
como compartidos. La efectividad del uso combinado de EGF+GHRPgs en la
recuperacion de la patologia axonal inducida con 1,2 DAB ofrece una nueva perspectiva
a considerar en la terapéutica de la Esclerosis Lateral Amiotrofica y de otras

enfermedades de la motoneurona.

La racionalidad del enfoque terapéutico propuesto en este trabajo se ratifica en articulos
recientes, en los cuales se constata que en el liquido cefalorraquideo de los pacientes de
Esclerosis Lateral Amiotréfica el EGF se encuentra reducido (356), existe una
correlacion negativa entre los niveles de IGF-1 en sangre y la severidad de de la
Esclerosis Lateral Amiotrofica (299) y se reduce la secrecion de hormona de crecimiento
(304;357). Si esas alteraciones se consideran elementos patogénicos, la administracion
combinada del EGF (disminuido en Esclerosis Lateral Amiotrofica) y del GHRPg, (que
induce IGF-1 y hormona de crecimiento, también deficitarias en Esclerosis Lateral

Amiotrofica), pudiera contribuir a restablecer estos elementos.

Por otra parte, la demostracion del efecto terapéutico que produjo el tratamiento con
EGF+GHRPg en la recuperacion de los parametros clinicos y electrofisiologicos del
modelo de axonopatia toxica inducida con 1,2 DAB, sugiere que el alcance de esta
combinacioén farmacoldgica pudiera ser mayor y que, ademas de la Esclerosis Lateral
Amiotrofica, esta estrategia pueda aplicarse al tratamiento de neuropatias de origen

toxico.
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4. 4 Resumen de Resultados

a) El péptido GHRPg¢ protege a las motoneuronas embrionarias en cultivo en ausencia de
factores de crecimiento de manera similar al GDNF.

b) El péptido GHRPs el EGF y la combinacion de ambos protegen a las motoneuronas
embrionarias del efecto pro-apoptético de la estaurosporina.

c) En la médula espinal de animales transgénicos B6SJL-TgN (SOD1-G93A), el
tratamiento con EGF+GHRPg redujo la expresion del TNFa y aumenté la expresiéon del
IGF-1.

d) El modelo de patologia axonal inducido con 1,2 DAB se validé desde el punto de vista
clinico, electrofisiolégico y ultraestructural.

e) En el modelo de patologia axonal inducido con 1,2 DAB, el tratamiento con la
combinacion EGF+GHRPgs aceleré la recuperaciéon de los parametros clinicos y

electrofisioldgicos.
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5. EFECTOS DEL EGF, GHRP; Y DE LA COMBINACION EGF+GHRPs EN
MODELOS DE ESCLEROSIS MULTIPLE COMO EJEMPLO DE ENFERMEDAD
AUTOINMUNE

5. 1 Materiales y Métodos

5. 1. 1 Animales de experimentacion

Estos experimentos se realizaron en el Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia
(Habana, Cuba). Se emplearon ratones hembras de la cepa C57BL/6 (19 + 1 g de peso

corporal) de 10 semanas y ratas Lewis hembras de 5 semanas (CENPALAB, Cuba).

5.1. 2 Induccion de EAE moderada

Para la inmunizacion de las ratas Lewis se preparé una emulsién encefalitogénica con
un homogenizado de médula espinal de curiel 50% peso/volumen en solucion salina con
una cantidad equivalente del adyuvante completo de Freund (Sigma). La inmunizacion
se realizo los dias 0 y 6. Del inmunogeno (5mg / dosis) se inyectaron 200 pl dividido en
dos subdosis administradas como inyecciones subcutaneas en dos puntos del flanco
derecho (dia 0), cercanos a los linfonodos inguinales y axilares regionales. EI mismo

procedimiento se realiz6 el dia 6, en el flanco izquierdo (Fig.17).
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Figura 17. Esquema de inmunizacion y tratamientos en el modelo de EAE moderada
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5. 1. 3 Induccion de EAE severa

La imnunizacion de los ratones C57BL/6 se realizé por via subcutanea en los flancos
derecho e izquierdo los dias 0 y 7 respectivamente. El inmundgeno se prepard con el
péptido encefalitogénico derivado de la mielina del oligodendrocito (MOGpss.s5:
MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK) (Laboratorio de sintesis quimica, CIGB). Se prepar6
una emulsion con el MOGpss.55 (200 ug por cada 200 ul de adyuvante completo de
Freund). A la emulsion se le adicion6 el Micobacterium tuberculosis (Mt) inactivado con
calor (H37 RA, Difco) para lograr una concentracién final de 1mg/ml. Inmediatamente
después de la primera inmunizacion y a las 48 horas a los ratones se les inyecto por via
endovenosa 200 ul de una solucion de toxina de Bordetella pertussis diluida en PBS
(1ng/ul) (List Biological) (Fig. 18)
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Figura 18. Esquema de inmunizacion y tratamientos en el modelo de EAE severa

5. 1. 4 Administracion del EGF, GHRP; y de la combinacion EGF+GHRPs

El EGF y el GHRPg se diluyeron en solucion salina estéril inmediatamente antes de su
administracion. Los tratamientos con EGF (200 upg/kg) (n=12) y GHRPs (660 pg/kg)
(n=12) de manera independiente, solo se realizaron en el primer experimento de EAE
moderada. Los otros grupos experimentales fueron un grupo que recibié la combinacién
EGF (200 ug/kg)+GHRPs (660 pg/kg) (n=12) y un grupo control de vehiculo (n=12). Los
tratamientos se inyectaron diariamente desde el dia 10 hasta el dia 20 contados a partir

de la primera inmunizacion.



Esclerosis Mdltiple 67

En el experimento de dosis-respuesta se confeccionaron cuatro grupos experimentales
que se inyectaron con: EGF 50 pg/kg + GHRPgs 175 ug/kg (n=4), EGF100 ug/kg +
GHRPs 330 ug/kg (n=4), EGF 200 ug/kg + GHRPg 660 pg/kg (n=4) y con solucion salina
como grupo control de vehiculo (n=8).

En el experimento de EAE severa un grupo recibio el tratamiento en esquema
terapéutico EGF (200 ug/kg)+ GHRPs (660 ug/kg) (n=14), desde el dia 10 y hasta el dia
20 posterior a la primera inmunizacion. El otro grupo se traté con la combinacion EGF
(200 pg/kg)+ GHRPg (660 pg/kg) siguiendo un esquema profilactico-terapéutico (n=14),
que comenzd dos dias antes de la primera inmunizacion y termind 22 dias contados a
partir del inicio de la inmunizaciéon (Fig.18) y a un tercer grupo se le inyectd solucion
salina como control de vehiculo ( n=14).

En todos los casos los tratamientos se inyectaron por via intraperitoneal.

5. 1. 5 Evaluacion clinica

Los animales se evaluaron diariamente de acuerdo a una escala de signos clinicos
neuroldgicos previamente descrita (358) la cual incluye los siguientes parametros: 0 = no
signos de enfermedad; 1 = debilidad o paralisis de la cola; 2 = hemiparesia o paralisis de
una de las patas traseras; 3 = paralisis de ambas patas traseras o paralisis de un
hemicuerpo; 4 = paralisis completa, que involucra el diafragma; 5 = muerte. Con el
proposito de obtener una evaluacion clinica mas completa, en la confeccion del indice
clinico se tuvo en consideracion la contribucién de la pérdida o ganancia de peso (232).
El porcentaje que represento la pérdida o ganancia de peso en el dia del registro clinico
mas severo, se le adicioné o se sustrajo al puntaje registrado. Estas evaluaciones se

realizaron por dos observadores entrenados y ajenos a los tratamientos.

5. 1. 6 Evaluacion histolégica

Los animales del experimento de EAE moderada se sacrificaron después de la evolucidn
clinica (dia 30). Los cerebros se extrajeron, se fijaron en formalina al 4%, se procesaron
para incluir en parafina, se hicieron cortes de 8 ym y se tiferon con hematoxilina y
eosina. Se contd el numero de infiltrados inflamatorios. Todas las laminas se analizaron

a ciegas.



Esclerosis Mdltiple 68

5. 1. 7 Efecto del tratamiento con la combinacién EGF+GHRP¢ en la expresion del

transcrito de IGF-1 en el cerebro de los animales con EAE moderada

El dia 30 posterior a la primera inmunizacién los animales del experimento de EAE
moderada que recibieron tratamiento con la combinacién EGF+GHRPg, los del grupo
control de vehiculo y un grupo control sano, se sacrificaron y un fragmento del cerebro
se extrajo para aislamiento de RNA total. El procedimiento de purificaciéon del RNA se
realizo por el método de “Tri-reagent”, atendiendo a las recomendaciones del fabricante
(Sigma). Al finalizar ese procedimiento se determiné la concentracion del RNA mediante
espectrofotometria a 260 nm. La reaccidn enzimatica para retrotranscribir el RNAm a
DNA complementario se hizo en ciclador térmico (Eppendorf Mastercycler); para ello se
tomaron 2 ug de RNA total y se incubaron con el tampdn del juego comercial para
reverso transcripcion RNA PCR core kit (ABI), siguiendo instrucciones del fabricante. La

reaccion enzimatica ocurrié a 42 °C durante 45 minutos.

