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PA: Activador tisular del plasminógeno (por sus siglas en inglés). 

Χ2: Chi cuadrado 

 

 



Síntesis 

Los enfoques terapéuticos dirigidos a la neuroprotección en el campo de la neurología 

clínica constituyen grandes retos para la medicina contemporánea. La fisiopatología 

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 

combinación de dos moléculas con potencialidades neuroprotectoras; el Factor de 

Crecimiento Epidérmico (EGF) y el Péptido 6 liberador de hormona de crecimiento 

(GHRP6), como ejemplo de terapia combinada para el sistema nervioso central.  

Se utilizaron modelos experimentales in vitro e in vivo, agudos y crónicos, que 

reproducen las características fisiopatológicas más relevantes de la Esclerosis Lateral 

Amiotrófica, la Esclerosis Múltiple y la Enfermedad Cerebro Vascular Isquémica. 

Los resultados obtenidos evidenciaron un beneficio terapéutico de la combinación 

EGF+GHRP6, Los efectos citoprotectores del EGF y del GHRP6, comunes o exclusivos, 

se superponen y se potencian en los diferentes contextos de patología del sistema 

nervioso central. Asimismo, independientemente de la etiología de cada enfermedad, la 

preservación celular puede mejorar mediante la terapia combinada con EGF+GHRP6. 

El tratamiento con la combinación EGF+GHRP6 resulta ventajoso porque influye 

simultáneamente en varios blancos celulares, moleculares y bioquímicos, además de 

que amplifica la síntesis de factores neuroprotectores endógenos como el IGF-1, que 

normalmente ocurre como respuesta a un daño. 

La correspondencia entre efecto clínico y patológico demostrado en este trabajo de tesis 

con la combinación EGF+GHRP6 es uno de los parámetros más importantes que la  

comunidad científica especializada exige para la selección de candidatos 

neuroprotectores. 
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1. INTRODUCCIÓN  

Las enfermedades no transmisibles que afectan al sistema nervioso de manera aguda o 

crónica han sido, en los últimos años, objeto de intensa investigación en función de 

buscar alternativas terapéuticas que permitan detener o aminorar la morbilidad 

permanente asociada a éstas. Aun así, los beneficios terapéuticos en el tema de 

neuroprotección son todavía muy modestos. Para enfermedades frecuentes y 

devastadoras como la Esclerosis Múltiple y la Isquemia Cerebral, o poco frecuente pero 

igualmente devastadora como la Esclerosis Lateral Amiotrófica, se han propuesto 

tratamientos novedosos, que si bien han sido adecuados desde el punto de vista de la 

racionalidad del diseño, al dirigirse solamente a un punto clave de la fisiopatología, el 

resultado en la clínica no ha cumplido la expectativa. La complejidad de la fisiopatología 

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 simultánea 

(1). 

 

La Isquemia Cerebral es la tercera causa de muerte y la primera causa de discapacidad 

en adultos (2). La Esclerosis Múltiple es la enfermedad neurológica que con más 

frecuencia afecta a adultos jóvenes (3) y se asocia con una morbilidad creciente y de 

larga duración (4). La Esclerosis Lateral Amiotrófica, aunque poco frecuente, es una de 

las enfermedades más devastadoras del sistema nervioso, y permanece casi huérfana 

de alternativas terapéuticas (5). Aunque disímiles en su etiología, sintomatología y curso 

evolutivo, entre estas enfermedades existen elementos fisiopatológicos comunes: 

mecanismos que inducen a la muerte celular, expresión exacerbada de citocinas 

inflamatorias, estrés oxidativo y toxicidad mediada por el ácido glutámico (6-8).  

 

La demostración de la efectividad terapéutica de un candidato neuroprotector en 

modelos experimentales de diversas enfermedades neurológicas, constituye una prueba 

de concepto robusta del efecto neuroprotector de dicho candidato. 
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La neuroprotección es una alternativa terapéutica o profiláctica, cuyo objetivo es la 

prevención de la pérdida neuronal que ocurre en enfermedades del sistema nervioso (9). 

La neuroprotección como aproximación terapéutica implica proteger las células del 

sistema nervioso expuestas al daño y fortalecer los mecanismos endógenos que 

intervienen en la neuroregeneración (10). Durante años se han estudiado numerosas 

estrategias neuroprotectoras, por ejemplo: los antagonistas de amino ácidos excitatorios, 

los bloqueadores de canales de calcio, la hipotermia, los barbitúricos y los factores de 

crecimiento, entre otros. Llama la atención que la efectividad de estas estrategias, 

demostrada en estudios preclínicos, no se ha podido reproducir en la clínica (11).  

 

Una de las razones que explican que los resultados experimentales no se reproduzcan 

en los estudios clínicos, es que los múltiples mecanismos fisiopatológicos del daño 

cerebral no pueden abordarse con un solo agente farmacológico para controlar toda la 

cascada de eventos bioquímicos moleculares que se producen en ese contexto. La 

terapia combinada es, entonces, una elección 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 (GHRP6) han mostrado sus propiedades citoprotectoras en varios contextos 

clínicos y experimentales relacionados con el sistema nervioso. Los efectos 

citoprotectores del EGF y el GHRP6 estimulan mecanismos pleiotrópicos de 

supervivencia, los cuales se han evidenciado en la mayor resistencia al daño de varias 

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

 

El EGF y la metaencefalina intestinal, del cual el GHRP6 es un derivado sintético (17), 

son moléculas relevantes tanto en la ontogenia como en la fisiología del sistema 

nervioso (18-22). Los mecanismos de acción del EGF y del GHRP6 tienen blancos 

comunes y blancos exclusivos en la cascada de eventos fisiopatológicos de las 

enfermedades del sistema nervioso. Como el EGF y el GHRP6 comparten efectos 

antiapoptóticos (23-25) y anti-exitotóxicos (26;27) y activan otros eventos como la 

neurogénesis (28), la remielinización (29), y la inducción de factores neuroprotectores 
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endógenos (30;31), parece razonable que su administración combinada pueda ejercer 

efectos terapéuticos beneficiosos en enfermedades neurológicas complejas donde la 

muerte celular es un evento patológico importante.  

 

Estas evidencias nos motivaron a demostrar de manera experimental los efectos 

neuroprotectores del uso combinado de EGF y GHRP6 en varios contextos que 

reproducen enfermedades del sistema nervioso. 

Tomando en consideración estos antecedentes, formulamos la siguiente hipótesis: 
 

El uso combinado de EGF y GHRP6 puede tener efecto neuroprotector en enfermedades 

degenerativas, desmielinizantes e isquémicas del sistema nervioso. 
 

A partir de esta hipótesis se plantearon los siguientes objetivos: 
 

Objetivo general  
 

Investigar el efecto de la combinación EGF y GHRP6 como posible alternativa 

terapéutica de neuroprotección en modelos experimentales de enfermedades del 

sistema nervioso  

 

Objetivos Específicos 
 

1. Evaluar el efecto neuroprotector de la combinación EGF y GHRP6 en modelos 

experimentales de Esclerosis Lateral Amiotrófica y Axonopatía Tóxica, como ejemplo de 

enfermedades neurodegenerativas 

2. Evaluar el efecto neuroprotector de la combinación EGF y GHRP6 en modelos 

experimentales de Esclerosis Múltiple, como ejemplo de enfermedad desmielinizante del 

sistema nervioso  

3. Evaluar el efecto neuroprotector de la combinación EGF y GHRP6 en modelos 

experimentales de isquemia cerebral global, como ejemplo de enfermedad cerebro-

vascular 
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Novedad Científica 
 

En este trabajo se demuestra por vez primera que la combinación de EGF y GHRP6 

como alternativa terapéutica para neuroprotección 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 combinación EGF y GHRP6, 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 

Amiotrófica, el efecto del tratamiento con esta combinación demostró proteger las células 

más vulnerables, las motoneuronas, contra la inducción de apoptosis; además se 

demostró una reducción de citocinas inflamatorias como el TNFα, un incremento del IGF-

1 y se produjo una mejor recuperación clínica y de parámetros electrofisiológicos. En los 

modelos de enfermedades autoinmunes como la Esclerosis Múltiple, la combinación 

EGF+GHRP6 atenuó la sintomatología clínica, aumentó la supervivencia en las formas 

severas, redujo los niveles séricos de un marcador biológico de peroxidación lipídica e 

incrementó la expresión de transcritos de IGF-1 en el cerebro. Por último, en el modelo 

de isquemia cerebral global, este tratamiento atenuó los signos clínicos neurológicos, 

redujo el área de las zonas de daño cerebral producidas por la isquemia-reperfusión, y 

conservó la población neuronal. La correspondencia entre el resultado clínico 

beneficioso y la reducción del daño a nivel de tejido es uno de los criterios que con más 

fuerza definen una buena estrategia de neuroprotección (32). Estos resultados no han 

sido descritos con anterioridad en la literatura científica. 

 
Aporte teórico 

Uno de los principales aportes teóricos de este trabajo es la demostración del efecto de 

combinar las propiedades citoprotectoras del EGF y del GHRP6. Con el uso terapéutico 
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combinado de estos agentes se logran efectos biológicos que aumentan la tolerancia al 

daño de las células del sistema nervioso. 

 

Otro aporte de este trabajo es la validación del modelo de patología axonal que 

reproduce la Esclerosis Lateral Amiotrófica, que fue caracterizado desde el punto de 

vista clínico, conductual y electrofisiológico.  

 

En este trabajo se expone y fundamenta por qué la caracterización del polígono de Willis 

es un complemento necesario para los modelos de isquemia cerebral en gerbil. Este 

trabajo es pionero en la incorporación del análisis del grado de anastomosis entre los 

sistemas vertebro-basilar y carotídeo como variable a controlar y además por considerar 

su contribución al interpretar los resultados de las intervenciones farmacológicas.  

 

En este trabajo se establece una pauta para la evaluación farmacológica de posibles 

candidatos neuroprotectores: la evaluación del candidato o de la estrategia debe 

realizarse en varios modelos, tanto de una misma enfermedad como de enfermedades 

diferentes. Así, las evaluaciones individuales constituyen pruebas de concepto, que 

como piezas de conocimiento sustentan la capacidad neuroprotectora del candidato en 

diferentes contextos etiopatogénicos. 

 
Aporte práctico y social 

 

La neuroprotección aplicable a enfermedades neurodegenerativas para detener su 

curso, o instrumentada para revertir el daño y facilitar eventos regenerativos, es aún una 

necesidad clínica no cubierta. El aporte práctico y social de estos resultados es la 

demostración de la utilidad de la combinación EGF+GHRP6 en el tratamiento de 

enfermedades degenerativas, desmielinizantes e isquémicas del sistema nervioso, en 

las cuales la muerte celular es un elemento común. Estas enfermedades constituyen 

importantes causas de morbilidad y mortalidad a nivel mundial.  

La reproducción de los efectos neuroprotectores de la combinación EGF+GHRP6 en 

estudios clínicos constituirá una incuestionable contribución a la medicina 
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contemporánea, así 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 señalar que tanto el EGF como el GHRP6 son productos disponibles en el 

Centro de Ingeniería Genética y Biotecnología, cada uno con un expediente de estudios 

fármaco-toxicológicos validado por el departamento del control de la calidad, lo cual 

implica que ambas moléculas están disponibles para la realización de estudios clínicos.  

 

Los resultados de este trabajo conforman el expediente de estudios de eficacia 

preclínica que se presentará a la entidad regulatoria cubana (CECMED) para solicitar la 

aprobación de los ensayos clínicos con la combinación EGF+ GHRP6 en pacientes de 

Esclerosis Lateral Amiotrófica, Infarto Cerebral y Esclerosis Múltiple. 

 

Los resultados que conforman esta tesis han sido objeto de dos patentes concedidas en 

la Oficina de Patentes de Europa, y en países como Rusia, China, Sudáfrica, entre otros. 

También han originado 3 publicaciones en revistas internacionales arbitradas. Uno de 

estos artículos fue premiado en el Concurso Central del Premio Anual de Salud (Mayo 

2011) y recibió el Premio Anual de Salud (Noviembre 2011). Algunos de estos trabajos 

se consideraron como logros científicos del Centro de Ingeniería Genética y 

Biotecnología, y se presentaron en 4 eventos internacionales relacionados con las 

temáticas de enfermedades neurodegenerativas. Una parte de los resultados de este 

trabajo constituyeron una tesis de la maestría 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 páginas de texto, distribuidas en los siguientes 

acápites: Introducción (7 páginas), Revisión Bibliográfica (21 páginas) y Materiales y 

Métodos General (2 páginas). A continuación se presentan tres capítulos 

correspondientes a cada una de las enfermedades que se abordan en esta tesis. Cada 

uno de estos contiene acápites de materiales y métodos, resultados, discusión y 
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resumen de resultados: Capítulo de neuroprotección en modelos de enfermedad 

degenerativa (27páginas), Capítulo de neuroprotección en modelos de enfermedades 

desmielinizantes del sistema nervioso (10 páginas), Capítulo de neuroprotección en 

enfermedad cerebrovascular (15 páginas). El documento cuenta, además, con un 

capítulo de Discusión General (3 páginas), uno de Conclusiones (1 página) y otro de 

Recomendaciones (1 página). El documento también contiene la Síntesis, la Tabla de 

Contenido, la Lista de abreviaturas, la Autobibliografía, la lista de Referencias 

Bibliográficas y los Anexos.  

 



Esclerosis Lateral Amiotrófica y Axonopatía Tóxica                                                                                                      8 

2. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

2. 1 Factor de Crecimiento Epidérmico 

La familia del Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF) comprende 6 moléculas 

peptídicas estructuralmente relacionadas: el EGF, el factor de crecimiento transformante-

alfa (TGFα), la anfiregulina (AR), el EGF de unión a heparina (HB-EGF), la betacelulina 

(BTC) y la epiregulina (EPR). Existen 4 genes que codifican diferentes miembros de la 

familia de los receptores de EGF (EGFR); el EGFR (ERBB1), y los homólogos 2, 3 y 4 

del oncogén de la leucemia eritroblástica viral (ERBB2, ERBB3 y ERBB4, 

respectivamente). Todos estos receptores son del tipo tirosina-quinasa (33-36). 

De manera general, los receptores ERBB se activan por unión 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 señal a través de homo o heterodimerización con otras moléculas ERBB, 

seguido de auto o transfosforilación de residuos de tirosina presentes en sus extremos 

citoplasmáticos. A continuación se activan múltiples vías de señalización intracelular, 

incluyendo la vía Ras-Raf-MAPK, y la vía del fosfatidil-inositol 3 quinasa (PI3K) y el 

oncogén homólogo al timoma viral murino (AKT), (PI3K-AKT). La activación de estas 

vías de transducción de señales promueve dos eventos: la proliferación celular y la 

citoprotección por inhibición de las señales de apoptosis (37;38). La fosforilación de AKT 

mediada por PI3K estimula los mecanismos de supervivencia celular mediante la 

fosforilación del promotor de muerte celular asociado a Bcl-2 (Bad), lo cual determina 

que este pierda sus funciones pro-apoptóticas y que no se active la caspasa 9 (39). AKT 

también favorece los mecanismos de supervivencia celular mediante la activación de 

genes de supervivencia a través de la activación del factor nuclear kappa activador de 

células B (NF-kβ) (40). 

La familia EGF está implicada en procesos fisiológicos tales como el crecimiento, la 

diferenciación, el mantenimiento y la reparación 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 cutáneos, corpúsculos 

sensoriales, células gliales satélites, neuronas sensoriales primarias de los ganglios de 

las raíces dorsales, y en células de Schwann (21). 



Esclerosis Lateral Amiotrófica y Axonopatía Tóxica                                                                                                      9 

Además de su función neurotrópica, el EGF tiene otros efectos en el sistema nervioso: 

estimula la proliferación de células madres progenitoras multipotentes, la migración 

celular durante la ontogenia y la diferenciación de neuronas y glías (21;42). Su ausencia 

en el microambiente celular facilita la muerte celular debida a especies reactivas del 

oxígeno y a la activación de caspasas (23). En cultivos primarios de neuronas, el EGF 

favorece la supervivencia y la diferenciación 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 glías, el EGF resultó ser el más potente 

inductor de re-mielinización 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 daño químico a neuronas del bulbo olfatorio, el tratamiento con EGF no 

solo resultó beneficioso por favorecer la regeneración de estas células, sino también su 

re-inervación (47).  

2. 2 Péptido-6 liberador de hormona de crecimiento (GHRP6) 

En los primeros años de la década del 1980 se describió 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 cálculos 

teóricos de energía conformacional, modificaciones químicas y estudios de actividad 

biológica. 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 (GHRP1, GHRP2 y GHRP6), la hexarelina, y compuestos no peptídicos como 

el MK-0677 (48;49).  

El GHRP6 es una de las moléculas más estudiadas de la familia de los GHS. Es un 

péptido soluble y de gran estabilidad, de seis aminoácidos, cuya secuencia es: His-D-

Trp-Ala-Trp-D-Phe-Lys-NH2 (48). La liberación de la hormona de crecimiento inducida 

por el GHRP6 depende de la dosis, y ocurre en varias especies de mamíferos, 

incluyendo al humano (50). Esta acción se logra mediante la administración de los 

GHRP por vía intravenosa, subcutánea, intranasal e incluso oral (51). Actualmente, los 

GHRP se emplean en la práctica clínica de enfermedades neuroendocrinas, tanto para 

diagnóstico como para tratamiento (52;53).  
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El receptor específico de los secretagogos de la hormona de crecimiento (GHS-R) está 

presente mayoritariamente en la hipófisis anterior, en el hipotálamo, en motoneuronas y 

en otras áreas del cerebro (54-57). El GHS-R es un receptor unido a proteína G y la 

unión de sus ligandos activa la vía de señalización de la fosfolipasa C, lo que provoca un 

incremento de la concentración de inositol-1,4,5 trifosfato, así como la activación de la 

proteína quinasa C (58). Así se produce un incremento en la concentración de calcio 

intracelular que facilita la liberación de la hormona de crecimiento por los somatotropos 

(59).  

El efecto más conocido de la hormona de crecimiento es la inducción de la expresión del 

IGF-1 en el hígado (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 

hígado o del que se induce localmente en el cerebro (62). En modelos experimentales de 

daño cerebral por hipoxia o isquemia, el tratamiento con hormona de crecimiento atenuó 

los cambios morfológicos característicos de la isquemia y se redujo la expresión de los 

marcadores de apoptosis (63;64). El tratamiento profiláctico con hormona de crecimiento 

en un modelo de daño neuronal por hipertermia evidenció su capacidad neuroprotectora 

(65).  

Además de la actividad endocrina, los GHRP ejercen acciones de neuroprotección, 

mediadas fundamentalmente por la expresión de IGF-1 (66) y por inducir la proliferación 

de neuronas (67). El IGF-1 induce la actividad transcripcional y la capacidad de unión 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 vía metabólica de las enzimas 

fosfatidil inositol 3-quinasa y AKT (68;69), lo cual produce un marcado efecto anti-

apoptótico (70-72). Además, se ha demostrado que el IGF-1 atenúa la respuesta 

inflamatoria porque reduce la expresión de citocinas inflamatorias como el TNFα y la 

interleucina 1-β (73).  

2. 3 Neuroprotección 

La neuroprotección es un conjunto de acciones o estrategias terapéuticas o profilácticas 

cuyo propósito es prevenir, interrumpir o enlentecer la pérdida o el daño de neuronas 

que ocurre en las enfermedades del sistema nervioso (11;74). Aunque inicialmente el 
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término neuroprotección solo definía la protección de las neuronas, hoy se conoce que 

para garantizar la integridad de los tejidos nerviosos, las estrategias de neuroprotección 

tienen que abarcar a todos los tipos celulares del cerebro, lo cual incluye microglias, 

astrocitos, oligodendrocitos y células endoteliales (75). Como la disfunción endotelial 

también contribuye al daño tisular en la isquemia cerebral, la protección de las células 

endoteliales es importante porque evita la proliferación de las células de musculatura 

lisa, la inflamación, y la apoptosis de las células del endotelio (76). 

2. 4 Esclerosis Lateral Amiotrófica 

2. 4. 1 Epidemiología de la Esclerosis Lateral Amiotrófica 

La Esclerosis Lateral Amiotrófica (ELA) es una enfermedad neurodegenerativa 

caracterizada por una parálisis muscular progresiva producto de la degeneración de las 

motoneuronas en la corteza motora primaria, el tallo cerebral y la médula espinal (77).  

