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Sintesis

SINTESIS

El infarto agudo del miocardio y la miocardiopatia dilatada, asi como el dafio inducido por la
hipoxia y la cirrosis del higado; constituyen causas importantes de morbilidad y mortalidad a nivel
mundial. En este trabajo de tesis se evalud el efecto citoprotector del péptido GHRP6 en modelos
animales que remedan estas enfermedades. Los resultados obtenidos indicaron la potencialidad
farmacologica del péptido GHRP6 de reducir la talla del infarto, asi como de prevenir y revertir el
remodelado ventricular y la caida de la funcion contractil del miocardio, que caracterizan a la
miocardiopatia dilatada, inducida en este caso por el agente antineoplasico doxorrubicina.
Igualmente se constatdé la potencialidad del GHRP6 de reducir la necrosis de los hepatocitos
inducida por la isquemia, y de atenuar la instauracion de un sindrome de dafio multiple de 6rganos
asociado a la reperfusion del higado. Se demostré también que el GHRP6 es capaz de prevenir y
revertir el depdsito de material fibrético en el higado. Los mecanismos moleculares de la accion
citoprotectora del péptido GHRP6 involucran su accion favorable sobre el balance redox celular, asi
como la induccion de rutas de sefiales que atentan la afectacion mitocondrial, con lo cual se

favorece la sobrevida de las células ante las diferentes formas de dafio.




Glosario de Términos

GLOSARIO DE TERMINOS

ADN -
ADP -
ALAT -
AMP -
ARN -
ASAT -
ATP -
CCL,-
CEH -
CK-MB -
CRP -
CTGF -
DdVI -
DE -
DMO -
DsVI -
DX -
EBM -
ECG -
ECO -
ECV -
EEM -
ERN -
ERO -
FEVI -
GH -
GHRH -

GHRP -

GHRP1 -

GHRP?2 -

GHRP6 -

GHS -

Acido dexosirribonucleico

Adenosina Di-Fosfato (siglas del inglés: Adenosine Di-Phosphate)
Alanina Aminotransferasa

Adenosina Mono-Fosfato (siglas del inglés: Adenosine Mono-Phosphate)
Acido ribonucleico

Aspartato Aminotransferasa

Adenosina Tri-Fosfato (siglas del inglés: Adenosine Tri-Phosphate)
Tetracloruro de Carbono

Células estrelladas hepaticas

Creatina quinasa-isoforma MB (siglas del inglés: Creatine Kinase-isoenzyme MB)
Proteina C Reactiva (siglas del inglés: C-Reactive Protein)

Factor de Crecimiento de Tejido Conectivo (siglas del inglés: Conective Tissue Growth Factor)
Diametro Diastélico del Ventriculo Izquierdo

Desviacion Estandar

Daiio Multiple de Organos

Didmetro Sistolico del Ventriculo Izquierdo

Doxorrubicina

Estandarizacion del biomodelo

Electrocardiograma

Ecocardiografia

Enfermedades cardiovasculares

Error Estandar de la Media

Especies Reactivas del Nitrogeno

Especies Reactivas del Oxigeno

Fraccion de Eyeccion del Ventriculo Izquierdo

Hormona de Crecimiento (siglas del inglés: Growth Hormone)

Hormona Liberadora de la Hormona de Crecimiento (siglas del inglés: Growth Hormone Releasing
Hormone)

Péptidos Secretagogos de la Hormona de Crecimiento (siglas del inglés: Growth Hormone Releasing
Peptides)

Péptido Secretagogo de la Hormona de Crecimiento-1 (siglas del inglés: Growth Hormone Releasing
Peptide-1)

Péptido Secretagogo de la Hormona de Crecimiento-2 (siglas del inglés: Growth Hormone Releasing
Peptide-2)

Péptido Secretagogo de la Hormona de Crecimiento-6 (siglas del inglés: Growth Hormone Releasing
Peptide-6)

Secretagogos de la Hormona de Crecimiento (siglas del inglés: Growth Hormone Secretagogues)
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GHS-R -

GPx -
GRd -
GSH -
GSSG -
G.S.d/s -
G.PP.d/s -
HIF1e -
HPT -
ICC -
IFU -
IGF-1 -
IMA -

IL -

i.p. -

IP3 -

I/R -
IRVI -
MCD -
MDA -
MEC -
MET -
MMP13 -
MPO -
NADPH -

NBT -
NOS -
PAOP -
PBS -
p.c -
PDGF -
PI3K -
PKB -
PKC -
PLC -

Receptor de los Secretagogos de la Hormona de Crecimiento (siglas del inglés: Growth Hormone
Secretagogue-Receptor)

Glutation Peroxidasa

Glutation Reductasa

Glutation reducido

Glutation oxidado

Grosor del Septum intra-ventricular en diastole/sistole

Grosor de la Pared Posterior del ventriculo izquierdo en diastole/sistole

Factor Inducible por la Hipoxia-1la (siglas del inglés: Hypoxia Inducible Factor)
Hidroperoxidos totales

Insuficiencia Cardiaca Congestiva

Indice de Fibrosis por Ultrasonido

Factor de Crecimiento semejante a la Insulina-tipo 1 (siglas del inglés: Insuline-like Growth Factor-1)
Infarto Agudo del Miocardio o Infarto Miocéardico Agudo

Interleucinas

Intraperitoneal

Inositol-1,4,5 tri-fosfato (siglas del inglés: Inositol 1,4,5 tri-phosphate)
Isquemia/Reperfusion

indice de Remodelado del Ventriculo Izquierdo

Miocardiopatia Dilatada

Malondialdehido

Matriz Extracelular

Microscopia Electronica de Transmision

Metaloproteasa de Matriz Extracelular-13 (siglas del inglés: Matrix Metalloprotease-13)
Mieloperoxidasa

Nicotinamina Adenina Dinucledtido Fosfato (siglas del inglés: Nicotinamide Adenine dinucleotide
Phosphate)

Nitro Blue Tetrazolium

Oxido Nitrico Sintasa (siglas del inglés Nitric Oxide Synthase)

Productos Avanzados de la Oxidacion de Proteinas

Solucidn salina tamponada con fosfatos (siglas del inglés: Phosphate-Buffered Saline).

Peso corporal

Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (siglas del inglés: Platelet-Derived Growth Factor)
Fosfatidil inositol quinasa-3 (siglas del inglés: Phosphatidyl Inositol 3 Kinase)

Proteina quinasa B (siglas del inglés: Protein Kinase B)

Proteina quinasa C (siglas del inglés: Protein Kinase C)

Fosfolipasa C (siglas del inglés: Phospholipase C)
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PPAR - Receptor Activado por Proliferador de Peroxisomas (siglas del inglés: Peroxisome Proliferator-
Activated Receptor)

PPL - Potencial de Peroxidacion Lipidica
PT - Proteinas totales
PTPM - Poro de Transicién de Permeabilidad Mitocondrial
rpm - Revoluciones por minuto

RT-PCR - Transcripcion Reversa acoplada a la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (siglas del inglés: Reverse
Transcription Polymerase Chain Reaction)

s.c.- Subcutaneo
SOD - Superdxido Dismutasa
SODCuw/Zn - Superoxido Dismutasa, isoforma dependiente de Cu/Zn
SODMn - Superoxido Dismutasa, isoforma dependiente de manganeso
SRIS - Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica
SSF - Solucién Salina Fisiologica (Solucion de cloruro de sodio al 0,9 %)
TGF-p - Factor de crecimiento transformante-f (siglas del inglés Transforming Growth Factor-f)
TNFa - Factor de Necrosis Tumoral-Alfa (siglas del inglés: Tumor Necrosis Factor)
VD - Ventriculo Derecho
VI - Ventriculo Izquierdo
VLDL - Lipoproteinas de muy baja densidad (siglas del inglés: Very Low Density Lipoprotein)
XD - Xantina Deshidrogenasa
X0 - Xantina Oxidasa
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Introduccioén

I. INTRODUCCION

Las enfermedades crdnicas, no transmisibles, son causas importantes de morbilidad y mortalidad a
nivel mundial. Dentro de estas se destacan las patologias del musculo cardiaco, como el Infarto
Miocardico Agudo (IMA) y las miocardiopatias; asi como el dafio por la hipoxia y la cirrosis del
higado. Tanto en los fendémenos agudos de Isquemia/Reperfusion (I/R) como en las enfermedades
cronicas, se produce una pérdida importante de la viabilidad celular que provoca la disfuncioén de
estos oOrganos e implica una alta letalidad. Actualmente no existen agentes citoprotectores,
aprobados para uso clinico, que sean capaces de inducir la tolerancia de las células ante las
diferentes formas de dafio. La citoproteccion de los tejidos es, por tanto, un nicho huérfano y
relevante en la clinica de estas entidades patoldgicas.

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son la primera causa de muerte a nivel mundial, y
provocan la pérdida anual de 20 millones de personas como promedio (Antman y cols., 2008). En
Cuba, las ECV constituyen también la primera causa de mortalidad, con un promedio de 20 000
muertes anuales durante los afios 2001 al 2007 (Anuario Estadistico de Cuba, 2007). El IMA se
define como la necrosis del musculo cardiaco producida por la isquemia de la arteria coronaria
(Braunwald E, 2005). Esta entidad es uno de los principales contribuyentes a la morbilidad y
mortalidad de este grupo de enfermedades (Pollack, Jr. y Braunwald, 2008). Actualmente se estima
que mas de ocho millones de habitantes de los Estados Unidos de América (EE.UU.) han sufrido un
infarto (Rosamond y cols., 2008). El restablecimiento del flujo sanguineo es indispensable para
limitar la muerte del miocardio sometido a una oclusion coronaria, ya sea por un tratamiento
trombolitico o mediante técnicas de intervencidn intracoronaria percutaneas (Keeley y cols., 2006).
Sin embargo, el beneficio de la reperfusion coronaria estd atenuado por la ocurrencia del dafio letal
por reperfusion (Yellon y Hausenloy, 2007). Por tal motivo, el dafo por I/R constituye atin un
problema sin resolver en la practica clinica, y la busqueda de agentes cardioprotectores que
permitan disminuir el area de infarto sigue siendo de gran necesidad.

Las miocardiopatias son también causa importante de morbilidad y mortalidad a nivel mundial
(Rosamond y cols., 2008). Dentro de este grupo de varias patologias se encuentra la Miocardiopatia
Dilatada (MCD), enfermedad que se caracteriza por la dilatacion de los ventriculos y el afinamiento
de las paredes del musculo cardiaco, lo que conduce a una marcada disminucion de la funcién
contractil (Towbin y Bowles, 2006). Este padecimiento representa mas de 10 000 muertes y cerca

de 50 000 personas hospitalizadas anualmente, solo en los EE.UU. (Cutler y cols., 2006). Entre los
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multiples agentes nocivos que pueden inducir una MCD téxica se encuentran las antraciclinas,
potentes agentes antineoplasicos (Drimal y cols., 2006; Takemura y Fujiwara, 2007). El alto grado
de cardiotoxicidad de estos farmacos induce una forma caracteristica de MCD dependiente de la
dosis, la cual debuta en mas del 20% de los pacientes sometidos a quimioterapia, con una
mortalidad del 50% a los dos afios (Jensen y cols., 2002). Estas cifras evidencian la necesidad de
agentes cardioprotectores que permitan atenuar la muerte de los cardiomiocitos inducida por
sustancias toxicas, ademas de favorecer la contractilidad del miocardio.

Al igual que el musculo cardiaco, el higado es un 6rgano vital, sin suceddneo, cuyo correcto
funcionamiento resulta imprescindible para la homeostasis del organismo. Existen numerosas
situaciones clinicas en las que el higado es sometido a una situacion de isquemia, como es el caso de
las cirugias para realizar hepatectomias parciales y trasplante hepatico. Hoy en dia, después del
¢éxito de las terapias de inmunosupresion, la afectacion de la integridad morfo-funcional del injerto
como resultado del episodio de I/R, es el principal factor limitante en el mundo para el éxito de la
cirugia de trasplante; la cual, por otra parte, ha experimentado un incremento dramatico en los
ultimos afos (Barber y cols., 2007). En las situaciones patoldgicas donde se disminuye el flujo
sanguineo del higado, aparecen lesiones no s6lo en el 6érgano diana sino también sistémicas, las que
pueden conducir a un sindrome de Dafio Multiple de Organos (DMO) (Spapen, 2008).

La cirrosis representa el estadio final de varias enfermedades cronicas del higado, como las hepatitis
por abuso del consumo de alcohol o por infeccion viral (Friedman, 2003). Esta enfermedad se
caracteriza por la conversion de la arquitectura normal del higado en nddulos estructuralmente
anomalos (Anthony y cols., 1977). La cirrosis es la novena causa de mortalidad en los EE.UU.,
donde es responsable de aproximadamente 35 000 muertes cada ano (Mendez-Sanchez y cols.,
2007). En Cuba, esta entidad constituye la décima causa de muerte, provocando 1000 fallecimientos
anuales como promedio desde el afio 2001 al 2007 (Anuario Estadistico de Cuba, 2007). La tnica
alternativa que existe actualmente en la clinica para inducir la regresion de la fibrosis es remover el
agente causal del dafio hepatico (Friedman, 2007). Por tanto, todos los esfuerzos que se inviertan en
el desarrollo de nuevas terapias hepatoprotectoras y antifibroticas estan justificados.

Existen elementos comunes en la fisiopatologia de las enfermedades del musculo cardiaco y del
higado referidas anteriormente. Tanto en los fendmenos de I/R, como en la MCD vy la cirrosis, se
produce un incremento significativo de las Especies Reactivas del Oxigeno (ERO); las que

provocan dafios oxidativos a los componentes celulares, promueven una respuesta inflamatoria que
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amplifica el dafio, y comprometen la integridad de las mitocondrias. Estas alteraciones inducen la
muerte de cardiomiocitos y hepatocitos; la cual ocurre fundamentalmente por necrosis en el caso del
dafio agudo por la I/R, y por apoptosis en las enfermedades cronicas.

El GHRP6 es un péptido sintético de seis aminodcidos que es miembro de la familia de agentes
secretagogos de la Hormona de Crecimiento (GH) (Bowers, 1998). Ademas de promover la
secrecion de la GH, las evidencias indican que el GHRP6 y sus andlogos sintéticos (GHRPI,
GHRP2, hexarelina) pueden ejercer acciones cardiovasculares; como es el incremento de la
contractilidad del miocardio (Bisi y cols., 1999; Locatelli y cols., 1999; Broglio y cols., 2001), y la
prevencion de la disfuncion sistolica y diastdlica inducida por la isquemia o por una MCD familiar
(Tivesten y cols., 2000; Shen y cols., 2003b; Iwase y cols., 2004). Los mecanismos moleculares que
subyacen tras estos efectos cardioprotectores de los GHRP no estan identificados completamente.
No obstante, estos resultados previos ofrecen una perspectiva interesante sobre la potencial utilidad
del tratamiento con el péptido GHRP6 en la reduccion de la talla final del infarto inducido por la
isquemia coronaria aguda; asi como en la atenuacion de la MCD provocada por los farmacos
antineoplasicos.

El receptor especifico para el GHRP6 y los restantes agentes secretagogos de la GH (GHS-RIa), que
estd presente en la hipofisis anterior y en el hipotdlamo, donde media las acciones endocrinas de
estos péptidos (Howard y cols., 1996); se expresa también en el misculo cardiaco y otros tejidos,
exceptuando el higado (Gnanapavan y cols., 2002). No obstante, los GHRP se unen con alta
afinidad al receptor CD36, el cual parece mediar las acciones de estos péptidos en el musculo
cardiaco (Bodart y cols., 2002). Este segundo receptor se expresa de forma ubicua en el organismo
(Febbraio y cols., 2001), lo cual indica la potencialidad de los GHRP de ejercer acciones
farmacoldgicas multiorgdnicas, al ser administrados de forma sistémica. Teniendo en cuenta la
disponibilidad de al menos un receptor para el GHRP6 en el higado, es posible considerar que, al
igual que en el miocardio, este péptido podria actuar como un agente hepatoprotector ante
situaciones de dafio por I/R, asi como atenuar la fibrosis del higado.

Tomando en consideracion estos antecedentes, formulamos la siguiente,

HIPOTESIS

“La administracion sistémica del péptido GHRP6 es capaz de ejercer efectos citoprotectores en el
musculo cardiaco y en el higado, que permiten atenuar el dano agudo asociado a la isquemia y el

dafio cronico inducido por agentes toxicos, en ambos 6rganos”.
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A partir de esta hipotesis se plante6 el siguiente,

OBJETIVO GENERAL

“Estudiar los efectos citoprotectores ejercidos por el péptido GHRP6 en modelos de enfermedades

cardiacas y hepdticas, asociadas a episodios de I/R y a la administracion cronica de agentes

toxicos”.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Demostrar, en modelos experimentales, la eficacia del tratamiento con el péptido GHRP6 en la
enfermedad por oclusioén aguda de la arteria coronaria, asi como en la prevencion y reversion de
la Miocardiopatia Dilatada inducida por un fairmaco antineoplasico.

2. Evaluar las acciones preventivas del GHRP6 en la I/R hepatica y el subsiguiente DMO, asi
como sus efectos en la prevencion y reversion de la fibrosis del higado, en modelos
experimentales.

3. Determinar la participacion del GHRP6 en la regulacion del estado redox celular, y su impacto
en la preservacion morfoldgica de las mitocondrias.

4. Investigar la participacion de genes inductores de sobrevida celular en los efectos
citoprotectores del GHRP6.

5. Estudiar el mecanismo de accion del GHRP6 involucrado en la reduccion de la fibrosis del
higado.

NOVEDAD CIENTIFICA

En este trabajo de tesis se demuestra, por primera vez, empleando un modelo animal robusto ad

integrum, que el GHRPG6 es capaz de disminuir significativamente el area del IMA producido por la

oclusion aguda de la arteria coronaria en animales sanos. Se demuestra también que la
administraciéon concomitante y terapéutica del GHRP6 es capaz de prevenir y revertir,
respectivamente, la disfuncion contractil del miocardio producida por la administracion de un
farmaco antineoplasico, lo cual no se ha referido anteriormente en la literatura. Los resultados de
estos trabajos indicaron, también por primera vez, que el higado es un 6rgano blanco de las acciones
citoprotectoras del GHRPG6, tan relevante como el propio musculo cardiaco. Estos trabajos tienen la
primicia en demostrar el potente efecto hepatoprotector que ejerce el GHRP6 en modelos de dafio
agudo por I/R; asi como en atenuar el DMO que se instaura con la reperfusion del higado. De esta
forma, se reportaron por primera vez los efectos citoprotectores ejercidos por el GHRP6 en 6rganos

no evaluados hasta el momento, como el intestino delgado, los pulmones y los rifiones. Ademas, se
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demostr6é que el GHRP6 es capaz de prevenir y revertir la cirrosis hepatica. Este resultado, que es
extremadamente novedoso, inicia un nuevo campo de estudios sobre las potenciales aplicaciones de
estas moléculas en el tratamiento de las enfermedades de acumulacion de material de deposito.
Estos trabajos son también los primeros en reportar que el GHRP6 ejerce un marcado efecto
antioxidante, mediado principalmente por la estimulacion especifica de la enzima SODMn; lo cual
es relevante en su accion terapéutica, tanto en las enfermedades cardiovasculares como hepaticas.
Se aportan también nuevos conocimientos sobre el mecanismo molecular que permite al GHRP6
inducir la sobrevida celular, el cual involucra la activacion de la ruta PI3K/PKB, el incremento en la
expresion del gen HIF-lo y del gen anti-apoptético Bcl-2. La evaluacidn por microscopia
electronica de muestras de tejido cardiaco y hepatico de animales tratados con el GHRP6 demostro,
por primera vez, que la citoproteccion ejercida por este péptido, y la propia regulacion del estado
redox celular, se asocian con la preservacion de la integridad mitocondrial. En el caso de la cirrosis
hepatica, se demostré que la accion antifibrotica del péptido GHRP6 involucra la estimulacion
selectiva de la enzima MMP13, la disminucién del nimero de células inflamatorias y productoras de
matriz extracelular activadas; asi como la reduccion de la expresion de las principales citocinas
profibrogénicas (TGF-B y CTGF). Estos resultados del GHRP6 en la enfermedad fibrética del
higado no estaban referidos anteriormente en la literatura internacional.