La expresiéon del IGF-1 se monitored por PCR los siguientes oligonucleétidos: sentido 5’
TGA GCT GGT GGA CGC TCT TCA GT 3’ y antisentido 3" TCT CTG AAA TGG TAT
TGA ACT CAS5’. Para normalizar los resultados, se usé como control de expresion
constitutiva el gen de la enzima gliceraldehido 3’fosfato deshidrogenasa (GPDH)
utilizando los siguientes oligonucleoétidos: sentido 5° ATC TCT GCC CCC TCT GCT GAT
3’ y antisentido 3° AGT GTA GCC CAG GAT GCC CTT 5". El PCR se programé para
comenzar con 4 minutos a 94°C, seguido de 25 ciclos cada uno constituido por 1
minuto a 94°C, 1 minuto a 58°C y 1 minuto a 72°C, y por ultimo terminé con 5 minutos a
72 °C. Los productos de los PCR para el IGF-1 y GPDH se visualizaron en gel de
agarosa a 1,5 %, y se digitalizaron. La intensidad de las bandas de los productos de
PCR se analiz6 con el programa Molecular Analyst (BioRad). Los niveles relativos del
transcrito de IGF-1 se calcularon dividiendo entre los valores del transcrito de GPDH
correspondiente. Los datos se representan como el porcentaje de incremento de los

valores ajustados IGF-1/GPDH respecto al control sano.
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5. 1. 8 Efecto del tratamiento con la combinacion EGF+GHRPg en los niveles

séricos de malonildialdehido en los animales con EAE

El proceso de peroxidacion lipidica se evalu6 midiendo la concentracion de
malonildialdehido (MDA) utilizando un juego diagnostico comercial (LPO-586 Kit,
Calbiochem). A los 30 dias después de la primera inmunizacién, a las ratas del
experimento de EAE moderada tratadas con la combinacion EGF+GHRPeg, las del grupo
control de vehiculo y un grupo control sano, se les extrajo suero a partir del cual se
hicieron las determinaciones. Este experimento se realizdé atendiendo a las instrucciones

de manufactura y de manera similar a lo que describe Esterbauer y Cheeseman (359).
5. 2 Resultados

5. 2. 1 Efectos de los tratamientos con EGF, GHRPs y EGF+GHRPgs en el modelo de
EAE moderada

La mejoria clinica en el grupo tratado con la combinacién EGF+GHRPg se evidencidé por
la reduccion del indice clinico (dos veces menor que el del grupo control de vehiculo). El
valor mas bajo del indice clinico individual se registré en el grupo EGF+GHRPg en el cual

la proporcion de animales no enfermos fue mayor (Tabla 3).

Tabla 3. indice clinico e incidencia de EAE moderada después del tratamiento con
EGF+GHRPs, EGF, GHRPgy control de vehiculo

Incidencia de indice Clinico
Grupos N
EAE (%) Promedio § Maximo

EGF 200 ug/kg 12 11/12 (91 %) 0.93 5
GHRPg 660 pg/kg 12 10/12 (83 %) 1.45 4
EGF+GHRPg

12 7/12 (58 %) *° 0.62* 2*
200 pg/kg-660 ug/kg
Solucion salina 12 12/12 (100 %) 1.43 5

§: Promedio del indice clinico en el dia que se registré el puntaje mas alto. * Prueba de Kruskal Wallis
seguida de la prueba de Dunn. @ Prueba de x2 de comparacion de porcentaje y prueba de Fisher. El
asterisco y el simbolo m indican diferencias significativas.
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De manera evolutiva, el indice clinico promedio fue mas bajo en el grupo de la
combinacion EGF+GHRPg (Fig. 19).

-+ EGF

-+ GHRPg

- Vehiculo

-u- EGF-GHRPg *

Indice Clinico Promedio
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] 10 20 30 “
Dias posteriores a la primera inmunizacién

Figura 19. Evolucién del indice clinico en los animales con EAE moderada tratados con EGF, GHRPG,
EGF+GHRPS6 y solucion salina (0.9% NaCl- grupo control de vehiculo). Prueba de Kruskal-Wallis seguida
de la prueba de Dunn. El asterisco indica diferencia significativa.

Una vez que se establecié el efecto limitado del EGF y GHRPg como intervenciones
terapéuticas individuales para las ratas del experimento de EAE moderada, el resto de
los experimentos se realizaron con los animales tratados con la combinacion terapéutica
EGF+GHRPg.

El efecto del tratamiento combinado con EGF+GHRPg fue dosis-dependiente. Los dos
grupos de animales que recibieron las dosis mas altas tuvieron una mejor evolucion y un
indice clinico menor que el grupo control de vehiculo. En cambio, el grupo que se tratd

con la menor dosis no se diferencié del grupo control de vehiculo (Fig.20).

-a- EGF 200pg/kg-GHRPg 660pg/kg *
-=- EGF 100pg/kg-GHRPg 330pg/kg +
-o- EGF 50pg/kg-GHRPg 175pug/kg

-= Vehiculo
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Indice Clinico Promedio
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Figura 20. Curvas dosis-respuesta de EGF+GHRPg en los animales con EAE moderada comparados con
el grupo control (vehiculo). Prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Dunn. Los asteriscos indican
diferencias significativas.

El analisis histolégico demostré que los animales enfermos con EAE moderada exhibian
los infiltrados inflamatorios alrededor de los vasos sanguineos, independientemente del
tratamiento recibido. Sin embargo, en el grupo EGF+GHRPg¢ los focos inflamatorios
fueron mas pequenos. Solamente los grupos control de vehiculo y GHRPg presentaron

infiltrado inflamatorio en el parénquima cerebral (Fig.21).

Figura 21. A: Vaso normal. B y C: Infiltrados inflamatorios perivascular e intraparenquimatoso
representativos del grupo control de vehiculo. D: Infiltrado inflamatorio representativo del grupo tratado con
EGF+GHRPg. La barra equivale a 50 um.

5. 2. 2 Efecto del tratamiento con la combinacion EGF+GHRP¢ en el modelo de EAE

severa

El experimento que reproduce la forma mas severa y compleja de EAE se realizé en
ratones como un desafio adicional para explorar los efectos del tratamiento con
EGF+GHRPg. Se evaluaron dos estrategias farmacolégicas: una terapéutica y una
profilactica-terapéutica. En los animales del grupo control de vehiculo la enfermedad
mostré un curso progresivo, sin remisiones y con un incremento sostenido del indice
clinico promedio. Con la estrategia profilactica-terapéutica se obtuvo la maxima
proteccion, que preservo a los animales de las secuelas neuroldgicas severas y de la
pérdida de peso observada en el grupo control de vehiculo (Fig.22 A-B). El indice clinico
promedio registrado a los 70 dias de evolucion indica que ninguna de las dos estrategias
produjo una recuperacion total, pero las secuelas neurologicas fueron menos que en el
grupo control de vehiculo. La mejoria clinica lograda con el tratamiento profilactico-

terapéutico se acompanid de una ganancia de peso significativa registrada el dia 22
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posterior a la primera inmunizacion, respecto al control de vehiculo. Adicionalmente, la
supervivencia fue superior en los grupos que recibieron los tratamientos con
EGF+GHRPg (Fig. 22).
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Figura 22. A: Evolucion clinica de los grupos con EAE severa tratados con las dos estrategias
farmacoldgicas: terapéutica y profilactica-terapéutica. Prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de
Dunn. B: Registro del peso el dia 22 posterior a la inmunizacién. ANOVA seguida de la prueba de Dunnet.
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C: Curvas de supervivencia en el experimento de EAE severa. Prueba de log-rank. Los asteriscos indican
diferencias significativas.

5. 2. 3 Efecto del tratamiento con la combinacion EGF+GHRPg en los niveles

séricos de malonildialdehido

El tratamiento con EGF+GHRP; redujo el malonildialdehido sérico a niveles similares a
los de control de animales sanos. En contraste, el grupo control de vehiculo mostré un
valor dos veces superior comparado con los animales tratados y los del grupo control
sano (Fig.23).
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Figura 23. Concentracion de malonildialdehido (MDA) en el suero de las ratas con EAE moderada tratadas
con EGF+GHRPs. ANOVA y Prueba de Dunnet. Los asteriscos indican diferencias significativas.