Aunque la mayoría de los casos de Esclerosis Lateral Amiotrófica son esporádicos 

(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 años 

y es más frecuente en hombres. La edad de inicio en la ELAf es entre 45 y 55 años, 

afecta por igual hombres y mujeres y tiene una supervivencia más corta (79). En los 

Estados Unidos la tasa de mortalidad por Esclerosis Lateral Amiotrófica es 1.84 / 100 

000 habitantes (78), en Cuba la frecuencia de muerte por Esclerosis Lateral Amiotrófica 

es considerablemente más baja, 0,83/ 100 000 habitantes, lo cual sugiere que, debido a 

las características de la población cubana, existe algún 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 Fisiopatología de la Esclerosis Lateral Amiotrófica 

No existe un único agente causal para la Esclerosis Lateral Amiotrófica, la mayoría de 

los autores coinciden en que el factor causal de la degeneración de motoneuronas es 

una relación compleja de factores genéticos y ambientales. En la fisiopatología de la 
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degeneración de motoneuronas concurren múltiples 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 proteína que codifican una ganancia de función tóxica como en el gen SOD1, 

asociado a un 2% de la ELAf (83) o le producen una pérdida de función como en el caso 

de la mutación del gen TDP-43, que se ha descrito en ELAf y ELAe (84;85).  

Excitotoxicidad: La excitotoxicidad es el daño neuronal inducido por la estimulación 

excesiva del glutamato en los receptores post-sinápticos NMDA y AMPA.(86). La sobre-

estimulación de estos receptores produce un flujo de calcio al interior de las neuronas 

que activa las enzimas dependientes de calcio y la formación de óxido nítrico y otras 

especies reactivas de oxígeno (EROs) responsables de la neurodegeneración porque 

dañan los organelos e inducen muerte celular. La pérdida del transportador de amino 

ácidos excitatorios EEAT2 en las glías ha sido atribuido como causa del incremento del 

glutamato (87;88). 

Estrés oxidativo: El estrés oxidativo y la formación de especies reactivas de oxígeno 

están muy relacionados con los procesos neurodegenerativos. En el líquido 

cefalorraquídeo de pacientes de Esclerosis Lateral Amiotrófica se han encontrado 

cambios bioquímicos que reflejan el daño inducido por radicales libres (89). 

Disfunción mitocondrial: Se han descrito cambios morfológicos y mutaciones en las 

mitocondrias en pacientes con ELAe (90) y en el ratón transgénico SOD1 (91). Se han 

encontrado altos niveles de calcio (92) y reducción en la actividad de los complejos I y IV 

de la cadena transportadora de electrones en las mitocondrias de pacientes con 

Esclerosis Lateral Amiotrófica (93). 

Agregación de neurofilamentos, proteínas intra-citoplasmáticas y de organelos 

membranosos: Las inclusiones intra-citoplasmáticas y el ensamblaje anormal y la 

agregación de neurofilamentos son rasgos histopatológicos característicos en ELAe y 

ELAf (82). La acumulación de organelos membranosos, como el retículo endoplásmico 

liso, descrita en axones proximales de pacientes con Esclerosis Lateral Amiotrófica 

interrumpe el transporte axonal (94). 
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Disfunción de células no neuronales que adquieren un fenotipo autoinmune inflamatorio: 

La respuesta inflamatoria mediada por la activación de microglias y células dendríticas 

tiene un rol prominente en la fisiopatología de la Esclerosis Lateral Amiotrófica y de su 

modelo animal, el ratón Tg SOD1. La activación de esas células produce la liberación de 

citocinas inflamatorias (95;96). 

La carencia de factores neurotróficos es otro de los elementos fisiopatológico que 

interviene en la Esclerosis Lateral Amiotrófica, lo cual puede deberse a la afectación de 

los astrocitos que normalmente son fuente de factores tróficos (88). En pacientes de 

Esclerosis Lateral Amiotrófica se ha constatado la carencia de algunos factores 

neurotróficos 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 Amiotrófica (98) y la demostración de 

la activación de caspasas, y de la participación de otros derivados de la familia Bcl-2 con 

función pro-apoptótica en la muerte de las motoneuonas de Esclerosis Lateral 

Amiotrófica (99), permiten asegurar que el proceso de muerte celular en las 

motoneuonas de la Esclerosis Lateral Amiotrófica es por apoptosis.  

2. 4. 3 Terapias vigentes en Esclerosis Lateral Amiotrófica 

El manejo terapéutico de los pacientes con Esclerosis Lateral Amiotrófica es complejo y 

demanda la participación multidisciplinaria de neurólogos, fisioterapeutas, médicos de 

familia y especialistas en cuidados paliativos (82). Aunque la Esclerosis Lateral 

Amiotrófica carece de una terapia efectiva, los síntomas que aparecen en el curso de la 

misma (calambres, espasticidad, salivación, espasmo laríngeo, labilidad emocional, 

depresión, disartria, insomnio, ansiedad, y fatiga, entre otros) pueden ser tratados. A 

pesar de todo lo que se conoce de la fisiopatología de la Esclerosis Lateral Amiotrófica y 

de que numerosos estudios clínicos se han realizado para evaluar la efectividad 

terapéutica de drogas neuroprotectoras, el riluzole es la única droga aprobada para el 

tratamiento de la Esclerosis Lateral Amiotrófica (100). El riluzole inhibe la liberación de 

glutamato de las terminales pre-sinápticas e incrementa su recaptación extracelular (5). 

El tratamiento con riluzole durante 18 meses solo incrementó 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 Amiotrófica y en estudios clínicos fase II y III, pero 

los resultados en términos de eficacia no son concluyentes (82). Entre los productos 

evaluados está el antibiótico beta-lactámico ceftriazone, que estimula la expresión del 

transportador de glutamato (GLT1 o EAAT2) (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 Amiotrófica, son 

aproximaciones terapéuticas promisorias pero aún en fase de investigación (107). 

2. 4. 4 Experiencias preclínicas en Cuba 

En Cuba se ha caracterizado el comportamiento epidemiológico de la enfermedad y se 

ha demostrado una menor incidencia de esta en comparación a otros países, lo que 

sugiere que la mezcla de razas característica de la población cubana confiere cierta 

protección (80). Esto constituye un excelente sustrato para el abordaje fármaco-

genómico de la Esclerosis Lateral Amiotrófica en Cuba, en un futuro cercano. 

2. 5 Esclerosis Múltiple 

2. 5. 1 Epidemiología de la Esclerosis Múltiple 

La Esclerosis Múltiple (EM) es la enfermedad neurológica más frecuente en adultos 

jóvenes (108), afecta millones de pacientes en todo el mundo y esta cifra continúa en 

ascenso (109). La Esclerosis Múltiple tiene una distribución geográfica característica 

porque la incidencia y la prevalencia son mayores en los lugares más distantes de las 

latitudes ecuatoriales (110). 

2. 5. 2 Fisiopatología de la Esclerosis Múltiple 

La Esclerosis Múltiple tiene una base genética muy compleja. Los estudios genéticos 

con tecnología de alto flujo han identificado polimorfismos en la región del antígeno 

leucocitario humano (HLA) como el locus de mayor susceptibilidad para Esclerosis 

Múltiple (111). En los estudios de asociación de polimorfismos de simple nucleótidos se 
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ha descrito una asociación entre los alelos HLA-DRB1*1501 y TNFα-308 G/A, lo cual 

sustenta, como elemento patogénico de la Esclerosis Múltiple, la relación entre los 

productos de estos genes (112). Los factores ambientales por su parte, tienen una 

contribución importante en la patogénesis de Esclerosis Múltiple, las infecciones virales 

por herpes virus, coronavirus y retrovirus han sido asociadas al desarrollo de la 

Esclerosis Múltiple (113). La infección por el virus Epstein-Barr, que es selectiva a las 

células de la barrera hematoencefálica, incrementa la producción de mediadores 

inflamatorios que facilitan la adherencia de las células inmunocompetentes activadas y 

su paso al parénquima cerebral donde reconocen determinados antígenos, se activan y 

desencadenan la respuesta inflamatoria (114). La hipótesis más aceptada en la 

patogénesis de la Esclerosis Múltiple es la que la relaciona con la autoinmunidad, en la 

cual las células T específicas 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 neuroinflamación y la progresión de la 

desmielinización. Las células de la respuesta inmune, tanto innata como adaptativa, una 

vez en el parénquima cerebral y luego de una segunda activación mediada por el 

reconocimiento de sus antígenos específicos, expuestos en las microglias, comienzan a 

secretar citocinas inflamatorias como interferón gamma (IFNγ), TNFα e interleucina 1-β 

(121). Por otra parte, la interacción de quimocinas como el factor inducible por IFNγ (IP-

10) y monocina inducible por IFNγ (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-expresión de 

moléculas de adhesión en las células endoteliales de la barrera hematoencefálica, 

activación reactiva del endotelio, secreción de metaloproteinasas y pérdida de elementos 

de unión 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 migración y el reclutamiento 

de otras células inmunocompetentes hacia el parénquima cerebral donde se perpetúa la 

reacción inflamatoria (124). 

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

recientes que sugieren otras causas de desmielinización; una afectación primaria en los 
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oligodendrocitos u oligodendropatía (125), y un déficit de neuroesteroides que produce 

un proceso de mielinización defectuoso (126), de manera que en ambos casos las 

reacciones inmunes son un evento secundario en el curso de Esclerosis Múltiple 

(125;126).  

El estrés oxidativo y la producción excesiva de especies reactivas del oxígeno 

contribuyen en la patogénesis de Esclerosis Múltiple en términos de desarrollo y de 

persistencia de las lesiones en el tejido nervioso (127). Adicionalmente, las neuronas de 

pacientes con Esclerosis Múltiple tienen deficiencias en la respiración celular debido a 

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

2. 5. 3 Terapias vigentes en la Esclerosis Múltiple 

Durante los años correspondientes a la década del 1990, solo el uso de los esteroides y 

los inmunosupresores formaban parte del tratamiento para Esclerosis Múltiple (129). 

Posteriormente, en 1993 con el advenimiento del primero de los agentes terapéuticos 

que modifican el curso de la enfermedad, el interferón beta (IFNβ) 1-b (130), y unos años 

mas tarde el IFNβ 1-a (131), comienza una nueva era en las aproximaciones 

terapéuticas para esta enfermedad, pues se dejó de tratar de manera sintomática para 

intentar incidir y modificar la evolución clínica de la enfermedad. Dentro de las 

propiedades inmunomoduladoras del IFNβ está la capacidad de inhibir la síntesis de 

IFNγ, de aumentar las poblaciones de células regulatorias naturales y disminuir las 

células citotóxicas (132), otros efectos son la disminución de la acción tóxica del TNFα 

sobre los oligodendrocitos y microglias (133) y la inhibición de la expresión del MHC 

clase II y de las moléculas co-estimulatorias en la superficie de las células presentadoras 

de antígenos (134;135). El IFNβ 1-b ha resultado efectivo, tolerable y con pocos efectos 

adversos (136). 

El acetato de glatiramer, ó Copaxone ó Cop-1, conocido también por Copolímero 1 es 

una mezcla de polipéptidos sintéticos de cuatro aminoácidos: L-alanina, L-ácido 

glutámico, L-lisina y L-tirosina. El Copaxone tiene entre sus mecanismos de acción 

producir un cambio o desviación hacia un perfil de citocinas Th2, mediado por su 

naturaleza de ligando peptídico alterado y por modificar las propiedades de las células 

presentadoras de antígeno (137;138). Otras propiedades de esta molécula son la de 
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inducir células con función reguladora (CD8+ y CD4CD25+) antígeno-específicas (139-

141) y la de interferir con la activación de linfocitos T, por competencia con la proteína 

básica de la mielina a nivel del MHC clase II (142). Los estudios clínicos con copaxone 

han demostrado alguna eficacia terapéutica así como reducción 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 α4β1 ó VLA-4 la cual se expresa en los linfocitos y es un mediador del 

fenómeno de migración transendotelial (144). Las observaciones preclínicas en animales 

con EAE demostraron que al impedir la entrada de células inflamatorias hacia el 

parénquima cerebral, se podía prevenir la formación de nuevas lesiones inflamatorias y 

desmielinizantes en el sistema nervioso (145;146). Varios estudios clínicos se han 

realizado con el natalizumab demostrándose una reducción en la aparición de nuevas 

lesiones, en el número de exacerbaciones o brotes clínicos y una mejoría clínica (147-

149). A pesar de su resultado en la clínica, 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 α4β1, pone en peligro la eficiencia de los 

mecanismos de vigilancia inmunológica 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, 

atenúan 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 daño 

tóxico excitatorio que produce este metabolito (152). Los experimentos preclínicos y los 

estudios clínicos preliminares demostraron un efecto beneficioso, sin embargo en 

estudios clínicos aleatorizados y controlados no se demostró eficacia terapéutica con el 

uso de las estatinas en Esclerosis Múltiple (153). 

El mitoxantrone es un antineoplásico derivado de la antracenediona, que posee 

propiedades inmunosupresoras, por lo que ha sido aprobado su uso en formas clínicas 

severas de Esclerosis Múltiple (154). Los estudios clínicos con esta droga en pacientes 

tratados con IFNβ que habían empeorado sus síntomas demuestran resultados 
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alentadores: en el 70% de los casos se redujo el deterioro neurológico, el número de 

exacerbaciones y la enfermedad no progresó respecto al grupo no tratado (155).  

Aunque para la Esclerosis Múltiple existen numerosas alternativas terapéuticas tanto 

sintomáticas como de drogas que modifican el curso de la enfermedad, aún es necesario 

el desarrollo de aproximaciones terapéuticas dirigidas a bloquear los elementos 

fisiopatológicos de esta enfermedad, a proteger los blancos de la respuesta inmune 

inflamatoria y a facilitar los eventos de restauración o regeneración de las células 

dañadas (3;125). 

2. 5. 4 Experiencias preclínicas en Cuba 

Basado en las evidencias de que el IFNβ y el IFNα comparten el mismo receptor (156), 

investigadores cubanos han demostrado efectos terapéuticos del IFNα en modelos in 

vitro e in vivo de Esclerosis Múltiple así como en estudios clínicos (156;157). Además, se 

ha investigado el efecto neuroprotector de la C-ficocianina en EAE con resultados 

satisfactorios (158).  

2. 6 Isquemia Cerebral 

2. 6. 1 Epidemiología de la isquemia cerebral 

La enfermedad cerebro-vascular es una condición devastadora que afecta anualmente 

15 millones de personas en todo el mundo y es la primera causa de discapacidad en los 

adultos en países 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 Fisiopatología de la isquemia cerebral 

El 85% de los casos de enfermedad cerebrovascular son de naturaleza isquémica, el 

resto es de causa hemorrágica (162). La causa más común de la enfermedad 

cerebrovascular isquémica es la oclusión brusca de una de las arterias del cuello o del 

interior del cráneo, lo cual resulta en una pérdida inmediata de la disponibilidad de 

oxígeno y glucosa para el tejido cerebral. La isquemia cerebral desencadena reacciones 



Esclerosis Lateral Amiotrófica y Axonopatía Tóxica                                                                                                      19 

patológicas que constituyen la cascada isquémica y que culmina con la muerte celular en 

la zona más afectada por la isquemia en los primeros minutos que siguen al episodio 

isquémico (159).  

Los eventos moleculares y bioquímicos que ocurren en el núcleo isquémico producen un 

daño celular irreversible. El área que rodea el núcleo isquémico se conoce como zona de 

penumbra isquémica, este territorio es potencialmente salvable con alguna intervención 

farmacológica (163), de lo contrario los eventos que ocurren en el núcleo isquémico 

repercutirán en esta zona produciendo muerte celular de neuronas y glías (164).  

La muerte celular que se produce durante el daño cerebral isquémico es consecuencia 

de varios mecanismos: excitotoxicidad, estrés oxidativo, respuesta inflamatoria y la 

activación del proceso de apoptosis o similar a la apoptosis (6). Estos mecanismos 

tienen elementos patogénicos comunes que se superponen y producen daño en 

neuronas, glías, y elementos vasculares. Al nivel subcelular estos mecanismos afectan 

la función de las mitocondrias, del núcleo, de las membranas celulares del retículo 

endoplásmico y de los lisosomas (165).  

La privación absoluta de oxígeno y glucosa al tejido neuronal activa varias cascadas 

patológicas que conducen a la muerte neuronal, particularmente en la zona de 

penumbra. Entre estas vías están la sobre-activación de receptores de glutamato, la 

acumulación intracelular de iones calcio, el reclutamiento de células inflamatorias, el 

aumento de la producción de radicales libres y la apoptosis (166). 

El fallo energético y la consiguiente despolarización de la membrana neuronal 

condicionan una liberación excesiva de glutamato y de otros aminoácidos excitatorios. 

La activación de los receptores post-sinápticos como el NMDA (ácido N-metil-D-

aspártico), AMPA (ácido α-amino-3-hidroxi-5-metilisoxazol-4-propiónico) y receptores 

metabotrópicos, provoca un influjo de calcio, sodio y agua hacia el interior de las células. 

Todo esto conlleva la formación de edema citotóxico y a la activación enzimática 

mediada por calcio, que finalmente conducen al daño y la muerte celular (167).  

En la isquemia cerebral la formación de especies reactivas del oxígeno sobrepasa la 

capacidad antioxidante fisiológica de las neuronas, provocando daño en proteínas, 

ácidos nucleicos y lípidos (168). En las neuronas, las especies reactivas del oxígeno 

responsables del estrés oxidativo son el anión superóxido (O2•), el radical hidroxilo 
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(•OH), el óxido nítrico (NO•) y otras, que aunque no son radicales libres, son muy tóxicas 

(peróxido de hidrógeno (H2O2) y peroxinitrito (ONOO-) (169;170). La sobreproducción de 

especies reactivas del oxígeno también produce peroxidación lipídica (171).  

La contribución de la apoptosis como mecanismo de muerte celular en la isquemia 

cerebral focal (172) se demuestra por hallazgos como condensación uniforme de la 

cromatina, presencia de cuerpos apoptóticos, contracción del citoplasma (no 

eosinofílico), activación de miembros pro-apoptóticos de la familia Bcl (Bax, Bad), 

activación de caspasas (173), unión extracelular de anexina V (174), y liberación de 

citocromo c al citoplasma (175). La apoptosis se produce por mediación de las caspasas 

como moléculas efectoras y por la activación de los polímeros de poli-ADP-ribosa (175). 

Durante la isquemia también se afectan las células de la glía. De hecho, el edema en los 

astrocitos es el primer cambio observable y es uno de los factores responsables de la 

reducción en la recaptación de glutamato (176). En un ambiente isquémico los astrocitos 

producen citocinas inflamatorias, mediadores tóxicos y liberan glutamato (177). La 

microglia también contribuye al daño tisular isquémico por mecanismos como la 

producción de citocinas, óxido nítrico y otros radicales libres (164).  

La necrosis producida luego del daño isquémico provoca una fuerte y rápida activación 

de citocinas inflamatorias como el TNFα y la Interleucina-8 (178). Estas últimas inducen 

una reacción inflamatoria con liberación de las moléculas de adhesión responsables de 

la agregación leucocitaria y su posterior migración a través de la pared vascular (167). 

Además, la isquemia induce una expresión rápida de moléculas como las 

metaloproteinasas, que facilitan la penetración de los leucocitos a través de la barrera 

hematoencefálica (179).  

2. 6. 3 Terapias vigentes en enfermedad cerebrovascular isquémica 

El objetivo de la neuroprotección en isquemia cerebral es preservar la viabilidad de las 

células en la zona de penumbra isquémica y limitar la extensión del daño irreversible.  

Atenuar el daño cerebral que sigue al evento isquémico es un reto difícil de solucionar. 

Para el tratamiento de la enfermedad cerebrovascular isquémica existen dos estrategias, 

una dirigida a la revascularización con el uso de agentes trombolíticos y antiagregantes y 
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la otra es una estrategia de neuroprotección con drogas que preserven las neuronas y 

glías (180). 

Relacionado con la primera estrategia, el activador tisular del plasminógeno (t-PA) es la 

única droga aprobada para el tratamiento clínico (181). Por su estrecha ventana de 

efectividad terapéutica el t-PA solo es administrado al 4-5 % de los pacientes que 

requieren una intervención revascularizadora (182). El tratamiento con t-PA es 

beneficioso en términos de trombolisis, pero tiene como efecto adverso los accidentes 

vasculares hemorrágicos (181), lo cual también limita su uso terapéutico. Otro 

trombolítico, el desmoteplase, de alta afinidad por la fibrina, con menos reacciones 

adversas y una ventana terapéutica mayor que la del t-PA, está en desarrollo con 

resultados no concluyentes en estudios clínicos (183). En los tratamientos 

antitrombóticos, los anticoagulantes (heparina sódica y la heparina de bajo peso 

molecular) se recomiendan generalmente para el ictus cardioembólico, mientras que los 

antiagregantes (ácido acetil salicílico, clopidogrel, dipiridamol) se aplican en el ictus 

aterotrombótico (184). Estos agentes protegen el cerebro a través de su efecto en la 

hemodinámica y no por modificar mecanismos metabólicos (11). 