APORTE TEORICO

Uno de los principales aportes tedricos de esta tesis es la demostracion de que la accidon
cardioprotectora del GHRP6 implica la atenuacion de la muerte de los cardiomiocitos, tanto por
necrosis como por apoptosis; ademds de los efectos sobre la contractilidad del miocardio,
previamente referidos. Otro aporte tedrico relevante es la demostracion, por primera vez, de que el
GHRP6 es un potente hepatoprotector, capaz incluso de provocar la atenuacion y regresion de la
fibrosis del higado. Ademas, se aportan nuevos conocimientos bdsicos sobre el mecanismo
molecular de la accidn citoprotectora del péptido GHRP6, tanto en el corazén como en el higado.
Entre ellos se destaca el marcado efecto antioxidante que ejerce esta molécula, mediado por la
estimulacion especifica de la enzima SODMn; hallazgo que ha sido identificado y reportado por
primera vez en este trabajo. La activacion de genes inductores de sobrevida como el HIF-1a, la ruta
PI3K/PKB, y Bcl-2, son también resultados inéditos que se relacionan con el mecanismo molecular
de la accién citoprotectora ejercida por el GHRP6. La demostracion de que en las células tratadas

con este péptido se observa una mayor preservacion de las mitocondrias, tanto en el higado como en
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el miocardio, es un resultado sin antecedentes en la literatura; que se asocia a su vez con los efectos
reguladores del GHRP6 sobre el estado redox celular y las rutas inductoras de sobrevida. Por
ultimo, se demostrd que el novedoso efecto antifibrotico del GHRP6 esta mediado por la activacion
especifica de la MMP13, la atenuacion de la expresion de las principales citocinas pro-fibrogénicas,
TGF-B y CTGF, asi como por la disminucion de las células inflamatorias y productoras de matriz
extracelular. Estos resultados son, indudablemente, solo el inicio de un nuevo campo de
investigaciones para los GHRP.

APORTE PRACTICO Y SOCIAL

La citoproteccion de los tejidos ante el dafio producido por episodios de I/R o por la toxicidad de
agentes quimicos es aun una necesidad clinica no cubierta. El aporte practico y social de estos
resultados se basa en la demostracion, a nivel preclinico, de la utilidad del GHRP6 en el tratamiento
de enfermedades cardiovasculares y hepaticas, las que pueden tener ademas repercusion sistémica, y
que constituyen importantes causas de morbilidad y mortalidad a nivel mundial. Los resultados de
este trabajo de tesis conformaron el expediente de estudios de eficacia preclinica presentado a la
entidad regulatoria cubana, para la solicitud de los ensayos clinicos con el GHRP6. Recientemente
se concluy¢ el ensayo clinico Fase I en voluntarios sanos, en el cual se demostr6 que el GHRP6 es
un tratamiento bien tolerado y libre de efectos adversos. La reproduccion de las acciones
citoprotectoras de este péptido en estudios clinicos, constituiria una incuestionable contribucion a la
medicina, asi como un indudable beneficio al tratamiento de cardidpatas cronicos, infartados,
pacientes con indicacion de quimioterapia, trasplantados, y pacientes con fibrosis hepatica.

La tesis cuenta con un total de 98 paginas, distribuidas en los siguientes acapites: Introduccion (6
paginas), Revision Bibliografica (18 paginas), Materiales y Métodos (18 paginas), Resultados (32
paginas), Discusion (22 paginas), Conclusiones (1 pagina) y Recomendaciones (1 pagina). El
documento incluye ademads la Sintesis, la Tabla de Contenido, el Glosario de Términos, los Anexos,
la lista de Referencias Bibliograficas y el listado de los Avales del trabajo de tesis.

Los resultados que conforman esta tesis han sido objeto de dos patentes, tres publicaciones en
revistas arbitradas y un logro de la Academia de Ciencias de Cuba. Ademas, todos estos trabajos
fueron considerados como logros cientificos del Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia, y se
presentaron en eventos internacionales relacionados con las temdticas de enfermedades

cardiovasculares y hepaticas.
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II. REVISION BIBLIOGRAFICA
II.1 Secretagogos de la Hormona de Crecimiento

11.1.1 Generalidades.

A principio de los afios 80 se descubrieron una serie de ligandos sintéticos, peptidicos y no
peptidicos, conocidos en su conjunto como agentes secretagogos de la Hormona de Crecimiento
(GHS), debido a su potente accion liberadora de esta hormona, demostrada tanto in vitro como in
vivo (Bowers y cols., 1984). La familia de los péptidos secretagogos de la GH (GHRP) incluye el
GHRPI, el GHRP2, el GHRP6 y la hexarelina. Entre las moléculas no peptidicas con accion
secretora de la GH se destacan el L-163,255 y el MK-0677 (Anexo 1), (Ghigo y cols., 1997).

El GHRP6, una de las moléculas mas estudiadas de la familia de los GHS, es un péptido de seis
aminoacidos cuya secuencia es: His-D-Trp-Ala-Trp-D-Phe-Lys-NH2 (Bowers y cols., 1984). Este
péptido es una molécula soluble y de gran estabilidad, dada la presencia en su estructura de dos
residuos de D-aminodcidos (Johansen y cols., 1998). Se ha demostrado que la liberacion de la GH
inducida por el GHRP6 y los restantes secretagogos es dependiente de la dosis, y altamente
reproducible en todas las especies de mamiferos evaluadas hasta el momento, incluyendo la humana
(Bowers, 1998). Esta accion se logra mediante la administracion de los GHRP tanto por via
intravenosa, subcutanea, intranasal e incluso oral (Ghigo y cols., 1994). Actualmente, los GHRP son
moléculas relevantes en la practica clinica de enfermedades neuroendocrinas, tanto para el
diagndstico como para el tratamiento de las mismas (Abs, 2003; Castro y cols., 2007).

La ghrelina, una molécula peptidica de 28 aminoacidos descubierta en 1999, es reconocida como el
analogo natural de los GHS (Kojima y cols., 1999; Kojima y cols., 2001). Esta hormona se produce
fundamentalmente en el estdmago, aunque su expresion ha sido detectada en todos los tejidos
estudiados (Gnanapavan y cols., 2002).

11.1.2 Receptores identificados para los GHRP.

En 1996 se identifico el receptor especifico de los secretagogos de la GH (GHS-R), presente
mayoritariamente en la hip6fisis anterior y en el hipotdlamo (Howard y cols., 1996). Existen al
menos dos subtipos identificados para este receptor: el GHS-RIa, que es una proteina de 366
aminodcidos y que posee siete dominios transmembranarios, tres dominios intracelulares, y tres
dominios extracelulares; y el GHS-RIb, que es una proteina de 289 aminoacidos y consta de cinco
segmentos transmembrana solamente (McKee y cols., 1997). El GHS-RIa es el que media las

acciones endocrinas de los secretagogos (Ong y cols., 1998). Por su parte, el GHS-RIb no se enlaza
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ni responde a la ghrelina ni a los GHS y atn se desconoce su funcion. Ambos subtipos de receptores
se expresan en tejidos extra-endocrinos. Curiosamente, el GHS-RIb esta distribuido de forma
ubicua, mientras que el GHS-RIa se localiza solo en pancreas, bazo y miocardio (Gnanapavan y
cols., 2002).

El GHS-R es un receptor unido a proteina Gq y la unidén de sus ligandos activa la via de
senalizacion de la fosfolipasa C (PLC), lo que provoca un incremento de la concentracion de
inositol-1,4,5 trifosfato (IP3) asi como la activacion de la proteina quinasa C (PKC) (Lei y cols.,
1995; Wu y cols., 1997). Por mediacion de esta ruta se produce un incremento en la concentracion
de Ca®" intracelular que facilita la liberaciéon de la GH por los somatrotopos (Herrington y Hille,
1994).

Se ha demostrado que existen sitios de union adicionales para los GHRP en tejidos no endocrinos
tales como: el miocardio, los pulmones, las arterias, el musculo esquelético, los rifiones y el higado
(Bodart y cols., 1999; Papotti y cols., 2000). De acuerdo con su secuencia aminoacidica, esta nueva
estructura se corresponde con el receptor CD36; el cual parece mediar, al menos, las acciones
cardiovasculares de los GHRP (Bodart y cols., 2002). Este receptor es una glicoproteina de
membrana de 84 000 Da, cuya expresion ha sido detectada en todos los tejidos evaluados. E1 CD36
pertenece a la familia de receptores “eliminadores” tipo B y participa en el metabolismo de los
lipidos, el reconocimiento y eliminacion de las células apoptoticas, la resistencia a la insulina, y la
regulacion de la angiogénesis (Febbraio y cols., 2001). La ghrelina no interactua con el CD36, lo
cual explica su menor efectividad como cardioprotector en comparacion con los GHRP (Torsello y
cols., 2003). Esto indica ademas, que existen similitudes pero también diferencias entre el ligando
natural y los GHRP sintéticos, en cuanto a los mecanismos de transduccion de sefiales que median
sus acciones bioldgicas (Benso y cols., 2004). La amplia distribucidon que existe en el organismo del
receptor CD36 sugiere que los GHRP pueden ejercer acciones regulatorias en muchos tejidos y
organos.

11.1.3 Acciones endocrinas de los GHRP.

La secrecion pulsatil de la GH por la hipofisis es controlada por dos péptidos hipotalamicos con
acciones antagonicas; la Somatostatina, que tiene una accion inhibitoria sobre la liberacion de la
GH, y la Hormona Liberadora de la GH (GHRH). El descubrimiento de los GHS, la ghrelina y el
GHS-RIa, puso de manifiesto la existencia de una tercera via endocrina que controla la liberacion

pulsatil de esta hormona (Anderson y cols., 2004). Los GHRP intervienen tanto a nivel hipofisiario
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como hipotalamico (Bowers, 1998). Estas moléculas sintéticas actian sobre las neuronas secretoras
de la GHRH en el hipotdlamo, aumentando su secrecion (Guillaume y cols., 1994; Conley y cols.,
1995; Tannenbaum y Bowers, 2001). Se ha demostrado que existe un efecto sinérgico para los
GHRP y la GHRH, tanto in vitro como in vivo, en cuanto a la liberacion de la GH, cuando ambas
moléculas son co-administradas (Bowers y cols., 1990; Mitani y cols., 1996). Como se explicd
anteriormente, los GHRP y la ghrelina estimulan la liberacion de la GH a nivel hipofisiario
incrementando la concentraciéon de calcio intracelular en los somatrotopos, mediado por la
activacion del GHS-RIa (Anderson y cols., 2005). Ademas de la liberacion de la GH, los GHRP y la
ghrelina inducen la secrecion de prolactina, ACTH y cortisol (Arvat y cols., 1997).

11.1.4 Acciones no endocrinas de los GHRP.

El musculo cardiaco es uno de los blancos principales de los GHRP (Lucchesi, 2004). La existencia
de al menos dos receptores para estas moléculas en el miocardio, el GHS-RIa y el CD36, indica la
potencialidad de estos péptidos de ejercer acciones en el sistema cardiovascular.

Los primeros estudios realizados con los GHRP en el miocardio tenian el objetivo primario de
inducir la liberacion de la GH, dada la importancia de esta hormona para el corazon (Burger y cols.,
2006; Cenci y cols., 2008). Sin embargo, los investigadores detectaron, desde un inicio, que las
actividades cardiotroficas inducidas por los GHRP se manifestaban de forma independiente a la
activacion del eje GH/IGF-1 y en muchos casos eran superior a éste (De, V y cols., 1997; Berti y
cols., 1998; Locatelli y cols., 1999; Weekers y cols., 2000). Estos ensayos se realizaron en
preparaciones de corazon aislado sometido al dafio por I/R ex vivo, provenientes incluso de animales
con deficiencia en la secrecion de la GH; los cuales demostraron que los GHRP ejercian acciones
cardiotroficas directas que se manifestaban como una mejoria de la funcion sistdlica y diastdlica del
miocardio. Los estudios realizados en pacientes con deficiencias en la liberacién de la GH, por
varias causas, también confirmaron las acciones cardiovasculares propias de los GHRP (Broglio y
cols., 2001). Estos péptidos se han evaluado también en modelos in vivo de isquemia del miocardio
y de MCD familiar (Tivesten y cols., 2000; Shen y cols., 2003b; Iwase y cols., 2004). En estos
ensayos se demostrd el papel de los GHRP en la prevencion y reversion de la disfuncion contractil,
principalmente. Sin embargo, los mecanismos moleculares que subyacen tras estos efectos
cardiotréficos de los GHRP aun no estan identificados completamente.

Las acciones de los GHRP en el miocardio han sido relacionadas, principalmente, con sus

demostrados efectos tipo inotropo positivo, los cuales pueden favorecer la contractilidad del
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musculo cardiaco (Xu y cols., 2003). Esto se ha corroborado incluso en humanos que recibieron
administraciones unicas de los GHRP y de la ghrelina (Bisi y cols., 1999; Enomoto y cols., 2003).
Sin embargo, la accidon de inotropo positivo, que puede ser medida por ecocardiografia en términos
del por ciento de fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo, es de corta duracion. En este
sentido, no se conoce la relevancia de este efecto en los esquemas de administracion prolongada de
los GHRP, en términos de la cardioproteccion ejercida. Por otro lado, en determinadas situaciones
clinicas, tales como los primeros minutos posteriores a la isquemia, el incremento en la
concentracion intracelular de calcio forma parte de la fisiopatologia del dafio, y se ha demostrado
que terapias con inhibidores de canales de calcio ejercen efectos citoprotectores (Erdogan y cols.,
2001; Di Napoli y cols., 2002). Ademas, en los esquemas precondicionantes, donde los GHRP se
han administrado de forma previa a la induccidén del dafio, el efecto inotropo positivo no esta
presente. Estos elementos indican la existencia de mecanismos alternativos asociados a los efectos
cardioprotectores demostrados para los GHRP. Los estudios realizados en cultivos de
cardiomiocitos demuestran la potencialidad de la ghrelina y los GHRP para inducir la transduccion
de sefales que promueven la sobrevida celular (Baldanzi y cols., 2002; Pang y cols., 2004). Ensayos
publicados en los ultimos afios demuestran la potencialidad del tratamiento con la ghrelina y los
GHRP en el fallo cardiaco crénico, lo cual ha sido asociado a la disminucién de la caquexia del
musculo cardiaco y a la atenuacion de la liberacion de hormonas relacionadas con el estrés (Nagaya
y cols., 2001; Nagaya y cols., 2004; Xu y cols., 2005).

Ademas de las actividades endocrinas y cardiovasculares de los GHRP, estas moléculas ejercen
acciones de neuroproteccion, mediadas fundamentalmente por la expresion de IGF-1 (Frago y cols.,
2002; Paneda y cols., 2003; Frago y cols., 2005). Los restantes 6rganos y tejidos del organismo no
han sido explorados como blancos potenciales de la accion citoprotectora de estos péptidos.

Los GHRP y la ghrelina poseen también efectos orexigénicos, interfieren a nivel central en el
control del gasto de la energia, influyen en las secreciones pancredticas, el metabolismo de los
lipidos, el control de la motilidad géstrica y la secrecion acida (Broglio y cols., 2005). Estas
moléculas inducen la proliferacion de cardiomiocitos (Pettersson y cols., 2002), osteoblastos
(Maccarinelli y cols., 2005), y neuronas (Johansson y cols., 2008); mientras que ejercen efectos

antiproliferativos en algunas lineas cancerigenas (Ghe y cols., 2002; Cassoni y cols., 2006).
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11.2 Especies Reactivas del Oxigeno v estrés oxidativo

11.2.1 Generalidades.

La homeostasis del estado redox celular consiste en mantener el balance entre la formaciéon y
eliminacion de los mediadores oxidantes en la célula. Los radicales libres son especies quimicas
capaces de existir independientemente, y que poseen uno o mds electrones desapareados en su
ultimo nivel. Esto les permite reaccionar con un elevado niimero de moléculas de todo tipo,
mediante reacciones de oxidacion—reduccion. Las formas parcialmente reducidas del oxigeno se
denominan Especies Reactivas del Oxigeno (ERO). Dentro de este grupo se incluyen también las
Especies Reactivas del Nitrogeno (ERN), aunque algunos autores se refieren a ellas de forma
diferenciada (Halliwell, 2007).

La generacion de ERO puede ocurrir en procesos fisiologicos tales como el envejecimiento (Kregel
y Zhang, 2007) y la defensa antibacteriana (Babior, 2000). La sobreproduccion de ERO, en cambio,
ha sido vinculada con la patogenia de multiples sindromes y enfermedades (McCord y Edeas,
2005), entre las que se destacan los episodios de I/R (Galaris y cols., 2006; Milei y cols., 2007).
Igualmente, la toxicidad de muchos farmacos y agentes xenobidticos estd mediada por la
produccion de ERO en las células (Natarajan y cols., 2006; Ichihara y cols., 2007).

11.2.2 Sistemas generadores de Especies Reactivas del Oxigeno.

Uno de los mecanismos endogenos mdas importante de produccion de ERO es la cadena de
transporte electronico mitocondrial (Anexo 2A). Durante la respiracion celular, el oxigeno adquiere
electrones de forma secuencial y se generan las siguientes ERO: el anion superoxido (O2--), el
peroxido de hidrogeno (H,O,), que es un compuesto no radical libre pero de elevada reactividad, y
el radical hidroxilo (HO"), que es la especie mas reactiva (Fridovich, 1999).

El H,O; se descompone muy lentamente en el radical HO-, de acuerdo a la reaccion de Fenton
(Halliwell y Gutteridge, 1985). Ademas, el radical O2--, a través de la reaccion de Haber-Weiss,
puede originar también al HO- (Koppenol, 2001). Ambas reacciones requieren la presencia de iones
de metales de transicion, Fe* y Cu’ (Anexo 2B).

Existen otros mecanismos enddgenos que producen ERO, como son el metabolismo peroxisomal de
los 4cidos grasos (Schrader y Fahimi, 2006), las reacciones del citocromo P450 (Gonzalez, 2005) y
las reacciones de auto-oxidacion de las catecolaminas (Anexo 2C), (Coyle y Puttfarcken, 1993). La

activacion de la fosfolipasa A2 dependiente de Ca®* libera acido araquidénico, sustrato de
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lipooxigenasas y ciclooxigenasas, a partir del cual se generan eicosanoides y ERO (Anexo 2D),
(Gaddi y cols., 2004).

Los neutrofilos son otra fuente importante de produccion de ERO, principalmente el radical O,- y
el H,O,, mediado por el complejo enzimitico NADPH-oxidasa que se encuentra unido a la
membrana plasmatica. Estas células poseen también la enzima Mieloperoxidasa (MPO), que en
presencia de H,O, y anién cloruro, cataliza la sintesis del acido hipocloroso; potente agente oxidante
y clorante (Whiteman y cols., 2003).

Durante la I/R de un 6rgano, la enzima Xantina Oxidasa (XO) es la principal fuente de radical
superdxido. La Xantina Deshidrogenasa (XD), que es como se encuentra la enzima en los tejidos
normoperfundidos, se convierte en XO durante la isquemia a través de la accion de proteasas
dependientes del Ca”", o por la oxidacion de grupos sulfhidrilos. En la reperfusion, la XO es capaz
de transformar la hipoxantina, que se acumula por la degradacion de las moléculas energéticas
durante la isquemia, a radical superoxido y acido urico (Anexo 3). Esta enzima se ha detectado en
las células endoteliales de muchos 6rganos como el higado, el corazon, los pulmones y los rifiones
(Halliwell, 2007).

11.2.3 Sistemas generadores de Especies Reactivas del Nitrogeno.

El representante mas relevante de las ERN es el radical 6xido nitrico (NO). Su papel como
mensajero molecular estd ampliamente reconocido, asi como también su participacion en la
vasodilatacion, neurotransmision y actividad antimicrobiana (Moncada y Higgs, 2006). La sintesis
del 'NO se realiza a expensas de los atomos de nitrogeno del grupo guanidino de la L-arginina,
mediada por la enzima Oxido Nitrico Sintasa (NOS), (Anexo 4A). Existen al menos tres isoformas
de esta enzima, dos de las cuales se expresan de forma constitutiva en las neuronas y las células
endoteliales. La tercera isoforma se expresa en los macrofagos luego de la estimulacion por
citocinas, lipopolisacaridos y otras moléculas relevantes de la respuesta inflamatoria (Yaylak y
cols., 2007). El oxido nitrico reacciona con el radical superoxido originando el peroxinitrito
(ONOO ), que es un fuerte agente oxidante y nitrante. Ademds, el peroxinitrito puede
descomponerse y formar el radical HO-, que es altamente toxico (Anexo 4B), (Hogg y cols., 1992).
La formacion del ONOO tiene lugar en las células vasculares y en los leucocitos, lo cual disminuye

las propiedades de relajacion vascular y de anti-agregacion plaquetaria del NO (Villa y cols., 1994).
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11.2.4 Dario celular inducido por las Especies Reactivas del Oxigeno.