5. 2. 4 Efecto del tratamiento con la combinacion EGF+GHRPs en la expresion del

transcrito de IGF-1 en cerebro

Los animales enfermos (grupo control de vehiculo) y los enfermos tratados con
EGF+GHRPs mostraron un incremento en los niveles del transcrito de IGF-1 en cerebro,
con respecto al control sano. En el caso de los animales tratados con EGF+GHRPg el
porcentaje de incremento en la expresion fue superior al del grupo control de vehiculo
(Fig.24).
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Figura 24: Comparacién de los porcentajes de incremento del transcrito cerebral de IGF-1 en las ratas con
EAE moderada 30 dias después de la primera inmunizacion. Prueba de x2 de comparacion de
porcentajes. Los asteriscos indican diferencias significativas.

5. 3 Discusion

5. 3. 1 Efecto del tratamiento con la combinacion EGF+GHRPg en modelos

experimentales de Esclerosis Multiple

La intervencidn terapéutica basada en la coadministracion de EGF+GHRPg atenud la
severidad de la enfermedad tanto en la forma moderada como severa de EAE. Incluso
en la forma severa de EAE, que es usualmente letal (360;361), la coadministracion
aumentd la supervivencia de los animales enfermos. En correspondencia con los
resultados clinicos, los cambios morfolégicos inducidos por las células inmunes
autoreactivas fueron menos evidentes en el grupo tratado con la combinacion
EGF+GHRPs. Los tratamientos con el EGF y el GHRPg por separado tuvieron un
impacto terapéutico limitado en los parametros clinicos y morfoldgicos.

El efecto de la combinacion EGF+GHRPgs pudiera deberse a la reduccion de la
citotoxicidad mediada por la peroxidacion lipidica y al incremento local del IGF-1. En el
caso de éste ultimo, el nivel de expresion se mantuvo elevado aun después de finalizado

el esquema de tratamiento.
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Tanto para la EAE como para la Esclerosis Multiple, los procesos patogénicos de
peroxidacioén lipidica y biosintesis de prostaglandinas que generan el malonildialdehido
(362), se han invocado como uno de los pilares mas relevantes de su fisiopatologia (363-
366). El hecho de que la intervencidn terapéutica basada en la combinacion
EGF+GHRPs redujera los niveles circulantes de malonildialdehido, sugiere que dicho
tratamiento reduce la peroxidacion lipidica y la biosintesis de prostaglandinas o
incrementa los niveles de los sistemas de defensa antioxidantes (por mecanismos no

identificados hasta el momento).

El IGF-1 es uno de los factores de crecimiento mas potentes por sus propiedades
neuroprotectoras (283), y su deficiencia se ha considerado como un factor contribuyente
en la fisiopatologia de la Esclerosis Multiple (367). En modelos de EAE el tratamiento
con IGF-1 atenud la sintomatologia clinica, redujo el infiltrado inflamatorio y las lesiones
debidas a la desmielinizacion (368). Como se ha mencionado en secciones precedentes
de este trabajo, el GHRPg induce la expresion del IGF-1 en diversas células del sistema
nervioso central (30;66) y sus efectos paracrinos pueden influir en neuronas y en células
de la glia, facilitando sus funciones fisiolégicas aun después de sufrir dafos al sistema
nervioso (283;286;287;369;370). Adicionalmente, el IGF-1 protege a las neuronas contra
la toxicidad inducida por amino acidos excitatorios y contra el estrés oxidativo, ambos
elementos relevantes en el escenario fisiopatolégico de la EAE (371;372). Otro de los
efectos del IGF-1 que tiene particular importancia en EAE y Esclerosis Multiple es la
reduccion de la expresion del complejo principal de histocompatibilidad clase | (373;374),
lo cual se traduce como efecto antiinflamatorio (368) con una repercusion terapéutica

importante en Esclerosis Multiple (375).

El hecho de que el GHRPg actue en el sistema nervioso central como pro-hormona en la
induccion del IGF-1 es relevante, porque esta respuesta in situ representa una ventaja si
se compara con la administracion exogena del IGF-1: su peso molecular relativamente
grande y su limitada incorporacion al sistema nervioso central conspiran contra su efecto
terapéutico exitoso (376). Ademas, el IGF-1 expresado en cerebro elude la competencia

sistémica que representan las proteinas de union al IGF-1 (IGFBP), y de esa manera se
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favorece su accion paracrina. En correspondencia con lo anterior, se ha descrito una
fuerte correlacién entre la severidad de la Esclerosis Multiple y el nivel circulante de las
IGFBP (367).

La induccién de hormona de crecimiento mediada por el GHRPg, es otro elemento
importante a considerar, pues en el liquido cefalorraquideo de pacientes con Esclerosis
Multiple se han encontrado bajos niveles de esta hormona (377). Ademas, la grelina,
ligando natural de los receptores de secretagogos, de la cual el GHRPg es un analogo
sintético (378), ha demostrado propiedades antiinflamatorias en el modelo de EAE,
donde no solo mejord la sintomatologia clinica caracteristica sino también el perfil de

citocinas inflamatorias en la médula espinal (379).

La toxicidad mediada por el glutamato es uno de los elementos fisiopatologicos de la
Esclerosis Multiple (380;381). Otras acciones farmacoldgicas del GHRPg consisten en la
activaciéon del receptor CD36 (382), el cual esta presente en las células del cerebro,
donde cumple un papel importante tanto en la homeostasis como en la neuropatologia
(383) donde ha demostrado su habilidad para revertir la muerte celular inducida por

glutamato (27).

Independientemente de las vias involucradas en las acciones farmacoldgicas del
GHRPg, este péptido constituye una molécula multifuncional para la atenuacion de una
variedad de componentes nocivos de la cascada de dafo que se produce en la

Esclerosis Multiple.

El EGF como agente terapéutico no es una molécula ajena al sistema nervioso central,
ya que se produce in situ y también atraviesa la barrera hematoencefalica (384;385). En
pacientes de Esclerosis Multiple se han descrito niveles reducidos de EGF en el liquido
cefalorraquideo (386). La deficiencia de EGF promueve la activacion de caspasas que
median la apoptosis in vitro en células precursoras de neuronas (23). Entre los efectos
neuroprotectores del EGF estan la inhibicién de la neurotoxicidad mediada por radicales

libres y productos de la peroxidacion lipidica (24) y la activacion de la capacidad
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remielinizante y proliferativa del oligodendrocito (46;387-389). Después del dano al
sistema nervioso, el EGF promueve la recuperacibn y la regeneracion de
oligodendrocitos en riesgo (390), lo cual favoreceria el proceso de remielinizacion tan
comprometido en Esclerosis Multiple. Ademas, el tratamiento con EGF tiene otras
implicaciones terapéuticas debido a su funcién en los eventos de neurogénesis (391-
393), que facilitaria la regeneracion de células dafiadas de manera irreversible por el
ataque autoinmune. Todo lo anterior sugiere que la administraciéon exégena de EGF
puede contribuir a la proteccidon de las células del tejido nervioso y a facilitar los eventos

de remielinizacion.

Tomando en consideracién las evidencias referidas en este acapite, es posible pensar
que los efectos farmacolégicos del EGF y del GHRPg, ademas del IGF-1 y la hormona
de crecimiento inducidos, contribuyen a beneficiar el proceso de remielinizacion porque
proporcionan un ambiente favorable a las células precursoras de los oligodendrocitos
(390;394-396) y evitan la apoptosis (397).

Hasta el momento no existe una terapia efectiva para detener el curso de las diferentes
formas clinicas de Esclerosis Multiple y al mismo tiempo regenerar los tejidos afectados
por el dafio autoinmune . El tratamiento combinado con EGF+GHRP¢ pudiera resultar
beneficioso porque ambos tienen propiedades citoprotectoras similares y exclusivas, que
convergen en determinados blancos celulares, y cuyos efectos son aumentar la
supervivencia de las células expuestas al dano, reducir la auto-reactividad y promover

los mecanismos de reparacion fisioldgica.

Los resultados expuestos en esta seccion apoyan la idea de que enfermedades
complejas del sistema nervioso, como la Esclerosis Multiple, demandan aproximaciones

terapéuticas combinadas.
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5. 4 Resumen de Resultados

a) En el modelo de EAE moderada el EGF y el GHRP6 por separado no produjeron
beneficio terapéutico.

b) En el modelo de EAE moderada el tratamiento con la combinacion EGF+GHRP6
redujo las manifestaciones clinicas y redujo la inflamacion.

c) En el modelo de EAE severa el tratamiento con la combinacién EGF+GHRP6 redujo
las manifestaciones clinicas, redujo las secuelas neurolégicas y prolongd la
supervivencia.

d) En el modelo de EAE moderada el efecto del tratamiento con la combinacion
EGF+GHRP6 se asocio con una reduccién de los niveles séricos de malonildialdehido y

un incremento en los transcritos del IGF-1.
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6. EFECTOS DEL EGF, GHRP; Y DE LA COMBINACION EGF+GHRPs EN MODELOS
DE ISQUEMIA REPERFUSION COMO EJEMPLO DE ENFERMEDAD
CEREBROVASCULAR

6. 1 Materiales y Métodos

6. 1. 1 Animales de experimentacion

Se emplearon gerbos de Mongolia (Cenp/Mongolian gerbil), obtenidos de la Division de
Animales Gnotobidticos del Centro Nacional para la Produccidon de Animales de
Laboratorio (CENPALAB, Cuba). Estos experimentos se realizaron en el CIGB, Habana,
Cuba. Se utilizaron gerbos machos, con un peso corporal entre 60 y 80 g. Todos los
animales tuvieron libre acceso al agua y al alimento antes y después de la cirugia y se

mantuvieron en un ciclo de 12 horas luz y 12 horas oscuridad.