Se han descrito aproximadamente 160 estudios clínicos 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 % está 

aun en curso (11).  

2. 6. 3. 1 Estrategias neuroprotectoras evaluadas en clínica 

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

El calcio desempeña un rol importante en la patología del daño cerebral isquémico (185). 

Los antagonistas de calcio, como la nimodipina, bloquean selectivamente los canales de 

calcio de lenta activación, reducen la entrada de calcio en las neuronas y con ello 

producen un efecto beneficioso en neuronas sometidas a isquemia. Las evidencias 

preclínicas en modelos de isquemia cerebral focal con este antagonista de calcio 

demostraron resultados satisfactorios cuando la administración del medicamento se 

efectuó a los 15 minutos de la isquemia y resultados no satisfactorios con administración 

en periodos de una hora o más posterior al episodio isquémico (186). Cerca de 7000 
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pacientes se han incluido en un total 28 estudios clínicos para evaluar la efectividad 

terapéutica de la nimodipina en cuanto a dosis, tiempo y vías de administración. Los 

resultados de los estudios preclínicos y los estudios clínicos han sido inconsistentes en 

término de neuroprotección (186;187). 

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

El glutamato es el neurotransmisor excitatorio más relevante del sistema nervioso, en 

condiciones de isquemia induce daño por excitotoxicidad (188). El glutamato 

interacciona con los receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) y el ácido propiónico 3-

hidroxi-5metil-4-isoxalzole (AMPA), que son relevantes en neuroprotección. 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 específicos por el sitio de la 

glicina (Gavestinel ) (191) y antagonistas del receptor AMPA (ZK 200755) (192). Los 

estudios clínicos con estos agentes fueron detenidos en la fase piloto (193;194), 

abandonados por la aparición 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 butírico (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 preclínicos de este agonista del GABA evidenciaron que su 

efecto protector estaba asociado a una administración inmediata después del reto 

isquémico (199). En los estudios clínicos la administración del clometiazole fue 12 horas 

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

2. 6. 3. 1. 4 Magnesio 

El magnesio puede considerarse como un antagonista endógeno del calcio, que puede 

proteger por diversos mecanismos que incluyen el bloqueo de los receptores NMDA, la 

inhibición de la liberación de neurotransmisores excitatorios, el bloqueo de canales de 

calcio y la relajación del músculo liso vascular (201). Los experimentos realizados en 

modelos animales revelaron al magnesio como un neuroprotector débil. En el estudio 
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clínico que evaluó el magnesio en términos de mejorar supervivencia o reducción de 

discapacidad no se demostró efectividad terapéutica e incluso la mortalidad fue mayor 

en el grupo que se trató 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 evaluó en modelos de isquemia focal 

permanente y transitoria en especies roedoras y en primates no humanos y sus 

resultados beneficiosos se comprobaron en más de un laboratorio. La evaluación del 

NXY-059 cumplió satisfactoriamente con las guías de procedimientos para la evaluación 

preclínica de candidatos neuroprotectores, establecidas por el consorcio industrial y 

académico para la terapia de enfermedad cerebrovascular (203). Sin embargo, los 

resultados de los estudios clínicos no fueron satisfactorios debido al perfil bioquímico de 

este agente, caracterizado por la baja permeabilidad de la barrera hematoencefálica, la 

poca penetración en las células, y su escaso potencial redox. Al fracaso de los estudios 

clínicos también contribuyó que el tiempo de administración fue mayor al que se había 

demostrado experimentalmente (11). El mesilato de tirilazad (U-74006F), otro 

antioxidante de tipo amino-esteroide inhibidor del proceso de peroxidación lipídica 

dependiente de hierro, fue evaluado en preclínica y posteriormente en clínica el estudio 

fue abandonado por falta de efectividad (204). El ebselen es un compuesto de selenio 

con actividad similar a la enzima glutatión-peroxidasa que inhibe adicionalmente el 

peroxinitrito. En un estudio clínico controlado y enmascarado con 105 pacientes, este 

agente demostró reducir el volumen de infarto acompañado de una mejoría clínica 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 oxígeno y bloquea el proceso de peroxidación lipídica, fue evaluado con resultados 

satisfactorios en modelos de isquemia cerebral global y focal. El estudio clínico fase II 

con edaravone se realizó administrando el medicamento en un periodo de hasta 72 

horas posterior al episodio isquémico, este estudio evidenció una mejoría clínica a los 

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

La citicolina (citidina 5-difosfocolina) es el producto limitante en la síntesis de 

fosfatidilcolina a partir de colina. Se administra por vía oral, se hidroliza en citidina y 

colina, la cual se absorbe rápidamente (207), pasa la barrera hematoencefálica y se 

incorpora a la fracción de fosfolípidos de las membranas neuronales. La citicolina 

aumenta la síntesis e inhibe la degradación de fosfolípidos, produce la liberación de 

ácidos 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 protección de la 

citicolina depende del momento en que se inicie el tratamiento (209). Los experimentos 

de isquemia por oclusión de la arteria cerebral media realizados por el grupo de Hurtado 

y colaboradores evidenciaron que el tratamiento crónico con citicolina empezando 24 

horas posterior a la isquemia y sostenido hasta 28 días, produce una mejoría clínica 

funcional e incrementa la red dendrítica en la corteza cerebral motora, lo cual sugiere 

que esta modalidad de tratamiento incrementa la plasticidad neuronal en zonas no 

dañadas pero funcionalmente comprometidas en la conectividad de las regiones 

cerebrales (210). Los estudios clínicos han demostrado que la citicolina es un 

medicamento bien tolerado y seguro, que produce una recuperación sensorial y motora y 

contribuye a la neuroplasticidad (211).  

2. 6. 3. 1. 7 Otros tratamientos y estrategias neuroprotectoras evaluados en 
estudios clínicos de isquemia cerebral 

Entre las drogas neuroprotectoras que han sido evaluadas en estudios clínicos se 

incluyen los inhibidores de señales mediadas por el oxido nítrico (lubeluzole), los 

inhibidores leucocitarios (enlimomab y UK 279276), los activadores de canales de 

potasio neuronales (BMS-204352), el gangliósido GM1, los modificadores de la fluidez 

de membrana (piracetan), los antagonistas opioides (nalmefene), los factores de 

crecimiento (factor básico 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 más prometedoras está la hipotermia, la administración 
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de albúmina humana a altas dosis, la hemodilución, la terapia combinada y la 

estimulación de mecanismos endógenos de neuroreparación (11;74). 

2. 6. 4 Experiencias preclínicas en Cuba 

En Cuba se han realizado varios estudios preclínicos para la evaluación de los efectos 

neuroprotectores de la eritropoyetina con bajo contenido de acido siálico, cuyos 

resultados son promisorios para sustentar su tránsito a clínica (212) y se ha investigado 

sobre las propiedades antinflamatorias, antioxidantes e inmunomodulatorias de un 

producto natural que puede ser un buen candidato en neuroprotección (213). 

Recientemente se describió 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 búsqueda de alternativas terapéuticas promisorias para 

el tratamiento de enfermedades incurables están muy ligados al trabajo con modelos 

experimentales in vivo que reproduzcan en parte la fisiopatología de estas 

enfermedades. Los científicos ingleses W. Russell y R. Burch (215) fueron pioneros en 

hacer valer el principio de que la excelencia científica está determinada por el uso 

humanitario de los animales de experimentación. 

2. 7. 1 Modelos de Esclerosis Lateral Amiotrófica  

2. 7. 1. 1 Modelos in vitro 

Como las motoneuronas son las células más vulnerables en la Esclerosis Lateral 

Amiotrófica (216), los modelos in vitro más utilizados son el cultivo primario de 

motoneuronas embrionarias, el cultivo órgano-típico de láminas de médula espinal de 

ratones recién nacidos y la línea celular similar a motoneuronas NS34 (217). Con el 

propósito de remedar la fisiopatología 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 tróficos 

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 más usado es el ratón transgénico que sobre-expresa la 

superóxido dismutasa tipo 1 humana mutada (SOD1 G93A; sustitución en la glicina del 

codón 93 por la alanina) (221). Este modelo se generó inmediatamente después de 

haberse descrito la mutación en el gen SOD1 en un subgrupo de pacientes con 

Esclerosis Lateral Amiotrófica familiar (83), lo cual tuvo un impacto muy relevante en la 

explicación de los mecanismos patogénicos de la enfermedad y facilitó el descubrimiento 

de numerosas mutaciones en el gen SOD1 asociadas a otros casos de Esclerosis 

Lateral Amiotrófica familiar (221) (Anexo C). 

La mutación G93A de la enzima superóxido dismutasa induce cambios conformacionales 

que producen agregados macromoleculares, lo cual determina que la proteína adquiere 

funciones tóxicas (221). Este modelo, generado en 1994 por Gurney y colaboradores 

(222) se convirtió en el referente principal para las evaluaciones preclínicas de las 

alternativas terapéuticas en Esclerosis Lateral Amiotrófica (223;224). El inconveniente 

principal de este modelo es que la mutación G93A solo está presente en el 2% de los 

pacientes con Esclerosis Lateral Amiotrófica (225).  

Los ratones transgénicos G93A exhiben el primer signo de la enfermedad alrededor de 

los 100 días de edad. Las primeras manifestaciones clínicas 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 parálisis de uno de los 

miembros inferiores, seguido por parálisis ascendente que llega a cuadriplégia y se 

produce un estatus moribundo alrededor de los 120 días de edad. Los elementos 

patológicos más 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 Amiotrófica cerca de 3 % de los casos de origen familiar y 1,5 % 

de los casos esporádicos presentan mutaciones en el gen TDP-43 (221). Esto motivó la 

generación de otros modelos transgénicos que sobre-expresan la proteína mutada, pero 

solo en ratas la mutación 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 búsqueda de alternativas 

terapéuticas efectivas en Esclerosis Lateral Amiotrófica es necesario la generación de 

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

2. 7. 2 Modelos de Esclerosis Múltiple 

La encefalitis autoinmune experimental (EAE) es el modelo animal de Esclerosis Múltiple 

más 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 clínicos, 

etiopatogénicos y para evaluar candidatos terapéuticos (229). Todos estos modelos se 

han desarrollado a partir del concepto de inmunización con auto-antígenos (231), y cada 

uno remeda un aspecto particular de la Esclerosis Múltiple.  

Entre los antígenos más usados para la inducción de EAE se encuentran el 

homogenizado de médula espinal; las proteínas de la mielina; los péptidos 

encefalitogénicos derivados de las proteínas de la mielina; y la transferencia adoptiva de 

células de bazo o de linfonodos de animales previamente inmunizados con alguno de los 

antígenos anteriormente referidos, hacia animales vírgenes (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 clínico de la 

enfermedad, así como su curso monofásico o crónico depende de la especie y del modo 

de inmunización (233;235;238).  

El hallazgo de la glicoproteína de la mielina del oligodendrocito (MOG) como auto-

antígeno relevante en la patogenia de la Esclerosis Múltiple permitió usar esta proteína o 

sus péptidos encefalitogénicos derivados para inducir la EAE (233). El MOG es el único 

auto-antígeno de la mielina que induce respuesta celular T y auto-anticuerpos 

desmielinizantes, de manera que en los animales inmunizados activamente con MOG, la 

combinación de mecanismos efectores, células T patogénicas y anticuerpos 
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desmielinizantes, reproducen la complejidad clínico-patológica de la Esclerosis Múltiple 

(235;238;239). Esto último acercó más el modelo de EAE a la Esclerosis Múltiple. 

A pesar de que los modelos convencionales de EAE son el sistema experimental por 

excelencia en las investigaciones relacionadas con Esclerosis Múltiple, 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 más de un modelo, realizar tratamientos en 

período sintomático (esquemas terapéuticos), realizar registros de la evolución de la 

enfermedad en períodos largos (modelo crónico), trabajar con modelos que remeden los 

tipos de exacerbación remisión y crónicos 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 fisiopatológicos que se activan en la isquemia cerebral y 

evaluar intervenciones neuroprotectoras así como sus mecanismos de acción se hace 

necesario la utilización de modelos in vivo que remeden sus consecuencias 

fisiopatológicas. 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 revisión solo incluye los modelos desarrollados en gerbil de 

Mongolia porque este animal es el que se emplea en este trabajo.  

El polígono de Willis del gerbo de Mongolia (Meriones unguiculatus) presenta una 

anomalía anatómica congénita que consiste en la ausencia de la arteria comunicante 

posterior, lo que hace que la circulación carotídea sea independiente de la 

vertebrobasilar (243;244). Basado en lo anterior se han generado modelos 

experimentales que consisten en la oclusión unilateral permanente de una de las arterias 

carótidas comunes (isquemia unilateral permanente) (245) y otros en los que se ocluyen 

ambas arterias carótidas comunes de manera temporal, por períodos de 5 hasta 20 

minutos (isquemia bilateral temporal) y son considerados como modelos de isquemia 

reperfusión (241;246;247). 
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En el modelo de isquemia unilateral permanente solo un 30% o 40 % de los gerbos 

desarrollan signos clínicos 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 disminución del flujo sanguíneo del lado afectado se compense con el 

aporte del hemisferio contralateral, por lo que no se produce infarto (243). El hecho de 

que no se lesionan todos los animales hace que el modelo tenga alta variabilidad.  

En el modelo de isquemia bilateral transitoria, la oclusión temporal de las dos arterias 

carótidas comunes provoca una isquemia global del cerebro anterior (244). La severidad 

de los signos clínicos que acompañan este modelo es proporcional al tiempo de oclusión 

de las arterias carótidas comunes (249). 

La isquemia cerebral global inducida con el modelo de isquemia bilateral transitoria 

remeda alguno de los elementos fisiopatológicos del paro cardiaco (250). Estos modelos 

experimentales, además de reproducir las manifestaciones clínicas e histológicas de la 

enfermedad cerebral isquémica, tienen otro elemento de similitud con la enfermedad 

humana porque la oclusión de las arterias carótidas comunes es una de las causas más 

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

3. 1 Diseño Experimental de la tesis 

Para el cumplimiento de los objetivos específicos en este trabajo de tesis se emplearon 

modelos experimentales que reproducen la fisiopatología de la Esclerosis Lateral 

Amiotrófica (Capítulo 4), la Esclerosis Múltiple (Capítulo 5) y la Isquemia Cerebral 

(Capítulo 6). Cada uno de estos capítulos contiene secciones de materiales y métodos, 

resultados, discusión y resumen de resultados (Tabla 1). 

Con los modelos experimentales se evaluó el efecto neuroprotector de la 

coadministración EGF+GHRP6. El EGF (Heber-Biotec, Cuba) que se utilizó en los 

experimentos es una molécula recombinante expresada en Saccharomyces cerevisiae. 

El GHRP6, de secuencia: His-D-Trp-Ala-Trp-D-Phe-Lys-NH2, se adquirió de Péptidos-

BCN (Barcelona, España). 

El trabajo con todos los animales de experimentación se realizó siguiendo las normas 

éticas y de seguridad biológica de cada una de las instituciones en que se realizaron los 

experimentos. 

Los análisis estadísticos se realizaron utilizando el paquete estadístico Prisma 

(Graphpad Software Inc., San Diego, CA, USA).  

Las diferencias se consideraron estadísticamente significativas cuando p<0.05. En lo 

adelante, cuando se plantea que hay diferencia, aumento, disminución, etc., es porque 

cumple el criterio de que es estadísticamente significativo. 
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Tabla 1. Diseño Experimental de la Tesis 

CAPÍTULO 
MODELO 

EXPERIMENTAL 
TIPO DE 
DAÑO 

OBJETIVO A 
DEMOSTRAR EN CADA 

EXPERIMENTO 
EVALUACIONES 

Cultivo primario de 
motoneuronas 
embrionarias 
puras 

Ausencia de 
factores 
tróficos 

Efecto citoprotector del 
EGF y del GHRP6 sobre 
las motoneuronas 
 

Supervivencia de 
motoneuronas 

 

Cultivo primario de 
motoneuronas 
embrionarias 
y glías 

Inducción de 
apoptosis 

Efecto citoprotector de 
EGF+GHRP6 sobre las 
motoneuronas y sus glías 

Morfometría de 
motoneuronas 

Ratones 
transgénicos por 
sobre-expresión de 
la superóxido 
dismutasa humana 

Genético 

Efecto del tratamiento con 
EGF+GHRP6 sobre dos 
biomarcadores típicos de 
Esclerosis Lateral 
Amiotrófica 

Expresión 
transcripcional 

de genes IGF-1 y 
TNFα 

Neuroprotección 

en modelos de 

Esclerosis Lateral 
Amiotrófica y 

Axonopatía Tóxica 

Patología axonal 
(ratones C57BL/6) Tóxico 

Efecto terapéutico de 
EGF+GHRP6 sobre los 
signos y síntomas de la 
patología axonal 

- Clínica 
- Conductual 
- Electrofisiológica 

Encefalitis 
Autoinmune 
Experimental 
Moderada 
(ratas Lewis) 

 

Autoinmune 

Efecto terapéutico de 
EGF+GHRP6 sobre los 
signos y síntomas de la 
Encefalitis Autoinmune 
Experimental y 
modificación de los 
biomarcadores 

-Clínica 
-Marcadores de 
peroxidación 
lipídica 
-Expresión 
transcripcional del 
gen IGF-1 

Neuroprotección 

en modelos de 

Esclerosis Múltiple 
Encefalitis 
Autoinmune 
Experimental Severa 
(ratones C57BL/6) 

Autoinmune 

Efecto terapéutico y 
profiláctico de 
EGF+GHRP6 sobre los 
signos y síntomas de la 
Encefalitis Autoinmune 
Experimental 

Clínica 
 

Isquemia Cerebral 
Global (ICG) Severa 
(gerbil de Mongolia) 

Isquemia/ 
reperfusión 

Efecto terapéutico de 
EGF+GHRP6 sobre los 
signos y síntomas de la 
ICG y modificación de 
algunas variables 
morfométricas 

-Clínica 
-Conductual 
-Morfométrica 

 Neuroprotección en 

modelos de 

Isquemia Cerebral Isquemia Cerebral 
Global (ICG) 
Moderada 
(gerbil de Mongolia) 

Isquemia/ 
reperfusión 

Efecto terapéutico de 
EGF+GHRP6 sobre los 
signos y síntomas de la 
ICG y modificación de 
algunas variables 
morfométricas 

-Clínica 
-Conductual 
-Morfométrica 
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4. EFECTOS DEL EGF, GHRP6 Y DE LA COMBINACIÓN EGF+GHRP6 EN 
MODELOS DE ESCLEROSIS LATERAL AMIOTRÓFICA Y DE AXONOPATÍA 
TÓXICA COMO EJEMPLO DE ENFERMEDAD NEURODEGENERATIVA  

4. 1 Materiales y Métodos 

4. 1. 1 Efectos del EGF y del GHRP6 en cultivo de motoneuronas embrionarias en 
ausencia de factores tróficos   

4. 1. 1. 1 Obtención, cultivo y tratamientos de las motoneuronas embrionarias 
puras 

Este trabajo se realizó en el Instituto Pasteur de Montevideo, Uruguay. Para la obtención 

de los embriones las ratas Spraguey Dowley (n=2) gestadas de 15 días se sometieron a 

eutanasia inducida con anestésico. Los procedimientos de disección del cordón medular 

en embriones de rata de 15 días y la preparación de la suspensión celular de 

motoneuronas puras se realizaron según lo descrito por Henderson C. E. (251).  

Para la obtención de un cultivo de motoneuronas puras, a la suspensión celular 

anteriormente referida se le aplicó un gradiente de centrifugación en metrizamida (Serva) 

y posteriormente una inmuno-selección con el anticuerpo monoclonal IgG 192, 

específico para la proteína p75NTR (receptor de neurotrofinas), realizada en placa petri. 

Las células que se adhirieron a la placa se seleccionaron como motoneuronas puras, el 

resto se eliminó (251;252).  

Las motoneuronas puras (en ausencia de glías) se sembraron a una densidad de 350 

células / cm2 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 μg/ml (Sigma) y laminina a 3 μg/ml 

(Sigma). Las motoneuronas se cultivaron en medio Neurobasal (Gibco) suplementado 

con 2% de suero equino (Gibco), L-glutamato 25 mM, β-mercaptoetanol 25 µM, L-

glutamina 0,5 mM, 2 % del suplemento B-27 (Gibco-Invitrogen) y estreptomicina 100 

µg/ml. 

El cultivo de motoneuronas se incubó durante 48 horas, en atmósfera 5 % CO2, a 37°C. 