Las ERO pueden provocar importantes alteraciones en los acidos nucleicos, como consecuencia de
la hidroxilacién de sus bases nitrogenadas. Ademas, pueden producir inactivaciones enzimaticas,
mediadas por la oxidacion de grupos sulthidrilos en las proteinas. Las enzimas con centros hierro-
azufre son blancos directos para el superoxido. La reaccion del H,O, con los metales redox
divalentes, es también importante en las oxidaciones bioldgicas de proteinas y lipidos que tienen
lugar en los sitios de unidon del metal. Igualmente, las ERO provocan dafios severos a las
membranas celulares, mediados por la oxidacion de los acidos grasos poli-insaturados contenidos en
los fosfolipidos. Este proceso de lipoperoxidacion, producido preferentemente por el anion
superdxido o por el radical hidroxilo, resulta en una reaccion en cadena, ya que se forman radicales
lipidicos intermediarios que son capaces de ampliar el efecto lesivo. La lipoperoxidacion afecta la
integridad de las membranas citoplasmaticas y la de organelos celulares importantes, como
lisosomas y mitocondrias; lo cual compromete seriamente la funcion celular y puede inducir la
muerte por apoptosis (Halliwell, 2007). Las ERO participan también en los eventos de transduccion
de senales, mediante la modificacion oxidativa de diferentes quinasas, factores de transcripcion y
canales i0nicos, lo que puede conducir también a la apoptosis de la célula (Afanas'ev, 2007).

11.2.5 Sistemas de defensa antioxidante.

Los antioxidantes son agentes enddgenos o exogenos que pueden prevenir la accion de las ERO, y
por tanto, disminuir la lesion en los tejidos (Halliwell, 2007). Estos pueden actuar eliminando
directamente los radicales libres, en cuyo caso se les denomina secuestradores, o bloqueando la
generacion de éstos o sus efectos deletéreos. Los sistemas de defensa antioxidante se pueden
clasificar, en funciéon de su naturaleza catalitica, en enzimaticos y no enzimaticos. Las enzimas
antioxidantes Superdxido Dismutasas (SOD) son metaloproteinas que dismutan el radical
superoxido a peroxido de hidrégeno y oxigeno molecular (Anexo 5A). En las células eucariotas se
encuentran tres tipos de SOD, con diferentes localizaciones: la SODCu/Zn citosoélica, la SODMn
mitocondrial, y la SODCu/Zn extracelular. La enzima antioxidante Catalasa se localiza
predominantemente en los peroxisomas y en la membrana interna de la mitocondria, donde cataliza
la conversion del peroxido de hidrogeno a agua (Anexo 5B). La enzima Glutation Peroxidasa (GPx)
pertenece a una familia de seleno-enzimas citosolicas, que se complementa con la actividad de la
Catalasa como sistemas reductores del peroxido de hidréogeno a agua. Por su parte, la enzima

Glutation Reductasa (GRd) es una flavoenzima dependiente del NADPH, que cataliza la reduccion
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del glutation oxidado (GSSG) a glutation reducido (GSH); el cual sera utilizado por la GPx para la
reduccion del H,O, y de los lipoperoxidos (Anexo 5C), (Blokhina y cols., 2003). Uno de los
principales sistemas antioxidantes no enzimaticos y enddgenos es precisamente el GSH, que es
capaz de eliminar por si mismo muchas ERO, incluyendo el radical hidroxilo (Mytilineou y cols.,
2002). Las vitaminas C, E (Kojo, 2004; Singh y cols., 2005) y los micronutrientes (Evans y
Halliwell, 2001) son también importantes antioxidantes suplementados de manera exdgena.

I1.3 Fisiopatologia del dafio inducido por la Isquemia/Reperfusion en los tejidos

11.3.1 Generalidades.

La lesion de I/R se define como el dafio que sufre un 6rgano o tejido sometido temporalmente a la
falta de flujo sanguineo arterial, fase de isquemia, y que posteriormente es reperfundido con sangre
oxigenada, fase de reperfusion. Numerosos estudios experimentales han proporcionado pruebas
convincentes de que la reperfusion, si bien es esencial para la supervivencia del tejido, es capaz por
si misma de producir un dafo adicional (Fondevila y cols., 2003; Hoffman, Jr. y cols., 2004). De
esta forma, el dafio por reperfusion puede definirse como la afectacion causada por la reinstauracion
del flujo sanguineo, capaz de producir la muerte de células que solo fueron dafiadas de manera
reversible durante el periodo de isquemia previo (Yellon y Hausenloy, 2007).

Cada organo o tejido tiene una sensibilidad y resistencia distinta ante la pérdida total o parcial de su
flujo sanguineo. Existen dos formas principales de isquemia. La Isquemia Fria es la que se
desarrolla durante la realizacion de un trasplante, en el periodo de tiempo en que el 6rgano se
encuentra fuera del organismo, a una temperatura de 4°C. Por su parte, la Isquemia Caliente es la
que sucede con la interrupciéon del flujo sanguineo al 6rgano, manteniendo éste la misma
temperatura que tiene habitualmente en el organismo (Arii y cols., 2003). Esta tltima es mas comun
en la clinica, tanto en procederes quirurgicos como en accidentes vasculares oclusivos.

11.3.2 Alteraciones celulares durante la Isquemia/Reperfusion.

El fendmeno de I/R es una secuencia compleja de sucesos trascendentales: la alteracion metabodlica
celular que aparece durante el periodo de isquemia, y la lesion producida por las ERO y otros
factores, que involucran al endotelio vascular y los polimorfonucleares, durante la fase de
reperfusion (Girn y cols., 2007).

Durante el periodo de isquemia, la falta de oxigeno a la célula inhibe la fosforilacion oxidativa en la
mitocondria. La escasa formacién de ATP paraliza todas las funciones celulares que requieren

energia y se comienza a consumir el ATP existente, siendo éste un mecanismo que emplea la célula
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para mantener su homeostasis. EIl ATP se hidroliza a ADP y AMP, y este tltimo se cataboliza a
hipoxantina, la cual se va acumulando en la célula mientras dure la isquemia. Como se explico
anteriormente (Anexo 3), este proceso serd de gran importancia en la lesion que se producira
durante la reperfusion. Asimismo, se estimula la glucolisis anaerobia que genera 4cido lactico e
hidrogeniones, los que disminuyen el pH y provocan aumento de la osmolaridad, causando edema
intracelular. La acidosis citosolica activa también a las enzimas de los lisosomas, lo que puede
conducir a la autolisis y muerte celular.

La deplecion de los depositos de energia implica un trastorno en los gradientes transmembrana ya
que se inhibe la actividad de la bomba Na-K-ATPasa, encargada de mantener el equilibrio i6nico
entre la célula y el espacio intersticial. De este modo queda abolido el potencial de membrana y los
iones sodio penetran a la célula incontroladamente, arrastrando consigo un gran volumen de agua.
Ello conduce también a la aparicion de edema celular y a diferentes alteraciones citoplasmaticas
(autolisis de lisosomas, dilatacion del reticulo endoplasmatico), que pueden provocar la muerte de la
célula. Como consecuencia del incremento intracelular de sodio, se produce también un aumento de
la concentracion del calcio citoplasmdtico que activa diferentes sistemas enzimaticos como
fosfolipasas, proteasas, ATPasas y endonucleasas; las que inician importantes cascadas de
sefializacion intracelular, mediadoras del dafio al tejido. Los cambios celulares antes citados aun
pueden ser reversibles, en dependencia del tiempo de isquemia, siempre y cuando se reestablezca el
aporte de oxigeno a la célula. Si esto ultimo no sucede, comienza la salida de diferentes enzimas al
citoplasma que provocan la digestion celular. Consecuentemente, se inicia la degradacion de los
fosfolipidos de membrana, lo que conduce inevitablemente a la muerte de la célula (Teoh y Farrell,
2003; Yellon y Hausenloy, 2007).

Durante la reperfusion, proceso imprescindible para la viabilidad del 6rgano, se recupera la
disponibilidad de oxigeno y el nivel energético en las células. Es precisamente con la llegada del
flujo sanguineo cargado de oxigeno que se originan las ERO, principales mediadores de la lesion
inducida por la I/R en los tejidos (Jaeschke, 2003; Neuzil y cols., 2005). Estos agentes oxidantes,
unidos a la liberacion de citocinas proinflamatorias, provocan la disfuncion del endotelio vascular
(Cooper y cols., 2002). Este proceso se caracteriza por el incremento en la expresiéon de moléculas
de adhesion en las células endoteliales sinusoidales, que de forma conjunta a la disminucion de la
liberacion de oxido nitrico, promueven y facilitan la infiltraciéon de los polimorfonucleares, que

llegan durante la reperfusion, al interior del tejido dafiado (Thomas y cols., 2003). Los neutréfilos
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asi infiltrados van a contribuir a la progresion y severidad del dafio mediante la liberacion de
agentes nocivos como las ERO y proteasas, principalmente catepsina y elastasa, que amplifican el
dafio al tejido (Kaminski y cols., 2002; Vinten-Johansen, 2004).

Aunque la concentracion de calcio intracelular ya se encontraba elevada durante la isquemia, la
actividad de ciertas enzimas como la calpaina puede aumentar considerablemente durante la
reperfusion, debido a la correccion de la acidosis intracelular. Estas proteasas actian sobre proteinas
estructurales, contribuyendo a la muerte celular (Neuhof 'y cols., 2004; Mehendale y Limaye, 2005).
Las mitocondrias también pueden captar calcio durante la reperfusion, lo cual puede tener
consecuencias letales para la célula ya que puede inducir la apertura del Poro de Transicion de
Permeabilidad Mitocondrial (PTPM) (Hausenloy y cols., 2003). Esto da lugar a la despolarizacion
de la mitocondria, la pérdida del gradiente de H' y la disminucion de la sintesis de ATP. Cuando
esto ocurre en una fraccion importante de las mitocondrias, se produce la muerte de la célula por
necrosis (Solaini y Harris, 2005). Ademas, la apertura del PTPM esté relacionada con la activacion
de rutas de senalizacién desencadenantes de la apoptosis de la célula (Morin y cols., 2004).

11.3.3 Particularidades del dafio por Isquemia/Reperfusion del miocardio.

Se denomina infarto del miocardio a la muerte celular de las miofibrillas en una zona del corazon,
causada por la oclusion de la arteria que irriga dicho territorio (Braunwald E, 2005). Las estadisticas
indican que aproximadamente cada 26 segundos una persona sufre un IMA, y que a cada minuto se
produce una muerte por infarto cardiaco, en el mundo. Solamente en los EE.UU., aproximadamente
1,5 millones de nuevos casos de IMA ocurren cada afio (Rosamond y cols., 2008).

Las consecuencias de un periodo de isquemia miocardica transitoria pueden abarcar desde
trastornos funcionales reversibles, como son fallo de la funcién contractil (atontamiento) y
arritmias; hasta la muerte celular masiva (Braunwald E, 2005). Aunque estas alteraciones
funcionales transitorias son de gran importancia clinica, la necrosis es la manifestacion mas
relevante de la I/R miocérdica, y su extension constituye el principal factor determinante de la
supervivencia y calidad de vida en aquellos pacientes que han sufrido un IMA (Brodie y cols., 2007;
Piot y cols., 2008).

Aproximadamente el 90% de los IMA resultan de una trombosis aguda que obstruye la arteria
coronaria aterosclerdtica (Antman y cols., 2008). El restablecimiento del flujo sanguineo es
indispensable para limitar la muerte del miocardio sometido a una oclusion coronaria, y es el

objetivo primario a conseguir, ya sea siguiendo un tratamiento trombolitico o mediante técnicas
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percutaneas de intervencion intracoronaria (Keeley y cols., 2006; White y Chew, 2008). Aunque la
reperfusion tiene siempre un efecto beneficioso sobre el tamafio de la necrosis y sobre la funcion del
ventriculo izquierdo, mayor o menor dependiendo del momento en que se aplique, este beneficio
estd atenuado por la ocurrencia del llamado dafo letal por reperfusion (Yellon y Hausenloy, 2007).
La re-energizacion mitocondrial en las células cardiacas y endoteliales es la principal fuente de
ERO durante la reperfusion del miocardio. La llegada del oxigeno molecular a la mitocondria ocurre
a pesar de que muchas de ellas se encuentran severamente afectadas como consecuencia de la
isquemia, por lo que no se reduce adecuadamente el oxigeno molecular a agua, y en su lugar se
forman ERO (Zorov y cols., 2006; Makazan y cols., 2007). Otras fuentes importantes de formacion
de ERO durante la reperfusiéon miocardica son las células endoteliales, a través de la enzima XO
principalmente, y la enzima NADPH-oxidasa de los neutrofilos infiltrados (Byrne y cols., 2003;
Vinten-Johansen, 2004).

La tolerancia del miocardio a la I/R es muy pobre comparada con la de otros tejidos, y periodos muy
cortos de isquemia, menores incluso de 60 minutos, pueden resultar en una necrosis celular masiva
(Vetterlein y cols., 2003). Los miocitos estan provistos de una maquinaria contractil muy potente y
se encuentran interconectados firmemente entre si, para asegurar el acoplamiento eléctrico y
mecanico durante su normal funcionamiento. Estas caracteristicas especificas los hacen
particularmente susceptibles a un tipo de dafio celular que no afecta a otros tejidos, el dafio
mecanico por reperfusion. Esta forma de dafio estd mediada principalmente por el fendémeno de
hipercontractura, que consiste en un acortamiento brusco de la longitud celular debido a una
activacion exagerada de la maquinaria contractil (Ladilov y cols., 2003). La hipercontractura se
produce en los primeros minutos de la reperfusion, cuando se logra la recuperacion energética de la
célula y la normalizaciéon del pH, en presencia de elevadas concentraciones de calcio en el citosol
(Lemasters y cols., 1996). Esta contractura exagerada provoca una sobrecarga mecanica que excede
la capacidad elastica del sarcomero y del citoesqueleto, lo cual destruye la arquitectura celular y
rompe el sarcolema, ocasionando asi la muerte de las células; més especificamente, el llamado
cuadro histologico de necrosis en bandas de contraccion (Rodriguez-Sinovas y cols., 2007). Se ha
demostrado que las ERO pueden contribuir directamente al dafio mecanico por reperfusion, ya que
pueden aumentar la fragilidad del sarcolema y de la maquinaria contractil mediante modificaciones

redox de sus proteinas (Ferrari y cols., 2004).
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Otra de las particularidades del musculo cardiaco durante el dano por I/R es la presencia de
arritmias, las que pueden ser variables en cuanto a su severidad, abarcando desde extrasistoles
ventriculares hasta la fibrilacion ventricular. Las alteraciones idnicas que se producen durante la
fase de isquemia se han relacionado con la disfuncidén contrictil y la aparicion de las arritmias en
esta fase (Carmeliet, 1999). Se ha demostrado ademds que los mecanismos que contribuyen al
desarrollo de la hipercontractura son igualmente responsables de la génesis de arritmias asociadas a
los primeros minutos de la reperfusion (del Monte y cols., 2004; Lakireddy y cols., 2006). La
presencia de ERO ha sido también vinculada con la génesis de las arritmias durante la reperfusion
(Ravingerova y cols., 1999), y se han evaluado diversos agentes antioxidantes como potenciales
antiarritmicos (Vianna y cols., 2006; Hicks y cols., 2007).

11.3.4 Particularidades del daiio por Isquemia/Reperfusion del higado.

La induccién de un episodio de I/R hepatica es un paso obligatorio en numerosos procederes
quirurgicos, entre los que se destaca el trasplante hepatico. Esta forma de dafio también se produce
como parte de la fisiopatologia de enfermedades sistémicas, por ejemplo los estados de shock. En
cualquier caso, periodos superiores a los 60 minutos de isquemia hepatica son capaces de producir
pérdidas en la viabilidad y en la funciéon del 6rgano (Weinbroum y cols., 1999). La prevencion y
correccion de las alteraciones funcionales hepaticas es fundamental para la supervivencia del
paciente. La disfuncion primaria del injerto que se produce como resultado de la I/R, es actualmente
el principal factor limitante para el éxito de la cirugia de trasplante en el mundo (Barber y cols.,
2007).

En el caso de la I/R hepatica, la enzima XO de las células endoteliales es la mayor fuente de
radicales superéxido (Arii y cols., 2003). Las células de Kupffer, macrofagos residentes del higado,
juegan también un papel muy importante en el dano por I/R (Jung y Lee, 2005). Estas células al
activarse liberan ERO, oxido nitrico y proteasas que amplifican el dafo tisular.

Por otro lado, la disminucion de forma aguda o cronica de la perfusion sanguinea al higado, induce
lesiones en tejidos extra-hepaticos, las que pueden conducir a un sindrome de Disfuncién o Dano
Miltiple de Organos (DMO) (Spapen, 2008). La disfunciéon multiple es el término que define el
derrumbe progresivo de las funciones de varios 6rganos del organismo. El dafio por su parte es el
cambio morfoldgico que sustenta el fracaso de la funcion (Chalenko, 1998). Esta entidad constituye
la primera causa de muerte en pacientes sometidos a cuidados intensivos, y provoca hasta un 80%

de mortalidad (Hartl y cols., 2006). El DMO se relaciona con la produccion y liberacion al torrente
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sanguineo de forma incontrolada, por parte del tejido hepatico lesionado, de mediadores pro-
inflamatorios que inducen un Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica (SRIS). Entre los
mediadores inflamatorios de este sindrome se incluyen las interleucinas 1, 6, 8 (IL-1, IL-6, IL-8), y
el Factor de Necrosis Tumoral alfa (TNFa); liberados fundamentalmente por las células de Kupffer
y los neutrofilos infiltrados en el higado (Kimura y cols., 2006; Jiang y cols., 2007). Se ha
demostrado también la participacion de las ERO en la génesis del DMO instaurado durante la
reperfusion del tejido hepatico (Weinbroum y cols., 1999).

11.4 Miocardiopatia Dilatada

11.4.1 Generalidades.

La Miocardiopatia Dilatada (MCD) se caracteriza por la dilatacion del ventriculo izquierdo o de los
dos ventriculos, el afinamiento de las paredes del musculo cardiaco, y una marcada disminucion de
la funcién contractil (Towbin y Bowles, 2006). Esta enfermedad es una de las formas clinico-
patologicas mas frecuentes del musculo cardiaco, con una prevalencia mundial de 1:2500
(Rosamond y cols., 2008). La MCD constituye la tercera causa mas comun de Insuficiencia
Cardiaca Congestiva (ICC), el diagnostico mas frecuente en pacientes tributarios de un trasplante
del miocardio, asi como uno de los principales elementos contribuyentes al episodio de muerte
subita por fibrilacion ventricular (Brembilla-Perrot, 2007; Hiramitsu y cols., 2007). Esta es una
enfermedad de mal prondstico, en tanto que del 30 al 50% de los pacientes no sobrepasan los 5 afios
de vida luego de establecido el diagnostico (Cutler y cols., 2006).

Existen diferentes tipos de MCD en dependencia del dafio inicial al musculo cardiaco. En este
sentido la enfermedad se clasifica en: idiopatica, genética/familiar, viral y/o inmune,
alcohdlica/téxica, o asociada a otras cardiopatias como la isquemia y la hipertension. Por tal motivo
se plantea que la MCD es la forma de expresion “comin” del dafio producido por diversas
agresiones al miocardio (Schultheiss y cols., 2005).