6. 1. 2 Procedimiento quirurgico

Los animales se anestesiaron con hidrato de cloral (400 ug/ kg). La temperatura rectal se
controlé durante todo el procedimiento, manteniéndola en 37 + 0.5° C mediante una
manta y un controlador de temperatura “Digisense” (Cole-Parmer, Barnant Company,
USA). El modelo de isquemia cerebral se llevé a cabo segun el método de Butterfield y
McGraw (398). Con el animal en decubito supino se realiz6 una incision de
aproximadamente 1 cm en la linea media del cuello, a partir de la horquilla esternal. Con
ayuda de un microscopio quirurgico, se localizaron las arterias carétidas comunes,
identificadas por su caracter pulsatil, color rosado nacar y la presencia del nervio vago
adherido a su cara externa. Se procedié a ocluir las arterias carétidas comunes
empleando pequefas pinzas. Al cabo del tiempo establecido de isquemia en cada
experimento se retiraron las pinzas y se verifico visualmente la normalizaciéon del flujo

sanguineo carotideo.

6. 1. 3 Grupos experimentales

Se emplearon dos modelos de isquemia cerebral global, uno severo inducido con 20
minutos de oclusion de las arterias carétidas comunes y otro moderado con 15 minutos

de oclusion.
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Para el experimento de isquemia cerebral severa, de 20 minutos de oclusién, se
establecieron cuatro grupos experimentales en base al tratamiento: EGF (200 pg/kg)
(n=12), GHRPg (660 ug/kg) (n=12), EGF+GHRPs (200 pg/kg y 660 pg/kg,
respectivamente) (n=12), y solucion salina (control de vehiculo) (n=15).

En el experimento de isquemia cerebral moderada, de 15 minutos de oclusion,
igualmente se establecieron cuatro grupos experimentales: EGF (100 pg/kg) (n=10),
GHRPs (600 ug/kg) (n=10), EGF+GHRPs (100 ug/kg y 600 ug/kg, respectivamente)

(n=10), y solucion salina (control de vehiculo) (n=53).

El EGF y el GHRPg se diluyeron en solucién salina estéril inmediatamente antes de su
administracion. En ambos modelos se establecié un quinto grupo experimental, el falso
operado. A esos animales solamente se les aislaron las arterias cardtidas comunes, y no

recibieron tratamiento alguno (n=6).

Inmediatamente después de retirar las pinzas oclusivas, se inyecto la primera dosis. Las
siguientes se inyectaron a los 30 minutos, 2 horas y 4 horas respectivamente, utilizando
en todos los casos la via intraperitoneal. El tratamiento se prolongd durante 3 dias y se

inyectaron dos dosis cada 12 horas los dias 2 y 3 (Fig. 25).
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Figura 25. Esquema de administracion de los tratamientos.

6. 1. 4 Evaluacion del estado neurolégico

Cada animal se examind a las 24, 48 y 72 horas después de la reperfusion, para
determinar la presencia de signos clinicos de infarto. Se utilizaron los criterios

modificados de P. Lawner para establecer una escala cuantitativa (399). A la puntuacion
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que alcanz6 cada animal se le denomind Grado Neurolégico (GN). Un animal puede
alcanzar un grado neurolégico maximo de 26 y minimo de 0. El estado normal de cada

condicion se evalué como 0 y no aparece en la tabla (Tabla 4).

Tabla 4. Signos y condiciones analizados para determinar el grado neurologico (GN)

SIGNOS PUNTOS |CONDICIONES
1 1 ojo semi-cerrado
. 2 2 ojos semi-cerrados
Ptosis palpebral
3 1 ojo completamente cerrado
4 2 ojos completamente cerrados
Erizamiento 1 Pilo-ereccion en la cabeza o el lomo
Hipotonia 2 Una de las patas delanteras

Disminucion de la fuerza de|4

agarre Ambas patas delanteras
Hiporreflexia 2 Una de las patas traseras
Disminucion del reflejo flexor ante )
el estiramiento Ambas patas traseras
Postura 3 Cabeza ladeada, cuerpo en forma de C
2 Lenta
Marcha 3 Marcha circular o giros
4 No camina
2 Hiperactivo
Actividad General 2 Hipoactivo
6

Postracion extrema
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6. 1. 5 Caracterizacion del poligono de Willis en los animales de experimentacion

A las 72 horas de la intervencion quirurgica los gerbos se anestesiaron con hidrato de
cloral (400 pg/kg), se perfundieron por via transcardiaca con 20 ml de solucion
fisiologica, seguida por 25 ml de solucibn neutra de formaldehido al 10%.
Inmediatamente se perfundieron con una solucion de tinta china y gelatina al 7% para
visualizar el arbol vascular (400). Los encéfalos se extrajeron y se fotografié la parte
ventral con ayuda de microscopio quirargico a 2x de magnificaciéon (Fig 26). Se
caracterizd el estado de las anastomosis del poligono de Willis teniendo en

consideracion la ausencia o presencia unilateral o bilateral de estos vasos.

Figura 26. Variaciones en el poligono de Willis en los gerbos. A: Arterias comunicantes posteriores
bilaterales. B: arteria comunicante posterior unilateral. C: ausencia de arterias comunicantes posteriores.

En el experimento de isquemia de15 minutos se extrajeron los encéfalos de los animales
y se realizaron cortes coronales de 2 mm de grosor, los cuales se incubaron en una
solucion de cloruro de 2,3,5 trifeniltetrazolio (TTC) al 0,5 % durante 20 minutos a 37°C.
Esta sal de tetrazolio se reduce por enzimas mitocondriales a formazan, de color rojo
intenso. Las zonas infartadas aparecen blancas (401). Para calcular el volumen de
infarto los cortes tehidos se fotografiaron en un microscopio quirdrgico (magnificacién
1x). En este experimento se hizo una caracterizacién cuantitativa del numero de vasos
comunicantes del poligono de Willis segun la siguiente escala: O=ausencia de arterias
comunicantes posteriores; 1=arteria comunicante posterior unilateral; 2=arterias
comunicantes posteriores bilaterales finas y 3= arterias comunicantes posteriores
bilaterales gruesas. Posteriormente se estableci6 una correlacion entre el grado de

anastomosis del poligono de Willis y el grado neuroldgico.
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En ambos experimentos los encéfalos de todos los animales se preservaron en la

solucion fijadora durante 1 semana para estudios histoldgicos.

6. 1. 6 Histologia y morfometria

De las muestras de los experimentos de isquemia cerebral severa y moderada se
tomaron dos secciones coronales del encéfalo: una aproximadamente a +0,3 de
Bregma, y otra aproximadamente a —1,7 de Bregma. Las secciones se incluyeron en

parafina, se hicieron cortes de 7 um y se tifieron con hematoxilina-eosina.

La evaluacion cualitativa de las laminas se realiz6 a ciegas, teniendo en cuenta
estructuras como corteza parietal y temporal, hipocampo, nucleos del talamo y nucleo
caudado putamen, ademas de una valoracion general de todo el corte. Para cada animal
se registrd la presencia de focos de infarto en ambos hemisferios y el total de focos de

infarto por grupo experimental se comparé en cada una de las regiones analizadas.

Se determind la densidad de neuronas normales (densidad neuronal) en las estructuras
mas afectadas: capas celulares superiores e inferiores de la corteza parietal, nucleo
caudado putamen, hipocampo y nucleo ventral del tdlamo. En cada una de las laminas
se digitalizaron imagenes de cada zona anteriormente referida (Fig.27), a 40X de
magnificacion. El area total de cada imagen fue de 141 158 um? para el experimento de

isquemia cerebral severa y de 89 614 um? en el experimento de isquemia moderada.

El conteo de neuronas se realizé utilizando el programa Image J (256). Se consideraron
células normales las que cumplian los siguientes criterios: nucleo distinguible claramente
con morfologia eliptica o circular, cromatina laxa, nucleolo distinguible y ubicado hacia el
centro del nucleo y ausencia de halo perinuclear o pericelular (246). Se calculé la
densidad neuronal para cada regién (neuronas normales/ mm?).