Las motoneuronas control positivo se cultivaron en presencia del factor de crecimiento 

nervioso derivado de glías (GDNF, 1 ng/ml). A las células del grupo control negativo no 
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se les adicionó ningún factor trófico. Un grupo de motoneuronas se cultivaron en 

presencia de EGF 100 ng/ml o de GHRP6 100 µg/ml, en ausencia de GDNF en ambos 

casos. El experimento se realizó dos veces y se hicieron duplicados de cada condición a 

evaluar (incluidos los controles). 

Se contaron las células vivas en un área predeterminada de 0,9 cm2 en placas de 24 

pozos empleando un microscopio de contraste de fase. Como células vivas se 

consideraron las que exhibían neuritas intactas y más largas que la longitud resultante 

del diámetro 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 

Χ2 de comparación de porcentajes y la prueba de Fisher.  

4. 1. 2 Efectos del EGF, GHRP6 y de la combinación EGF+GHRP6 en un cultivo 
mixto de motoneuronas embrionarias expuestas a un agente inductor de 
apoptosis 

4. 1. 2. 1 Obtención, cultivo y tratamientos de las motoneuronas embrionarias y 
glías  

Este experimento se realizó en el Instituto de Neurología del Colegio Universitario de 

Londres. Para la obtención de los cordones medulares y la preparación de la suspensión 

celular se siguió 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 contenía suplemento B-27 al 2 %, suero equino 2 %, glutamina 

0,5 mM, β-mercaptoetanol 12,5 μM y 5 µg/ml de penicilina-estreptomicina. El medio de 

cultivo se enriqueció adicionalmente con los factores de crecimiento nervioso derivado 

de las glías 1 pg/ml (GDNF), factor neurotrófico 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 razón de 5 x 104 células por pozo, en p-24 sobre discos de 

vidrio de 13 mm previamente recubiertos con poli D-L-ornitina a 1,5 μg/ml (Sigma) y 

laminina a 3 μg/ml (Sigma). Las células se incubaron en ambiente de 5 % de CO2 a 37°C 

durante 7 días previo a cualquier tratamiento. El medio de cultivo se renovó en dos 

ocasiones. 
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El cultivo mixto de motoneuronas y glías procedente de las astas anteriores de la 

médula, cultivadas durante 7 días se expuso al agente inductor de apoptosis 

estaurosporina (10 µg/ 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, GHRP6 10 µg/ml, la combinación de estos o 10 

µM de arimoclomol (CytRx Corporation) como un control positivo de referencia. Como 

control negativo se utilizó un grupo de células a las cuales solo se les adicionó la STU; 

como control positivo quedaron células a las que no se les adicionó nada. A partir de la 

aplicación de los diferentes tratamientos todos los cultivos se incubaron por 8 horas. 

Cada condición a evaluar se trabajó con dos réplicas. Pasado el tiempo de incubación, 

las células se fijaron en paraformaldehido 4 % durante 20 minutos; y se lavaron 3 veces 

con PBS. 

4. 1. 2. 2 Inmunocitoquímica para la identificación de motoneuronas  

El reconocimiento con el anticuerpo específico para la proteína asociada a microtúbulos 

(MAP-2) permite la identificación de las motoneuronas (soma, dendritas y axones) con 

respecto a las células de la glía (218). 

Las células se incubaron por 5 minutos con PBS-Triton X-100 1%. Se realizó el bloqueo 

inespecífico incubando las células en una solución de PBS-Triton X-100 1%-suero de 

cabra 3 %. El anticuerpo primario que reconoce la proteína MAP-2 (MAP-2, Sigma), 

generado en conejos, se utilizó a una dilución 1:1000 y se incubó 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 aplicó una solución 

preparada con el complejo avidina-biotina-peroxidasa (método Vectastain) (255), la cual 

se incubó durante una hora, seguida de tres lavados con PBS. Finalmente se adicionó 

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 deshidratación 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 coloración marrón.  

4. 1. 2. 3 Análisis morfométrico  

Para evaluar el efecto del EGF y del GHRP6, y de la combinación 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 

imágenes se trazaron dos líneas a lo largo de cada uno de los ejes mayores de los 

discos que contenían las células marcadas. Sobre estas líneas se digitalizaron 

alternativamente las imágenes a una magnificación de 40x, empleando un microscopio 

óptico (Carl Zeiss, modelo Axiostar plus). El área de cada imagen fue de 5590 µm2. Se 

calculó la fracción del área que ocupan las motoneuronas MAP-2 positivas con respecto 

al área total de la imagen. Para la determinación de la fracción de área de las 

motoneuronas MAP-2 positivas se utilizaron las herramientas del programa ImageJ 

(256). Una vez que se determinó la fracción de área en cada uno de los  33 campos 

digitalizados de cada grupo experimental, se calculó una mediana la cual fue utilizada 

para el análisis estadístico. 

4. 1. 2. 4 Análisis estadístico 

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

prueba de Dunn.  

4. 1. 3 Efecto de la co-administración de EGF+GHRP6 en animales transgénicos 
que sobre-expresan el gen de la superóxido dismutasa humana (Tg SOD1 G93A) 

4. 1. 3 .1 Animales de experimentación 

Se utilizaron ratones transgénicos que sobre-expresan el gen de la enzima superóxido 

dismutasa humana-1 mutada; B6SJL-TgN (SOD1-G93A) (257) y ratones no transgénicos 

procedentes de los mismos parentales. Este experimento se realizó en el Centro de 

Biología Molecular de Turín, Italia. 

4. 1. 3. 2 Esquema de tratamiento 

Los ratones transgénicos de 4 semanas (en período pre-sintomático) se inyectaron por 

vía intraperitoneal durante 30 días consecutivos con la combinación EGF 200 µg/kg 
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+GHRP6 600 µg/kg (grupo de tratamiento, n=4) y con solución salina fisiológica (grupo 

control de vehículo, n=3). Un grupo de ratones no transgénicos, pero con el mismo fondo 

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

4. 1. 3. 3 Determinación de la expresión cuantitativa de los genes IGF-1 y TNFα en 
la médula espinal  

Al final del período de tratamiento los animales se anestesiaron profundamente con una 

mezcla de oxígeno 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 I (Invitrogen). Del RNA total se usaron 125 ng 

para el proceso de transcripción inversa, usando la enzima reverso transcriptasa de alta 

capacidad (RT High Capacity kit, Applied Biosystems). La reacción en cadena de la 

polimerasa en tiempo real (RT-qPCR) se realizó 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 µl. Los transcritos de 

TNFα e IGF-1 se detectaron usando la biblioteca universal de oligonucleótidos (Roche). 

Para el gen del TNFα las secuencias de los oligonucleótidos murinos fueron: TNFα 

(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 oligonucleótidos murinos fueron: 

(sentido: TCGGCCTCATAGTACCCACT); (antisentido: ACG ACA TGA TGT GTA TCT 

TTA TTG C). Los resultados se analizaron con el método de 2-ΔΔCt  (258) usando como 

control interno de expresión constitutiva el gen 18S rRNA generado para el sistema 

“Taqman” (Applied Biosystem). Cada muestra fue procesada por triplicado. Los valores 

obtenidos de TNFα e IGF-1 en unidades arbitrarias, se expresaron en porcentajes con 

respecto a los valores de los ratones no transgénicos (controles sanos) y se calculó el 

porcentaje de cambio de los transcritos IGF-1 y TNFα en el grupo tratado con la 

combinación EGF+GHRP6 con respecto al grupo vehículo (259). También se estableció 

un índice IGF-1/TNFα.  
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4. 1. 4 Efectos del EGF, GHRP6 y de la combinación EGF+GHRP6 en un modelo de 

patología axonal inducida con 1,2 diacetilbenceno 

4. 1. 4. 1 Animales de experimentación 

Este experimento se realizó en el Centro de Ingeniería Genética y Biotecnología (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 Generación del modelo de patología axonal por intoxicación con 1,2 
diacetilbenceno (1,2 DAB). 

El 1,2 DAB (Fluka) se preparó disolviéndolo en una solución de acetona al 2% en 

solución salina (vehículo) (260). Los animales se inyectaron con dosis diarias de 30 

mg/kg de 1,2 DAB durante 45 días (Fig.1). Un grupo control sano recibió solo la 

inyección de solución de acetona al 2% en solución salina. 

4. 1. 4. 3 Esquema de tratamiento  

El EGF y el GHRP6 se diluyeron en solución salina estéril inmediatamente antes de su 

administración. Después de la última inyección de 1,2 DAB (día 45) los animales se 

dividieron en cuatro grupos experimentales de 15 animales cada uno atendiendo al 

tratamiento que recibiría: EGF (200 µg/kg), GHRP6 (660µg/kg), EGF+GHRP6 (200 µg/kg 

y 660 µg/kg), y solución salina (grupo control de vehículo). Luego de finalizada la 

administración de 1,2 DAB los tratamientos se aplicaron diariamente por vía 

intraperitoneal durante un período de 20 días (Fig.1).  
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Figura 1. Esquema del modelo de inducción de patología axonal y de tratamiento con EGF, GHRP6 y 
EGF+GHRP6. Las evaluaciones clínicas y electrofisiológicas se realizaron en el período de intoxicación 
con el 1,2 DAB y en el período de tratamiento. 

4. 1. 4. 4 Evaluación clínica 

A lo largo del período de intoxicación 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: suspensión 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 suspensión en rejilla mide la capacidad para mantenerse suspendido de 

una rejilla de alambre durante un minuto. La prueba del trapecio evalúa 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 tracción del tren posterior del animal. Para el primero se consideró la 

capacidad de los animales de permanecer suspendidos por sus dos patas anteriores a 

una barra horizontal durante 1 minuto o hasta su caída; en el segundo caso se evaluó el 

tiempo en que las patas traseras alcanzan la barra (262). 

El desplazamiento motor espontáneo se evaluó en un campo abierto (jaula de plexiglás 

de 30 x 9 x 15 cm, con el piso subdividido en 9 cuadrados). Después de 2 minutos de 

adaptación, a cada animal se le permitió moverse libremente durante 1 minuto. Se 

registraron el número de empinamientos y los cambios de cuadrado (261).  

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

ratones cuando se suspenden por la cola, se evaluó 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 separación de los dedos y reflejo extensor normal con separación de 

los dedos. A lo anterior se le asignó una puntuación de cero, uno y dos respectivamente 

(263).  

El patrón de la marcha se analizó para estimar la función de los nervios periféricos. Para 

ello los animales se inmovilizaron manualmente y sus patas se pintaron con una tinta no 

tóxica. Seguidamente se les permitió caminar sobre un papel blanco dentro de un 

corredor restringido (40 x 7 x 10 cm). Se midió 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 

triángulo formado entre las huellas de las patas derecha e 

izquierda); y la longitud entre los pasos (distancia entre 

las huellas alternas de las patas derecha e izquierda), tal 

como fue descrito por Jaworski y colaboradores (264) 

(Fig.2).  

 
Figura 2: Representación de las variables longitud del paso, ancho de 
la marcha y longitud entre los pasos.  
 

 

4. 1. 4. 5 Evaluación de los parámetros electrofisiológicos 

Los experimentos electrofisiológicos 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 registró el potencial de acción muscular 

complejo (PAMC) empleando un registro monopolar. Como electrodos de registro 

positivo y de referencia se emplearon agujas 28G. El primero se insertó en los músculos 

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 estimulación 

eléctrica se emplearon dos electrodos de pinzas con el objetivo de fijarlos a la piel en el 
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área de estimulación. Para la estimulación los electrodos se colocaron cerca de las 

vértebras, uno a cada lado de la columna vertebral, por debajo de la última costilla (S1).  

La estimulación eléctrica consistió en pasar un pulso cuadrado de 0,1ms de duración, y 

de 30 mA de intensidad (estimulación supra máxima). Se midieron la latencia (l), 

duración (d) y la amplitud (a) del PAMC. Se analizó la expresión matemática a/ld que se 

denominó índice del PAMC integrado (IPAMCI).  

4. 1. 4. 6 Ultraestructura 

Al final del periodo de intoxicación con 1,2 DAB, se tomaron muestras de tejido del asta 

anterior de la médula espinal en la región lumbar y del nervio ciático en la región más 

proximal a la médula. Las muestras se procesaron para microscopía electrónica de 

transmisión. Los cortes ultrafinos de (40 y 50 nm) se examinaron en un microscopio 

(JEOL JEM 2000 EX).  

4. 1. 4. 7 Análisis estadístico 

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 

múltiples se utilizó la prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Dunn. Para la 

evaluación de la recuperación se hizo un análisis de regresión. 
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4. 2 Resultados 

4. 2. 1 Efectos del EGF y del GHRP6 en cultivo de motoneuronas embrionarias 
puras 

 

Las motoneuronas puras en presencia del factor de crecimiento nervioso derivado de 

glías (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). El EGF no tuvo efecto neuroprotector. En cambio, el GHRP6 en una 

concentración de 100 µg/ml, produjo un efecto trófico similar al GDNF en términos de 

supervivencia y crecimiento celular (Fig.3).  

 
Figura 3. Efectos del EGF y del GHRP6 en cultivo de motoneuronas puras. Porcentaje de motoneuronas 
embrionarias puras que sobrevivieron en cultivo con EGF (100 ng/ml) o GHRP6 (100 µg/ml) en ausencia 
de GDNF con respecto al control positivo (GDNF 1ng/ml). Prueba Χ2 de comparación de porcentajes y 
prueba de Fisher. Los asteriscos señalan diferencias significativas. 
 

4. 2. 2 Efectos del EGF, GHRP6 y la combinación EGF+GHRP6 en un cultivo mixto 
de motoneuronas embrionarias expuestas a un agente inductor de apoptosis 

 

Las motoneuronas embrionarias cultivadas junto a otras células de la glía y en presencia 

de factores tróficos presentan un fenotipo característico dado por un soma de gran 

tamaño, 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-apoptótico estaurosporina (STU), el análisis 

cualitativo de la morfología de las motoneuronas embrionarias reveló reducción del 

cuerpo neuronal, pérdida de las neuritas, acortamiento significativo de los axones (Fig. 4 

D y E) y signos de estrangulación axonal (Fig. 4 C). 

Los cultivos primarios de motoneuronas embrionarias tratados simultáneamente con 

STU y con EGF, GHRP6, EGF+GHRP6 o el Arimoclomol conservaron su morfología 

característica, similar al control en ausencia de STU (Fig. 4 A y B), aunque se 

encontraron algunas motoneuronas afectadas.  

 

 

También se llevó a cabo un análisis cuantitativo mediante el cálculo de la fracción de 

área que ocupan las motoneuronas MAP-2+ con respecto al área total de cada una de 

las imágenes procesadas. La fracción de área ocupada por motoneuronas MAP-2 

positivas en el cultivo mixto de motoneuronas tratado con STU resultó inferior en 

comparación con la fracción de área del cultivo de motoneuronas que no contiene este 

agente pro-apoptótico. La fracción de área ocupada por motoneuronas MAP-2 positivas 

fue superior en los cultivos tratados con STU+EGF, STU+GHRP6, STU+EGF+GHRP6 y 

STU+Arimoclomol respectivamente. En estos casos la fracción de área 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, GHRP6 y EGF+GHRP6 en cultivos primarios de motoneuronas embrionarias y 
glías tratados con estaurosporina. A y B: Microfotografías 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 señalan puntos de estrangulación axonal. F: Fracción de área que ocupan las 
motoneuronas MAP-2 positivas con respecto al area total de la imagen. G: Microfotografías de 
motoneuronas MAP-2 positivas representativas de cada uno de los grupos experimentales. H: 
Segmentación digital de cada imagen correspondiente en el panel G, utilizada para el cálculo de la 
fracción de área. 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 µm. 
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4. 2. 3 Efecto del EGF+GHRP6 sobre la expresión cuantitativa de los genes IGF-1 y 
TNFα en la médula espinal de los animales transgénicos B6SJL-TgN (SOD1-G93A) 

 

El tratamiento de los animales transgénicos B6SJL-TgN (SOD1-G93A) con la 

combinación EGF+GHRP6 produjo un incremento de la expresión del gen IGF-1 con 

respecto al control transgénico tratado con vehículo y con respecto al control sano no 

transgénico. (Fig.5A). En relación con la citocina TNFα, tanto los animales transgénicos 

B6SJL-TgN (SOD1-G93A) del grupo control vehículo como los tratados con 

EGF+GHRP6 exhibieron niveles superiores de este transcrito en la médula espinal 

respecto a los controles sanos no transgénicos; sin embargo, los niveles de TNFα fueron 

menores en el grupo tratado con la combinación respecto al grupo control de vehículo 

(Fig.5B) (Tabla 2). 

 

 
Figura 5. Valores de los transcritos de los genes IGF-1 (A) y TNFα (B) en la médula espinal de los ratones 
transgénicos (SOD1-G93A) tratados con EGF+GHRP6 y no tratados (control de vehículo) expresados en 
porcentaje con respecto a los ratones no transgénicos (control sano). Prueba Χ2 de comparación de 
porcentajes. Los asteriscos señalan diferencias significativas.  
 
 
Tabla 2. Valores de los transcritos de los genes IGF-1 y TNFα en la médula espinal de los ratones 
transgénicos (SOD1-G93A) tratados con EGF+GHRP6 y no tratados (control de vehículo) expresados en 
porcentaje con respecto a los ratones no transgénicos (control sano). 
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Con los datos primarios correspondientes a los porcentajes de cambio en la expresión 

de los transcritos se estableció el índice IGF-1/ TNFα. Los dos grupos experimentales de 

animales transgénicos tenían menor predominio de IGF-1 que el grupo control no 

transgénico. Sin embargo, en comparación con el grupo control de vehículo los animales 

que se trataron con EGF+GHRP6 mostraron niveles predominantes del IGF-1 respecto al 

TNFα (Fig. 6).  

 
Figura 6. Índice de la expresión del transcrito de IGF-1 respecto al de TNFα. Prueba Χ2 de comparación de 
porcentajes. El asterisco indica diferencia significativa. 
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4. 2. 4 Efectos de EGF, GHRP6 y de la combinación EGF+GHRP6 en un modelo de 

patología axonal inducida con 1,2 DAB 

4. 2. 4. 1 Validación del modelo de patología axonal  

4. 2. 4. 1. 1 Evaluación clínica  

La administración repetida del 1,2 DAB produjo afectación motora, pérdida de peso, y 

disminución de la fuerza muscular en todos los animales. Ningún animal alcanzó la barra 

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

 
Figura 7. Evaluación de la fuerza muscular en animales enfermos por 1,2 DAB (n=60) y en controles sanos 
(n=10). A: Tiempo de suspensión en rejilla. B y C: Reflejo prensil en barra horizontal B: Tiempo de 
suspensión y C: Capacidad de tracción. Los datos representan la media y el error estándar de la media. 
Prueba t de Student. Los asteriscos indican diferencias significativas. 
 
La prueba en campo abierto se usa comúnmente para el estudio de la actividad 

espontánea exploratoria (265); aquí se usó como una prueba adicional, útil para 

demostrar el compromiso motor presente en los animales enfermos. Tanto el número de 

cuadrados cruzados como el número 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 extensión”. Los animales enfermos por 1,2 DAB perdieron 

dicho reflejo, lo cual se manifestó por una flexión extrema de las patas traseras hacia la 

región abdominal (Fig. 8 C-E)  
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Figura 8. Evaluación conductual en animales enfermos por 1,2 DAB (n=60) y en controles sanos (n=10). 
A: Número de cuadrados cruzados en la prueba de campo abierto. B: Número de empinamientos en la 
prueba de campo abierto. C: Escala del reflejo de extensión. D y E: Prueba de suspensión por la cola. 
Postura típica de un animal tratado con 1,2 DAB (D). Postura típica 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 acompañaron de un patrón de marcha 

anormal que consistió en un incremento en el ancho de la marcha y una reducción de la 

longitud del paso y de la distancia entre los pasos alternos (patas derecha e izquierda) 

(Fig.9 A-C). 

 
Figura 9. Análisis de la marcha después de la inducción de axonopatía 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 período de intoxicación con 1,2 DAB. El asterisco indica 
diferencia significativa según la prueba U de Mann-Whitney.  
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4 .2 .4. 1. 2 Evaluación electrofisiológica  

Para evaluar si los signos clínicos se acompañaron de cambios electrofisiológicos se 

registró el potencial de acción muscular complejo (PAMC): la amplitud se redujo en tanto 

que la latencia y la duración aumentaron. La afectación fue más evidente en el segmento 

S1 [S1 - S2] (Fig. 10). 

 
Figura 10 Efecto de la administración de 1,2 DAB sobre el potencial de acción muscular compuesto. 
Registro monopolar del PAMC en el segmento S1. A: amplitud, B: latencia y C: duración. Las barras 
representan los valores promedio de los controles sanos (n=10) y los enfermos (n=60) al final del período 
de intoxicación 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.  
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4. 2. 4. 1. 3 Ultraestructura de la médula espinal y del nervio ciático  

El análisis ultraestructural de axones del asta anterior de la médula espinal y del 

segmento proximal del nervio ciático en los animales afectados por el 1,2 DAB reveló 

alteración en las vainas de mielina, que presentan separación entre sus capas. 