11.4.2 Miocardiopatia Dilatada inducida por la Doxorrubicina.

Entre los multiples agentes nocivos que pueden inducir una MCD téxica se encuentran las
antraciclinas (Drimal y cols., 2006; Takemura y Fujiwara, 2007). Estos farmacos antineoplasicos
tienen un alto impacto clinico (Ganem y cols., 2003; Saeki y cols., 2006). Sin embargo, su uso esta
limitado principalmente por su cardiotoxicidad, la cual debuta en mas del 20% de los pacientes
sometidos a quimioterapia, con una mortalidad del 50% a los dos afios (Jensen y cols., 2002). La

aparicion de la enfermedad puede ser de forma aguda (durante la administracion del farmaco),

19




Revision Bibliografica

precoz (dias a meses después de la administracion), o tardia (meses y hasta anos después) (Petit,
2004). Otros efectos adversos importantes que se describen para los tratamientos quimioterapéuticos
es su hepatotoxicidad, que puede conducir a cirrosis del higado, ademas de la mielosupresion y la
mucositis (Llesuy y Arnaiz, 1990; Payne y cols., 2006).

El curso clinico de la MCD inducida por antraciclinas es insidioso, progresivo, generalmente
irreversible, y resistente a la terapia (Minotti y cols., 2004). Como consecuencia, los pacientes
sometidos a quimioterapia pueden evolucionar a una ICC de alto riesgo para su vida. Cuanto mayor
sea la dosis de antraciclina administrada, mayor es la probabilidad de aparicion de la MCD. La
determinacion del nivel de dosis maxima de antraciclina a administrar en los pacientes con cancer
puede producir Insuficiencia Cardiaca en algunos, y privar a otros de continuar con un tratamiento
util y necesario para su enfermedad (Hortobagyi, 1997).

La Doxorrubicina (DX) es un antibidtico antitumoral del grupo de las antraciclinas, ampliamente
utilizado contra el cancer, dada su efectividad en el tratamiento de tumores tanto solidos como
hematologicos (Malhotra y cols., 2004; Bjarnason y cols., 2005). La cardiotoxicidad de este
farmaco estd mediada primordialmente por la generacion de ERO durante su metabolismo
intracelular (Zhou y cols., 2001; Takemura y Fujiwara, 2007). La DX reacciona con la citocromo
P450 reductasa, en presencia de NADPH, para formar radicales intermediarios de semiquinona
(Bartoszek, 2002). Ademas, la DX posee una habilidad marcada para formar un complejo estable
con el hierro férrico (Fiallo y cols., 1999), en el cual se favorece la reduccion de éste a hierro
ferroso, generandose también el radical libre de semiquinona (Myers, 1998). Estos radicales libres,
formados de forma enzimdtica o no a partir de la estructura de semiquinona de la DX, pueden
reaccionar rapidamente con el oxigeno para producir el radical superdxido, el perdxido de
hidrogeno y el radical hidroxilo. Estas ERO causan la peroxidacion de los lipidos de membrana y
otros componentes celulares (Bagchi y cols., 1995), inhiben la respiracion celular, por dafio a los
componentes de la cadena de fosforilacion oxidativa y a la membrana de la mitocondria (Ohkura y
cols., 2003), ademas de dafiar el ADN por oxidacion de sus bases (Monti y cols., 1995). A esto se
adiciona que, la administracién de la DX disminuye los antioxidantes intracelulares en el miocardio
(L1 y Singal, 2000), lo cual agrava el cuadro de cardiotoxicidad por estrés oxidativo. Todos estos
mecanismos promueven la muerte celular por apoptosis de los cardiomiocitos (Arola y cols., 2000).
La DX también induce alteraciones en el gradiente de calcio en el corazdn, al alterar la sensibilidad

del canal de rianodina (Saeki y cols., 2002). Recientemente se demostro que la generacion de ERO a
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partir de la DX induce alteraciones en el ADN mitocondrial (Lebrecht y cols., 2005). Esto
promueve una disfuncién de la cadena respiratoria que se acumula en el tiempo, atin en ausencia de
la administracion continua de la DX. Tal descubrimiento implica también la participacion del estrés
oxidativo en la patogenia de la MCD tardia en su inicio. La secuencia de dafos ocasionados por la
DX al cardiomiocito se inicia con la dilatacion de los sarcotubulos y la vacuolizacion del citoplasma
y las mitocondrias. La induccién de los mecanismos de muerte celular programada se refleja
histologicamente en la pérdida del grosor y nimero de los miocitos contractiles (Wutzen y cols.,
1986; Anjo y cols., 1991).

Se han ensayado diferentes métodos para minimizar la cardiotoxicidad de las antraciclinas. Las
investigaciones mas recientes se enfocan en el desarrollo de nuevas formulaciones de la DX, con los
mismos efectos antitumorales, pero con menor toxicidad cardiaca. Entre estas opciones se destacan
la asociacion de las antraciclinas a otras moléculas, por ejemplo, complejos liposomales (El Rayes y
cols., 2005) y la pegilacion (Ferrero y cols., 2007), en un intento de establecer un mecanismo de
liberacion lenta del fArmaco. La administracion concomitante de agentes cardioprotectores es otra
de las estrategias empleadas actualmente para prevenir la MCD por antraciclinas. Entre los agentes
antioxidantes que han demostrado efectividad en modelos animales se encuentran la vitamina E
(Bjelogrlic y cols., 2005) y el probucol (El Demerdash y cols., 2003). Otros investigadores
mostraron una marcada proteccion en las mitocondrias de los cardiomiocitos con el aumento de la
actividad de la SODCu/Zn, lo cual incrementd la relacion de las proteinas Bcl-2/Bax como
indicativo de la atenuacion de la apoptosis (Abou El Hassan y cols., 2003). Existe una mayor
experiencia clinica con los agentes quelantes del hierro que disminuyen la generacion de ERO
inducida por las antraciclinas, pero su uso clinico no es aceptado a plenitud (Buss y cols., 2004; Xu
y cols., 2008).

I1.5 Cirrosis Hepatica

11.5.1 Generalidades.

Las enfermedades cronicas del higado constituyen un grave problema de salud a nivel mundial
(Bosetti y cols., 2007). La cirrosis hepatica es la novena causa de mortalidad en los EE.UU., donde
es responsable de aproximadamente 35 000 muertes cada afio. Las autoridades sanitarias esperan
que el nimero mundial de casos de cirrosis se incremente de manera continua hasta el afio 2050

(Mendez-Sanchez y cols., 2007).
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La cirrosis representa el estadio final de varias enfermedades cronicas del higado de diversa
etiologia, entre las cuales las mas frecuentes son las hepatitis por abuso del consumo de alcohol, o
por infeccidn crénica con los virus de la hepatitis B o C (Friedman, 2003). La enfermedad se puede
clasificar en compensada o descompensada, en dependencia de que se manifiesten o no alguno de
los posibles signos clinicos. Las principales complicaciones de la cirrosis incluyen la ascitis, el fallo
renal, la encefalopatia hepatica y las varices gastroesofagicas. La cirrosis descompensada se asocia
con una sobrevida muy corta del paciente, y la Uinica terapia efectiva actualmente es el trasplante
hepatico (Schuppan y Afdhal, 2008).

La fibrosis avanzada y la cirrosis eran generalmente consideradas condiciones irreversibles, aun
después de eliminar el agente nocivo. Sin embargo, las evidencias recientes obtenidas a partir de
modelos animales y pacientes indican que, incluso la cirrosis avanzada puede ser reversible
(Hammel y cols., 2001; Arthur, 2002; Issa y cols., 2004). Esto ha provocado un aumento
considerable en el nimero de investigaciones en busca de nuevas terapias antifibroticas. Numerosos
agentes han mostrado efectividad a nivel preclinico en la remocién del tejido fibrético (Liu y cols.,
2006; Di Sario y cols., 2007; El Demerdash y cols., 2008). Sin embargo, actualmente, la terapia mas
efectiva que existe en la clinica para inducir la regresion de la fibrosis es remover el agente causal
(Friedman, 2007). Por tanto, todos los esfuerzos que se inviertan en el desarrollo de nuevas terapias
antifibréticas estan justificados.

11.5.2 Fisiopatologia de la fibrosis hepatica.

La fibrosis hepatica es el resultado de la respuesta de cicatrizacion del higado ante un dafo ejercido
de forma cronica (Friedman, 2003). Después de un dafio agudo al higado, por ejemplo las hepatitis
virales, las células del parénquima hepatico se regeneran y reemplazan a las células necroticas o
apoptoticas. Este proceso estd asociado con una respuesta inflamatoria y un limitado deposito de
matriz extracelular (MEC). Si el dafio al higado persiste, el proceso de regeneracion hepatocitaria
falla y los hepatocitos son sustituidos por abundante MEC, incluyendo los colagenos fibrilares. Con
el avance de la enfermedad se distorsiona la arquitectura hepatica, al formarse puentes
intervasculares de cordones fibroticos que conforman los llamados nddulos cirrdticos. Es por esto
que la Organizacion Mundial de la Salud define la cirrosis hepatica como un proceso caracterizado
por la conversion de la arquitectura normal del higado en nodulos estructuralmente andémalos

(Anthony y cols., 1977). La formacion de estos nddulos induce la disfuncion hepatocelular e

22




Revision Bibliografica

incrementa la resistencia intrahepatica al flujo sanguineo, lo cual resulta en insuficiencia hepdtica e
hipertension portal, respectivamente (Gines y cols., 2004).

Las células estrelladas hepaticas (CEH) son las principales productoras de los colagenos y otras
proteinas de MEC que se depositan en la fibrosis (Gressner y Weiskirchen, 2006). En condiciones
normales, estas células constituyen los principales sitios de almacenamiento de vitamina A y grasa,
entre otras funciones fisiologicas. Sin embargo, como resultado del dafio crénico en el higado, las
CEH se activan o transdiferencian a miofibroblastos y adquieren propiedades contractiles,
proinflamatorias y fibrogénicas. Una vez activadas, las CEH migran y se acumulan en los sitios de
reparacion del tejido, donde secretan grandes cantidades de MEC y regulan la degradacion de la
misma (Moreira, 2007). Este proceso de activacion y transdiferenciacion de las CEH se produce
como resultado de interacciones con células residentes (hepatocitos y células de Kupffer), y no
residentes (infiltrado inflamatorio) en el higado, las que se encuentran activadas como consecuencia
del dafio primario inducido a los hepatocitos (Saile y Ramadori, 2007). Entre los mediadores
circulantes de estas interacciones se encuentran las ERO, producidas por las células de Kupffer
(Kawada y Otogawa, 2007), la enzima NADPH oxidasa de las CEH (De Minicis y Brenner, 2007),
la ruta del citocromo P4502E1 de los hepatocitos durante el metabolismo del etanol (Siegmund y
Brenner, 2005) y los monocitos que son atraidos al sitio del dafio (Kershenobich y Weissbrod,
2003). Igualmente, el dano a los hepatocitos induce la liberacion de citocinas proinflamatorias y
factores de crecimiento profibrogénicos, principalmente el TGF-f, el CTGF y el PDGF (Gressner y
Weiskirchen, 2006). Todos estos mediadores circulantes ejercen acciones citotoxicas directas que
contribuyen al dafio al parénquima, atraen y activan células monociticas que amplifican el dafio al
tejido, y promueven directamente la transdiferenciacion fenotipica y proliferacion de las CEH
(Gabele y cols., 2003).

11.5.3 Modelo de daiio hepadtico inducido por tetracloruro de carbono.

El modelo de hepatotoxicidad aguda o cronica con Tetracloruro de Carbono (CCL4) es uno de los
mas utilizados para estudiar el papel de los radicales libres en el dafio hepatico (Poli, 1993). La
hepatotoxicidad del CCL4 se debe a la formacion del radical triclorometil (CCL3), por ruptura
homolitica, a nivel del microsoma hepatico y con la participacion del sistema citocromo P450. Este
radical reacciona rapidamente con el oxigeno, originando el radical triclorometilperoxil (CCL;05),
el cual inicia el proceso de dafio celular oxidativo a través de la peroxidacion de los lipidos poli-

insaturados de la membrana citoplasmatica y de los organelos celulares. Ademas del dafio oxidativo,
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estos productos derivados del metabolismo del CCL4 se unen covalentemente a los organelos
celulares de los hepatocitos, lo que trae como consecuencia la afectacion de los procesos de sintesis,
maduracion, transporte y liberacion de las lipoproteinas hepaticas; incluso en presencia de agentes
antioxidantes como la vitamina E (Becker y cols., 1987). Estas alteraciones producen una
acumulacion anormal de lipidos, que se relaciona con el fenotipo de higado graso observado desde
las primeras dosis administradas del CCL4 (Barisione y cols., 1993). Igualmente, las ERO inducidas
por el CCL4 provocan apoptosis y/o necrosis de los hepatocitos, y contribuyen a la respuesta
inflamatoria orquestada por las células de Kupffer y los neutrofilos infiltrados (Natarajan y cols.,
2006). La repeticion de ciclos de dafo, inflamacion y reparacion, provocados por la administracion

continia de CCLy4, resulta en la fibrosis del higado.
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III. MATERIALES Y METODOS

II1.1 Diseino experimental de la tesis

En este trabajo de tesis se emplearon cuatro modelos animales, dos de enfermedades
cardiovasculares y dos de patologias del higado (Tabla 1). Para ambos 6rganos se desarrollaron
modelos de dafio agudo por I/R que fueron inducidos quirirgicamente. Los modelos animales de las
enfermedades cronicas estudiadas, la MCD vy la cirrosis, se obtuvieron mediante la administracion
de agentes toxicos validados en la literatura internacional. En cada estudio se realizaron
evaluaciones especificas para demostrar la efectividad del tratamiento aplicado. Ademas se
emplearon evaluaciones comunes en los cuatro estudios, que permitieron detectar la afectacion de

los tejidos asi como explorar algunos elementos del mecanismo citoprotector del péptido GHRP6.

Tabla 1. Disefio experimental de la tesis.

Modelo Especie In(:llzc:alon Tipo Evaluaciones Evaluaciones
Experimental | animal de Daiio Especificas Comunes
enfermedad
Modelo Cerdos Meétodo Acudo Talla del IMA Estudios histologicos.
de IMA Quirurgico & Estudios eléctricos
Medicion de parametros
Modelo Ratas Agente Cronico Ecocardiografia blquImIC?S 1r}dlcadores
de MCD Quimico Estudio por MET del dafio tisular.
Modelo de I/R Método Indicadores del E\{alll.acién de paréme’t .
Hepatica y Ratas S Agudo filtrado infl . indicadores del estrés
DMO Quiruargico infiltrado inflamatorio oxidativo.
M().delo'de Agente L Ultrasopldo hepatico Medicion de la expresion
Cirrosis Ratas . . Cronico Estudio por MET .
L Quimico . . transcripcional de genes.
Hepatica Inmunohistoquimica

111.2 Reactivos

II1.2.1 Sustancias quimicas administradas a los animales.

El péptido GHRP6 se sintetiz6 en los laboratorios Lipotec SA (Barcelona, Espafia). La molécula se
almacend a -20°C, protegida de la luz, hasta el momento de ser diluida y administrada a los
animales. Este hexapéptido es soluble en Solucion Salina Fisioldgica (SSF), la cual se utilizdé como
placebo. La DX se adquiri6 en forma de una solucion inyectable, a una concentracion de 2 mg/mL,

de la firma Lemery (México). El CCL4 empleado se adquiri6 de la firma MERCK (Alemania).
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111.3 Animales de experimentacion

Los cerdos, de la raza ibérica (rusticos-criollos negros), machos, de aproximadamente 4 meses de
edad y en un rango de 23 a 29 Kg de p.c; se adquirieron en el Centro Nacional de Genética Porcina
de La Habana (Cuba). Las ratas, de la linea Wistar, machos, de 9 a 10 semanas de edad y de 200 a
250 g de p.c; se adquirieron en el Centro Nacional para la Produccion de Animales de Laboratorio
(Cuba). Estos animales se mantuvieron y manipularon en concordancia con la “Guia para el
Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio” (Bayne, 1998). No existieron especificaciones de
agua, comida o condiciones de alojamiento para los animales, en ninguno de los ensayos realizados.
Solamente 24 horas antes del acto quirtirgico, se retir6 la alimentacion.

111.4 Procesamiento de las muestras

1I1.4.1 Muestras para evaluacion histolégica.

Las muestras de tejidos colectadas para estudios histopatologicos se fijaron en solucién de formol al
10% y se embebieron en parafina. Posteriormente, empleando un micrétomo (Leika, Alemania) se
obtuvieron cortes semifinos (2-3 micras) que fueron tefiidos con hematoxilina/eosina. Todas las
evaluaciones histolodgicas se realizaron a ciegas y por al menos dos investigadores, incluyendo los
estudios de histomorfometria.

111.4.2 Muestras para evaluacion por Microscopia Electronica de Transmision.

Los fragmentos de tejidos colectados para los estudios de Microscopia Electronica de Transmision
(MET) se fijaron en glutaraldehido al 3,2% y se post-fijaron en tetroxido de osmio al 1%, a 4°C y
por 60 minutos, en ambos casos. Posteriormente, las muestras se lavaron con una solucion de PBS
(0,1M; pH 7,2) y se deshidrataron en concentraciones crecientes de etanol, a una temperatura de
4°C. La inclusiéon se realizd segin lo reportado en la literatura (Spurr, 1969). Las secciones
ultrafinas obtenidas con un ultramicrotomo (NOVA, LKB, Alemania), de 400-500A de grosor; se
colocaron sobre rejillas de cobre y niquel de 400 orificios, se contrastaron con acetato de uranil
saturado y citrato de plomo y se examinaron con un microscopio JEOL JEM 2000 EX (JEOL,
Japon).

111.4.3 Muestras de suero para evaluaciones bioquimicas.

Las muestras de sangre colectadas se incubaron a 4°C por dos horas y posteriormente se
centrifugaron a 3000 rpm por 15 minutos (Centrifuga Hitachi, Japon); lograndose asi la retraccion
efectiva del coagulo. El suero obtenido se almacend en alicuotas a -20°C hasta el momento de ser

procesado. Las determinaciones en suero de ALAT, ASAT, creatinina, colesterol, triglicéridos,
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VLDL, albimina y proteinas totales, se realizaron en un analizador automatico (Hitachi 747,
Alemania); empleando en cada caso las técnicas y estuches comerciales que especifican las
instrucciones de los fabricantes.

111.4.4 Muestras para evaluar parametros indicadores del estrés oxidativo.

La evaluacion de los parametros del estrés oxidativo se realiz6 tanto en muestras de suero como en
muestras de tejidos. Para ello, los fragmentos de érganos se homogenizaron en una solucion tampon
(KCI 50mM-Histidina 5mM; pH 7,4) en proporcion 1:10, por 3 minutos, a 15 000 rpm y a 4°C;
utilizando un homogenizador de tejidos ULTRA-TURRAX T8 (IKA LABORTECHNIK,
Alemania). Posteriormente, los homogenados se centrifugaron a 5 000 rpm durante 20 minutos a
4°C (Centrifuga 5415R, Eppendorf, EE.UU.). Los sobrenadantes colectados se almacenaron en
alicuotas a -20°C hasta su procesamiento.

Todos los parametros del estrés oxidativo se determinaron utilizando un espectrofotdmetro de luz
UV/visible Ultrospec 2000 (Pharmacia Biotech, EE.UU.). La cuantificacion del contenido de
hidroperoxidos totales (HPT) y malondialdehido (MDA) se realizd6 empleando los estuches
comerciales Bioxytech H;0,-560 y Bioxytech LPO-586 (OXIS International Inc., EE.UU.),
respectivamente, siguiendo en ambos casos las instrucciones de los fabricantes. La actividad total de
la SOD se evalu6 por el método basado en la autooxidacion del pirogallol en medio basico, donde
se generan radicales superoxido que propagan la reaccion radicalaria. La forma oxidada del
pirogallol absorbe la luz a 420 nm. La presencia de un secuestrador de radical superdxido como la
enzima SOD inhibe la autooxidacion. Se toma como 1U de SOD, la cantidad de enzima que inhibe
en un 50% la reaccion de autooxidacion del pirogallol a 25°C. La enzima Catalasa se determind
siguiendo la descomposicion del H,0, a 240 nm, en intervalos de 10 segundos, durante un minuto
(Ajamieh y cols., 2002). Estos parametros bioquimicos evaluados en los tejidos se ajustaron a la
concentracion total de proteinas, la cual se determin6 utilizando el estuche comercial Protein dye
Kit (Bio-Rad Laboratories, EE.UU.).