Para el experimento de isquemia cerebral moderada de 15 minutos de oclusién, se

calculd el volumen de infarto. Para ello se midi6 el area infartada en cada corte de 2 mm,
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utilizando el programa Image J (256). El volumen de infarto se calcul6é segun la siguiente

férmula:
Volumen de infarto = Area de infarto * Grosor del corte

+0.7mm-0mm (de Bregma)

Nicleo ventral
del Talamo

-1.3mm a -2mm (de Bregma)

Figura 27: Representacion grafica del procedimiento utilizado en la seleccion del area a digitalizar para
contar las neuronas normales. Las flechas negras sefialan nucleos de neuronas normales.
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6. 2 Efectos del EGF, GHRPs y la combinacion EGF+GHRPs en los modelos de
isquemia cerebral global

6. 2. 1 Modelo de isquemia cerebral global severo

6. 2. 1. 1 Mortalidad

El modelo de isquemia cerebral global de 20 minutos de oclusion presenté una alta

mortalidad (40%), la cual no se redujo con ninguno de los tratamientos aplicados (Fig. 28
A).
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Figura 28. A: Curvas de supervivencia de los animales. Prueba de log rank. B: Evoluciéon del grado

neurolégico. Prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Dunn. Los asteriscos indican diferencias
significativas.

6. 2. 1. 2 Grado neurolégico

En los animales del grupo falso operado (no representado en los graficos) no se
registraron manifestaciones clinicas de dafo cerebral. La afectacion neurolégica mas
representativa en los animales del grupo control de vehiculo fueron los trastornos en la
marcha, hipotonia de ambas patas delanteras, y postracion extrema. La mejoria clinica
en el grupo tratado con la combinacion EGF+GHRPg se evidencio por la reduccion del

grado neurolégico con respecto al resto de los grupos (Fig.28 B).
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6. 2. 1. 3 Caracterizacion del poligono de Willis

De todos los gerbos estudiados el 59 % presentd arterias comunicantes posteriores
bilaterales, un 19 % las tenia unilaterales, y en el 22 % restante no se constaté la
presencia de estos vasos (Tabla 5). Notese que de manera casual el grupo control de
vehiculo resulté mas favorecido que el resto en cuanto a la presencia de vasos

comunicantes.

Tabla 5. Caracterizacion del poligono de Willis atendiendo al grupo experimental

Grupo Arterias Comunicantes Posteriores
) No util
experimental Bilateral Unilateral Ausentes
Solucién salina 5 3 0 1
EGF+GHRPg 2 0 2 2
EGF 2 1 0 2
GHRPg 3 0 4 2
Falso Operado 4 2 0 2

6. 2. 1. 4 Efectos del EGF, GHRP¢ y de la combinacion EGF+GHRPg: Histologia

Evaluacion cualitativa

En los tejidos de los animales controles falsos operados se encontraron aisladas células
picnoticas principalmente en corteza cerebral. En todos los animales del grupo control de
vehiculo se observaron areas de infarto, con predominio bilateral. El infarto se identifico
por la muerte de la mayoria de los elementos celulares, desmielinizacion, presencia de
restos celulares y de zonas parcialmente vacias. La zona infartada se extendié a todas
las regiones del hipocampo, a la corteza parietal y temporal, a nucleos del talamo y

caudado-putamen.

En el grupo tratado con la combinacion EGF+GHRPg el 50 % de los animales no tenia
areas de infarto. En el resto de los animales de ese grupo el dafo fue menor respecto al
grupo control de vehiculo y a los grupos tratados con EGF y GHRPg por separado
(Fig.29).
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Figura 29. Presencia de focos de infartos en corteza cerebral, nucleo caudado putamen y talamo. Prueba
de X? y prueba de Fisher. Los asteriscos sefialan diferencias con respecto al resto de los grupos.

Evaluacion cuantitativa: analisis de la densidad neuronal

En los animales tratados con EGF+GHRPg la densidad neuronal se mantuvo normal en
todas las regiones estudiadas, con excepcion del hipocampo. La densidad neuronal
disminuyo en los grupos control de vehiculo y de GHRPs (Fig.30).
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Figura 30. A: Densidad neuronal en corteza, nucleo caudado putamen y nucleo ventral del talamo. Los
datos representan las medianas. Prueba de Kruskal Wallis seguida de la prueba de Dunn. Los asteriscos
sefalan diferencias significativas. B,E,H: Imagenes representativas de las regiones caudado-putamen,
C,F.I: corteza cerebral y D,G,J: talamo, de los grupos experimentales. B,C,D: control falso operado. E,F,G:
control de vehiculo. H,l,J: EGF+GHRPg. La barra negra en el extremo inferior derecho equivale a 50 pm.
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6. 2. 2 Modelo de isquemia cerebral global moderada

6. 2. 2. 1 Mortalidad

La mortalidad del grupo control de vehiculo y del grupo tratado con el GHRPg fue de un
40%. En los grupos que recibieron la coadministracion EGF+GHRPg y el EGF se registrd

un 100 % de supervivencia (Fig. 31 A).

-+ EGF
A B -+ GHRPg
% 10 —-»— Vehiculo
X 1004 - 5 -w. EGF-GHRPg
o 8
g
> 501 - - (7]
2 =2
o]
S 5
> o
N ol O
EI) ZIG 4I0 (SID BIU 2I4 4I8 TIZ
Tiempo (horas) Tiempo (horas)

Figura 31. A: Curvas de supervivencia de los animales. Prueba de log rank. B: Evolucién del grado
neurolodgico. Prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Dunn. Los asteriscos indican diferencias
significativas.

6. 2. 2. 1 Grado neurolégico

En este experimento las manifestaciones clinicas predominantes fueron la hipotonia, la
hiperactividad y en menor grado los trastornos de la marcha. El grado neurologico del
grupo tratado con la combinacion fue menor en comparacion al de los grupos EGF,

GHRPgs y control de vehiculo a las 24 y 48 horas posterior a la reperfusion. (Fig. 31 B).
6. 2. 2. 3 Anatomia patologica

6. 2. 2. 3. 1 Caracterizacion del poligono de Willis

En la poblacion de gerbos estudiada en este experimento un 49 % tenia arterias
comunicantes bilaterales, un 47 % unilaterales y un 4 % carecia de estos vasos. Con

estos datos se realiz6 un analisis de correlacion entre el grado de anastomosis y el
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grado neurolégico y se demostré que en los animales de los grupos control de vehiculo y

EGF habia una correlacién inversa entre ambos parametros. En el grupo que recibio la

coadministracion EGF+GHRPg, no se evidencié esta correlacion (Fig. 32).
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Figura 32: Correlacion entre el grado neurolégico (GN) y el numero de arterias del poligono de Willis (PW)
en cada grupo experimental del modelo de isquemia cerebral moderada. Prueba de correlacion de
Spearman. r: coeficiente de correlacion de Spearman. Los asteriscos indican correlacion significativa.

6. 2. 2. 3. 2 Volumen de infarto

En el grupo de animales falsos operados no se encontraron zonas infartadas. En los
grupos control de vehiculo, EGF y GHRPs los infartos se localizaron en corteza, nucleo
caudado putamen e hipocampo. Los animales tratados con la combinacion EGF+GHRPg
no presentaron infartos ni en corteza cerebral ni en hipocampo, solo tuvieron infartos
pequenos en el nucleo caudado putamen. El volumen de infarto calculado para todo el
encéfalo fue significativamente menor en el grupo que recibié la coadministracion
EGF+GHRPg respecto al grupo control de vehiculo (Fig. 33 A-B). El 96 % de los
animales del grupo control de vehiculo tuvo dafio tisular y en el grupo tratado con la

combinacion el 50 % de los animales no tuvo infartos.
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Figura 33. A: Volumen de infarto en los animales del modelo de isquemia cerebral moderada. Prueba de
Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Dunn. El asterisco indica diferencia significativa. B: Cortes
coronales del encéfalo tefiidos con TTC.

6. 2. 2. 3. 3 Evaluacion cuantitativa: analisis de la densidad neuronal

La densidad neuronal disminuyé en los grupos control de vehiculo y GHRPg con
respecto al control falso operado. En cambio, en los animales tratados con EGF+GHRPg
la densidad neuronal se preservé en corteza cerebral, caudado putamen e hipocampo
(Fig. 34).
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Figura 34. Densidad neuronal en corteza, nucleo caudado putamen e hipocampo. Los datos representan
las medianas. Prueba de Kruskal Wallis seguida de la prueba de Dunn. Los asteriscos sefialan diferencias
significativas

6. 3 Discusion

6. 3. 1 Efectos del EGF, GHRP¢ y de la combinacion EGF+GHRPs en los modelos de
isquemia cerebral global severa y moderada

6. 3. 1. 1 Analisis clinico y anatomopatolégico

Para la evaluacién del efecto neuroprotector de la coadministracion EGF+GHRPs se
emplearon modelos experimentales de isquemia cerebral global moderada y severa,
logrados a partir de diferentes tiempos de oclusion de las arterias carétidas comunes.

Esto se hizo con el objetivo de comprobar la eficacia del tratamiento ante distintos
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grados de isquemia y para reproducir en parte la variabilidad clinica de la enfermedad en

el humano.