Ocasionalmente se observó balonamiento mitocondrial en las neuronas de la médula 

(Fig. 11). 

 
Figura 11. Ultraestructura de axones de la 
médula espinal y del nervio ciático. A: Axón de la 
médula espinal del control sano y B: Axón de la 
médula espinal del ratón intoxicado con 1,2 DAB. 
C: Axón del nervio ciático del control sano y D: 
Axón del nervio ciático de ratón 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, GHRP6 y EGF+GHRP6 en el modelo 
de patología axonal inducida con 1,2 DAB 

Los tratamientos con EGF o con GHRP6 por separado no fueron efectivos en la 

recuperación del índice del potencial de acción muscular complejo integrado (IPAMCI). 

Sin embargo, la combinación EGF+GHRP6 produjo un aumento del IPAMCI con respecto 

al grupo control de vehículo a los 20 días después del tratamiento. Un análisis de 

regresión confirmó este resultado. Este efecto terapéutico (aumento del IPAMCI) fue 

apreciable, además, por simple inspección de la morfología 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, GHRP6, y la combinación EGF+GHRP6 en la recuperación del IPAMCI. La 
flecha indica el último día de administración del 1,2 DAB. Prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba 
de Dunn. B: Análisis por regresión lineal de la evolución del IPAMCI, durante los tratamientos con EGF, 
GHRP6, EGF+GHRP6 y con solución salina (0.9% NaCl como control de vehículo). Los asteriscos indican 
diferencia respecto al grupo control de vehículo. Registros representativos del PAMC antes (C) y después 
(D) de 21 días de tratamiento con vehículo y con EGF+GHRP6. 
 

Los estudios clínico-conductuales demostraron una mejoría en la fuerza muscular y en el 

patrón de la marcha solo en los animales tratados con la combinación EGF+GHRP6. La 

longitud del paso fue el único de los parámetros del patrón de marcha que se recuperó 

con el tratamiento del EGF (Fig. 13). 



Esclerosis Lateral Amiotrófica y Axonopatía Tóxica                                                                                                     51 

 
Figura 13. Evaluación clínico-conductual después de 10 días de tratamientos con EGF, GHRP6, 
EGF+GHRP6 y con solución salina (0.9% NaCl como control de vehículo). A: Prueba de suspensión en 
rejilla, B: Reflejo prensil en la prueba de suspensión 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 estadísticas. 
 

La terapia combinada EGF+GHRP6 produjo un incremento sostenido del peso y una 

recuperación 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 combinación. 

 
Figura 14. Efecto de los tratamientos con EGF, GHRP6, la combinación EGF+GHRP6, y con solución 
salina (0.9% NaCl como control de vehículo) sobre el peso corporal (A), y sobre la fuerza muscular (B). La 
flecha señala el inicio de los tratamientos. Prueba de ANOVA seguida de la prueba de Dunnet. Los 
asteriscos representan diferencias significativas respecto al grupo control de vehículo.  
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4. 3 Discusión 

4. 3. 1 Efectos del EGF, GHRP6 y de la combinación EGF+GHRP6 en cultivos de 
motoneuronas embrionarias 

En la fisiopatología de los fenómenos neurodegenerativos tienen un papel destacado los 

factores tóxicos y la activación de eventos moleculares que producen apoptosis y la 

ausencia de factores de crecimiento nervioso (266;267). En la búsqueda 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 tóxicos 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 

situación clínica análoga (enfermedades neurodegenerativas de las motoneuronas). 

 

Atendiendo a esas consideraciones se diseñaron dos experimentos para la evaluación 

del efecto neuroprotector de los principios activos EGF, GHRP6 y de la combinación 

EGF+GHRP6. El primero de estos experimentos se realizó en un cultivo primario de 

motoneuronas aisladas con alto grado de pureza. Este ensayo se fundamenta en la 

ocurrencia del fenómeno 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 evalúan 

atendiendo a su capacidad para reproducir los efectos tróficos que produce el GDNF. 

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

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

4. 3. 1. 1 Efectos del EGF y del GHRP6 en cultivo primario de motoneuronas puras 
en ausencia de factores tróficos 

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 trófico no 
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sobrevivió. El único de los candidatos que se evaluaron que demostró efecto 

neuroprotector fue el GHRP6, con resultados similares al GDNF. Este resultado confirma 

lo descrito antes sobre el papel neuroprotector de la grelina, análogo natural del GHRP6, 

en un modelo de degeneración excitotóxica 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 específicamente en la neuritogénesis 

y en el alargamiento de los axones durante la embriogénesis de la médula espinal (271). 

Así se explica que el efecto citoprotector del EGF, demostrado en neuronas corticales 

(43;45), no se reproduce en motoneuronas embrionarias (272), aún teniendo éstas el 

receptor específico para EGF (EGFR) (273;274).  

 

Durante el desarrollo fetal, las motoneuronas producen como factor trófico relevante el 

factor de crecimiento transformante tipo alfa (TGFα), el cual activa eventos moleculares 

que permiten el desarrollo y la supervivencia de estas células (273). Muchos autores 

consideran el TGFα como el análogo embrionario del EGF (275;276) porque en el 

desarrollo embrionario sus niveles de expresión sobrepasan los niveles de cualquier otro 

factor trófico (276). Se piensa que el TGFα pudiera competir con el EGF exógeno como 

ligando del mismo receptor porque los niveles del TGFα en el sistema nervioso 

embrionario son superiores a los de cualquier otro gente neurotrófico, incluyendo al EGF 

(276). Por otra parte, las formas no procesadas del TGFα producido por las 

motoneuronas y ancladas a membrana estimulan al EGFR (277), lo cual confiere al 

TGFα una ventaja estérica respecto al EGF soluble exógeno. Esta situación no permite 

evaluar las potencialidades biológicas específicas del EGF (278) en ausencia de factores 

tróficos. Los elementos anteriormente referidos pudieran explicar por qué en el cultivo 

puro de motoneuronas embrionarias el EGF no logra reemplazar al GDNF en su función 

de factor de supervivencia (269), como sí lo hace el GHRP6 (Fig.15).  
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Figura 15. Representación gráfica del cultivo de motoneuronas embrionarias puras y su evolución 
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 GHRP6 (verde); TGFα (marrón). 
 

Atendiendo a los resultados anteriores consideramos no evaluar el efecto de la 

combinación EGF+GHRP6 en este sistema experimental, pues el efecto del GHRP6 fue 

absoluto en términos de protección y tan similar al del GDNF, y por el contrario el EGF 

tan similar al control negativo, que cualquier efecto de la combinación EGF+GHRP6 en 

los cultivos de motoneuronas sería atribuible al GHRP6.  

4. 3. 1 .2 Efectos del EGF, del GHRP6 y de la combinación EGF+GHRP6 en cultivo 
de motoneuronas y glías expuestas a un agente inductor de apoptosis 

En este experimento, realizado en un cultivo primario de motoneuronas y glías, se usó 

como reto la estaurosporina (STU). La STU es un inhibidor no selectivo de proteínas 

quinasas que induce apoptosis en neuronas y glías. El cultivo de motoneuronas tratado 

con STU por 8 horas mostró signos de daño similares a los que describen otros autores 

que han tratado hasta por 24 horas (279). Los signos de daño neuronal inducido por la 

STU en este experimento fueron la reducción 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 tinción discontinua en los axones sugieren deterioro del transporte axonal.  

 

El parámetro que se usó para evaluar cuantitativamente el efecto de la STU fue la 

fracción de área ocupada por motoneuronas con respecto al área total de la imagen, la 

cual permitió valorar la viabilidad del cultivo en su conjunto. Los cultivos que solo 

recibieron STU (sin ningún posible neuroprotector) exhibieron menor fracción de área 

ocupada por neuronas que el resto de los cultivos que sí recibieron los tratamientos (Fig. 

4F). Considerando el papel trófico de las glías con respecto a las motoneuronas (97), 

este experimento sugiere que las células de la glía, igualmente vulnerables al efecto pro-

apoptótico de la estaurosporina (280), también fueron protegidas por los principios 

activos evaluados.  

 

Los mecanismos moleculares para explicar los efectos del EGF y GHRP6 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 glías de cerebro y 

médula espinal (281). Se conoce que el efecto del GHRP6 en la supervivencia de las 

motoneuronas, constatado en los ensayos in vitro de esta tesis, está asociado a su 

capacidad neuroprotectora más relevante, la cual consiste en una acción antiapoptótica 

directa sobre las motoneuronas relacionada tanto con la inducción del factor anti-

apoptosis Bcl-2, como con la interferencia de la translocación del factor inductor de 

apoptosis (APAF) hacia el núcleo (25;27). Otro mecanismo que contribuye a la 

protección neuronal mediada por el GHRP6, es la inducción del factor de crecimiento 

similar a la insulina (IGF-1) (30;66;282). El IGF-1, cuyo efecto neuroprotector es 

conocido, activa la transducción de señales asociadas a eventos anti-apoptóticos 

(68;283), lo cual también beneficia a las glías (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 acción paracrina 

de sus propios factores de crecimiento (291-294). La acción combinada del EGF y el 

GHRP6 en el cultivo de motoneuronas y de células de la glía expuestas a la acción de la 

STU posibilita que los efectos citoprotectores de ambas moléculas, dirigidos a 

monoteuronas y a glías, al preservar su integridad, reproduzcan las interacciones 

celulares que de manera natural ocurren en la médula espinal, donde la acción paracrina 

y autocrina de factores neurotróficos es indispensable para la fisiología celular (Fig. 16). 

 
Figura 16. Representación gráfica del cultivo de motoneuronas (MN) y glías (G) expuestas a 
estaurosporina (STU). A: Sin factores tróficos. B: Con EGF y GHRP6 como factores tróficos. Puntos 
amarillos: factores tróficos derivados de las glías 

4. 3. 2 Efecto del EGF+GHRP6 en la expresión cuantitativa de los genes IGF-1 y 
TNFα 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+GHRP6 

ocurrió a partir de la cuarta semana. Este período pre-sintomático no excluye la 

ocurrencia de transformaciones moleculares inducidas por la sobre-expresión de la SOD 

humana con la mutación G93A (295;296). Prueba de ello es el incremento en la 

expresión del TNFα en los animales transgénicos respecto al control sano registrado en 

este experimento (Fig. 5B y C). A pesar de la falta de signos clínicos en esta etapa 

temprana, se pudo evaluar el efecto terapéutico de la combinación EGF+GHRP6. 
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En este experimento se demostró que la administración de la combinación farmacológica 

EGF+GHRP6 fue capaz de modificar el ambiente pro-inflamatorio característico de esta 

enfermedad (297) y al mismo tiempo incrementó los mecanismos endógenos de 

neuroprotección, específicamente la expresión del gen que codifica el IGF-1 (298;299).  

 

La reacción inflamatoria y la infiltración de células inmunocompetentes en la vecindad de 

las motoneuronas afectadas se presenta en la Esclerosis Lateral Amiotrófica y en su 

modelo animal, el transgénico SOD1 (96;300). La reacción inflamatoria contribuye a 

potenciar los eventos neurodegenerativos a través de la producción de las citocinas, 

principalmente el TNFα (295;301). El hecho de que el nivel de TNFα en el grupo que 

recibió la combinación EGF+GHRP6 fuera menor que el grupo de animales transgénicos 

control de vehículo sugiere que la combinación controla el ambiente inflamatorio 

mediado por TNFα, lo cual repercute en una atenuación del proceso neurodegenerativo. 

 

La relación entre el IGF-1 como factor neuroprotector y el TNFα como citocina 

inflamatoria, se usa con frecuencia para describir tanto la complejidad de un evento 

patológico como los efectos de una acción terapéutica (302;303). El predominio del 

transcrito IGF-1 en el grupo EGF+GHRP6 respecto al grupo control de vehículo (Fig.6A) 

fue otro resultado importante. El aumento del IGF-1 en el grupo tratado, por encima de 

los niveles de la respuesta fisiopatológica compensatoria (298;304) ante la degeneración 

neuronal (305), se ha relacionado con la reducción en los niveles de TNFα y óxido nítrico 

(302), lo cual concuerda con el mayor porcentaje de cambio de la citocina TNFα y con el 

menor predominio que se observó en el grupo control de vehículo (Fig 5B y Fig.6). El 

hecho de que en la médula espinal de los animales transgénicos tratados predomine el 

IGF-1 sobre el TNFα, implica que el IGF-1 puede estar involucrado no solo en la 

atenuación de los niveles del TNFα (302) sino también en la reducción de la capacidad 

de esta citocina para inducir apoptosis en las motoneuronas (302;306). Además, el IGF-1 

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

 

El efecto del tratamiento con la combinación EGF+GHRP6 en animales transgénicos se 

pudiera explicar por las acciones neuroprotectoras de cada componente. El GHRP6 , 
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conocido por su capacidad de inducir la expresión de dos neuroprotectores endógenos, 

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 fisiopatología de la Esclerosis Lateral Amiotrófica y de su modelo transgénico 

(308). El EGF, por su parte, protege contra la apoptosis inducida por TNFα (309). 

También se ha demostrado su efecto anti-excitotóxico en contextos donde existe un 

incremento de glutamato (226;310-312) como el que ocurre en la Esclerosis Lateral 

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

 

4. 3. 3 Efecto de la administración de EGF, GHRP6 y de la combinación EGF+ 
GHRP6 en el modelo de patología axonal inducida por el 1,2 DAB 

4. 3. 3. 1 Análisis del modelo patología axonal inducido por el 1,2-DAB  

La Esclerosis Lateral Amiotrófica es una enfermedad neurodegenerativa de etiología 

compleja y multifactorial, que ha sido difícil de reproducir experimentalmente. 

Recientemente se ha descrito que el 1,2-DAB reproduce varios mecanismos de la 

patología axonal de la Esclerosis Lateral Amiotrófica (260;315). El 1,2 DAB, como 

gamma dicetona, reacciona con los grupos aminos primarios de las proteínas para 

formar polímeros de alto peso molecular, fundamentalmente con el grupo ε-amino de la 

L-lisina. Los neurofilamentos y otras proteínas relacionadas con el transporte axonal 

tienen un alto contenido de L-lisina y reaccionan con el 1,2-DAB formando agregados 

(316). La estrangulación axonal proximal provocada por acumulación de neurofilamentos 

y microtúbulos (317) característica de la Esclerosis Lateral Amiotrófica (318;319), se 

produce también en este modelo. 

 

En este trabajo se confirmó 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 conducción del 

impulso nervioso en el segmento proximal está comprometida, lo cual puede explicarse a 

partir del daño a las estructuras mielínicas y al citoesqueleto axonal. El aumento en la 

duración del PAMC y la disminución concomitante de su amplitud se explica por la falta 
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de sincronización y dispersión temporal en la conducción de los impulsos nerviosos, 

reflejando diferentes grados de afectación de las fibras motoras, y probablemente la 

pérdida total de la conducción en algunas de estas. Estos resultados coinciden con la 

afectación en la organización mielina-axón, demostrada con anterioridad en la 

caracterización ultraestructural y sustentan la disminución significativa de la fuerza 

muscular y de la coordinación 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 

Amiotrófica (320) y en los estadios más avanzados de la propia enfermedad (321;322) 

Constituyendo otro de los elementos que sustentan la capacidad del 1,2 DAB para 

reproducir la fisiopatología de la Esclerosis Lateral Amiotrófica.  

 

El patrón neuroproteómico de la patología axonal inducida con 1,2 DAB ha demostrado 

que esta gamma dicetona reduce la expresión de proteínas involucradas en el 

mantenimiento del citoesqueleto, y las que controlan los mecanismos redox y de 

plegamiento de proteínas (323). El 1,2 DAB reduce la expresión de las proteínas 

gelsolina y disulfuro isomerasa (PDI) (324) lo cual contribuye a una pérdida de la cito-

arquitectura normal de neurofilamentos y microtúbulos. Las modificaciones en la 

expresión de gelsolina se han descrito en modelos transgénicos de Esclerosis Lateral 

Amiotrófica (325) y además en los enfermos de Esclerosis Lateral Amiotrófica (326;327).  

 

La expresión reducida de la gelsolina contribuye al proceso de apoptosis que 

experimentan las motoneuronas en la Esclerosis Lateral Amiotrófica (326;328) . Por su 

parte, los cambios en la expresión de PDI y su capacidad de S-nitrosilación se han 

invocado como contribuyentes a la fisiopatología de la Esclerosis Lateral Amiotrófica 

(329;330). La PDI es la encargada de la S-nitrosilación de proteínas en el retículo 

endoplasmático durante la respuesta al estrés celular, lo cual también forma parte de la 

fisiopatología de la Esclerosis Lateral Amiotrófica (330;331). En apoyo de lo anterior, se 

ha demostrado que la expresión normal de la PDI garantiza un fenotipo menos agresivo 
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en ratones SOD1-G93A (332). La contribución al estrés oxidativo en células neuronales 

es también atribuible al 1,2-DAB (333). La generación de especies reactivas del oxígeno 

tiene un papel significativo en la fisiopatología de la Esclerosis Lateral Amiotrófica (334). 

Estas acciones pro-oxidantes del 1,2-DAB contribuyen a establecer un cuadro 

neurotóxico semejante al de la enfermedad humana. 

 

La presencia de mitocondrias balonadas y alteradas en su morfología en los ratones 

tratados con 1,2 DAB remedan la morfología de las mitocondrias descritas en 

motoneuronas de pacientes con Esclerosis Lateral Amiotrófica (335;336), y en ratones 

transgénicos de SOD1 mutada (337). El daño mitocondrial está relacionado con la 

alteración del proceso de respiración celular (338), con la generación de especies 

reactivas del oxígeno (339) y con la inducción de apoptosis (340).  

 

En conjunto, la reacción directa con proteínas del citoesqueleto neuronal que provocan 

la estrangulación axonal, la afectación de la unión mielina-axón, el daño a las 

mitocondrias y la inducción de especies reactivas del oxígeno, así como la desregulación 

de proteínas esenciales para la supervivencia neuronal, son elementos que permiten 

explicar los mecanismos moleculares involucrados en el desarrollo de la patología 

axonal inducida por el 1,2-DAB y afirmar que este modelo experimental reproduce varios 

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

 

La fisiopatología del modelo con 1,2-DAB es comparable a la de otros modelos 

experimentales de Esclerosis Lateral Amiotrófica, e incluso pudiera ofrecer el sustrato 

clínico y/o bioquímico 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 

tóxico, y de que se caracterice por manifestación clínicas compatibles también con una 

neuropatía periférica, sugiere que el modelo de axonopatía inducida por 1,2 DAB puede 

ser considerado como un modelo experimental de neuropatía periférica y ser útil para la 

evaluación de intervenciones terapéuticas dirigidas a las axonopatías de etiología tóxica. 
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Dentro de los trastornos del sistema nervioso periférico las neuropatías tóxicas 

constituyen las formas de disfunción con mejores posibilidades de revertir el daño 

después de un tratamiento farmacológico (344). Por tal razón el modelo de axonopatía 

inducida por 1,2 DAB, que comparte algunos de los elementos fisiopatológicos de la 

Esclerosis Lateral Amiotrófica, también puede ser útil en la realización de pruebas de 

concepto sobre el potencial neuroterapéutico de fármacos en estudio para este grupo de 

disfunciones del sistema nervioso periférico.  

 

4. 3. 3. 2 Efectos del EGF, GHRP6 y del EGF+GHRP6 en el modelo de patología 
axonal inducida por el 1,2-DAB  

Solo la administración combinada de EGF+ GHRP6 resultó efectiva para la recuperación 

de los animales enfermos. Esto se demostró a través de parámetros clínicos, 

conductuales y electrofisiológicos.  

 

En los estudios electrofisiológicos se demostró que el efecto de la terapia con 

EGF+GHRP6 mejoró la recuperación del índice del PAMC (IPAMCI). El índice integral 

del PAMC (IPAMCI), relaciona latencia, duración y amplitud del potencial de acción y 

amplía hasta cuatro veces tales diferencias. El IPAMCI devino una variable reproducible 

y confiable.  