II1.4.5 Muestras para evaluar la expresion transcripcional de genes por la técnica de
Transcripcion Reversa acoplada a la Reaccion en Cadena de la Polimerasa.

Los fragmentos de tejidos colectados para evaluar la expresion transcripcional de genes se
almacenaron rapidamente en nitrégeno liquido hasta ser procesados. La purificacion del ARN total
se realiz6 mediante tratamiento con Tri-Reagent (Sigma-Aldrich, EE.UU.), siguiendo las

instrucciones de los fabricantes. La calidad y cantidad del ARN purificado se estim6 mediante la
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determinacion de la absorbancia a 260 nm y a 280 nm, unido a la visualizacion por electroforesis de
las dos bandas del ARN ribosomal. E1 ADN gendmico contaminante se eliminé mediante digestion
con la enzima ADNasal (Epicentre Technologie, EE.UU.), libre de actividad ARNasa, siguiendo las
instrucciones de los fabricantes. Una cantidad de 1 pg del ARN tratado previamente con la
ADNasal se utilizo para la técnica de RT-PCR, empleando el estuche comercial GeneAmp RNA
PCR Core Kit (Applied Biosystems, EE.UU.), de acuerdo a las especificaciones de los fabricantes.
La amplificacion de los genes de interés se realizd utilizando los pares de oligonucleodtidos y
temperaturas especificadas en el Anexo 6. El gen de expresion constante P-actina se empled en
todos los casos para normalizar la expresion de los genes evaluados. Las bandas obtenidas se
detectaron aplicando 1/10 6 1/5 del volumen de la reaccion de amplificacion en una electroforesis
en gel de agarosa al 1%. La intensidad de las bandas se cuantifico utilizando el programa Kodak 1D
3,6 (Kodak, EE.UU.).

111.5 Evaluacion de los efectos del GHRP6 en modelos experimentales de enfermedades

cardiovasculares

111.5.1 Modelo experimental de IMA en cerdos.

e Protocolo de induccion del IMA.

Los animales se anestesiaron por via endovenosa (Anexo 7A), empleando una mezcla de ketamina
(16 mg/Kg de p.c), flunitrazepam (0,45 mg/Kg de p.c) y pavulon (0,03 mg/Kg de p.c). Se utilizo el
succinilcolina (1 mg/Kg de p.c) como relajante muscular. Los cerdos anestesiados se entubaron con
un traqueo-tubo de 7 mm (PORTEX, Inglaterra) y se ventilaron con oxigeno medicinal, a razén de
800 mL/minuto/Kg de p.c, a una frecuencia de 24 respiraciones/minuto y a una presion de 15 cm de
agua; empleando una maquina de ventilacion mecanica Mark 8 (BIRD, California, EE.UU.), (Anexo
7B). El monitoreo electrocardiografico del estudio se realizd empleando un equipo CYS-SG
(Instituto Central de Investigaciones Digitales-ICID; Cuba), (Anexo 7C). Utilizando el programa
CARDIOCID-PC (EICISOFT, ICID; Cuba), se obtuvieron los registros de las 12 derivaciones del
ECG y de la frecuencia cardiaca, cada 20 segundos, durante el acto quirtrgico y la primera hora del
periodo de reperfusion. El procedimiento quirtrgico para la induccion del IMA fue efectuado como
sigue. Se coloco al cerdo en dectubito lateral derecho y se realizé una toracotomia entre los espacios
intercostales cuarto y quinto, hasta exponer el corazén. A continuacion, se realizd la apertura del
saco pericardico y se procedio a la diseccion del arbol coronario hasta exponer la arteria circunfleja

izquierda. Una vez expuesta, ésta se suspendi6 por un hilo de seda 3-0 y se procedid a su oclusion,
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mediante la colocacion de un “clamp” arterial de 30mm (Fine Science Tools, EE.UU.), (Anexo 7D
y 7E). Al término de los 60 minutos de oclusion (fase de isquemia), se procedio a la liberacion de la
arteria, iniciando asi la fase de reperfusion, que se extendio por 72 horas.

e Descripcion de las fases del ensayo y los grupos experimentales.

Se emplearon un total de 60 cerdos en el estudio. A todos los animales se les realizé una evaluacion
clinica inicial que incluy6 la determinacion del peso y la temperatura corporal, la evaluacion de la
frecuencia cardiaca y la frecuencia respiratoria, la realizaciéon de un ECG de 12 derivaciones, la
determinacion en sangre de la concentracion de hemoglobina, el conteo total de células blancas y la
medicion de los niveles basales de CK-MB y CRP en suero. Estos examenes iniciales se realizaron
durante el periodo de aclimatacion de los animales, de 7 a 10 dias antes de la cirugia.

Un total de cinco cerdos escogidos al azar conformaron el grupo I: Controles Sanos, los cuales no
fueron intervenidos quirtirgicamente ni recibieron ningun tratamiento, sino que fueron sacrificados
al concluir el periodo de aclimatacion, para obtener las muestras necesarias. El resto de los animales
(55 cerdos) fueron sometidos al protocolo de induccion del IMA descrito anteriormente (Tabla 2).
La primera fase del estudio correspondi6 a la estandarizacion del biomodelo (EBM) de IMA, para lo
cual se emplearon 16 cerdos que conformaron el grupo II: EBM-IMA. En la segunda fase del
estudio, se realiz6 la evaluacion del efecto cardioprotector del péptido GHRP6 en el modelo de IMA
previamente establecido. Para ello se conformaron dos grupos experimentales: el grupo III:
Placebo+IMA, 19 cerdos, que recibieron como tratamiento SSF; y el grupo IV: GHRP6+IMA, 20

cerdos, que recibieron el tratamiento con el péptido a una dosis de 400 ng/Kg de p.c.

Tabla 2. Descripcion de los grupos experimentales del modelo de IMA en cerdos.

Grupos No. animales Induccion del IMA Tratamiento
Controles Sanos 5 No No
EBM-IMA 16 Si No
Placebo+IMA 19 Si Placebo
GHRP6+IMA 20 Si GHRP6

La aplicacion de los tratamientos se realizd a través de un catéter permanente trans-cutaneo
(Cavafix, EE.UU.), (Anexo 7F), cuyo extremo interno se fijo a la orejuela de la auricula izquierda.
Tanto las intervenciones quirdrgicas como la asignacién y aplicacion de los tratamientos se

realizaron a ciegas.
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El esquema de administraciéon del GHRP6 a los cerdos infartados se disefid para investigar, de
forma adicional, si el péptido modificaba los cambios eléctricos asociados al episodio de I/R que se
detectaban en el ECG. Para ello, los tratamientos (GHRP6/placebo) se administraron: (I) 5 minutos
antes de la oclusion de la arteria circunfleja, para evaluar la influencia del péptido sobre la elevacion
aguda del segmento ST del ECG, que es un indicador del sufrimiento hipdxico; (II) a los 20 minutos
de la oclusion arterial, para examinar si el GHRP6 modificaba las arritmias ventriculares asociadas a
la isquemia; (IIT) 5 minutos antes de iniciar el periodo de reperfusion, para estudiar la influencia del
GHRP6 sobre las arritmias de la fase de reperfusion. Posteriormente, los tratamientos se
continuaron durante las 72 horas de la reperfusion, mediante la administracion de dos dosis diarias
de GHRP6/placebo a los animales.

e Determinacion de las dimensiones del infarto.

La evaluacion de las dimensiones del IMA se realiz6 de acuerdo a criterios universalmente
aceptados y validados en la literatura internacional (Moon y cols., 2003). Para cada animal del
estudio se registrd el peso total del corazon asi como las dimensiones (ancho y largo) del area de
dafio (Anexo 8A y 8B). Posteriormente, se realiz6 la diseccion del infarto (Anexo 8C y 8D) para
preparar cortes transversos seriados que se incubaron en solucion de Nitroblue Tetrazolium (NBT)
(Sigma, Aldrich, EE.UU.), (Anexo 8E). Este reactivo permite determinar con exactitud la masa de
tejido necrotico (Vivaldi y cols., 1985). Con este dato se calculd el porcentaje de masa infartada en
relacion con el peso total del corazon (masa del infarto / peso del corazon x 100). La muralidad del
infarto (Anexo 8F) se determiné en tres puntos diferentes de la pared del ventriculo izquierdo (VI),
para obtener un valor promedio para cada animal. Durante la fase de isquemia se administrd por via
endovenosa el reactivo Azul de Evans al 2,5%, el cual permiti6 determinar las dimensiones (ancho y
largo) del area en riesgo del miocardio, es decir, del area de la pared del VI no perfundida y por
tanto no coloreada de azul. Este dato se empled para calcular el porcentaje de area infartada en
relacion con el area en riesgo (area del infarto / area en riesgo x 100), de acuerdo a lo reportado en
la literatura internacional (Neuhof'y cols., 2004).

o Evaluaciones electrocardiogrdficas.

Los tiempos transcurridos entre la oclusion de la arteria y la aparicion de las modificaciones en el
registro de ECG, incluyendo la elevacion del ST, los latidos arritmicos ventriculares y la fibrilacion
ventricular; se registraron para cada animal del estudio. También se registrd, individualmente, la

duracion de las arritmias de reperfusion. La presencia de ondas Q de necrosis se cuantifico en las 12

30




Materiales y Métodos

derivaciones del ECG, para cada cerdo. Para esto se compard el ECG efectuado en la evaluacion
inicial, previo a la induccion del infarto, y el ECG final, registrado a las 72 horas de reperfusion,
luego de consolidado el IMA.

e Evaluacion histolégica del miocardio.

Para la evaluacion histologica de los IMA se colectaron al menos dos fragmentos de tejido
miocardico correspondientes al niicleo necrotico, asi como de la periferia a dicho nicleo, de aspecto
aparentemente sano, para cada animal. La integridad de la pared del VI se evalu6 de forma
cualitativa. Se realizd ademas la cuantificacion del nimero de peninsulas necroticas, en base al
examen de cortes histologicos, de al menos dos fragmentos de tejido, para cada animal. Se
cuantificd también el nimero total de nucleos danados irreversiblemente (exhibiendo cariorresis,
cariolisis o cariopicnosis), en un total de 10 campos microscopicos (20X), escogidos al azar, para
cada animal.

e Evaluaciones bioquimicas en el suero.

Para cada cerdo del estudio se colectaron muestras de sangre en tres momentos: (TO) antes de la
cirugia; (T1) 30 minutos después de iniciada la fase de reperfusion; (T2) al finalizar las 72 horas de
la reperfusion. Las determinaciones de la enzima CK-MB y de la proteina CRP en el suero se
realizaron empleando estuches comerciales (Roche Diagnostics, Suiza; Diagnostics Automation;
EE.UU.), y en ambos casos se siguieron las recomendaciones de los fabricantes.

e Evaluacion del estrés oxidativo en el miocardio.

Durante la autopsia de los cerdos se colectaron biopsias transmurales de la pared del VI, de una
zona adyacente al nucleo necrotico, para cada animal de los grupos Placebo+IMA, GHRP6+IMA y
Controles Sanos. La acumulacion de MDA, HPT, asi como la actividad de las enzimas SOD y
Catalasa, se determinaron en muestras de homogenados de tejido cardiaco preparadas a partir de un
fragmento de estas biopsias, de acuerdo a las metodologias detalladas anteriormente.

e Evaluacion de la expresion transcripcional de genes en el miocardio.

Un pequetio fragmento de las biopsias del VI colectadas como se describié anteriormente, de cinco
cerdos seleccionados al azar de los grupos GHRP6+IMA, Placebo+IMA y Controles Sanos; se
procesaron para comparar la expresion transcripcional del gen IGF-1 en el miocardio. En estas
mismas muestras se determind también el nivel transcripcional del gen de expresion constante [3-

actina, el cual se empleo para la normalizacion del resultado.
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II1.5.2 Modelo experimental de Miocardiopatia Dilatada inducida por la administracion de la
Doxorrubicina en ratas.

e Protocolo de induccion de la Miocardiopatia Dilatada.

La DX se administré por via i.p. a una dosis de 2 mg/Kg de p.c, dos veces por semana (lunes y
viernes), durante 52 dias (dosis acumulada de 30 mg/Kg de p.c) (Mukherjee y cols., 2003).

e Descripcion de las fases del ensayo y los grupos experimentales.

Del total de 60 ratas empleadas en el estudio, 12 animales conformaron el grupo I: Controles Sanos;
los que permanecieron sin recibir ninguna inyeccion y fueron sacrificados al finalizar el ensayo (dia
67) (Figura 1). El resto de los animales (48 ratas), fueron incluidos en el protocolo de induccion de
la MCD descrito anteriormente.

Este experimento se dividié en dos fases. La primera, fase de prevencion, se desarrolld durante el
periodo de induccion de la MCD, durante el cual se evalud la potencialidad del GHRP6 de prevenir
la enfermedad al administrarlo de forma concomitante a la DX. En la segunda, fase de reversion, se
inicié el tratamiento con el GHRP6 una vez que se diagnostico la MCD, para asi evaluar su
potencialidad en la reversion de la enfermedad. Los detalles de los grupos experimentales de cada
fase se describen a continuacion (Figura 1).

-Grupos experimentales de la fase de prevencion.

Grupos I y III: DX+GHRP6 y DX+Placebo, 12 ratas cada uno. A estos animales se les administrd
la DX durante 52 dias. De forma concomitante, recibieron dos administraciones diarias (i.p.) de
GHRP6 (dosis: 400 pg/Kg de p.c) y SSF, respectivamente, durante el periodo de induccion de la
enfermedad. La mortalidad acontecida en la fase de prevencion de la MCD fue registrada. Los
animales que sobrevivieron, de ambos grupos, fueron sacrificados en el dia 52 del estudio.

-Grupos experimentales de la fase de reversion.

Los 24 animales restantes fueron sometidos por igual al protocolo de induccion de la MCD con la
DX en 52 dias. A continuacién, todas las ratas fueron evaluadas individualmente mediante
ecocardiografia. Los resultados obtenidos se utilizaron para conformar los dos grupos
experimentales de la fase de reversion, descritos a continuacion; de forma tal que estos no difieren
entre si en los parametros ecocardiograficos estudiados.

Grupos IV y V: GHRP6 y Placebo, 12 ratas cada uno. Estos animales recibieron dos
administraciones diarias (i.p.) de GHRP6 (dosis: 400 ng/Kg de p.c) y SSF, respectivamente, por 15

dias; iniciando a partir del dia 52 del ensayo. Durante esta fase no se administré el cardiotoxico a los
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animales, lo que puede favorecer la reversion espontanea del modelo. Por tal motivo, empleamos un
esquema corto de tratamiento terapéutico. La mortalidad acontecida en las ratas durante la fase de
reversion de la MCD fue registrada. Al finalizar el periodo de administracion de los tratamientos

(dia 67), todas las ratas que sobrevivieron, en ambos grupos, fueron sacrificadas.

Fase de Prevencion Fase de Reversion
A
Y A
Dia 1 Dia 52 Dia 67

Controles Sanos

A4

Gruno T (n=12)

Gruno IT (m=12) DX+GHRP6

Gruna TIT (n=12) DX+Placebo

CHRPE Grupo IV (n=12)

m Grupo V (n=12)

Figura 1. Diseiio experimental del modelo de Miocardiopatia Dilatada inducido en ratas.
En el esquema se representan las fases del estudio y los grupos experimentales utilizados. Los
animales del Grupo I se utilizaron como Controles Sanos para ambas fases del estudio (flecha
negra). El color gris indica el periodo de administracion de la Doxorrubicina (DX) sola o con
los tratamientos indicados. Los Grupos II y III corresponden a la Fase de Prevencion (dia 1-dia
52); mientras que los grupos IV y V corresponden a la Fase de Reversion (dia 52-dia 67).

DX (24 ratas)

e Evaluacion del miocardio por ecocardiografia.

Los estudios por ecocardiografia (ECO) se realizaron con un equipo Sonos 5500, acoplado a un
transductor lineal de 11-15 MHz (Philips, EE.UU.), (Anexo 9A y 9B). Los parametros estructurales
evaluados del ventriculo izquierdo (VI) fueron: didmetro diastolico del VI (DdVI), didmetro
sistolico del VI (DsVI), grosor del septum intra-ventricular en diastole/sistole (G.S.d/s) y grosor de
la pared posterior del VI en diastole/sistole (G.PP.d/s). Estos parametros estructurales se midieron

empleando imagenes ecocardiograficas obtenidas en modo-M (Anexo 9C a 9H). El parametro
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funcional evaluado fue el porcentaje de fraccion de eyeccion del VI (% FEVI); el cual se define
como la fraccion de volumen de sangre impulsada en cada sistole, en relacion con el volumen total
de sangre del ventriculo en la didstole [(volumen diastolico—volumen sistolico) / volumen diastolico
x 100]. Para el célculo de los volumenes del VI a partir de los didmetros medidos en modo M, se
empleo la formula modificada por Teichholz (7 x Dd/sVI® / 2,4 + Dd/sVI) (Braunwald E, 2005). Se
calculd también el indice de remodelado del VI (IRVI), como la razén entre el DAVI y la suma de
los grosores de ambas paredes en la didstole (G.S.d+G.PP.d).

Los animales del grupo Controles Sanos se sometieron a una evaluacion ecocardiografica al inicio
del experimento, para obtener los Valores Basales. Durante la fase de prevencion, se realizaron
evaluaciones ecocardiograficas a los grupos DX+GHRP6 y DX+Placebo en diferentes tiempos
(dosis acumulada del cardiotoxico): a los 14 dias (8 mg/Kg p.c de DX), 24 dias (14 mg/Kg p.c de
DX), 37 dias (22 mg/Kg p.c de DX) y 52 dias (30mg/Kg p.c de DX). En la fase de reversion, se
realizaron tres sesiones de estudios ecocardiograficos: una al finalizar el periodo de intoxicacion con
la DX, en el dia 52 del experimento, para formar los grupos ecocardiograficamente balanceados; y
otras dos evaluaciones al terminar la primera y segunda semana de administracion de los
tratamientos terapéuticos, es decir, con 10 y 20 dosis administradas del GHRP6 y de SSF. A los
animales del grupo Controles Sanos se les realizaron evaluaciones ecocardiograficas adicionales al
finalizar ambas fases del ensayo.

e Evaluaciones histologicas.

Durante la realizacion de las autopsias se registrd el peso del corazén, los pulmones y el higado,
para calcular los indices de pesos relativos (peso organo/peso corporal x 100). Los corazones se
fragmentaron en cuatro cortes sagitales desde el dpex hasta la base. El corte correspondiente a la
altura de la vélvula mitral se utilizd para la evaluacion histoldgica. Igualmente se colectaron
fragmentos de los pulmones, los rifiones y el higado. Todas las muestras destinadas para estudios
histologicos se procesaron como se detallo anteriormente. Empleando 1aminas de histologia tefidas
con hematoxilina/eosina, se realizaron los siguientes estudios: evaluacion semicuantitativa de la
afectacion estructural de las paredes del VI; cuantificacion del porcentaje de miofibrillas dafiadas;
del porcentaje de bronquios con necrosis de la mucosa epitelial en los pulmones; del porcentaje de
tubulos renales con dafios irreversibles en las células epiteliales; y una evaluacion semicuantitativa
de la congestion pasiva del higado. Los detalles de las escalas histologicas utilizadas, asi como de

las metodologias empleadas para estas evaluaciones, se describen en la tabla del Anexo 10.
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o Evaluacion del miocardio por Microscopia Electronica de Transmision.

Para el estudio por MET, se colectaron pequefios fragmentos de la pared del VI de tres ratas de los
grupos GHRP6 y Placebo (fase de reversion), asi como del grupo Controles Sanos. El criterio de
seleccion de estos animales fue la evaluacion ecocardiografica después de concluida la
administracion de los tratamientos. Se analizaron un total de 20 microfotografias a diferentes
magnificaciones. La presencia de cambios patoldgicos en la ultraestructura de las miofibrillas, las
mitocondrias y las uniones intercelulares, fueron evaluados cualitativamente en los tres grupos
experimentales, a ciegas.

e Evaluaciones bioquimicas en el suero.