La mayoria de los estudios de isquemia cerebral que han usado como animal
experimental el gerbil de Mongolia, utilizan como método la oclusién de las arterias
carétidas comunes por periodos de 5 minutos (247;402-404), lo cual solo afecta a las
neuronas del hipocampo (249). En un grupo de animales solo se produce dafio unilateral

y en otro grupo el daiio es apenas perceptible (405).

La reproducibilidad de este modelo experimental estd muy relacionada con la
variabilidad del arbol vascular del poligono de Willis en los gerbos (ausencia de vasos
comunicantes posteriores o presencia de estos de manera bilateral o unilateral)
(400;405). Si antes se asumia el gerbil como animal carente de vasos comunicantes
entre los sistemas arteriales carotideo y vertebro-basilar, la contribucién de Laidley y
Seal (400;405) ha evidenciado que existen subpoblaciones con algun grado de
anastomosis entre ambos sistemas. Esto explica por qué el modelo de isquemia en esta

especie dejo de ser reproducible (405).

Sin embargo, la caracterizacion del poligono de Willis que se hizo en este trabajo
permiti6 asegurar que los tiempos de isquemia utilizados en este estudio (15 y 20
minutos para modelo moderado y severo respectivamente), aun en presencia de ambas
arterias comunicantes posteriores, producen un dafo isquémico reproducible y confiable
para la evaluacién de candidatos terapéuticos: todos los animales del grupo control de
vehiculo en el modelo de isquemia severa y el 96 % de los animales del grupo control de

vehiculo en el modelo de isquemia moderada exhibieron infartos.

En contraste con el modelo de isquemia de 5 minutos, en este trabajo se demostré que
con 15 y 20 minutos de oclusion de las arterias carétidas comunes hubo mas dafo y los
modelos de infarto cerebral fueron mas reproducibles, con lesiones predominantemente

bilaterales.
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Las neuronas mas vulnerables al dafo por isquemia de 20 minutos fueron las del
hipocampo, la corteza cerebral, nucleo caudado putamen, y talamo, en este orden.
Todas estas regiones, excepto el hipocampo, se escogieron para el analisis de la
densidad neuronal. La afectacion del hipocampo fue masiva, y ninguno de los

tratamientos aplicados modificé el dafio neuronal.

En contraste con la isquemia de 20 minutos, en el modelo de isquemia moderada el
tratamiento con EGF+GHRPg protegié las regiones de corteza cerebral y caudado
putamen, y adicionalmente preservé la densidad neuronal en el hipocampo (Fig. 34).
Esto es de particular importancia, porque los estudios de neuroproteccion que solo
evaluan el hipocampo como zona mas vulnerable, utilizan modelos de oclusion de 5 0 10
minutos (247;404). El hecho de que la combinacion EGF+GHRPs preservara las
neuronas de esta estructura luego de 15 minutos de isquemia, constituye una evidencia
adicional del efecto neuroprotector de la estrategia terapéutica propuesta en el presente

trabajo.

La alta mortalidad observada en todos los grupos del modelo de isquemia severa (20
minutos) es similar a la descrita por otros autores que han usado el mismo tiempo (406),
y refleja la severidad de las lesiones. En el modelo de isquemia moderada (15 minutos
de oclusion) la mortalidad de los animales no tratados fue similar a la del modelo severo,
pero en los sobrevivientes tanto el grado neuroldégico como la severidad de las lesiones
fueron menores. Con el modelo de isquemia moderada se evidencié el efecto de la
intervencién farmacoldgica no solo en la clinica y en la proteccion del tejido nervioso,

como ocurria en el modelo severo, sino también en la supervivencia de los animales.

Aunque ambos modelos fueron utiles para demostrar el efecto neuroprotector de la
coadministracion EGF+GHRPg, en el modelo de isquemia severa la gravedad de las
lesiones pudo haber determinado un efecto techo (407) que explicaria por qué ningun
tratamiento mejoro la supervivencia. En cambio, el modelo de isquemia moderada evitd
el efecto techo y permitié demostrar los beneficios de la combinacion EGF+GHRPg sobre

la supervivencia y sobre la proteccion de las areas cerebrales.
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En la practica clinica no siempre existe una correlacion entre la magnitud de la lesién y la
morbilidad (408). La recuperacioén funcional es el criterio principal de evaluacion para un
candidato neuroprotector (409). Por eso, la reduccion del volumen de infarto no se
considera una evidencia robusta de efecto neuroprotector cuando no se asocia a mejoria
clinica. Las recomendaciones del consorcio académico-industrial para el desarrollo
farmacolégico en isquemia cerebral (STAIR) establecen que en los estudios preclinicos
el criterio mas importante para demostrar neuroproteccion es la correspondencia entre
los resultados de la evaluacion clinica y la morfolégica (203;408). En los dos modelos de
isquemia de este trabajo se evidencié una correspondencia entre los resultados
anatomopatoldgicos (cualitativos y cuantitativos) y la evolucién clinica, lo que constituye
una prueba de principio a favor del efecto neuroprotector de la combinacién
EGF+GHRPe.

El grado de anastomosis entre los sistemas vertebro-basilar y carotideo no ha sido
considerado previamente (al alcance de nuestra revision bibliografica) en la
interpretacion de los resultados de la evaluacion de compuestos neuroprotectores en
modelos de isquemia cerebral en gerbil (410-413). En este trabajo se correlacioné el
grado de anastomosis del poligono de Willis con el grado neurolégico y se demostré que
existe una correlacion negativa entre ambos parametros, la cual se pierde con la
intervencidn farmacologica EGF+GHRPg (Fig. 32) Esto ultimo significa que la accion
farmacoldgica de la combinacion EGF+GHRPg elimina el efecto negativo de la carencia

de vasos comunicantes.

6. 3. 1. 2 Terapia combinada como estrategia de neuroproteccién en isquemia

Como son multiples los mecanismos que provocan el dafo neuronal posterior a la
isquemia, es conveniente usar estrategias que actuen de manera simultanea sobre
varios de estos mecanismos (408). La mejor estrategia de neuroproteccion en isquemia
cerebral requiere la combinacion de multiples drogas que, a diferentes niveles, bloqueen

los eventos negativos de la cascada isquémica (159;414).
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Los desaciertos en los estudios clinicos de neuroproteccion en enfermedad
cerebrovascular isquémica han creado una percepcion desfavorable que, de alguna
manera, ha ensombrecido el futuro de las investigaciones farmacoldgicas dirigidas a la
proteccion cerebral posterior a la isquemia. En un analisis exhaustivo sobre cémo se
habian disefiado las intervenciones terapéuticas para bloquear los mecanismos de
muerte celular en la enfermedad cerebrovascular, se demostré que cada estudio se

habia dirigido a bloquear uno solo de los multiples mecanismos de muerte celular (415).

En este trabajo, los resultados del grado neuroldégico y de las evaluaciones
anatomopatoldgicas (cualitativas y cuantitativas) de los animales tratados con la
combinacion EGF+GHRPg evidenciaron un efecto neuroprotector que no se observd en
los animales tratados solamente con EGF o con GHRPg. El caracter neuroprotector de la
combinacion en el modelo de isquemia severa se reforzo al constatar, al final del
experimento, que el grupo que recibid el tratamiento EGF+GHRPg tenia menos vasos

comunicantes bilaterales que el grupo control de vehiculo.

Después de un evento isquémico, al déficit de oxigeno y glucosa le acompafia el dafio
del endotelio, de los astrocitos, de los oligodendrocitos, y la activacion de las microglias.
(75). En este trabajo, ademas de la preservacion de las neuronas que se logré con el
tratamiento combinado EGF+GHRPg, el resto de los elementos celulares del cerebro
también se preservd. Esto es importante porque la viabilidad de las neuronas depende

de la homeostasis que establecen con las glias y con el endotelio vascular (416).

La estrategia terapéutica representada por la combinacion EGF+GHRPg esta en
correspondencia con la idea de que para proteger al sistema nervioso después de
eventos isquémicos, los tratamientos tienen que proteger a los diferentes tipos de células
del tejido nervioso (75;417). El beneficio terapéutico que se obtuvo coadministrando EGF
y GHRPs se explica por el hecho de que ambas moléculas tienen propiedades que

pueden proteger a las células del sistema nervioso. La amplia distribucién de los
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receptores celulares del EGF (45;290;418;419) y del GHRPs (25;55) en neuronas y glias

es una prueba de ello.

Aunque no existen evidencias del uso del GHRPgs en modelos de isquemia cerebral, se
ha demostrado que la grelina, de la cual el GHRPgs es un analogo funcional, reduce el
tamano de las zonas infartadas a través de una disminucion del TNFa y de las enzimas

relacionadas con la induccion de especies reactivas del oxigeno (iNOS) (420).