 

Las diferencias en la efectividad entre el tratamiento con los péptidos independientes y el 

tratamiento con la combinación sugieren un sinergismo de potenciación. De acuerdo con 

principios farmacológicos 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 potenciación usualmente 

ocurre cuando varios mecanismos moleculares convergen en un efecto celular común 

(345;346). Considerando los mecanismos de acción de cada componente, éste parece 

ser el caso de la terapia combinada EGF+GHRP6. Indudablemente, la acción concertada 

de ambos péptidos crea un contexto favorable para proteger células del tejido nervioso.  
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La mayoría de los mecanismos que afectan las motoneuronas en Esclerosis Lateral 

Amiotrófica (daño oxidativo, disfunción mitocondrial, deficiencia de factores de 

crecimiento, patología de las glías 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 más relevantes en la 

Esclerosis Lateral Amiotrófica, el efecto del  EGF que favorece la recaptación del 

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

 

El GHRP6 tiene una acción directa en la prevención y la reversión de la muerte inducida 

por glutamato, mediante la inactivación de la caspasa 9 y por evitar la fragmentación de 

la enzima ADP-ribosa polimerasa (27). Otros de los efectos neuroprotectores del GHRP6 

están mediados por la inducción de proteínas 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 Amiotrófica 

se ha descrito un incremento significativo de las proteínas que secuestran al IGF-1 

(IGFBP) (348;349), las cuales se unen tanto al IGF-1 constitutivo como al exógeno y 

aceleran su aclaramiento hepático, 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 lesión inducida (349). El IGF-1 protege a las neuronas 

de la muerte inducida por hipoxia, por hambre, y hasta por envejecimiento fisiológico 

(71;350). Los efectos terapéuticos del IGF-1 se han evidenciado tanto en el modelo 

animal (351;352) como en pacientes de Esclerosis Lateral Amiotrófica (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 proliferación de las células precursoras 

neurales (354). 

 

Las evidencias anteriores convergen para sustentar la noción de que los pacientes que 

presentan tanto las formas esporádicas como las familiares de la Esclerosis Lateral 

Amiotrófica, pueden tratarse con la combinación EGF+GHRP6. Ambos péptidos se 
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distinguen por su habilidad de hacer más tolerantes a numerosas líneas celulares frente 

a un amplio espectro de daños letales (12-16;355). La combinación de EGF+GHRP6 

puede constituir un ejemplo de terapia combinada beneficiosa en la Esclerosis Lateral 

Amiotrófica, porque los mecanismos de acción de cada componente por separado 

contrarestan eventos fisiopatológicos de esta enfermedad, tanto en puntos exclusivos 

como compartidos. La efectividad del uso combinado de EGF+GHRP6 en la 

recuperación de la patología axonal inducida con 1,2 DAB ofrece una nueva perspectiva 

a considerar en la terapéutica de la Esclerosis Lateral Amiotrófica y de otras 

enfermedades de la motoneurona.  

 

La racionalidad del enfoque terapéutico propuesto en este trabajo se ratifica en artículos 

recientes, en los cuales se constata que en el líquido cefalorraquídeo de los pacientes de 

Esclerosis Lateral Amiotrófica el EGF se encuentra reducido (356), existe una 

correlación negativa entre los niveles de IGF-1 en sangre y la severidad de de la 

Esclerosis Lateral Amiotrófica (299) y se reduce la secreción de hormona de crecimiento 

(304;357). Si esas alteraciones se consideran elementos patogénicos, la administración 

combinada del EGF (disminuido en Esclerosis Lateral Amiotrófica) y del GHRP6, (que 

induce IGF-1 y hormona de crecimiento, también deficitarias en Esclerosis Lateral 

Amiotrófica), pudiera contribuir a restablecer estos elementos.  

 

Por otra parte, la demostración del efecto terapéutico que produjo el tratamiento con 

EGF+GHRP6 en la recuperación de los parámetros clínicos y electrofisiológicos del 

modelo de axonopatía tóxica inducida con 1,2 DAB, sugiere que el alcance de esta 

combinación farmacológica pudiera ser mayor y que, además de la Esclerosis Lateral 

Amiotrófica, esta estrategia pueda aplicarse al tratamiento de neuropatías de origen 

tóxico. 
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4. 4 Resumen de Resultados  

a) El péptido GHRP6 protege a las motoneuronas embrionarias en cultivo en ausencia de 

factores de crecimiento de manera similar al GDNF. 

b) El péptido GHRP6, el EGF y la combinación de ambos protegen a las motoneuronas 

embrionarias del efecto pro-apoptótico de la estaurosporina. 

c) En la médula espinal de animales transgénicos B6SJL-TgN (SOD1-G93A), el 

tratamiento con EGF+GHRP6 redujo la expresión del TNFα y aumentó la expresión del 

IGF-1. 

d) El modelo de patología axonal inducido con 1,2 DAB se validó desde el punto de vista 

clínico, electrofisiológico y ultraestructural. 

e) En el modelo de patología axonal inducido con 1,2 DAB, el tratamiento con la 

combinación EGF+GHRP6 aceleró la recuperación de los parámetros clínicos y 

electrofisiológicos. 

.



Esclerosis Múltiple                                                                                                                                                      65 

5. EFECTOS DEL EGF, GHRP6 Y DE LA COMBINACIÓN EGF+GHRP6 EN 
MODELOS DE ESCLEROSIS MÚLTIPLE COMO EJEMPLO DE ENFERMEDAD 
AUTOINMUNE 

5. 1 Materiales y Métodos 

5. 1. 1 Animales de experimentación 

Estos experimentos se realizaron en el Centro de Ingeniería Genética y Biotecnología 

(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 Inducción de EAE moderada  

Para la inmunización de las ratas Lewis se preparó una emulsión encefalitogénica con 

un homogenizado de médula espinal de curiel 50% peso/volumen en solución salina con 

una cantidad equivalente del adyuvante completo de Freund (Sigma). La inmunización 

se realizó los días 0 y 6. Del inmunógeno (5mg / dosis) se inyectaron 200 µl dividido en 

dos subdosis administradas como inyecciones subcutáneas en dos puntos del flanco 

derecho (día 0), cercanos a los linfonodos inguinales y axilares regionales. El mismo 

procedimiento se realizó el día 6, en el flanco izquierdo (Fig.17). 

 
Figura 17. Esquema de inmunización y tratamientos en el modelo de EAE moderada 
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5. 1. 3 Inducción de EAE severa  

La imnunización de los ratones C57BL/6 se realizó por vía subcutánea en los flancos 

derecho e izquierdo los días 0 y 7 respectivamente. El inmunógeno se preparó con el 

péptido encefalitogénico derivado de la mielina del oligodendrocito (MOGp35-55: 

MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK) (Laboratorio de síntesis química, CIGB). Se preparó 

una emulsión con el MOGp35-55 (200 µg por cada 200 µl de adyuvante completo de 

Freund). A la emulsión se le adicionó el Micobacterium tuberculosis (Mt) inactivado con 

calor (H37 RA, Difco) para lograr una concentración final de 1mg/ml. Inmediatamente 

después de la primera inmunización y a las 48 horas a los ratones se les inyectó por vía 

endovenosa 200 µl de una solución de toxina de Bordetella pertussis diluida en PBS 

(1ng/µl) (List Biological) (Fig. 18) 

 
Figura 18. Esquema de inmunización y tratamientos en el modelo de EAE severa 
 

5. 1. 4 Administración del EGF, GHRP6 y de la combinación EGF+GHRP6  

El EGF y el GHRP6 se diluyeron en solución salina estéril inmediatamente antes de su 

administración. Los tratamientos con EGF (200 µg/kg) (n=12) y GHRP6 (660 µg/kg) 

(n=12) de manera independiente, solo se realizaron en el primer experimento de EAE 

moderada. Los otros grupos experimentales fueron un grupo que recibió la combinación 

EGF (200 µg/kg)+GHRP6 (660 µg/kg) (n=12) y un grupo control de vehículo (n=12). Los 

tratamientos se inyectaron diariamente desde el día 10 hasta el día 20 contados a partir 

de la primera inmunización. 
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En el experimento de dosis-respuesta se confeccionaron cuatro grupos experimentales 

que se inyectaron con: EGF 50 µg/kg + GHRP6 175 µg/kg (n=4), EGF100 µg/kg + 

GHRP6 330 µg/kg (n=4), EGF 200 µg/kg + GHRP6 660 µg/kg (n=4) y con solución salina 

como grupo control de vehículo (n=8).  

En el experimento de EAE severa un grupo recibió el tratamiento en esquema 

terapéutico EGF (200 µg/kg)+ GHRP6 (660 µg/kg) (n=14), desde el día 10 y hasta el día 

20 posterior a la primera inmunización. El otro grupo se trató con la combinación EGF 

(200 µg/kg)+ GHRP6 (660 µg/kg) siguiendo un esquema profiláctico-terapéutico (n=14), 

que comenzó dos días antes de la primera inmunización y terminó 22 días contados a 

partir del inicio de la inmunización (Fig.18) y a un tercer grupo se le inyectó solución 

salina como control de vehículo ( n=14). 

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

5. 1. 5 Evaluación clínica 

Los animales se evaluaron diariamente de acuerdo a una escala de signos clínicos 

neurológicos previamente descrita (358) la cual incluye los siguientes parámetros: 0 = no 

signos de enfermedad; 1 = debilidad o parálisis de la cola; 2 = hemiparesia o parálisis de 

una de las patas traseras; 3 = parálisis de ambas patas traseras o parálisis de un 

hemicuerpo; 4 = parálisis completa, que involucra el diafragma; 5 = muerte. Con el 

propósito de obtener una evaluación clínica más completa, en la confección del índice 

clínico se tuvo en consideración la contribución de la pérdida o ganancia de peso (232). 

El porcentaje que representó la pérdida o ganancia de peso en el día del registro clínico 

más severo, se le adicionó o se sustrajo al puntaje registrado. Estas evaluaciones se 

realizaron por dos observadores entrenados y ajenos a los tratamientos. 

5. 1. 6 Evaluación histológica 

Los animales del experimento de EAE moderada se sacrificaron después de la evolución 

clínica (día 30). Los cerebros se extrajeron, se fijaron en formalina al 4%, se procesaron 

para incluir en parafina, se hicieron cortes de 8 µm y se tiñeron con hematoxilina y 

eosina. Se contó el número de infiltrados inflamatorios. Todas las láminas se analizaron 

a ciegas. 
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5. 1. 7 Efecto del tratamiento con la combinación EGF+GHRP6 en la expresión del 
transcrito de IGF-1 en el cerebro de los animales con EAE moderada 

El día 30 posterior a la primera inmunización los animales del experimento de EAE 

moderada que recibieron tratamiento con la combinación EGF+GHRP6, los del grupo 

control de vehículo y un grupo control sano, se sacrificaron y un fragmento del cerebro 

se extrajo para aislamiento de RNA total. El procedimiento de purificación del RNA se 

realizó por el método de “Tri-reagent”, atendiendo a las recomendaciones del fabricante 

(Sigma). Al finalizar ese procedimiento se determinó la concentración del RNA mediante 

espectrofotómetría a 260 nm. La reacción enzimática para retrotranscribir el RNAm a 

DNA complementario se hizo en ciclador térmico (Eppendorf Mastercycler); para ello se 

tomaron 2 µg de RNA total y se incubaron con el tampón del juego comercial para 

reverso transcripción RNA PCR core kit (ABI), siguiendo instrucciones del fabricante. La 

reacción enzimática ocurrió a 42 °C durante 45 minutos. 

 

La expresión del IGF-1 se monitoreó por PCR los siguientes oligonucleótidos: sentido 5’ 

TGA GCT GGT GGA CGC TCT TCA GT 3´ y antisentido 3´ TCT CTG AAA TGG TAT 

TGA ACT CA5´. Para normalizar los resultados, se usó como control de expresión 

constitutiva el gen de la enzima gliceraldehído 3´fosfato deshidrogenasa (GPDH) 

utilizando los siguientes oligonucleótidos: sentido 5´ ATC TCT GCC CCC TCT GCT GAT 

3’ y antisentido 3´ AGT GTA GCC CAG GAT GCC CTT 5´. El PCR se programó 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 último terminó 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 analizó 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 combinación EGF+GHRP6 en los niveles 
séricos de malonildialdehído en los animales con EAE 

El proceso de peroxidación lipídica se evaluó midiendo la concentración de 

malonildialdehído (MDA) utilizando un juego diagnóstico comercial (LPO-586 kit, 

Calbiochem). A los 30 días después de la primera inmunización, a las ratas del 

experimento de EAE moderada tratadas con la combinación EGF+GHRP6, las del grupo 

control de vehículo y un grupo control sano, se les extrajo suero a partir del cual se 

hicieron las determinaciones. Este experimento se realizó 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, GHRP6 y EGF+GHRP6 en el modelo de 
EAE moderada 

La mejoría clínica en el grupo tratado con la combinación EGF+GHRP6 se evidenció por 

la reducción del índice clínico (dos veces menor que el del grupo control de vehículo). El 

valor más bajo del índice clínico individual se registró en el grupo EGF+GHRP6 en el cual 

la proporción de animales no enfermos fue mayor (Tabla 3). 
 
Tabla 3. Índice clínico e incidencia de EAE moderada después del tratamiento con 

EGF+GHRP6,  EGF, GHRP6 y control de vehículo 
 

Índice Clínico 
Grupos N 

Incidencia de 

EAE (%) Promedio § Máximo 

EGF 200 µg/kg 12 11/12 (91 %) 0.93 5 

GHRP6 660 µg/kg 12 10/12 (83 %) 1.45 4 

EGF+GHRP6 

200 µg/kg-660 µg/kg 
12 7/12 (58 %) ◘ 0.62 * 2* 

Solución salina 12 12/12 (100 %) 1.43 5 
 
§: Promedio del índice clínico en el día que se registró el puntaje más alto. * Prueba de Kruskal Wallis 
seguida de la prueba de Dunn. ◘ Prueba de χ2 de comparación de porcentaje y prueba de Fisher. El 
asterisco y el símbolo ◘ indican diferencias significativas. 
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De manera evolutiva, el índice clínico promedio fue más bajo en el grupo de la 

combinación EGF+GHRP6 (Fig. 19). 

 
Figura 19. Evolución del índice clínico en los animales con EAE moderada tratados con EGF, GHRP6, 
EGF+GHRP6 y solución salina (0.9% NaCl- grupo control de vehículo). Prueba de Kruskal-Wallis seguida 
de la prueba de Dunn. El asterisco indica diferencia significativa. 
 

Una vez que se estableció el efecto limitado del EGF y GHRP6 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 combinación terapéutica 

EGF+GHRP6. 

El efecto del tratamiento combinado con EGF+GHRP6 fue dosis-dependiente. Los dos 

grupos de animales que recibieron las dosis más altas tuvieron una mejor evolución y un 

índice clínico menor que el grupo control de vehículo. En cambio, el grupo que se trató 

con la menor dosis no se diferenció del grupo control de vehículo (Fig.20). 
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Figura 20. Curvas dosis-respuesta de EGF+GHRP6 en los animales con EAE moderada comparados con 
el grupo control (vehículo). Prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Dunn. Los asteriscos indican 
diferencias significativas. 
 

El análisis histológico demostró que los animales enfermos con EAE moderada exhibían 

los infiltrados inflamatorios alrededor de los vasos sanguíneos, independientemente del 

tratamiento recibido. Sin embargo, en el grupo EGF+GHRP6 los focos inflamatorios 

fueron más pequeños. Solamente los grupos control de vehículo y GHRP6 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 vehículo. D: Infiltrado inflamatorio representativo del grupo tratado con 
EGF+GHRP6. La barra equivale a 50 µm.  
 

5. 2. 2 Efecto del tratamiento con la combinación EGF+GHRP6 en el modelo de EAE 
severa 

El experimento que reproduce la forma más severa y compleja de EAE se realizó en 

ratones como un desafío adicional para explorar los efectos del tratamiento con 

EGF+GHRP6. Se evaluaron dos estrategias farmacológicas: una terapéutica y una 

profiláctica-terapéutica. En los animales del grupo control de vehículo la enfermedad 

mostró un curso progresivo, sin remisiones y con un incremento sostenido del índice 

clínico promedio. Con la estrategia profiláctica-terapéutica se obtuvo la máxima 

protección, que preservó a los animales de las secuelas neurológicas severas y de la 

pérdida de peso observada en el grupo control de vehículo (Fig.22 A-B). El índice clínico 

promedio registrado a los 70 días de evolución indica que ninguna de las dos estrategias 

produjo una recuperación total, pero las secuelas neurológicas fueron menos que en el 

grupo control de vehículo. La mejoría clínica lograda con el tratamiento profiláctico-

terapéutico se acompañó de una ganancia de peso significativa registrada el día 22 
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posterior a la primera inmunización, respecto al control de vehículo. Adicionalmente, la 

supervivencia fue superior en los grupos que recibieron los tratamientos con 

EGF+GHRP6 (Fig. 22). 

 

 
Figura 22. A: Evolución clínica de los grupos con EAE severa tratados con las dos estrategias 
farmacológicas: terapéutica y profiláctica-terapéutica. Prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de 
Dunn. B: Registro del peso el día 22 posterior a la inmunización. 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 combinación EGF+GHRP6 en los niveles 
séricos de malonildialdehído 

El tratamiento con EGF+GHRP6 redujo el malonildialdehído sérico a niveles similares a 

los de control de animales sanos. En contraste, el grupo control de vehículo mostró un 

valor dos veces superior comparado con los animales tratados y los del grupo control 

sano (Fig.23). 

 
Figura 23. Concentración de malonildialdehído (MDA) en el suero de las ratas con EAE moderada tratadas 
con EGF+GHRP6. ANOVA y Prueba de Dunnet. Los asteriscos indican diferencias significativas.  
 

5. 2. 4 Efecto del tratamiento con la combinación EGF+GHRP6 en la expresión del 
transcrito de IGF-1 en cerebro 

Los animales enfermos (grupo control de vehículo) y los enfermos tratados con 

EGF+GHRP6 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+GHRP6 el 

porcentaje de incremento en la expresión fue superior al del grupo control de vehículo 

(Fig.24).  
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Figura 24: Comparación de los porcentajes de incremento del transcrito cerebral de IGF-1 en las ratas con 
EAE moderada 30 días después de la primera inmunización. Prueba de χ2 de comparación de 
porcentajes. Los asteriscos indican diferencias significativas. 
 

5. 3 Discusión 

5. 3. 1 Efecto del tratamiento con la combinación EGF+GHRP6 en modelos 
experimentales de Esclerosis Múltiple 

La intervención terapéutica basada en la coadministración de EGF+GHRP6 atenuó 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 coadministración 

aumentó la supervivencia de los animales enfermos. En correspondencia con los 

resultados clínicos, los cambios morfológicos inducidos por las células inmunes 

autoreactivas fueron menos evidentes en el grupo tratado con la combinación 

EGF+GHRP6. Los tratamientos con el EGF y el GHRP6 por separado tuvieron un 

impacto terapéutico limitado en los parámetros clínicos y morfológicos.  

El efecto de la combinación EGF+GHRP6 pudiera deberse a la reducción de la 

citotoxicidad mediada por la peroxidación lipídica y al incremento local del IGF-1. En el 

caso de éste último, el nivel de expresión se mantuvo elevado aún después de finalizado 

el esquema de tratamiento.  

 



Esclerosis Múltiple                                                                                                                                                      75 

Tanto para la EAE como para la Esclerosis Múltiple, los procesos patogénicos de 

peroxidación lipídica y biosíntesis de prostaglandinas que generan el malonildialdehído 

(362), se han invocado como uno de los pilares más relevantes de su fisiopatología (363-

366). El hecho de que la intervención terapéutica basada en la combinación 

EGF+GHRP6 redujera los niveles circulantes de malonildialdehído, sugiere que dicho 

tratamiento reduce la peroxidación lipídica y la biosíntesis 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 más potentes por sus propiedades 

neuroprotectoras (283), y su deficiencia se ha considerado como un factor contribuyente 

en la fisiopatología de la Esclerosis Múltiple (367). En modelos de EAE el tratamiento 

con IGF-1 atenuó la sintomatología clínica, redujo el infiltrado inflamatorio y las lesiones 

debidas a la desmielinización (368). Como se ha mencionado en secciones precedentes 

de este trabajo, el GHRP6 induce la expresión 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 glía, facilitando sus funciones fisiológicas aún después de sufrir daños al sistema 

nervioso (283;286;287;369;370). Adicionalmente, el IGF-1 protege a las neuronas contra 

la toxicidad inducida por amino ácidos excitatorios y contra el estrés oxidativo, ambos 

elementos relevantes en el escenario fisiopatológico de la EAE (371;372). Otro de los 

efectos del IGF-1 que tiene particular importancia en EAE y Esclerosis Múltiple es la 

reducción de la expresión del complejo principal de histocompatibilidad clase I (373;374), 

lo cual se traduce como efecto antiinflamatorio (368) con una repercusión terapéutica 

importante en Esclerosis Múltiple (375).  