Las evaluaciones bioquimicas en el suero de las ratas se realizaron solamente en los grupos
DX+GHRP6 y DX+Placebo, de la fase de prevencion de la MCD. En los dias 14 y 35 del periodo
de administracion de la DX, se obtuvieron muestras de sangre de los plexos retro-orbitales de estos
animales, previamente anestesiados. Durante la realizacion de las autopsias, dia 52, se colectaron las
ultimas muestras de sangre de la fase de prevencion, a través de la aorta abdominal. Se realizo
también una extraccion de sangre a los animales del grupo Controles Sanos al inicio del
experimento, para obtener los valores basales, y durante la realizacion de las autopsias. Las
alicuotas de estos sueros se utilizaron para determinar la concentracion de HPT, MDA, y la
actividad de las enzimas SOD y Catalasa. En las muestras de suero del dia 52, se realizé también la
determinacion de los niveles de ALAT en estos tres grupos experimentales.

e Evaluacion de la expresion transcripcional de genes en el miocardio.

Durante la realizacion de las autopsias, se colectaron fragmentos del VI de cinco animales escogidos
al azar de los grupos DX+GHRP6 y DX+Placebo, ambos de la fase de prevencion, asi como del
grupo Controles Sanos. Estas muestras se procesaron como se describi6 anteriormente, para evaluar
en ellas la expresion transcripcional de los genes Bcel-2, Bax y B-actina.

111.6 Evaluacion de los efectos del GHRP6 en modelos experimentales de enfermedades

hepaticas

I11.6.1 Modelo experimental de Isquemia/Reperfusion hepdtica y Daiio Multiple de Organos.

e Protocolo de induccion de la Isquemia/Reperfusion hepdtica.

Los animales anestesiados (uretano 10 mg/Kg de p.c) se colocaron en posicion supina para realizar
una laparotomia, y colocarles un “bulldog clamp” (Fine Science Tools, EE.UU.) al nivel de la

arteria hepdtica que irriga el lobulo derecho del higado. Al transcurrir los 90 minutos de oclusion
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(fase de isquemia), se elimino el “clamp”, estableciéndose un tiempo de reperfusion de 120 minutos.
Al finalizar este periodo, los animales se sacrificaron mediante exanguinacion total y se colectaron
las muestras de interés.

e Descripcion de los grupos experimentales.

Se emplearon un total de 40 ratas, que luego de un periodo de adaptacion de siete dias se
distribuyeron aleatoriamente en cuatro grupos experimentales, 10 ratas por grupo (Tabla 3). El
Grupo I: Simulador; en este caso las ratas se anestesiaron y se les realiz6 la laparotomia y
manipulacion quirtrgica, sin la induccion de la isquemia. El Grupo II: Placebo+I/R; animales que se
sometieron al episodio de I/R y que recibieron previamente, 40 minutos antes, una inyeccion i.p. de
SSF. El Grupo III: GHRP6+I/R; animales que se sometieron también al episodio de I/R y que
recibieron, 40 minutos antes, una unica inyeccion profilactica del GHRP®, i.p., a una dosis de 400
ng/Kg de p.c. Por ultimo, el grupo IV: Sanos+tGHRP6; estos animales recibieron una Unica
administracion 1.p. del péptido (dosis de 400 pg/Kg de p.c) pero no se sometieron a la I/R; sino que
permanecieron conscientes durante un periodo de tiempo equivalente a los 40 minutos de
precondicionamiento y la duracion del episodio de I/R (210 minutos), para un total de 250 minutos,

y posteriormente fueron sacrificados.

Tabla 3. Descripcion de los grupos experimentales del modelo de I/R hepatica en ratas.

Grupos No. animales Induccion de la I/R Tratamiento
Simulador 10 No No
Placebo+I/R 10 Si Placebo
GHRP6+I/R 10 Si GHRPo6
Sanos+GHRP6 10 No GHRP6

e Estudios histoldégicos.

Al finalizar la reperfusion, se tomaron muestras para estudios histoldgicos del l6bulo derecho del
higado y de otros 6rganos como los pulmones, los rifiones, el jejuno y el ileon. El dafio hepatico fue
semicuantificado utilizando una modificacién de la escala de Suzuki (Anexo 11A), (Shen y cols.,
2003a). Se determin6 también el porcentaje de area del intestino delgado que mostraba cambios
macroscopicos tales como petequias y areas de hemorragias, con respecto a la longitud total del

organo. Los cambios microscopicos en el intestino, especificamente los dafios en la mucosa, se
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evaluaron cuantitativamente de acuerdo a los criterios de la escala de Chiu (Anexo 11B), (Chiuy
cols., 1970). Las afectaciones en el epitelio renal, asi como en los pulmones, se clasificaron para
cada animal utilizando escalas de creciente severidad, disefiadas en base a parametros reportados
previamente en la literatura (Anexos 11C y 11D), (Yassin y cols., 2002).

o Evaluaciones bioquimicas en el suero.

Las muestras de sangre de todas las ratas del estudio fueron colectadas por puncion intramiocardica,
al finalizar la reperfusion. En las muestras de suero obtenidas, se determinaron los niveles de las
enzimas ALAT y ASAT, asi como la concentracion de creatinina.

e Evaluaciones bioquimicas en los tejidos.

Las concentraciones de HPT, MDA, asi como la actividad de las enzimas SOD y Catalasa, fueron
cuantificadas en muestras de homogenado de higado de todos los animales del estudio.
Adicionalmente se determind la actividad especifica de la isoforma SODMn, empleando cianuro de
sodio (2mM), que es un inhibidor de las isoformas SODCu/Zn (Ajamieh y cols., 2005). La resta de
la actividad detectada para la SODMn en presencia de cianuro, de la actividad total de la SOD, se
corresponde a la actividad de las isoformas SODCu/Zn.

En este estudio se cuantifico también la actividad de la enzima MPO, en muestras de higado e
intestino delgado, mediante una modificacién de la técnica descrita por Krawisz y colaboradores
(Krawisz y cols., 1984). Para esto, los fragmentos de tejidos se homogenizaron (1:10) en una
solucion de fosfato de potasio (50 mM; pH 6) que contiene 0,5% de bromuro de hexadeciltrimetil-
amonio. Posteriormente, los homogenados se centrifugaron a 5000 rpm durante 20 minutos a 4°C
(Centrifuga 5415R, Eppendorf, EE.UU.). Los sobrenadantes obtenidos se utilizaron para evaluar la
actividad de esta enzima. Una unidad de MPO se defini6 como la cantidad de enzima que degrada
1umol de peroxido de hidrogeno por minuto a 25°C.

e Evaluacion de la expresion transcripcional de genes en el higado.

Durante la realizacion de las autopsias a las ratas, se colectaron pequenos fragmentos del 16bulo del
higado sometido al episodio de I/R, de cinco animales de los grupos Simulador, Placebo+I/R y
GHRP6+I/R, escogidos al azar. Estos fragmentos de tejido se procesaron para purificar el ARN
total, de acuerdo a la metodologia descrita anteriormente. En estas muestras se evalud, de forma
semicuantitativa, la expresion transcripcional de los genes: IGF-1, HIF-1a, PI3K, PKB y B-actina;

tanto en los animales sometidos a la I/R como en los del grupo Simulador.
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I11.6.2 Modelo experimental de Cirrosis Hepdtica inducida por la administracion de Tetracloruro
de Carbono en ratas.

e Protocolo de induccion de la Cirrosis Hepatica.

El CCL4 se administré por via s.c. a una dosis de 1uL/g de p.c, durante cinco o siete meses, dos
veces por semana, lunes y viernes. En el momento de la inyeccion, el CCL4 se diluyo (1:1) en aceite
mineral (Alvarez y cols., 2007).

e Descripcion de las fases del ensayo y los grupos experimentales.

Se emplearon un total de 75 ratas en el estudio, siete de las cuales permanecieron como grupo I:
Controles Sanos. Estas ratas no recibieron ninguna inyeccion y fueron sacrificadas al finalizar el
experimento, en el séptimo mes (Figura 2). El resto de los animales (68 ratas), se incluyeron en el
protocolo de induccidn de la cirrosis hepatica que se describio anteriormente.

Este ensayo se dividid en dos fases. La primera, fase de prevencion, se desarrolld durante los
primeros cinco meses de administracion del CCL4, durante los cuales se administré de forma
concomitante el GHRP6, para evaluar su efecto en la prevencion de la cirrosis. La segunda, fase de
reversion, se desarrollé durante el sexto y séptimo mes del estudio, en los que se administrd el
GHRP6 a animales cirroticos, para evaluar su efecto en la reversion de la enfermedad. Los detalles
de los grupos experimentales de cada fase se describen a continuacion (Figura 2).

-Grupos experimentales de la fase de prevencion.

Grupos II y III: CCL4+GHRP6 y CCL4+Placebo, 12 ratas cada uno. A estos animales se les
administré el CCL4 durante los primeros cinco meses del estudio. Concomitantemente, recibieron
dos administraciones diarias (i.p.) de GHRP6 (dosis de 400 pg/Kg de p.c) o SSF, respectivamente.
Las 12 ratas de ambos grupos fueron sacrificadas al concluir la fase de prevencion de la cirrosis, es
decir, al cumplirse el quinto mes.

-Grupos experimentales de la fase de reversion.

Las 44 ratas restantes fueron también sometidas al protocolo de intoxicacion con CCL4 durante los
cinco primeros meses del ensayo. A continuacion, estos animales se evaluaron individualmente,
mediante estudios bioquimicos y por laparotomia (ver detalles mas adelante). Los resultados
obtenidos se utilizaron para conformar los cuatro grupos experimentales de la fase de reversion de la
cirrosis que se describen a continuacion; en los cuales se agruparon los animales de forma

homogénea en términos de la severidad de la enfermedad hepatica.
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Grupos IV y V: GHRP6-15d y Placebo-15d, 10 ratas cada uno. Estos animales recibieron dos
administraciones diarias, (i.p.), d¢ GHRP6 (dosis de 400 ng/Kg de p.c) o SSF, respectivamente,
durante 15 dias; comenzando al iniciar el sexto mes del experimento. Durante estos 15 dias de
tratamiento no se administrd el CCL4 a los animales, lo que puede favorecer la reversion espontanea
del modelo (Issa y cols., 2004). Es por esto que se emple6 un esquema corto de tratamiento
terapéutico. Al finalizar el mismo, todas las ratas fueron sacrificadas.

Grupos VI y VII: GHRP6-60d y Placebo-60d, 12 ratas cada uno. Estos animales se trataron con
GHRP6 o SSF, respectivamente, del mismo modo que para los grupos IV y V pero por 60 dias; es
decir, durante el sexto y séptimo mes del experimento. En el caso de estos dos grupos, la
intoxicacion con el CCLy4 continué interrumpidamente hasta el final del séptimo mes, para evitar la
regresion espontanea de la fibrosis. Al finalizar los dos meses de tratamiento terapéutico, todas las

ratas de estos dos grupos fueron sacrificadas.

Fase de Prevencion Fase de Reversion
AN
—~
Dia 1 5 meses + 15 dias 7 meses
Grupo I (n=7) Controles Sanos R
Grupo II (n=12) CCL4+GHRPo6
Grupo III (n=12) CCL4+Placebo
GHRPA Grupo IV (n=10)
Place Grupo V (n=10)
CCL4 (44 ratas) ‘
I (n=12
CCL4+GHRP6 Grupo VI (n=12)

CCL4+Placebo Grupo VII (n=12)

Figura 2. Diseiio experimental del modelo de Cirrosis Hepatica inducido en ratas. En el esquema se
representan las fases del estudio y los grupos experimentales utilizados. Los animales del Grupo I se
utilizaron como Controles Sanos para ambas fases del estudio (flecha negra). El color gris indica el periodo
de administracion del tetracloruro de carbono (CCL4) solo o con los tratamientos indicados en cada caso.
Los Grupos Il y III corresponden a la Fase de Prevencion, de cinco meses de duracion. Los Grupos IV y V
corresponden a la Fase de Reversion, los cuales recibieron los tratamientos indicados por 15 dias, iniciando
al concluir el quinto mes del ensayo. Los grupos VI y VII pertenecen también a la Fase de Reversion, pero
en este caso recibieron los tratamientos indicados por dos meses y se mantuvo la administracion del CCL4.
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o Evaluacion del higado por ultrasonido.

Los estudios de ultrasonido se realizaron con un equipo Aloka (Japon) acoplado a un transductor de
11 MHz (Anexo 12A y 12B). La evaluacion ultrasonografica comparativa entre los grupos
Controles Sanos, CCL4+GHRP6 y CCL4+Placebo, se realiz6 al finalizar la fase de prevencion.
Igualmente se realizd un estudio por ultrasonido a los grupos Controles Sanos, GHRP6-60d y
Placebo-60d, al finalizar la fase de reversion. Los parametros evaluados fueron: didmetro de la
porta, ascitis, nodularidad del parénquima, incremento de la ecogenicidad y evaluacion de la textura
del parénquima hepatico. Algunos de los cambios detectados se muestran en las imagenes del
Anexo 12C y 12D. Estos parametros fueron semicuantificados empleando las escalas descritas en el
Anexo 13. Se definié como Indice de Fibrosis por Ultrasonido (IFU), la suma de los valores
obtenidos en las cuatro escalas. Para garantizar el rigor adecuado en estas determinaciones, las
imagenes de ultrasonido fueron analizadas a ciegas por los especialistas.

e Evaluacion morfologica de los higados cirréticos por laparotomia.

Los 44 animales empleados en la fase de reversion de la cirrosis se sometieron a un estudio por
laparotomia al concluir el quinto mes de intoxicaciéon con CCL4 (Anexo 14). De esta forma, los
higados cirrdticos se inspeccionaron macroscopicamente y se clasificaron de acuerdo con la escala
morfolégica de la Organizacion Mundial de la Salud en: micronodulares, macronodulares y mixtos
(Anthony y cols., 1977). Los resultados de esta clasificacion se emplearon para conformar los
grupos experimentales balanceados de la fase de reversion de la enfermedad.

e Evaluaciones histologicas en la Cirrosis.

Se colectaron al menos tres fragmentos provenientes de lobulos diferentes del higado, los que
fueron destinados a estudios histoldgicos. Todas las evaluaciones histomorfométricas se realizaron
con laminas de tejido hepatico tefiidas con la coloracion especial Tricromica de Mallory. Esta
tincion permite diferenciar especificamente las fibras coldgenas (color azul), del parénquima
hepatico y restantes componentes de la matriz extracelular (color rojo). Los analisis
histomorfométricos se realizaron utilizando el programa ImageJ (NIH, EE.UU.). Para ello se
capturaron imagenes digitales en formato RGB, con una resolucion de 3072 x 2304 pixeles,
empleando un microscopio (Carl Zeiss Axiotron, Alemania) acoplado a una camara digital (Canon
PC1089, Japon). Se realiz6 la cuantificacion del niimero total de nodulos cirréticos, del porcentaje
de 4area hepatica cubierta por grasa (% Grasa) y por deposito de material fibrético (% Fibrosis), asi

como el grosor de los cordones fibroticos (en micras), para todos los animales del estudio. En el
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caso de los grupos GHRP6-15d y Placebo-15d se determind ademas el porcentaje de fibras
colagenas (% Colageno) con respecto al area total de material fibrético. En la tabla del Anexo 15 se
detallan las metodologias de las mediciones histomorfométricas realizadas.

o Estudios de inmunohistoquimica.

Para realizar los estudios de inmunohistoquimica, se utilizaron muestras de tres animales de cada
grupo experimental, escogidos en base a las observaciones histologicas previas. Los cortes de
tejidos seleccionados se fijaron en portaobjetos sialinizados (Dako, Dinamarca). Las reacciones de
inmunodeteccion se realizaron siguiendo las instrucciones de los fabricantes del estuche comercial
Dako Cytomation LSAB® + System-HRP (Dako, Dinamarca). De la firma Santa Cruz
Biotechnology Inc (EE.UU.) se adquirieron los siguientes anticuerpos (dilucion): anti-TGF-$3
(1:100), anti-p53 (1:50) y anti-FasL (1:200). De la firma Dako (Dinamarca) se adquirieron también
los siguientes anticuerpos: anti-aSMA (1:100), anti-Ciclina D1 (1:100) y anti-Vimentina (1:50). Las
muestras se incubaron por 30 minutos con los anticuerpos diluidos en solucion reductora de fondo
(Dako, Dinamarca). Finalmente, las ldminas se contrastaron con hematoxilina y fueron observadas,
a ciegas, por al menos dos investigadores.

e Evaluacion del higado por Microscopia Electronica de Transmision.

Para el estudio por MET, se colectaron fragmentos del 16bulo central hepatico de dos animales de
los grupos GHRP6-15d, Placebo-15d y Controles Sanos; seleccionados en base al aspecto
macroscopico del higado. Se analizaron, a ciegas, un total de 40 microfotografias de diferentes
magnificaciones. La presencia de los siguientes cambios en la ultra-estructura de los hepatocitos:
dilatacion del Reticulo Endoplasmatico Liso, del Reticulo Endoplasmatico Rugoso y del Complejo
de Golgi; destruccion mitocondrial (balonamiento, pérdida de las crestas mitocondriales,
destruccion de la matriz mitocondrial); presencia de fibras colagenas, fibroblastos y grasa; todos
fueron cualitativamente evaluados, de forma comparativa, entre los diferentes grupos
experimentales.

e Evaluaciones bioquimicas en el suero.

Durante las autopsias, se colectaron muestras de sangre de todos los animales del estudio, por
puncion intra-miocardica. En otros puntos de muestreo, se obtuvieron las muestras de sangre del
plexo retro-orbital de los animales, previamente anestesiados. En el primer dia del ensayo, se
colectaron muestras de sangre de los animales del grupo Controles Sanos para obtener los valores

basales. De todos los animales de la fase de prevencion, se obtuvieron muestras de sangre al
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finalizar el segundo y quinto mes del ensayo. En la fase de reversion, se tomaron muestras de
sangre, de todos los animales, al finalizar el quinto mes de intoxicacién con CCL4 y al concluir los
esquemas de tratamiento terapéutico con el GHRP6 y la SSF. Los parametros evaluados en el suero
fueron: ALAT, ASAT, concentracion de colesterol, de triglicéridos, de VLDL, de albimina y de
proteinas totales.

e Evaluacion del estrés oxidativo en el higado.

La evaluacion de los parametros de estrés oxidativo se realizd en homogenados de fragmentos del
l6bulo central hepatico, de todos los animales del estudio. Los parametros: HPT, MDA, actividad de
la SOD y de la Catalasa, se evaluaron de acuerdo a las metodologias descritas anteriormente.
Ademas de estos parametros, se determiné el Potencial de Peroxidacion Lipidica (PPL), mediante la
determinacion de los niveles de MDA en muestras incubadas a 37°C, por 24 horas, con una solucion
de Cu®". Se cuantifico también la concentracion de Productos Avanzados de la Oxidacion de
Proteinas (PAOP), de acuerdo a la técnica de Witko-Sarsat y colaboradores (Witko-Sarsat y cols.,
2003).

o Evaluacion de la expresion transcripcional de genes en el higado.

Pequefios fragmentos del 16bulo central hepético de cinco animales de los grupos GHRP6-15d,
Placebo-15d y Controles Sanos, escogidos al azar, se emplearon para estudiar la expresion de genes
involucrados en el proceso de fibrogénesis. Estas muestras se procesaron como se describid
anteriormente para obtener el ARN total y evaluar la expresion transcripcional de los genes TGF-p,
CTGF, SODMn, MMP13 y B-actina.

111.7 Procesamiento estadistico de los datos

Todos los andlisis estadisticos se realizaron empleando el paquete Graphpad Prism (California,
EE.UU.), version 4 para Windows. Los datos experimentales se evaluaron inicialmente por la
prueba de Kolmogorov-Smirnov para conocer las caracteristicas de la distribucion (p<0,05). Como
el resultado de esta prueba se correspondid en todos los casos con una distribucién normal del grupo
de datos, se realizaron comparaciones entre pares de grupos empleando la prueba t; y para las
comparaciones multiples se empleé un ANOVA seguido de la prueba t de Neuman Keuls. Para
evaluar la significacion estadistica de los datos expresados en forma de porcentaje, se empleod la
prueba exacta de Fisher. Los resultados de sobrevida se compararon por la prueba de Logrank. El

nivel de significacion establecido fue de al menos p<0,05 en todos los casos.
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IV. RESULTADOS
IV.1 Evaluacion del péptido GHRP6 en un modelo de IMA en cerdos

1V.1.1 Resultados del examen clinico pre-experimental de los cerdos del ensayo.
En la Tabla 4 se resumen los principales resultados de la evaluacion realizada a los cerdos antes de
someterlos a la cirugia. La similitud de los valores entre los grupos experimentales indica que el

experimento fue realizado en cerdos sanos, y que no existieron diferencias clinicas entre los grupos.