En modelos de isquemia cerebral empleando un solo farmaco, EGF(421) 6 hexarelina
(422), a través de la via intracerebro-ventricular se demostré reduccion del dafio cerebral
y atenuacion de los signos clinicos (421;422). La via intracerebro-ventricular garantiza la
disponibilidad del farmaco en el parénquima cerebral, pero es poco usual por ser tan
invasiva. Aunque la barrera hematoencefalica es permeable al EGF y a los péptidos
secretagogos (385;423), esta permeabilidad es a través de un sistema de transporte
saturable (384). Esto pudiera explicar por qué en los grupos experimentales de este
trabajo, tratados solo con EGF o con GHRPg por via sistémica, no se obtuvieron

resultados similares a los que emplearon la via intracerebro-ventricular (421;422).

Varios de los eventos fisiopatolégicos desencadenados por la isquemia y la reperfusion
en el sistema nervioso central son blancos de los efectos citoprotectores del EGF y del
GHRPs. Entre ellos podemos citar el dafio inducido por estrés oxidativo (24;355), la
disfuncion mitocondrial (424;425) y la excitotoxicidad mediada por el neurotrasmisor

acido glutamico (27;311).

A continuacion de los eventos de isquemia-reperfusion, se producen grandes cantidades
de radicales libres y lipoperdxidos, productos responsables del edema cerebral y del
dafio neuronal (412). Las habilidades del EGF para proteger contra el dafio oxidativo y
suprimir la acumulacién de los productos de la peroxidacién lipidica explica el efecto
citoprotector de esta molécula contra la muerte neuronal inducida por isquemia cerebral
(24).
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En cuanto al GHRPg, se destaca su capacidad para reducir las especies reactivas del
oxigeno, el malonildialdehido, los hidroperéxidos totales y preservar los sistemas de
defensa anti-oxidantes fundamentalmente el de la enzima superdxido dismutasa (355).

De forma indirecta el EGF interviene en la proteccion mitocondrial porque regula la
expresion del factor nuclear eritroide-2 (Nrf-2) (424;426-428) y éste, como factor de
transcripcion, controla la expresion de un grupo de proteinas constitutivas que protegen
a las mitocondrias contra el estrés oxidativo (429). Mucho antes de que la apoptosis
inicie su etapa efectora mediada por caspasas, en la mitocondria ya se han producido
alteraciones importantes que desequilibran las proteinas que controlan su integridad
(Bcl-2 antiapoptética y Bax proapoptoética). Una ventaja del efecto del EGF en relacion
con la integridad mitocondrial es la capacidad de inhibir la expresion de Bax y aumentar
la expresion de Bcl-2 (430). Esta alternativa terapéutica dirigida a Bcl-2 y Bax como
blancos pudiera resultar mas efectiva que las estrategias de bloquear las caspasas
porque el control de la apoptosis en una etapa temprana, como es la preservacion de la
integridad mitocondrial, resulta mas efectivo que la inactivacion de las caspasas como

moléculas efectoras en un punto de no retorno.

Por su parte, el GHRPs inhibe las caspasas y bloquea el proceso de apoptosis
caracteristico de células neuronales senescentes (350). Todo lo anterior sugiere que la
administracion combinada del EGF y del GHRPg¢ favorece el control de la apoptosis en

dos niveles diferentes.

En el contexto de la isquemia cerebral el IGF-1 enddégeno que se produce posterior a la
coadministracion del EGF+GHRPg pudiera tener efectos sinérgicos con el EGF exdgeno
y favorecer el control de la apoptosis de manera similar a lo descrito por Limesand y su
grupo (397). Ademas, los efectos bioldgicos de la combinacion EGF e IGF-1 evaluados
en precursores neurales estimularon la supervivencia y la proliferacién celular (354) lo
cual pudiera ser muy favorable si tal efecto se reprodujera en el sistema nervioso central
posterior al dafio por isquemia-reperfusion.

El efecto neuroprotector de la combinacion EGF+GHRPgs después de la isquemia y la

reperfusion incluye la transduccion y la activacion de sefiales de supervivencia celular
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(283;431). Uno de los receptores celulares mas relevantes en la regulacion de la
supervivencia celular es el receptor de EGF. Las vias de transduccién de sefales
activadas por su ligando natural, el EGF, incluyen las vias del PI3K/AKT, Ras/MAPK y
JAK/STAT, las cuales confluyen en la activacion de mecanismos de supervivencia
celular (431). Por su parte, el GHRPg, indirectamente a través de la induccion del IGF-1
(66), activa una de estas vias, la del PI3K (283). La activacién de la via del PI3K por la
accion directa del EGF e indirecta del GHRPg, contribuye a explicar por qué el efecto
terapéutico de la combinacion de estas moléculas es superior a los resultados con los

principios activos independientes.

6. 4 Resumen de Resultados

a) El modelo de isquemia cerebral global severa se acompafoé de una alta mortalidad,
que no se modificé por ninguno de los tratamientos empleados. En cambio, el modelo de
isquemia cerebral moderado se acompan6 de una alta mortalidad solo en los grupos
control de vehiculo y GHRPs. Los grupos tratados con EGF o EGF+GHRPg tuvieron un
100% de supervivencia.

b) En los dos modelos de isquemia cerebral severa y moderada el tratamiento con la
combinacion EGF+GHRPs produjo una mejoria significativa en el grado neuroldgico
respecto al grupo control de vehiculo y a los tratamientos con EGF y GHRPs de manera
independiente.

c) En ambos modelos de isquemia cerebral no hubo infartos en el 50% de los animales
tratados con la combinacién EGF+GHRPs.

d) En el modelo de isquemia cerebral severa la densidad neuronal se mantuvo normal en
el grupo tratado con la combinacion EGF+GHRPs y semejante a la del grupo control
falso operado.

e) En el modelo de isquemia cerebral moderada el tratamiento con la combinacion
EGF+GHRPg protegio todas las regiones: corteza cerebral, caudado putamen, talamo e

hipocampo.
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7. DISCUSION GENERAL

7. 1 Importancia de la terapia combinada en las enfermedades del sistema

nervioso

La intervencion farmacolégica basada en la coadministracion del EGF y del GHRPs
mostré efecto neuroprotector en los modelos experimentales que reproducen
condiciones degenerativas, inflamatorias e isquémicas del sistema nervioso. La
demostraciéon del efecto neuroprotector de la combinacion EGF+GHRPg tanto in vitro
como in vivo en modelos de enfermedades agudas y crénicas constituye una prueba de

concepto robusta de la eficacia de esta alternativa terapéutica.

Muchos mecanismos fisiopatolégicos son comunes en la Isquemia Cerebral, en la
Esclerosis Lateral Amiotréfica, Esclerosis Multiple, en el dafio secundario al trauma
cerebral y medular, en la Epilepsia, e incluso en los trastornos psiquiatricos (432;433). El
evento final, al que conducen esos mecanismos, es la muerte de neuronas, glias y de las
células de los vasos que irrigan el cerebro (416). Por tal motivo, el éxito de las nuevas
estrategias terapéuticas para las enfermedades del sistema nervioso dependera de que
se incluyan mas blancos celulares, y se abandone la idea errénea de que solo importa la
proteccion neuronal (434). Esto ultimo exige un cambio de pensamiento que eleve la
concepcion de neuroproteccion hacia un concepto mas integrativo de cerebroproteccion.
La visidon neurobioldgica de las enfermedades del sistema nervioso debera enriquecerse
e incluir en los nuevos disefios experimentales y terapéuticos a todos los tipos celulares

de la unidad neurovascular: neuronas, glias y elementos vasculares (75).

En este sentido, los tratamientos combinados tienen la ventaja de que pueden dirigirse
hacia varias dianas terapéuticas simultaneamente. Los resultados de este trabajo
pueden considerarse como un ejemplo de alternativa terapéutica combinada dirigida

holisticamente a la cerebroproteccion.

Muchos de los mecanismos de accion que sustentan los efectos de la coadministracion

de EGF+GHRPg en diferentes contextos experimentales de enfermedades del sistema
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nervioso deben seguir investigandose. No obstante, esta aproximacion terapéutica
basada en el efecto combinado de EGF+GHRP¢ tiene la capacidad de promover
mecanismos enddgenos neuroprotectores al mismo tiempo que condiciona el escenario

para facilitar el fenomeno de plasticidad neuronal.

7. 2 Potencialidades del EGF y del GHRP¢ como neuroprotectores: Racionalidad de

la coadministracion EGF+GHRPg

El EGF ejerce efectos neuromoduladores sobre la mayoria de las neuronas del sistema
nervioso, tanto sobre células en desarrollo como sobre neuronas postmitéticas, y
promueve la diferenciacion, la maduracion y la supervivencia de éstas. La relevancia de
este factor de crecimiento en el sistema nervioso se evidencia por el hecho de que los
animales genéticamente modificados, que carecen del receptor de EGF, mueren en el

primer mes de vida a consecuencia de enfermedades neurodegenerativas (391).