 

El hecho de que el GHRP6 actúe en el sistema nervioso central como pro-hormona en la 

inducción del IGF-1 es relevante, porque esta respuesta in situ representa una ventaja si 

se compara con la administración exógena del IGF-1: su peso molecular relativamente 

grande y su limitada incorporación al sistema nervioso central conspiran contra su efecto 

terapéutico exitoso (376). Además, el IGF-1 expresado en cerebro elude la competencia 

sistémica que representan las proteínas de unión al IGF-1 (IGFBP), y de esa manera se 
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favorece su acción paracrina. En correspondencia con lo anterior, se ha descrito una 

fuerte correlación entre la severidad de la Esclerosis Múltiple y el nivel circulante de las 

IGFBP (367).  

 

La inducción de hormona de crecimiento mediada por el GHRP6, es otro elemento 

importante a considerar, pues en el líquido cefalorraquídeo de pacientes con Esclerosis 

Múltiple se han encontrado bajos niveles de esta hormona (377). Además, la grelina, 

ligando natural de los receptores de secretagogos, de la cual el GHRP6 es un análogo 

sintético (378), ha demostrado propiedades antiinflamatorias en el modelo de EAE, 

donde no solo mejoró la sintomatología clínica característica sino también el perfil de 

citocinas inflamatorias en la médula espinal (379). 

 

La toxicidad mediada por el glutamato es uno de los elementos fisiopatológicos de la 

Esclerosis Múltiple (380;381). Otras acciones farmacológicas del GHRP6 consisten en la 

activación del receptor CD36 (382), el cual está presente en las células del cerebro, 

donde cumple un papel importante tanto en la homeostasis como en la neuropatología 

(383) donde ha demostrado su habilidad para revertir la muerte celular inducida por 

glutamato (27).  

 

Independientemente de las vías involucradas en las acciones farmacológicas del 

GHRP6, este péptido constituye una molécula multifuncional para la atenuación de una 

variedad de componentes nocivos de la cascada de daño que se produce en la 

Esclerosis Múltiple. 

 

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 hematoencefálica (384;385). En 

pacientes de Esclerosis Múltiple se han descrito niveles reducidos de EGF en el liquido 

cefalorraquídeo (386). La deficiencia de EGF promueve la activación de caspasas que 

median la apoptosis in vitro en células precursoras de neuronas (23). Entre los efectos 

neuroprotectores del EGF están la inhibición de la neurotoxicidad mediada por radicales 

libres y productos de la peroxidación lipídica (24) y la activación de la capacidad 
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remielinizante y proliferativa del oligodendrocito (46;387-389). Después del daño al 

sistema nervioso, el EGF promueve la recuperación y la regeneración de 

oligodendrocitos en riesgo (390), lo cual favorecería el proceso de remielinización tan 

comprometido en Esclerosis Múltiple. Además, el tratamiento con EGF tiene otras 

implicaciones terapéuticas debido a su función en los eventos de neurogénesis (391-

393), que facilitaría la regeneración de células dañadas de manera irreversible por el 

ataque autoinmune. Todo lo anterior sugiere que la administración exógena de EGF 

puede contribuir a la protección de las células del tejido nervioso y a facilitar los eventos 

de remielinización. 

 

Tomando en consideración las evidencias referidas en este acápite, es posible pensar 

que los efectos farmacológicos del EGF y del GHRP6, además del IGF-1 y la hormona 

de crecimiento inducidos, contribuyen a beneficiar el proceso de remielinización 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 clínicas de Esclerosis Múltiple y al mismo tiempo regenerar los tejidos afectados 

por el daño autoinmune . El tratamiento combinado con EGF+GHRP6 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 daño, reducir la auto-reactividad y promover 

los mecanismos de reparación fisiológica. 

 

Los resultados expuestos en esta sección apoyan la idea de que enfermedades 

complejas del sistema nervioso, como la Esclerosis Múltiple, 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 combinación EGF+GHRP6 

redujo las manifestaciones clínicas y redujo la inflamación. 

c) En el modelo de EAE severa el tratamiento con la combinación EGF+GHRP6 redujo 

las manifestaciones clínicas, redujo las secuelas neurológicas y prolongó la 

supervivencia. 

d) En el modelo de EAE moderada el efecto del tratamiento con la combinación 

EGF+GHRP6 se asoció con una reducción de los niveles séricos de malonildialdehído y 

un incremento en los transcritos del IGF-1. 
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6. EFECTOS DEL EGF, GHRP6 Y DE LA COMBINACIÓN EGF+GHRP6 EN MODELOS 
DE ISQUEMIA REPERFUSIÓN COMO EJEMPLO DE ENFERMEDAD 
CEREBROVASCULAR  

6. 1 Materiales y Métodos 

6. 1. 1 Animales de experimentación 

Se emplearon gerbos de Mongolia (Cenp/Mongolian gerbil), obtenidos de la División de 

Animales Gnotobióticos del Centro Nacional para la Producción 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 cirugía y se 

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

6. 1. 2 Procedimiento quirúrgico 

Los animales se anestesiaron con hidrato de cloral (400 µg/ kg). La temperatura rectal se 

controló durante todo el procedimiento, manteniéndola en 37 ± 0.5º C mediante una 

manta y un controlador de temperatura “Digisense” (Cole-Parmer, Barnant Company, 

USA). El modelo de isquemia cerebral se llevó a cabo según el método de Butterfield y 

McGraw (398). Con el animal en decúbito supino se realizó una incisión de 

aproximadamente 1 cm en la línea media del cuello, a partir de la horquilla esternal. Con 

ayuda de un microscopio quirúrgico, se localizaron las arterias carótidas comunes, 

identificadas por su carácter pulsátil, color rosado nácar y la presencia del nervio vago 

adherido a su cara externa. Se procedió a ocluir las arterias carótidas comunes 

empleando pequeñas pinzas. Al cabo del tiempo establecido de isquemia en cada 

experimento se retiraron las pinzas y se verificó visualmente la normalización del flujo 

sanguíneo carotídeo. 

6. 1. 3 Grupos experimentales 

Se emplearon dos modelos de isquemia cerebral global, uno severo inducido con 20 

minutos de oclusión de las arterias carótidas comunes y otro moderado con 15 minutos 

de oclusión. 
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Para el experimento de isquemia cerebral severa, de 20 minutos de oclusión, se 

establecieron cuatro grupos experimentales en base al tratamiento: EGF (200 µg/kg) 

(n=12), GHRP6 (660 µg/kg) (n=12), EGF+GHRP6 (200 µg/kg y 660 µg/kg, 

respectivamente) (n=12), y solución salina (control de vehículo) (n=15).  

En el experimento de isquemia cerebral moderada, de 15 minutos de oclusión, 

igualmente se establecieron cuatro grupos experimentales: EGF (100 µg/kg) (n=10), 

GHRP6 (600 µg/kg) (n=10), EGF+GHRP6 (100 µg/kg y 600 µg/kg, respectivamente) 

(n=10), y solución salina (control de vehículo) (n=53).  

 

El EGF y el GHRP6 se diluyeron en solución salina estéril inmediatamente antes de su 

administración. En ambos modelos se estableció un quinto grupo experimental, el falso 

operado. A esos animales solamente se les aislaron las arterias carótidas comunes, y no 

recibieron tratamiento alguno (n=6).  

 

Inmediatamente después de retirar las pinzas oclusivas, se inyectó la primera dosis. Las 

siguientes se inyectaron a los 30 minutos, 2 horas y 4 horas respectivamente, utilizando 

en todos los casos la vía intraperitoneal. El tratamiento se prolongó durante 3 días y se 

inyectaron dos dosis cada 12 horas los días 2 y 3 (Fig. 25).  

 
Figura 25. Esquema de administración de los tratamientos. 
 

6. 1. 4 Evaluación del estado neurológico 

Cada animal se examinó a las 24, 48 y 72 horas después de la reperfusión, para 

determinar la presencia de signos clínicos de infarto. Se utilizaron los criterios 

modificados de P. Lawner para establecer una escala cuantitativa (399). A la puntuación 
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que alcanzó cada animal se le denominó Grado Neurológico (GN). Un animal puede 

alcanzar un grado neurológico máximo de 26 y mínimo de 0. El estado normal de cada 

condición se evaluó como 0 y no aparece en la tabla (Tabla 4). 

 

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

SIGNOS PUNTOS CONDICIONES 

1 1 ojo semi-cerrado 

2 2 ojos semi-cerrados 

3 1 ojo completamente cerrado 
Ptosis palpebral 

4 2 ojos completamente cerrados 

Erizamiento 1 Pilo-erección en la cabeza o el lomo 

2 Una de las patas delanteras Hipotonía 

Disminución de la fuerza de 

agarre 
4 

Ambas patas delanteras 

2 Una de las patas traseras Hiporreflexia 

Disminución del reflejo flexor ante 

el estiramiento 
4 

Ambas patas traseras 

Postura 3 Cabeza ladeada, cuerpo en forma de C

2 Lenta 

3 Marcha circular o giros Marcha 

4 No camina 

2 Hiperactivo 

2 Hipoactivo Actividad General 

6 Postración extrema 
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6. 1. 5 Caracterización del polígono de Willis en los animales de experimentación  

 

A las 72 horas de la intervención quirúrgica los gerbos se anestesiaron con hidrato de 

cloral (400 µg/kg), se perfundieron por vía transcardíaca con 20 ml de solución 

fisiológica, seguida por 25 ml de solución neutra de formaldehído al 10%. 

Inmediatamente se perfundieron con una solución de tinta china y gelatina al 7% para 

visualizar el árbol vascular (400). Los encéfalos se extrajeron y se fotografió la parte 

ventral con ayuda de microscopio quirúrgico a 2x de magnificación (Fig 26). Se 

caracterizó el estado de las anastomosis del polígono de Willis teniendo en 

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

 
Figura 26. Variaciones en el polígono 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 

solución 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 formazán, de color rojo 

intenso. Las zonas infartadas aparecen blancas (401). Para calcular el volumen de 

infarto los cortes teñidos se fotografiaron en un microscopio quirúrgico (magnificación 

1x). En este experimento se hizo una caracterización cuantitativa del número de vasos 

comunicantes del polígono de Willis según la siguiente escala: 0=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 estableció una correlación entre el grado de 

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

solución fijadora durante 1 semana para estudios histológicos.  

 

6. 1. 6 Histología y morfometría 

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 μm y se tiñeron con hematoxilina-eosina. 

 

La evaluación cualitativa de las láminas se realizó a ciegas, teniendo en cuenta 

estructuras como corteza parietal y temporal, hipocampo, núcleos del tálamo y núcleo 

caudado putamen, además de una valoración general de todo el corte. Para cada animal 

se registró la presencia de focos de infarto en ambos hemisferios y el total de focos de 

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

 

Se determinó la densidad de neuronas normales (densidad neuronal) en las estructuras 

más afectadas: capas celulares superiores e inferiores de la corteza parietal, núcleo 

caudado putamen, hipocampo y núcleo ventral del tálamo. En cada una de las láminas 

se digitalizaron imágenes de cada zona anteriormente referida (Fig.27), a 40X de 

magnificación. El área total de cada imagen fue de 141 158 µm2 para el experimento de 

isquemia cerebral severa y de 89 614 µm2 en el experimento de isquemia moderada.  

 

El conteo de neuronas se realizó utilizando el programa Image J (256). Se consideraron 

células normales las que cumplían los siguientes criterios: núcleo distinguible claramente 

con morfología elíptica o circular, cromatina laxa, nucleolo distinguible y ubicado hacia el 

centro del núcleo y ausencia de halo perinuclear o pericelular (246). Se calculó la 

densidad neuronal para cada región (neuronas normales/ mm2).  

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

calculó el volumen de infarto. Para ello se midió el área infartada en cada corte de 2 mm, 
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utilizando el programa Image J (256). El volumen de infarto se calculó según la siguiente 

fórmula: 

Volumen de infarto = Área de infarto * Grosor del corte 

 
Figura 27: Representación gráfica del procedimiento utilizado en la selección del área a digitalizar para 
contar las neuronas normales. Las flechas negras señalan núcleos de neuronas normales. 
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6. 2 Efectos del EGF, GHRP6 y la combinación EGF+GHRP6 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 oclusión presentó una alta 

mortalidad (40%), la cual no se redujo con ninguno de los tratamientos aplicados (Fig. 28 

A).  

 
Figura 28. A: Curvas de supervivencia de los animales. Prueba de log rank. B: Evolución del grado 
neurológico. Prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Dunn. Los asteriscos indican diferencias 
significativas. 
 
 

6. 2. 1. 2 Grado neurológico 

En los animales del grupo falso operado (no representado en los gráficos) no se 

registraron manifestaciones clínicas de daño cerebral. La afectación neurológica más 

representativa en los animales del grupo control de vehículo fueron los trastornos en la 

marcha, hipotonía de ambas patas delanteras, y postración extrema. La mejoría clínica 

en el grupo tratado con la combinación EGF+GHRP6 se evidenció por la reducción del 

grado neurológico con respecto al resto de los grupos (Fig.28 B). 



Isquemia Cerebral                                                                                                                                                       86 

6. 2. 1. 3 Caracterización del polígono de Willis  

De todos los gerbos estudiados el 59 % presentó arterias comunicantes posteriores 

bilaterales, un 19 % las tenía unilaterales, y en el 22 % restante no se constató la 

presencia de estos vasos (Tabla 5). Nótese que de manera casual el grupo control de 

vehículo resultó más favorecido que el resto en cuanto a la presencia de vasos 

comunicantes. 

 

Tabla 5. Caracterización del polígono de Willis atendiendo al grupo experimental 

Arterias Comunicantes Posteriores Grupo 

experimental Bilateral Unilateral Ausentes 
No útil 

Solución salina 5 3 0 1 

EGF+GHRP6 2 0 2 2 

EGF 2 1 0 2 

GHRP6 3 0 4 2 

Falso Operado 4 2 0 2 

6. 2. 1. 4 Efectos del EGF, GHRP6 y de la combinación EGF+GHRP6: Histología 

Evaluación cualitativa 

En los tejidos de los animales controles falsos operados se encontraron aisladas células 

picnóticas principalmente en corteza cerebral. En todos los animales del grupo control de 

vehículo se observaron áreas de infarto, con predominio bilateral. El infarto se identificó 

por la muerte de la mayoría de los elementos celulares, desmielinización, presencia de 

restos celulares y de zonas parcialmente vacías. La zona infartada se extendió a todas 

las regiones del hipocampo, a la corteza parietal y temporal, a núcleos del tálamo y 

caudado-putamen. 

 

En el grupo tratado con la combinación EGF+GHRP6 el 50 % de los animales no tenía 

áreas de infarto. En el resto de los animales de ese grupo el daño fue menor respecto al 

grupo control de vehículo y a los grupos tratados con EGF y GHRP6 por separado 

(Fig.29). 
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Figura 29. Presencia de focos de infartos en corteza cerebral, núcleo caudado putamen y tálamo. Prueba 
de Χ2 y prueba de Fisher. Los asteriscos señalan diferencias con respecto al resto de los grupos. 
 

Evaluación cuantitativa: análisis de la densidad neuronal  

En los animales tratados con EGF+GHRP6 la densidad neuronal se mantuvo normal en 

todas las regiones estudiadas, con excepción del hipocampo. La densidad neuronal 

disminuyó en los grupos control de vehículo y de GHRP6 (Fig.30).  
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Figura 30. A: Densidad neuronal en corteza, núcleo caudado putamen y núcleo ventral del tálamo. Los 
datos representan las medianas. Prueba de Kruskal Wallis seguida de la prueba de Dunn. Los asteriscos 
señalan diferencias significativas. B,E,H: Imágenes representativas de las regiones caudado-putamen, 
C,F,I: corteza cerebral y D,G,J: tálamo, de los grupos experimentales. B,C,D: control falso operado. E,F,G: 
control de vehículo. H,I,J: EGF+GHRP6. La barra negra en el extremo inferior derecho equivale a 50 µm. 
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6. 2. 2 Modelo de isquemia cerebral global moderada 

6. 2. 2. 1 Mortalidad 

La mortalidad del grupo control de vehículo y del grupo tratado con el GHRP6 fue de un 

40%. En los grupos que recibieron la coadministración EGF+GHRP6 y el EGF se registró 

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

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

6. 2. 2. 1 Grado neurológico 

En este experimento las manifestaciones clínicas predominantes fueron la hipotonía, la 

hiperactividad y en menor grado los trastornos de la marcha. El grado neurológico del 

grupo tratado con la combinación fue menor en comparación al de los grupos EGF, 

GHRP6 y control de vehículo a las 24 y 48 horas posterior a la reperfusión. (Fig. 31 B). 

6. 2. 2. 3 Anatomía patológica 

6. 2. 2. 3. 1 Caracterización del polígono de Willis 

En la población de gerbos estudiada en este experimento un 49 % tenía arterias 

comunicantes bilaterales, un 47 % unilaterales y un 4 % carecía de estos vasos. Con 

estos datos se realizó un análisis de correlación entre el grado de anastomosis y el 
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grado neurológico y se demostró que en los animales de los grupos control de vehículo y 

EGF había una correlación inversa entre ambos parámetros. En el grupo que recibió la 

coadministración EGF+GHRP6, no se evidenció esta correlación (Fig. 32). 

 
Figura 32: Correlación entre el grado neurológico (GN) y el número de arterias del polígono de Willis (PW) 
en cada grupo experimental del modelo de isquemia cerebral moderada. Prueba de correlación de 
Spearman. r: coeficiente de correlación de Spearman. Los asteriscos indican correlación 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 vehículo, EGF y GHRP6 los infartos se localizaron en corteza, núcleo 

caudado putamen e hipocampo. Los animales tratados con la combinación EGF+GHRP6 

no presentaron infartos ni en corteza cerebral ni en hipocampo, solo tuvieron infartos 

pequeños en el núcleo caudado putamen. El volumen de infarto calculado para todo el 

encéfalo fue significativamente menor en el grupo que recibió la coadministración 

EGF+GHRP6 respecto al grupo control de vehículo (Fig. 33 A-B). El 96 % de los 

animales del grupo control de vehículo tuvo daño tisular y en el grupo tratado con la 

combinación 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 teñidos con TTC. 
 

6. 2. 2. 3. 3 Evaluación cuantitativa: análisis de la densidad neuronal  

La densidad neuronal disminuyó en los grupos control de vehículo y GHRP6 con 

respecto al control falso operado. En cambio, en los animales tratados con EGF+GHRP6 

la densidad neuronal se preservó en corteza cerebral, caudado putamen e hipocampo 

(Fig. 34).  
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Figura 34. Densidad neuronal en corteza, núcleo caudado putamen e hipocampo. Los datos representan 
las medianas. Prueba de Kruskal Wallis seguida de la prueba de Dunn. Los asteriscos señalan diferencias 
significativas 

6. 3 Discusión 

6. 3. 1 Efectos del EGF, GHRP6 y de la combinación EGF+GHRP6 en los modelos de 
isquemia cerebral global severa y moderada  

6. 3. 1. 1 Análisis clínico y anatomopatológico  

 

Para la evaluación del efecto neuroprotector de la coadministración EGF+GHRP6 se 

emplearon modelos experimentales de isquemia cerebral global moderada y severa, 

logrados a partir de diferentes tiempos de oclusión de las arterias carótidas 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 clínica de la enfermedad en 

el humano.  

 

La mayoría de los estudios de isquemia cerebral que han usado como animal 

experimental el gerbil de Mongolia, utilizan como método la oclusión de las arterias 

carótidas 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 daño unilateral 

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

 

La reproducibilidad de este modelo experimental está muy relacionada con la 

variabilidad del árbol vascular del polígono de Willis en los gerbos (ausencia de vasos 

comunicantes posteriores o presencia de estos de manera bilateral o unilateral) 

(400;405). Si antes se asumía el gerbil como animal carente de vasos comunicantes 

entre los sistemas arteriales carotídeo y vertebro-basilar, la contribución de Laidley y 

Seal (400;405) ha evidenciado que existen subpoblaciones con algún grado de 

anastomosis entre ambos sistemas. Esto explica por qué el modelo de isquemia en esta 

especie dejó de ser reproducible (405).  

 

Sin embargo, la caracterización del polígono de Willis que se hizo en este trabajo 

permitió asegurar que los tiempos de isquemia utilizados en este estudio (15 y 20 

minutos para modelo moderado y severo respectivamente), aún en presencia de ambas 

arterias comunicantes posteriores, producen un daño isquémico reproducible y confiable 

para la evaluación de candidatos terapéuticos: todos los animales del grupo control de 

vehículo en el modelo de isquemia severa y el 96 % de los animales del grupo control de 

vehículo en el modelo de isquemia moderada exhibieron infartos.  