Tabla 4. Examen clinico pre-experimental de los cerdos.

Grupo Grupo Grupo

EBM-IMA Placebo+IMA GHRP6+IMA
Parametros (n=16) (n=19) (n=20)
Peso Corporal (Kg) 257+20 27,6 +2.4 26,3+23
Frecuencia Cardiaca (L/min) 73,1 +£4,2 75,2 £6,1 74,3 +7,0
Frecuencia Respiratoria (R/min) 44,0 +3,2 42,1 +40 46,3 +6,3
Hemoglobina (g/L) 123,8 +7,7 120,6 + 6,4 121,8 +7,0
Células blancas (x 10°/L) 8,1+1,4 9,1+2.2 8,0+1,7
CK/MB (U/L) 1267 £ 56,2 1270 £43,3 1288 £82,0
CRP (pg/mL) 0,087 + 0,004 0,090 + 0,003 0,093 + 0,004

Los datos se representan como el promedio + DE por grupo experimental. Las comparaciones
estadisticas se realizaron con la prueba t para datos no pareados; p>0,05 en todos los casos.

1V.1.2 Caracterizacion del modelo porcino de IMA.

e Resultados de sobrevida en la fase de EBM.

De los 16 cerdos empleados en la fase de EBM, solamente ocho animales (50%) sobrevivieron el
periodo de 60 minutos de isquemia ensayado. Todas las muertes se debieron a episodios de
fibrilacion ventricular por la isquemia. Durante el periodo de reperfusion, 72 horas, no fallecid
ningin animal. En el 100% de los cerdos que sobrevivieron, se observaron IMA facilmente
diagnosticables al examen macroscopico del corazdn, después de las 72 horas de reperfusion.

e Resultados de los estudios morfohistolégicos en la fase de EBM.

El 75% de los animales que sobrevivieron en la fase de EBM exhibieron IMA restringidos a cara
lateral; mientras que, en el 25% restante, los IMA eran tan extensos que se localizaban
anatoOmicamente en cara lateral y media-posterior. Ademas de la tipica zona blanca correspondiente

a la necrosis, se observaron también extensas zonas de hemorragia, tanto sub-epicardica como sub-
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endocardica, en la pared del ventriculo izquierdo (Anexo 8E). La observacion microscopica
evidencioé que el proceso de lisis de las miofibrillas en el centro del IMA resulté practicamente
masivo, y se acompafio de una mayor invasion de células inflamatorias que en las zonas adyacentes
al nucleo, donde era menor el dafio en las miofibrillas.

e Resultados de las evaluaciones electrocardiogrdficas en la fase de EBM.

Los corazones de la fase de EBM fueron muy similares en cuanto a los cambios producidos en el
ECG asociados a la I/R. El fenémeno de supradesnivel del segmento ST, el establecimiento de
imagen en espejo y la presencia de onda Q patologica, fueron algunos de los cambios del ECG
observados (Anexo 16). La fibrilacion ventricular durante la isquemia se inici6 frecuentemente de
15 a 20 minutos después de la oclusion de la arteria circunfleja izquierda, y siempre estuvo
antecedida de trastornos agudos de la conduccion y el ritmo, los que permitian predecir facilmente
su ocurrencia. Durante esta fase se caracterizaron también las arritmias de reperfusion, dadas por
taquicardias ventriculares, ritmo de la union acelerado y extrasistoles en parejas (Anexo 16). Estos
resultados permitieron disefiar el esquema de administracion del péptido GHRP6, con el objetivo
adicional de evaluar su potencial incidencia sobre los eventos eléctricos asociados a la I/R.

De manera general, el modelo de IMA establecido en cerdos criollos exhibi6 las siguientes
caracteristicas: repetible desde el punto de vista metodoldgico y practico; con una sobrevida intra-
operatoria de un 50% y post-operatoria a las 72 horas de un 100%; una lesion reproducible desde el
punto de vista topografico, localizada en la cara lateral del ventriculo izquierdo; IMA detectables
por el ECG y por estudios anatomo-patologicos, incluyendo cambios microscopicos, luego de 72
horas de reperfusion. Estos resultados nos permitieron avanzar a la segunda fase del experimento.
1V.1.3 Caracterizacion farmacologica del péptido GHRPG6 en el modelo porcino de IMA.

e Resultados de sobrevida.

De los 19 cerdos intervenidos quirtrgicamente en el grupo Placebo+IMA, la fibrilacién ventricular
provoco la muerte de 10 animales (53%) durante la isquemia. En el caso del grupo GHRP6+IMA,
11 cerdos de un total de 20 (55%), fallecieron por fibrilacion. Como puede notarse, las arritmias
malignas asociadas al periodo de isquemia provocaron la muerte de aproximadamente el 50% de
todos los animales del estudio, independientemente del tratamiento empleado.

o Impacto del GHRPG6 en las dimensiones del IMA.

Como se aprecia en la Tabla 5, los pesos de los corazones de los animales involucrados en el estudio

fue muy similar entre los tres grupos experimentales (todas las comparaciones p>0,05). Por su parte,
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el tratamiento con el GHRP6 redujo significativamente el peso absoluto del territorio infartado, al
compararlo con la masa del infarto que se obtuvo en el grupo Placebo+IMA (p=0,001).
Consecuentemente, el GHRP6 redujo en un 78% el valor de la masa infartada ajustada al peso total
del corazén (p=0,005). Cuando se compararon los valores de area en riesgo entre si, se demostrd
que no existieron diferencias estadisticas entre los tres grupos experimentales (todas las
comparaciones p>0,05); lo cual sugiere que los resultados no estuvieron influenciados por la
aparicion de redes de circulacion colateral. Al ajustar el valor del area infartada con relacion al valor
del 4rea en riesgo del miocardio, se obtuvo una reduccion significativa del infarto en los animales
tratados con el GHRP6, cercana al 80% (p<0,0001). En correspondencia con la demostracion de que
el GHRP6 fue capaz de reducir significativamente el territorio infartado; el grosor del infarto,
evaluado como la extension de endocardio a epicardio (muralidad), disminuyd también
significativamente en los animales del grupo GHRP6+IMA, en comparacion con los animales del

grupo Placebo+IMA (p=0,005).

Tabla 5. Influencia del GHRP6 sobre el peso y las dimensiones de los infartos.

Grupo Grupo Grupo
Pardmetros EBM-IMA Placebo+IMA  GHRP6+IMA

(n=8) (n=9) (n=9)
Peso del Corazon (g) 1582+ 11,6 156,2+ 15,5 153,9 +£26,2 p=0,81
Masa Infartada (g) 39.4 + 10,6 37,4+ 11,8 12,0 £ 10,1 p=0,001
% de masa infartada 249 +4,8 24,0+7,2 7,8+5,6 p=0,005
Area Infartada (cm?) 32,1 +12,3 30,3 + 14,7 6,5+6,3 p=0,01
Area en riesgo (sz) 40,4+ 6,8 38,8 +8,0 39,7+4,8 p=0,78
% Area infartada/Area riesgo 77,9+ 182 74,5+ 23,8 15,3+ 14,8 p<0,0001
Muralidad del infarto (cm) 1,6 £0,5 1,6 £0,3 0,7+0,6 p=0,005

Los datos se representan como el promedio = DE para cada grupo experimental. Las
comparaciones estadisticas se realizaron con la prueba t para datos no pareados. Los valores de
significacion obtenidos en las comparaciones estadisticas entre los grupos Placebo+IMA vs
GHRP6+IMA se muestran también en la tabla. En las comparaciones entre el grupo EBM-IMA y
Placebo+IMA se obtuvo siempre p>0,05.

e Efecto del GHRP6 en los parametros del ECG.

En la Tabla 6 se resumen las principales modificaciones detectadas durante el seguimiento

electrocardiografico del episodio de I/R, en cada grupo experimental. Como se puede apreciar, la

elevacion del segmento ST se produjo de forma inmediatamente posterior (en menos de un minuto)
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a la oclusion de la arteria, en los tres grupos experimentales, independientemente del tratamiento
administrado. En la Tabla 6 se muestra también, que el debut de las primeras extrasistoles
ventriculares se produjo siempre de 15 a 20 minutos posteriores a la oclusion de la arteria
circunfleja, sin existir diferencias entre los grupos experimentales. La ocurrencia de la fibrilacion
ventricular asociada a la isquemia también se produjo de forma homogénea entre los tres grupos
experimentales, e igualmente en los 15 a 20 minutos posteriores a la colocacion del “clamp”. La
duracion de las alteraciones eléctricas producidas en la reperfusion, las que se iniciaron
inmediatamente después de retirar el “clamp”, fue de aproximadamente cinco minutos en los tres

grupos experimentales.

Tabla 6. Cambios detectados en el ECG durante la I/R del miocardio.

Grupo Grupo Grupo
Parametros del ECG EBM-IMA Placebo+IMA GHRP6+IMA
(n=8) (n=9) (n=9)
Debut - Elevacion del ST (seg.) 54,0+ 3,1 53,1+£2,6 584 +53
Debut - Arritmias ventriculares (min.) 18,5+ 11,2 17,4+ 10,4 19,8 + 13,8
Debut - Fibrilacion ventricular (min.) 17,2+ 12,2 (8) 15,6 £13,2 (10) 20,854 (11)
Duracion - Arritmias de reperfusion (min.) 5,7+5,0 59+5,7 46+52

Los datos se representan como el promedio + DE para cada grupo experimental. Las comparaciones estadisticas

se realizaron con la prueba t para datos no pareados; p>0,05 en todos los casos. En el caso del debut de la
fibrilacion ventricular, los valores representan el promedio de los animales que fallecieron por la fibrilacion, los
cuales se refieren entre paréntesis en cada grupo. Para el resto de los parametros se tuvieron en cuenta
unicamente los animales que sobrevivieron al infarto, que son los valores de n reportados en cada grupo.

En la Figura 3 se puede apreciar que cinco de los nueve cerdos tratados con el GHRP6 no
exhibieron ondas Q patologicas en ninguna de las 12 derivaciones estudiadas. En contraste, las
ondas Q de necrosis aparecieron en todos los animales del grupo Placebo+IMA, involucrando
mayoritariamente 4 6 5 derivaciones del ECG. Estos resultados establecieron diferencias

estadisticamente significativas entre ambos grupos (p<0,001).

o 81 k%

8 71{e A Figura 3. Incidencia de ondas Q en el ECG.
5 6 A En la grafica aparece representado el nimero
g 5 A A A de derivaciones del ECG con ondas Q de
g 4 VANW/2AN necrosis, para cada animal. Los datos fueron
23 » analizados por la prueba t para datos no
% 2 * o GHRP6+IMA pareados, (***) indica p<0,001 entre los
s 19 A Placebo+MA grupos Placebo+IMA vs GHRP6+IMA.
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o Estudio histologico del miocardio.

El estudio histologico de las biopsias de areas cercanas al nucleo del infarto, demostré que el
GHRP6 favorecio la preservacion de la integridad de las fibras miocardicas y la viabilidad nuclear
(Figura 4A); en comparacion con el patron de lisis de las fibras encontrado predominantemente en
el grupo Placebo+IMA (Figura 4B). El infiltrado inflamatorio y los eventos hemorragicos también
estaban atenuados en las muestras del grupo GHRP6+IMA. Las peninsulas necroticas del miocardio
y la cantidad de nticleos dafiados letalmente disminuyeron significativamente (ambos p<0,001) en

los animales tratados con el GHRP6, en comparacién con el grupo placebo (Tabla 7).

b & 3 1
LTy 2B

Figura 4. Evaluacion histolégica del dafio inducido por la I/R del miocardio.
Imagenes histologicas de zonas adyacentes al nucleo del IMA. (A) Imagen
representativa del grupo GHRP6+IMA. (B) Imagen representativa del grupo
Placebo+IMA. Nétese el incremento de infiltrado inflamatorio y la disminucion de
fibras cardiacas de aspecto viable en el grupo placebo.

Tabla 7. Cuantificacién microscépica del daiio al miocardio.

Grupo Grupo Grupo
Parametros microscopicos EBM-IMA Placebo+IMA GHRP6+IMA
(n=8) (n=9) (n=9)
# Peninsulas necroticas 23.4+6,1 25,8+43 6,2 £ 2,2 ***
# Nucleos con cambios letales 95,3+ 18,2 90,1 +21,8 27,4+ 11,6 ***

Los datos se representan como el promedio + DE por grupo experimental. Las comparaciones
estadisticas se realizaron con la prueba t para datos no pareados; (***) indica p<0,001para las
comparaciones del grupo Placebo+IMA vs GHRP6+IMA. p>0,05 en todas las comparaciones
del grupo EBM-IMA vs Placebo+IMA.
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o Efectos del GHRPG sobre los niveles séricos de CK/MB y CRP.

Como se muestra en la Figura 5A, en el T1 (30 minutos de reperfusion), se detectd un incremento
significativo en los valores en suero de CK/MB del grupo Placebo+IMA, en comparacion con el TO
(previo a la cirugia), (p<0,01). En el T2 (72 horas de reperfusion), el incremento observado en el
grupo Placebo+IMA fue de cinco veces comparado con los niveles de este grupo en TO y TI
(p<0,001). En la Figura 5A también se observa que el grupo de EBM-IMA se comport6 de forma
similar al grupo Placebo+IMA. En contraste, los valores de CK/MB en el grupo GHRP6+IMA no
resultaron estadisticamente diferentes al comparar los datos de los TO y T1 entre si (p=1). En el
muestreo del T2, se detectd un incremento de dos veces en la concentracion de CK/MB en el suero
de los cerdos tratados con el péptido, en comparacion con los valores en TO y T1 (p<0,01). El
andlisis de los resultados obtenidos en el punto de muestreo T2 indicaron que el tratamiento con el
GHRP6 inhibi6é el incremento en los niveles de CK/MB en aproximadamente un 70%, en

comparacion con el grupo Placebo (p<0,001).

A B 050 -
12000 - e
*kk
10000 - wHEE 0.40 wekk
) 8000 - < 0.30
2 2
@ 6000 - E AA
= AAA 5 0.20 -
S 4000 - s (3]
sk
%k 4
0 .ﬁ . - E . Y 000 . T
To T 2 To 2 T2

B Grupo EBM-IMA (n=8) O Grupo Placebo+IMA (n=9) B Grupo GHRP6+IMA (n=9)

Figura 5. Valores séricos de CK/MB y CRP en el modelo porcino de IMA. Los datos se representan
como el promedio + DE para cada grupo experimental. (A) Niveles séricos de la enzima creatina quinasa,
isoforma MB (CK/MB). (B) Niveles séricos de la proteina c reactiva (CRP). Las muestras de suero fueron
colectadas en tres momentos diferentes: TO, antes de la cirugia; T1, 30 minutos después de iniciada la
reperfusion; T2, al finalizar las 72 horas de reperfusion. Los asteriscos indican la significacion estadistica
obtenida en las comparaciones realizadas por la prueba t para datos pareados entre los T1 y T2 vs TO, de
cada grupo experimental. (**) Indica p<0,01. (***) Indica p<0,001. Los simbolos de lambda indican la
significacion obtenida para el grupo GHRP6+IMA, en el T2, al comparar con el grupo Placebo+IMA por la
prueba t para datos no pareados. (AAA) Indica p<0,001.

Por su parte, como se observa en la Figura 5B, los niveles de CRP circulantes permanecieron
estables en el T1 comparado con el TO, en todos los grupos del estudio (p>0,05 para todas las

comparaciones). Los mayores niveles de CRP fueron detectados en el T2, comparado con los
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valores del TO y del T1, en los grupos EBM-IMA y Placebo+IMA (p<0,001). En contraste, no se
observaron diferencias significativas en los valores de CRP en el T2 comparado con TO y T1, en el
caso de los animales tratados con el GHRP6 (p=0,2973; p=0,0515; respectivamente). Esto indica
que la administracion del GHRP6 atenu¢ significativamente el incremento en los niveles de CRP
circulantes en los animales infartados; de tal forma que en ninguno de los puntos de evaluacion el
valor de CRP en los animales del grupo GHRP6+IMA result6é estadisticamente diferente de los
niveles previos al infarto.

o Influencia del GHRP6 sobre el estrés oxidativo del miocardio.

Los resultados de la evaluacion en el miocardio de los parametros indicativos del estrés oxidativo se
muestran en la Figura 6. Los niveles de HPT y MDA intramiocdrdicos (Figuras 6A y 6B) se
elevaron mas de 9 y 16 veces, respectivamente, en el grupo Placebo+IMA, en comparacion con los
Controles Sanos (ambos p<0,001). En los animales del grupo GHRP6+IMA se detectaron valores
inferiores de HPT y MDA, en comparacion con el grupo Placebo+IMA (ambos p<0,001); aunque,

en el caso particular de MDA, fueron también superiores a los detectados en los Controles Sanos.

A b B
400 = 101 b
& &
o o 0,8 1
£ 300 g
@ a 0,6
S 200 - <
£ g 041
< 100 | a £ c
= a « 024 a |_T_‘
o
T o . . = 00 / . .
Controles Placebo+IMA GHRP6+IMA Controles Placebo+IMA GHRP6+IMA
Sanos Sanos
C 40000 - a D 5000 , b
£ 4000
= 30000 - c E
E o 4
s b 5 3000
S 20000 - ©
a & 2000 -
]
8 10000 | 5 1000 c
a
0 , , , 0 2, R
Controles Placebo+IMA  GHRP6+IMA Controles Placebo+IMA GHRP6+IMA
Sanos Sanos

Figura 6. Evaluacion del estrés oxidativo en el miocardio de los cerdos. Los valores se representan
como el promedio = DE por grupo experimental, con n=5 cerdos para el grupo Controles Sanos; y n=9
cerdos para los grupos Placebo+IMA y GHRP6+IMA. (A) HPT: Hidroperdoxidos totales. (B) MDA:
Malondialdehido. (C) SOD: Superdxido Dismutasa. (D) Catalasa. Para las comparaciones estadisticas
multiples se empled un ANOVA seguido por la prueba t de Neuman Keuls. Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).
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Con respecto a la actividad de la SOD (Figura 6C), se aprecié una disminucion de mas del 50% en
los corazones del grupo Placebo+IMA, en comparacion con los corazones de los Controles Sanos
(p<0,001). Los valores de SOD en el grupo GHRP6+IMA fueron significativamente superiores al
grupo placebo (p<0,01), aunque permanecieron inferiores con respecto al grupo Controles Sanos.
Por ultimo, en los animales tratados con el GHRP6 se detectd un aumento significativo en la
actividad de la enzima Catalasa (Figura 6D) con relacion a los animales sanos (p<0,05), aunque
inferior al incremento detectado en los animales del grupo placebo.

o Efectos del GHRPG en la expresion transcripcional miocdrdica del gen IGF-1.

En la Figura 7 se muestra el resultado de los cinco productos individuales de RT-PCR obtenidos por
grupo experimental. Los niveles de expresion de IGF-1 se normalizaron para cada animal con
respecto a la expresion del gen constitutivo B-actina. En la grafica de la Figura 7 se observa la
diferencia significativa detectada en los niveles de expresion en el miocardio de IGF-1, cuando se
compararon las muestras provenientes de los animales Controles Sanos con los corazones
infartados; tanto del grupo placebo como del grupo tratado con el péptido (p=0,014; p=0,016;
respectivamente). Sin embargo, cuando los grupos Placebo+IMA y GHRP6+IMA se compararon

entre si, no se observaron diferencias significativas (p=0,5476).
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IV.2 Caracterizacion farmacologica del péptido GHRP6 en la prevencion vy reversion de la

Miocardiopatia Dilatada inducida por la administracion de Doxorrubicina en ratas

1V.2.1 Estudio por ecocardiografia del miocardio.