Se ha demostrado que el TNFa tiene un papel relevante en la patogénesis de
enfermedades autoinmues, degenerativas e isquémicas del sistema nervioso
(178;435;436). La severidad de las lesiones y el curso torpido de estas enfermedades
estan asociados a niveles altos del TNFa (437;438). Uno de los efectos citoprotectores
del EGF es precisamente su capacidad para contrarrestar los efectos citotoxicos del
TNFa (439;440): el EGF reprime la apoptosis inducida por esta citocina porque impide la

liberacién del citocromo ¢ de la mitocondria e inhibe las caspasas (424;440).

En este sentido, es interesante analizar los resultados del grupo liderado por Scalabrino,
que propone un mecanismo patogénico novedoso para la Neurodegeracién Subaguda
Combinada, la cual anteriormente se explicaba por un déficit de vitamina B12. Estos
autores demostraron que la patogenia de esta enfermedad consiste en una
sobreproduccién de la citocina TNFa y una reduccién en la sintesis constitutiva del EGF
(441) y que la carencia de la vitamina B12 afecta el eje EGF/ EGFR en el sistema
nervioso (442). Lo anterior muestra la importancia del EGF como neuroprotector

constitutivo.
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Por ultimo, es interesante sefalar que la expresion aumentada del EGF es uno de los
mecanismos fisioléogicos endogenos que explican el efecto beneficioso del
precondicionamiento isquémico cerebral (443), lo cual garantiza una reparacion eficiente

y la plasticidad necesaria para atenuar el efecto del insulto isquémico.

Entre los efectos neuroprotectores atribuidos al GHRPg se encuentran los mediados por
el IGF-1 (30;66) y por la liberacion de la hormona de crecimiento (307;444) (Fig.34). El
IGF-1, tanto en modelos experimentales como en estudios clinicos de Isquemia
Cerebral, Esclerosis Multiple y Esclerosis Lateral Amiotréfica, ha probado su caracter
neuroprotector (70;353;370;445).

El caracter neuroprotector de la hormona de crecimiento se evidencia en varios
contextos. Por ejemplo, su efecto anti-apoptético es relevante durante la ontogenia de
las células nerviosas de la retina (446) y su deficiencia es factor etiolégico en
enfermedades neurodegenerativas (447;448). El incremento endégeno de hormona de
crecimiento que ocurre como respuesta a los eventos de isquemia cerebral (449-451) es

otra prueba de su condicion como neuroprotector.

La relevancia del eje hormona de crecimiento /IGF-1 ha trascendido a la biologia del
crecimiento y metabolismo corporal, y se extiende ademas a la fisiologia del cerebro
adulto (61). Los mecanismos anti-apoptéticos del IGF-1 y de la hormona de crecimiento
son similares y se superponen (452). Esta redundancia de funciones biolégicas dirigidas
a preservar la supervivencia celular refuerza la importancia de la hormona de
crecimiento y del IGF-1 en la homeostasia del sistema nervioso, y justifica la racionalidad

para el uso del GHRPg en enfermedades neurodegenerativas (Fig. 35).
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Figura 35. El GHRPg induce la expresion del la hormona de crecimiento (HC), que a su vez induce la
expresion del IGF-1 en el higado y en el cerebro. También el GHRP; directamente promueve la expresion
del IGF-1 en el cerebro. El GHRPg, la hormona de crecimiento y el IGF-1 que se producen en el cerebro o
en el higado, tienen efectos neuroprotectores.

Existen mecanismos enddgenos de neuroproteccion que se activan ante diferentes
situaciones patoldgicas del sistema nervioso, aumentando el umbral de tolerancia al
dafo y la supervivencia celular (453). La coadministracion EGF+GHRPs tiene efectos

gue remedan esos mecanismos.

El precondicionamiento isquémico es uno de los eventos que suscitan la activacion de
los mecanismos endogenos de neuroproteccion. El efecto neuroprotector del
precondicionamiento isquémico ha sido evaluado satisfactoriamente en modelos
animales de isquemia cerebral en los cuales se ha demostrado la produccion enddgena
de EGF e IGF-1 por las células residentes (443). Ademas, en experimentos de isquemia
cerebral se ha demostrado que los efectos beneficiosos del trasplante de células
mesenquimales se relacionan con la liberacion del EGF y del IGF-1 por esas células
(454).
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La produccion de factores de crecimiento como respuesta ante el reto que representan el
precondicionamiento isquémico o el trasplante de células mesenquimales, puede ser
artificialmente reproducida mediante la administracion exdégena de estos compuestos, lo

cual potenciaria los mecanismos neuroprotectores constitutivos.

Asi, la imitacion de los mecanismos neuroprotectores enddgenos es una estrategia
promisoria (455). En ese sentido los mecanismos de acciéon del EGF y del GHRPg,
remedan algunos de los mecanismos enddgenos de neuroproteccién porque estimulan
la neurogénesis (28;389;451;456;457), intervienen en la regulacion del metabolismo
cerebral (43;288;391;458;459), reactivan las vias metabdlicas que fueron
neuroprotectoras durante la ontogenia (276;430;460) e inducen la expresion directa de
otras proteinas devenidas en factores neuroprotectores como la hormona de crecimiento
y el IGF-1 (50;66;307;350;444;461).
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8. CONCLUSIONES

1. La coadministracion de EGF+GHRPg produjo:
e Efecto neuroprotector en los modelos experimentales que reproducen la
Esclerosis Lateral Amiotrofica, la Esclerosis Multiple y la Isquemia Cerebral Global
e Estimulacién de las reacciones moleculares y bioquimicas que resultan de la
activacion fisiolégica de mecanismos enddégenos de neuroproteccion
¢ Amplificacion de los efectos citoprotectores (comunes o exclusivos) del EGF y del
GHRPg, produciendo un efecto terapéutico beneficioso, lo cual sugiere que,
independientemente de la etiologia de los deso6rdenes del sistema nervioso, los
mecanismos de supervivencia celular pueden activarse mediante intervenciones
farmacolégicas complejas.
2. La combinacion EGF+GHRPg tuvo efecto terapéutico ventajoso porque influyo
simultaneamente en varios blancos celulares, moleculares y bioquimicos.
3. Los resultados de este trabajo llevan a pensar que el concepto de neuroproteccion es
insuficiente en el contexto de la biologia del dafo cerebral y que es necesario

implementar una praxis mas abarcadora que involucre la cerebroproteccion.
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9. RECOMENDACIONES

Algunas de las tareas a realizar para concluir la carpeta de experimentos preclinicos con
vistas a iniciar la etapa de ensayos clinicos con la combinacién EGF+GHRPg para el
tratamiento de enfermedades del sistema nervioso serian:

1. Realizar estudios experimentales para determinar dosis efectiva minima y esquemas
de administracién 6ptima de la combinacién EGF+GHRPg asi como para determinar la
naturaleza de los mecanismos farmacolégicos de la combinacién (aditividad, sinergia
0 antagonismo)

2. Explorar, mediante estudios genémicos y protedmicos de alto flujo, la influencia de la
combinacion EGF+GHRPg en los perfiles de expresion relacionados con los eventos
de inflamacién, apoptosis, regeneracion, estrés oxidativo, y mecanismos enddégenos
de supervivencia celular, entre otros

3. Evaluar los posibles efectos adversos de la combinacion EGF+GHRPg en animales
sanos

4. Profundizar en el estudio de la actividad antioxidante endégena promovida por la
combinacion EGF+GHRPg

5. Evaluar los efectos concomitantes del tratamiento con EGF+GHRPs y las drogas

habituales para el tratamiento de las enfermedades del sistema nervioso.
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Anexo A
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Representacion grafica de los mecanismos fisiopatoldgicos de la Esclerosis

Lateral Amiotréfica. Modificado de Kiernan, M. C. (2011). Amyotrophic lateral

sclerosis. Lancet 377, 942-955 y traducido para este documento.
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Anexo B

Estudios clinicos que han aplicado estrategias neuroprotectoras en enfermedad
cerebrovascular. Esquema modificado de Ginsberg MD. Neuroprotection for
ischemic stroke: past, present and future. Neuropharmacology 2008

Sep;55(3):363-89. Esquema traducido para este documento.
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Anexo C

A: Representacién del polipétido SOD1 y de las mutaciones mas importantes en
el origen de la Esclerosis Lateral Amiotréfica. B: Representacion de esas
mutaciones en la estructura tridimensional de la SOD1. Esquema modificado de
Don W. Cleveland y Jeffrey D. Rothstein Nature Reviews Neuroscience 2, 806-
819 (November 2001).
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Anexo D.

Evolucién en el tiempo de los eventos clinicos y neuropatologicos que
experimenta el raton transgénico SOD1 G93A. Figura modificada de Turner, B.
J. y Talbot, K. (2008). Prog. Neurobiol. 85, 94-134 y traducida para este

documento.
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