 

En contraste con el modelo de isquemia de 5 minutos, en este trabajo se demostró que 

con 15 y 20 minutos de oclusión de las arterias carótidas comunes hubo más daño y los 

modelos de infarto cerebral fueron más reproducibles, con lesiones predominantemente 

bilaterales.  
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Las neuronas más vulnerables al daño por isquemia de 20 minutos fueron las del 

hipocampo, la corteza cerebral, núcleo caudado putamen, y tálamo, en este orden. 

Todas estas regiones, excepto el hipocampo, se escogieron para el análisis de la 

densidad neuronal. La afectación del hipocampo fue masiva, y ninguno de los 

tratamientos aplicados modificó el daño neuronal.  

 

En contraste con la isquemia de 20 minutos, en el modelo de isquemia moderada el 

tratamiento con EGF+GHRP6 protegió las regiones de corteza cerebral y caudado 

putamen, y adicionalmente preservó la densidad neuronal en el hipocampo (Fig. 34). 

Esto es de particular importancia, porque los estudios de neuroprotección que solo 

evalúan el hipocampo como zona más vulnerable, utilizan modelos de oclusión de 5 o 10 

minutos (247;404). El hecho de que la combinación EGF+GHRP6 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 oclusión) la mortalidad de los animales no tratados fue similar a la del modelo severo, 

pero en los sobrevivientes tanto el grado neurológico como la severidad de las lesiones 

fueron menores. Con el modelo de isquemia moderada se evidenció el efecto de la 

intervención farmacológica no solo en la clínica y en la protección del tejido nervioso, 

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

 

Aunque ambos modelos fueron útiles para demostrar el efecto neuroprotector de la 

coadministración EGF+GHRP6, en el modelo de isquemia severa la gravedad de las 

lesiones pudo haber determinado un efecto techo (407) que explicaría por qué ningún 

tratamiento mejoró la supervivencia. En cambio, el modelo de isquemia moderada evitó 

el efecto techo y permitió demostrar los beneficios de la combinación EGF+GHRP6 sobre 

la supervivencia y sobre la protección de las áreas cerebrales.  
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En la práctica clínica no siempre existe una correlación entre la magnitud de la lesión y la 

morbilidad (408). La recuperación funcional es el criterio principal de evaluación para un 

candidato neuroprotector (409). Por eso, la reducción del volumen de infarto no se 

considera una evidencia robusta de efecto neuroprotector cuando no se asocia a mejoría 

clínica. Las recomendaciones del consorcio académico-industrial para el desarrollo 

farmacológico en isquemia cerebral (STAIR) establecen que en los estudios preclínicos 

el criterio más importante para demostrar neuroprotección es la correspondencia entre 

los resultados de la evaluación clínica y la morfológica (203;408). En los dos modelos de 

isquemia de este trabajo se evidenció una correspondencia entre los resultados 

anatomopatológicos (cualitativos y cuantitativos) y la evolución clínica, lo que constituye 

una prueba de principio a favor del efecto neuroprotector de la combinación 

EGF+GHRP6.  

 

El grado de anastomosis entre los sistemas vertebro-basilar y carotídeo no ha sido 

considerado previamente (al alcance de nuestra revisión bibliográfica) en la 

interpretación de los resultados de la evaluación de compuestos neuroprotectores en 

modelos de isquemia cerebral en gerbil (410-413). En este trabajo se correlacionó el 

grado de anastomosis del polígono de Willis con el grado neurológico y se demostró que 

existe una correlación negativa entre ambos parámetros, la cual se pierde con la 

intervención farmacológica EGF+GHRP6 (Fig. 32). Esto último significa que la acción 

farmacológica de la combinación EGF+GHRP6 elimina el efecto negativo de la carencia 

de vasos comunicantes.  

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

 

Como son múltiples los mecanismos que provocan el daño neuronal posterior a la 

isquemia, es conveniente usar estrategias que actúen de manera simultánea sobre 

varios de estos mecanismos (408). La mejor estrategia de neuroprotección en isquemia 

cerebral requiere la combinación de múltiples drogas que, a diferentes niveles, bloqueen 

los eventos negativos de la cascada isquémica (159;414). 
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Los desaciertos en los estudios clínicos de neuroprotección en enfermedad 

cerebrovascular isquémica han creado una percepción desfavorable que, de alguna 

manera, ha ensombrecido el futuro de las investigaciones farmacológicas dirigidas a la 

protección cerebral posterior a la isquemia. En un análisis exhaustivo sobre cómo se 

habían diseñado las intervenciones terapéuticas para bloquear los mecanismos de 

muerte celular en la enfermedad cerebrovascular, se demostró que cada estudio se 

había dirigido a bloquear uno solo de los múltiples mecanismos de muerte celular (415).  

 

En este trabajo, los resultados del grado neurológico y de las evaluaciones 

anatomopatológicas (cualitativas y cuantitativas) de los animales tratados con la 

combinación EGF+GHRP6 evidenciaron un efecto neuroprotector que no se observó en 

los animales tratados solamente con EGF o con GHRP6. El carácter neuroprotector de la 

combinación en el modelo de isquemia severa se reforzó al constatar, al final del 

experimento, que el grupo que recibió el tratamiento EGF+GHRP6 tenía menos vasos 

comunicantes bilaterales que el grupo control de vehículo. 

 

Después de un evento isquémico, al déficit de oxígeno y glucosa le acompaña el daño 

del endotelio, de los astrocitos, de los oligodendrocitos, y la activación de las microglias. 

(75). En este trabajo, además de la preservación de las neuronas que se logró con el 

tratamiento combinado EGF+GHRP6, el resto de los elementos celulares del cerebro 

también se preservó. Esto es importante porque la viabilidad de las neuronas depende 

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

 

La estrategia terapéutica representada por la combinación EGF+GHRP6 está 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 GHRP6 se explica por el hecho de que ambas moléculas tienen propiedades que 

pueden proteger a las células del sistema nervioso. La amplia distribución de los 
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receptores celulares del EGF (45;290;418;419) y del GHRP6 (25;55) en neuronas y glías 

es una prueba de ello.  

 

Aunque no existen evidencias del uso del GHRP6 en modelos de isquemia cerebral, se 

ha demostrado que la grelina, de la cual el GHRP6 es un análogo funcional, reduce el 

tamaño de las zonas infartadas a través de una disminución del TNFα y de las enzimas 

relacionadas con la inducción de especies reactivas del oxígeno (iNOS) (420).  

 

En modelos de isquemia cerebral empleando un solo fármaco, EGF(421) ó hexarelina 

(422), a través de la vía intracerebro-ventricular se demostró reducción del daño cerebral 

y atenuación de los signos clínicos (421;422). La vía intracerebro-ventricular garantiza la 

disponibilidad del fármaco en el parénquima cerebral, pero es poco usual por ser tan  

invasiva. Aunque la barrera hematoencefálica 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 GHRP6 por vía sistémica, no se obtuvieron 

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

 

Varios de los eventos fisiopatológicos desencadenados por la isquemia y la reperfusión 

en el sistema nervioso central son blancos de los efectos citoprotectores del EGF y del 

GHRP6. Entre ellos podemos citar el daño inducido por estrés oxidativo (24;355), la 

disfunción mitocondrial (424;425) y la excitotoxicidad mediada por el neurotrasmisor 

ácido glutámico (27;311).  

 

A continuación de los eventos de isquemia-reperfusión, se producen grandes cantidades 

de radicales libres y lipoperóxidos, productos responsables del edema cerebral y del 

daño neuronal (412). Las habilidades del EGF para proteger contra el daño oxidativo y 

suprimir la acumulación de los productos de la peroxidación lipídica explica el efecto 

citoprotector de esta molécula contra la muerte neuronal inducida por isquemia cerebral 

(24).  
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En cuanto al GHRP6, se destaca su capacidad para reducir las especies reactivas del 

oxígeno, el malonildialdehído, los hidroperóxidos totales y preservar los sistemas de 

defensa anti-oxidantes fundamentalmente el de la enzima superóxido dismutasa (355). 

De forma indirecta el EGF interviene en la protección mitocondrial porque regula la 

expresión del factor nuclear eritroide-2 (Nrf-2) (424;426-428) y éste, como factor de 

transcripción, controla la expresión de un grupo de proteínas 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 proteínas que controlan su integridad 

(Bcl-2 antiapoptótica y Bax proapoptótica). Una ventaja del efecto del EGF en relación 

con la integridad mitocondrial es la capacidad de inhibir la expresión de Bax y aumentar 

la expresión de Bcl-2 (430). Esta alternativa terapéutica dirigida a Bcl-2 y Bax como 

blancos pudiera resultar más efectiva que las estrategias de bloquear las caspasas 

porque el control de la apoptosis en una etapa temprana, como es la preservación de la 

integridad mitocondrial, resulta más efectivo que la inactivación de las caspasas como 

moléculas efectoras en un punto de no retorno.  

 

Por su parte, el GHRP6 inhibe las caspasas y bloquea el proceso de apoptosis 

característico de células neuronales senescentes (350). Todo lo anterior sugiere que la 

administración combinada del EGF y del GHRP6 favorece el control de la apoptosis en 

dos niveles diferentes.  

 

En el contexto de la isquemia cerebral el IGF-1 endógeno que se produce posterior a la 

coadministración del EGF+GHRP6 pudiera tener efectos sinérgicos con el EGF exógeno 

y favorecer el control de la apoptosis de manera similar a lo descrito por Limesand y su 

grupo (397). Además, los efectos biológicos de la combinación EGF e IGF-1 evaluados 

en precursores neurales estimularon la supervivencia y la proliferación celular (354) lo 

cual pudiera ser muy favorable si tal efecto se reprodujera en el sistema nervioso central 

posterior al daño por isquemia-reperfusión.  

El efecto neuroprotector de la combinación EGF+GHRP6 después de la isquemia y la 

reperfusión incluye la transducción y la activación de señales de supervivencia celular 
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(283;431). Uno de los receptores celulares más relevantes en la regulación de la 

supervivencia celular es el receptor de EGF. Las vías de transducción de señales 

activadas por su ligando natural, el EGF, incluyen las vías del PI3K/AKT, Ras/MAPK y 

JAK/STAT, las cuales confluyen en la activación de mecanismos de supervivencia 

celular (431). Por su parte, el GHRP6, indirectamente a través de la inducción del IGF-1 

(66), activa una de estas vías, la del PI3K (283). La activación de la vía del PI3K por la 

acción directa del EGF e indirecta del GHRP6, contribuye a explicar por qué el efecto 

terapéutico de la combinación 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 acompañó de una alta mortalidad, 

que no se modificó por ninguno de los tratamientos empleados. En cambio, el modelo de 

isquemia cerebral moderado se acompañó de una alta mortalidad solo en los grupos 

control de vehículo y GHRP6. Los grupos tratados con EGF o EGF+GHRP6 tuvieron un 

100% de supervivencia. 

b) En los dos modelos de isquemia cerebral severa y moderada el tratamiento con la 

combinación EGF+GHRP6 produjo una mejoría significativa en el grado neurológico 

respecto al grupo control de vehículo y a los tratamientos con EGF y GHRP6 de manera 

independiente. 

c) En ambos modelos de isquemia cerebral no hubo infartos en el 50% de los animales 

tratados con la combinación EGF+GHRP6. 

d) En el modelo de isquemia cerebral severa la densidad neuronal se mantuvo normal en 

el grupo tratado con la combinación EGF+GHRP6 y semejante a la del grupo control 

falso operado. 

e) En el modelo de isquemia cerebral moderada el tratamiento con la combinación 

EGF+GHRP6 protegió todas las regiones: corteza cerebral, caudado putamen, tálamo e 

hipocampo. 
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7. DISCUSIÓN GENERAL 

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

La intervención farmacológica basada en la coadministración del EGF y del GHRP6 

mostró efecto neuroprotector en los modelos experimentales que reproducen 

condiciones degenerativas, inflamatorias e isquémicas del sistema nervioso. La 

demostración del efecto neuroprotector de la combinación EGF+GHRP6 tanto in vitro 

como in vivo en modelos de enfermedades agudas y crónicas constituye una prueba de 

concepto robusta de la eficacia de esta alternativa terapéutica.  

 

Muchos mecanismos fisiopatológicos son comunes en la Isquemia Cerebral, en la 

Esclerosis Lateral Amiotrófica, Esclerosis Múltiple, en el daño secundario al trauma 

cerebral y medular, en la Epilepsia, e incluso en los trastornos psiquiátricos (432;433). El 

evento final, al que conducen esos mecanismos, es la muerte de neuronas, glías 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 dependerá de que 

se incluyan más blancos celulares, y se abandone la idea errónea de que solo importa la 

protección neuronal (434). Esto último exige un cambio de pensamiento que eleve la 

concepción de neuroprotección hacia un concepto más integrativo de cerebroprotección. 

La visión neurobiológica de las enfermedades del sistema nervioso deberá enriquecerse 

e incluir en los nuevos diseños experimentales y terapéuticos a todos los tipos celulares 

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

 

En este sentido, los tratamientos combinados tienen la ventaja de que pueden dirigirse 

hacia varias dianas terapéuticas simultáneamente. Los resultados de este trabajo 

pueden considerarse como un ejemplo de alternativa terapéutica combinada dirigida 

holísticamente a la cerebroprotección.  

 

Muchos de los mecanismos de acción que sustentan los efectos de la coadministración 

de EGF+GHRP6 en diferentes contextos experimentales de enfermedades del sistema 
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nervioso deben seguir investigándose. No obstante, esta aproximación terapéutica 

basada en el efecto combinado de EGF+GHRP6 tiene la capacidad de promover 

mecanismos endógenos neuroprotectores al mismo tiempo que condiciona el escenario 

para facilitar el fenómeno de plasticidad neuronal. 

7. 2 Potencialidades del EGF y del GHRP6 como neuroprotectores: Racionalidad de 
la coadministración EGF+GHRP6 

 

El EGF ejerce efectos neuromoduladores sobre la mayoría de las neuronas del sistema 

nervioso, tanto sobre células en desarrollo como sobre neuronas postmitóticas, y 

promueve la diferenciación, la maduración 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 TNFα 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 tórpido de estas enfermedades 

están asociados a niveles altos del TNFα (437;438). Uno de los efectos citoprotectores 

del EGF es precisamente su capacidad para contrarrestar los efectos citotóxicos del 

TNFα (439;440): el EGF reprime la apoptosis inducida por esta citocina porque impide la 

liberación del citocromo c 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 Neurodegeración 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 

sobreproducción de la citocina TNFα y una reducción en la síntesis 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 último, es interesante señalar que la expresión aumentada del EGF es uno de los 

mecanismos fisiológicos endógenos que explican el efecto beneficioso del 

precondicionamiento isquémico cerebral (443), lo cual garantiza una reparación eficiente 

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

 

Entre los efectos neuroprotectores atribuidos al GHRP6 se encuentran los mediados por 

el IGF-1 (30;66) y por la liberación de la hormona de crecimiento (307;444) (Fig.34). El 

IGF-1, tanto en modelos experimentales como en estudios clínicos de Isquemia 

Cerebral, Esclerosis Múltiple y Esclerosis Lateral Amiotrófica, ha probado su carácter 

neuroprotector (70;353;370;445). 

 

El carácter neuroprotector de la hormona de crecimiento se evidencia en varios 

contextos. Por ejemplo, su efecto anti-apoptótico es relevante durante la ontogenia de 

las células nerviosas de la retina (446) y su deficiencia es factor etiológico en 

enfermedades neurodegenerativas (447;448). El incremento endógeno de hormona de 

crecimiento que ocurre como respuesta a los eventos de isquemia cerebral (449-451) es 

otra prueba de su condición como neuroprotector.  

 

La relevancia del eje hormona de crecimiento /IGF-1 ha trascendido a la biología del 

crecimiento y metabolismo corporal, y se extiende además a la fisiología del cerebro 

adulto (61). Los mecanismos anti-apoptóticos del IGF-1 y de la hormona de crecimiento 

son similares y se superponen (452). Esta redundancia de funciones biológicas 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 GHRP6 en enfermedades neurodegenerativas (Fig. 35).  
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Figura 35. El GHRP6 induce la expresión del la hormona de crecimiento (HC), que a su vez induce la 
expresión del IGF-1 en el hígado y en el cerebro. También el GHRP6 directamente promueve la expresión 
del IGF-1 en el cerebro. El GHRP6, la hormona de crecimiento y el IGF-1 que se producen en el cerebro o 
en el hígado, tienen efectos neuroprotectores. 
 

Existen mecanismos endógenos de neuroprotección que se activan ante diferentes 

situaciones patológicas del sistema nervioso, aumentando el umbral de tolerancia al 

daño y la supervivencia celular (453). La coadministración EGF+GHRP6 tiene efectos 

que remedan esos mecanismos.  

 

El precondicionamiento isquémico es uno de los eventos que suscitan la activación de 

los mecanismos endógenos de neuroprotección. El efecto neuroprotector del 

precondicionamiento isquémico ha sido evaluado satisfactoriamente en modelos 

animales de isquemia cerebral en los cuales se ha demostrado la producción endógena 

de EGF e IGF-1 por las células residentes (443). Además, en experimentos de isquemia 

cerebral se ha demostrado que los efectos beneficiosos del trasplante de células 

mesenquimales se relacionan con la liberación del EGF y del IGF-1 por esas células 

(454). 
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La producción 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 administración exógena de estos compuestos, lo 

cual potenciaría los mecanismos neuroprotectores constitutivos.  

 

Así, la imitación de los mecanismos neuroprotectores endógenos es una estrategia 

promisoria (455). En ese sentido los mecanismos de acción del EGF y del GHRP6, 

remedan algunos de los mecanismos endógenos de neuroprotección porque estimulan 

la neurogénesis (28;389;451;456;457), intervienen en la regulación del metabolismo 

cerebral (43;288;391;458;459), reactivan las vías metabólicas que fueron 

neuroprotectoras durante la ontogenia (276;430;460) e inducen la expresión directa de 

otras proteínas 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 coadministración de EGF+GHRP6 produjo: 

• Efecto neuroprotector en los modelos experimentales que reproducen la 

Esclerosis Lateral Amiotrófica, la Esclerosis Múltiple y la Isquemia Cerebral Global 

• Estimulación de las reacciones moleculares y bioquímicas que resultan de la 

activación fisiológica de mecanismos endógenos de neuroprotección 

• Amplificación de los efectos citoprotectores (comunes o exclusivos) del EGF y del 

GHRP6, produciendo un efecto terapéutico beneficioso, lo cual sugiere que, 

independientemente de la etiología de los desórdenes del sistema nervioso, los 

mecanismos de supervivencia celular pueden activarse mediante intervenciones 

farmacológicas complejas.  

2. La combinación EGF+GHRP6 tuvo efecto terapéutico ventajoso porque influyó 

simultáneamente en varios blancos celulares, moleculares y bioquímicos. 

3. Los resultados de este trabajo llevan a pensar que el concepto de neuroprotección es 

insuficiente en el contexto de la biología del daño cerebral y que es necesario 

implementar una praxis más abarcadora que involucre la cerebroprotección. 
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9. RECOMENDACIONES 

Algunas de las tareas a realizar para concluir la carpeta de experimentos preclínicos con 

vistas a iniciar la etapa de ensayos clínicos con la combinación EGF+GHRP6 para el 

tratamiento de enfermedades del sistema nervioso serían:  

1. Realizar estudios experimentales para determinar dosis efectiva mínima y esquemas 

de administración óptima de la combinación EGF+GHRP6 así como para determinar la 

naturaleza de los mecanismos farmacológicos de la combinación (aditividad, sinergia 

o antagonismo) 

2. Explorar, mediante estudios genómicos y proteómicos de alto flujo, la influencia de la 

combinación EGF+GHRP6 en los perfiles de expresión relacionados con los eventos 

de inflamación, apoptosis, regeneración, estrés oxidativo, y mecanismos endógenos 

de supervivencia celular, entre otros 

3. Evaluar los posibles efectos adversos de la combinación EGF+GHRP6 en animales 

sanos  

4. Profundizar en el estudio de la actividad antioxidante endógena promovida por la 

combinación EGF+GHRP6     

5. Evaluar los efectos concomitantes del tratamiento con EGF+GHRP6 y las drogas 

habituales para el tratamiento de las enfermedades del sistema nervioso. 
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Anexo A 

Representación gráfica de los mecanismos fisiopatológicos de la Esclerosis 

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

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

 



Referencias Bibliográficas                                                                                                                        142 

 

 

Anexo B 

Estudios clínicos 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: Representación del polipétido SOD1 y de las mutaciones más importantes en 

el origen de la Esclerosis Lateral Amiotrófica. B: Representación 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.  

Evolución en el tiempo de los eventos clínicos y neuropatológicos que 

experimenta el ratón transgénico SOD1 G93A. Figura modificada de Turner, B. 

J. y Talbot, K. (2008). Prog. Neurobiol. 85, 94-134 y traducida para este 

documento. 

 
 

 

 

 