Durante la fase de prevencion de la MCD, la evaluacion ecocardiografica seriada de los animales
permitid seguir el curso del efecto toxico de la DX en el miocardio. Como se muestra en las Figuras
8A a 8F, a partir del dia 24 de experimentacion se detectd en los animales del grupo DX+Placebo,
en comparacion con los valores basales, un incremento significativo en el diametro sistolico del VI
(p=0,0279), asi como un afinamiento notable del septum y de la pared posterior en la sistole (al
menos p<0,05). El incremento en el didmetro diastélico del VI en los animales del grupo
DX+Placebo, en comparacion con los valores basales, se hizo evidente a partir del dia 37 del
estudio (p<0,0001); al igual que el afinamiento del septum y de la pared posterior en la didstole
(ambos p<0,0001). Estas modificaciones estructurales se tradujeron en una disminucién
significativa del porcentaje de fraccion de eyeccion del grupo DX+Placebo, en comparacion con el
valor basal (p=0,0095), a partir del dia 24 del estudio (Figura 8H). Ademas, estas alteraciones se
agudizaron con el aumento de las dosis del cardiotoxico, alcanzandose en el dia 52 una caida
promedio de la funcién cardiovascular del 30%, asociada a una remodelacion casi total del
miocardio en los animales del grupo DX+Placebo (Figuras 8G y 8H).

En cambio, los animales que ademés de la DX recibieron el tratamiento concomitante con el
GHRP6, no presentaron diferencias estadisticamente significativas en sus didmetros diastélicos y
sistolicos del VI, en comparacién con los animales Controles Sanos, en ninguno de los dias de
evaluacion ecocardiografica del estudio (en todos los casos p>0,05) (Figura 8A y &B).
Independientemente de la dosis acumulada de la DX, la administracién concomitante del GHRP6
logrd prevenir la dilatacion del VI. Ademas, en el grupo DX+GHRP6 no se detectaron valores de
afinamiento severo de la pared posterior o del septum, ni en la didstole ni en la sistole; sino que los
grosores de ambas paredes del VI permanecieron practicamente iguales a los valores del grupo
Controles Sanos en todos los dias de evaluacion (en todos los casos p>0,05) (Figuras 8C a 8F).
Consecuentemente con el hecho de que los animales tratados con el GHRP6 no sufrieron el proceso
de remodelado asociado a la administracion de la DX (Figura 8G), no se afectaron tampoco en su
funcién cardiovascular, medida en términos de porcentaje de fraccion de eyeccion del VI la cual se

mantuvo en el rango de los valores fisiologicos durante todo el periodo de evaluacion (Figura 8H).
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Para la fase de reversion de la MCD, los animales intoxicados con la DX se evaluaron por
ecocardiografia para conformar dos grupos correctamente balanceados. Como se puede apreciar en
las graficas de la Figura 9, en el punto de 0 dosis, que corresponde con el inicio de la fase de
reversion después de 52 dias de administracion de la DX, no se detectaron diferencias significativas
entre los grupos Placebo y GHRP6 en ninguno de los pardmetros evaluados (en todos los casos
p>0,05). Esto indica que la distribucion de los animales en ambos grupos fue correcta. En las
graficas de la Figura 9A a la 9F se puede observar ademads, que los animales de ambos grupos,
Placebo y GHRP6, presentaron un incremento significativo de los didmetros del ventriculo
izquierdo, asi como un afinamiento de las paredes del musculo en el punto de 0 dosis, en
comparacion con los valores basales (al menos p<0,05). Estas modificaciones estructurales
manifestadas integramente como la remodelacion del miocardio (Figura 9G), unido a la caida de la
fraccion de eyeccion detectada, también cercana al 30% (Figura 9H), indican que los animales de
los grupos GHRP6 y Placebo iniciaron la fase de reversion con una afectaciéon miocardica muy
similar entre si.

La reversion de la MCD se evalu6 luego de 10 y 20 dosis administradas de los tratamientos. Como
podemos observar en las Figuras 9A y 9B, el péptido favorecio la disminucion de los diametros del
VI, de forma mas efectiva que lo ocurrido espontdneamente en los animales del grupo Placebo. Los
valores de los diametros diastolico y sistolico alcanzados con las 20 dosis de GHRP6 no se
diferenciaron de los animales sanos (p=0,0709; p=0,5863); mientras que para el grupo Placebo se
mantuvo la dilatacion en ambos didmetros (p=0,0003; p<0,0001). En el grupo GHRP6 se observo
también una recuperacion mas efectiva de los grosores de las paredes del ventriculo izquierdo,
fundamentalmente en la sistole, en comparacion con el grupo Placebo (Figuras 9C a la 9F). Estos
resultados se pueden observar de forma mas integral en el Indice de Remodelado del VI, donde el
tratamiento con 20 dosis del GHRP6 redujo el remodelado inicial de los animales a valores que no
se diferenciaron de los Controles Sanos (p=0,0964), lo cual resulté estadisticamente diferente del
grupo Placebo (p=0,0051) (Figura 9G). Las mejoras en los pardmetros estructurales observadas por
ecocardiografia en los animales del grupo GHRP6, se tradujeron igualmente en mejoras funcionales.
Esto se demostro con la recuperacion del porcentaje de fraccion de eyeccion del VI observada en las
ratas tratadas con el péptido (Figura 9H), alcanzandose los valores fisiologicos con las 20 dosis
(p=0,2977); mientras que, en el grupo Placebo la recuperacion de la funcion cardiaca fue mas lenta

y nunca alcanzo los valores del grupo Controles Sanos (p<0,0001).
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1V.2.2 Resultados del estudio histologico del miocardio.

En las Figuras 10A y 10B se observa el aspecto histologico normal de ambos ventriculos del
miocardio de las ratas. La administracion de la DX provoco dafios severos en la estructura del
musculo cardiaco de los animales del grupo placebo, que incluyeron afinamiento, ondulaciones,
fracturas y hasta pérdida de las fibras cardiacas (Figuras 10C y 10D). Practicamente el 100% de las
miofibrillas de los animales tratados con placebo, en ambas fases del estudio, presentaban alguna
forma de dafo; lo cual afectd severamente la integridad de la pared ventricular (Figuras 11A y 11B).
En cambio, en las ratas del grupo DX+GHRP6, de la fase de prevencion de la enfermedad, la
afectacion estructural del miocardio fue muy leve; de forma tal que practicamente no hubo
diferencias con los animales intactos (Figuras 10E y 10F). Los resultados histologicos cuantitativos
también demostraron la atenuacion del dafio cardiaco inducido por el péptido (Figuras 11A y 11B).
Del porcentaje de miofibrillas dafadas en los animales tratados de forma concomitante con el
GHRP6, muy pocas presentaron ondulaciones y fracturas, que son las formas mas severas del dafio
ocasionado por la DX. En la fase de reversion de la MCD, sin embargo, los animales que recibieron
el tratamiento terapéutico por 15 dias con el GHRP6, mostraron igual grado de dafio histolégico en

ambos ventriculos que lo observado en el grupo Placebo (Figuras 10G, 10H, 11A y 11B).
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Figura 11. Cuantificaciones histolégicas del daiio inducido por la DX al miocardio. Los datos se
expresan como el promedio £ DE para cada grupo experimental, n=12 en todos los casos. Las barras grises
representan los grupos experimentales de la fase de prevencion, mientras que las barras negras representan
los grupos de la fase de reversion. Las comparaciones estadisticas se realizaron con la prueba t para datos no
pareados. En ambos casos (***) indica p<0,0001 en las comparaciones del grupo DX+Placebo vs
DX+GHRP®, de la fase de prevencion de la MCD.

1V.2.3 Efectos del GHRPG6 sobre el peso corporal y el indice de peso de varios organos.
Como se observa en la Tabla 8, los animales de los grupos DX+GHRP6 y DX+Placebo no se

diferenciaron entre si en el peso corporal (p=0,1943) al finalizar la fase de prevencion de la MCD.
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En ambos grupos de tratamiento se detectd una caida importante del peso en comparacioén con los
animales sanos (p<0,0001 en ambos casos), indicativo del fenémeno de caquexia, asociado
extensivamente a la administracion de la DX; el cual no fue prevenido con la administracion del
GHRP6. Los animales del grupo DX+Placebo mostraron también un incremento significativo del
indice de peso relativo del miocardio, los pulmones y el higado en comparacion con los animales
del grupo Controles Sanos (Tabla 8). Sin embargo, en los animales del grupo DX+GHRP6, el
tratamiento aplicado de forma concomitante atenud el incremento en los indices de pesos relativos

de los 6rganos.

Tabla 8. Peso corporal de las ratas e indice de peso relativo de los 6rganos evaluados.

Grupos Peso Corporal L.P. Corazén L.P. Pulmones L.P. Higado

Controles Sanos  417,2 £27,2 (a) 0,28 £ 0,03 (a) 0,41 +0,07 (a) 3,54+0,33 (a)
DX+Placebo 266,6 + 32,5 (b) 0,51 = 0,08 (b) 1,02 £ 0,28 (b) 6,79 £ 0,33 (b)
DX+GHRP6 295,5 + 45,1 (b) 0,33 + 0,05 (a) 0,62 +0,16 (a) 4,96 £ 0,51 (¢)

Todos los valores se representan como el promedio = DE por grupo experimental, n=12 ratas en
cada caso. Para las comparaciones estadisticas multiples se emple6 un ANOVA seguido por la
prueba t de Neuman Keuls. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas,
p<0,05. I.P: Indice de peso relativo de los 6rganos.

1V.2.4 Resultados del estudio histologico en organos extra-cardiacos.

Durante la observacion histologica de los pulmones y el higado de los animales del grupo
DX+Placebo, se detectaron cambios histologicos relacionados con el sindrome de Insuficiencia
Cardiaca Congestiva (ICC), que son mostrados en la Figura 12. Entre éstos se destacan los
fendomenos de congestion pasiva pulmonar y hepética asociados a la retencion de sangre venosa en
ambos organos. Estas observaciones o hallazgos histologicos pueden explicar el incremento en el
indice de peso relativo de los 6rganos de las ratas que recibieron el placebo. Los animales del grupo
DX+Placebo alcanzaron un valor promedio significativamente superior al del grupo DX+GHRP6 en
la escala empleada para cuantificar la congestion pasiva hepatica (2,75 = 0,27 vs 0,69 + 0,59;
p<0,0001) (Figuras 12A y 12B). La congestion septal pulmonar que se detectd de forma marcada en
el grupo DX+Placebo estaba asociada tanto al engrosamiento como a la hipercelularidad del septo
pulmonar, mediada principalmente por el infiltrado inflamatorio. Estos patrones de dafio se

encontraron marcadamente atenuados en el grupo DX+GHRP6 (Figuras 12C a 12F).
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Ademas de la distension sinusoidal, la administracion del citostatico provocd otras formas de dafio
en el tejido hepatico de los animales del grupo DX+Placebo. Uno de los dafios principales fue la
aparicion de focos de necrosis en el parénquima hepatico. Los niveles séricos de ALAT del grupo
DX+Placebo, evaluados al finalizar el periodo de intoxicacion con la DX, fueron significativamente
superiores a los del grupo DX+GHRP6 (81,38 + 12,73 vs. 29,38 £+ 5,80; p<0,0001); indicando
mayor magnitud en la necrosis hepatocitaria. La reaccion fibrotica periportal fue otro de los cambios
hepaticos producidos por la administracion de la DX (Figura 13A). La administracion del GHRP6
previno también esta alteracion (Figura 13B).

La DX provoc6 también severos dafios en el epitelio absortivo de los tabulos renales (Figura 13C).
La cuantificacion realizada en el grupo DX+Placebo indico que el 78,41 + 12,43 % de los tibulos
renales evaluados presentaban dafios epiteliales irreversibles. En cambio, en el grupo DX+GHRP6
solamente se detectd el 20,53 + 7,20 % de los tibulos dafiados de forma irreversible (p<0,0001);
indicando el efecto protector renal del péptido (Figura 13D). El epitelio bronco alveolar de los
pulmones también resultdé severamente dafiado por la antraciclina (Figura 13E), observandose un
patron de necrosis coagulativa epitelial en el 70,95 + 14,82 % de los bronquios evaluados del grupo
DX+Placebo. En cambio, en los animales del grupo DX+GHRP6 se observd una significativa
reduccion en el porcentaje de bronquios dafiados (42,98 = 11,50 %; p=0,0098) (Figura 13F).

1V.2.5 Efectos del GHRP6 en la sobrevida.

La mortalidad acontecida en ambas fases del estudio fue registrada. La aplicacion del tratamiento
con el GHRP6, tanto en el esquema concomitante como terapéutico, increment6 significativamente

la sobrevida de los animales con MCD (Figura 14).
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Figura 14. Curvas de sobrevida de ambas fases del estudio de MCD inducida por DX en ratas.
Todos los grupos experimentales iniciaron el estudio con n=12 ratas por grupo. Los analisis
estadisticos se realizaron empleando la prueba de Logrank. (A) Resultados de sobrevida en la fase de
prevencion de la MCD, (*) Indica p=0,0230. (B) Resultados de sobrevida en la fase de reversion de la
MCD, (*) Indica p=0,0214.

55




Resultados

1V.2.6 Influencia del GHRPG6 sobre los marcadores del estado redox celular.

En la Figura 15 se representan los resultados de los marcadores del balance redox ensayados en el
suero de los animales de la fase de prevencion de la MCD, en diferentes puntos de evaluacion.
Como se muestra en las Figuras 15A y 15B, el incremento en la dosis acumulada de DX provocé un
aumento, cada vez mayor, en las concentraciones de HPT y MDA del grupo DX+Placebo. Este
aumento resulté significativamente superior al producido en el grupo DX+GHRP6, para ambos
parametros, tanto en el dia 35 (HPT: p=0,0005; MDA: p=0,0125); como en el dia 52 (HPT:
p<0,0001; MDA: p=0,0043).
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Figura 15. Evaluacion del estrés oxidativo en el suero de las ratas del modelo de Miocardiopatia
Dilatada. (A) HPT: Hidroperoxidos totales. (B) MDA: Malondialdehido. (C) Catalasa. (D) SOD:
Superoxido Dismutasa. Los valores se representan como el Promedio £ EEM por grupo experimental. Los
Valores Basales corresponden al grupo Controles Sanos al inicio del experimento (n=12). En los dias 14 y
35, n=12 para ambos grupos. Los datos del dia 52 corresponden a n=8 para el grupo DX+Placebo y n=12
para el grupo DX+GHRP6. Las comparaciones estadisticas se realizaron con la prueba t para datos no
pareados. Los asteriscos indican la significacion estadistica entre los grupos DX+Placebo vs DX+GHRP6 en
los diferentes dias de evaluacion. (*) Indica p<0,05. (**) Indica p<0,01. (***) Indica p<0,001.

Los resultados obtenidos muestran un comportamiento bifasico para la enzima Catalasa (Figura
15C). En los primeros 14 dias de administracion de la DX, la actividad de esta enzima aumentd

significativamente en ambos grupos, DX+GHRP6 (p=0,0159) y DX+Placebo (p=0,0286), con
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respecto a los valores basales. Sin embargo, al alcanzarse en los animales dosis acumuladas cada
vez mayores de la DX, la Catalasa sufrié una inhibiciéon importante de su actividad, que fue mas
marcada en los animales del grupo placebo que en los tratados con el péptido, tanto en el dia 35
(p=0,0056) como en el dia 52 (p=0,0005). Por su parte, la actividad total de la enzima SOD del
suero de los animales del grupo DX+Placebo disminuyd paulatinamente, en la medida en que fue
aumentando la dosis acumulada de la DX (Figura 15D). En cambio, en el grupo tratado de forma
concomitante con el GHRP6, la actividad de la enzima SOD fue significativamente superior al
grupo placebo en todos los tiempos evaluados (dia 14: p=0,0233; dia 35: p=0,0134; dia 52:
p=0,0069). Este resultado indica que en el grupo DX+GHRP®6, la inhibicion de la SOD inducida por
la DX fue atenuada por el tratamiento aplicado.

1V.2.7 Efectos del GHRPG6 en la expresion transcripcional miocdrdica de los genes Bcl-2 y Bax.
La evaluacion de la expresion transcripcional de los genes Bcel-2 y Bax se realizd en muestras de
tejido cardiaco de cinco animales de los grupos DX+Placebo, DX+GHRP6 y Controles Sanos
(Figura 16A). Como se aprecia en la Figura 16B, la administracion concomitante de GHRP6
incremento significativamente la expresion del gen Bcl-2 en el miocardio de las ratas, en

comparacion con los Controles Sanos y los que recibieron el placebo (en ambos casos p<0,001).
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Figura 16. Evaluacion de la expresion transcripcional de Bcl-2 y Bax en el miocardio.
(A) Bandas obtenidas por la técnica de RT-PCR. Los resultados de expresion normalizados
con respecto a la expresion del gen P-actina se muestran en las graficas: (B) Bcl-2; (C) Bax;
(D) Relacion Bel-2/Bax. Las barras indican el valor promedio = DE por grupo, n=5 en cada
caso. Para las comparaciones estadisticas multiples se emple6 un ANOVA seguido por la
prueba t de Neuman Keuls. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05).
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Uno de los efectos de la DX fue incrementar la expresion miocardica del gen Bax en el grupo
DX+Placebo, en comparacion con los Controles Sanos (p<0,001); lo cual fue significativamente
atenuado en el grupo DX+GHRP6 (p<0,001) (Figura 16C). En conjunto, estos resultados
favorecieron positivamente la relacion de expresion de los genes Bcl-2/Bax en los animales tratados
concomitantemente con el GHRP6, en comparacion con el grupo placebo (p<0,001) (Figura 16D).
1V.2.8 Estudio del miocardio por Microscopia Electronica de Transmision.

Las microfotografias obtenidas del miocardio indicaron que la administracion prolongada de la DX
provoco la vacuolizacion del sarcolema y de las mitocondrias, lo cual afectd a las miofibrillas y
provoco la pérdida de las crestas mitocondriales, respectivamente. Otras afectaciones ultra-
estructurales se detectaron en las uniones o nexos entre las fibras cardiacas. En la Figura 17A se
muestra la imagen ultra-estructural del miocardio de animales sanos. En contraste, en la Figura 17B
se observan muchos de los cambios patoldgicos mencionados anteriormente. El desarreglo de la
unidad contréctil cardiaca se hace evidente al comparar los animales tratados con DX y los animales
sanos. En el grupo tratado terapéuticamente con el GHRP6 por 15 dias, a pesar de que los animales
recuperaron la funcién cardiovascular, se observan también las alteraciones de las miofibrillas, de
las uniones entre fibras, asi como los dafios mitocondriales severos. Sin embargo, es de destacar
que, en este grupo de animales que revirtieron satisfactoriamente la MCD, mediante el tratamiento

con el GHRP6, se observo un mayor nimero de mitocondrias de aspecto viable (Figura 17C).

Figura 17. Estudio por MET del miocardio de animales de la fase de reversion de la MCD.
(A) Imagen de la ultra-estructura normal del miocardio de rata. (B) Imagen representativa del
grupo Placebo. (C) Imagen representativa del grupo de ratas tratadas con GHRP6. Notese el
incremento en mitocondrias de aspecto viable, indicadas por las flechas, en la imagen C.
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IV.3 Caracterizacion farmacologica del péptido GHRP6 en un modelo experimental de

Isquemia/Reperfusion hepatica y Dafio Multiple de Organos

1V.3.1 Resultados histologicos en el higado.

La I/R provoco dafios severos en la arquitectura del tejido hepatico del grupo Placebo+I/R, que
incluyeron la aparicion de areas de necrosis coagulativa, hemorragias, balonamiento citoplasmatico
y una marcada distension sinusoidal. También observamos dafio nuclear irreversible, hipertrofia de
las células de Kupffer e infiltracion de neutréfilos en los animales que recibieron el placebo.
Algunos de estos cambios se muestran en las Figuras 18A-18C. Ninguno de los dafos descritos
anteriormente se detectaron en los animales del grupo Simulador (Figura 18D). La administracion
profilactica del GHRP6 atenu¢ la extension e intensidad del dafio en el parénquima hepatico. Tanto
los focos necroticos como las hemorragias se redujeron drasticamente en los animales tratados con
el péptido, en los cuales el dafio predominante fue el balonamiento citoplasmatico de los hepatocitos
(Figuras 18E y 18F). El 90% de los animales del grupo GHRP6+I/R alcanzaron grados inferiores a
2 en la escala de Suzuki, mientras que el 100% de los animales del grupo Placebo+I/R alcanzaron

grado 3 0 4 de severidad del dafio hepatico (p<0,001) (Figura 19A).

.
» L=
2pten | C
‘ e e
N o %

e :l(..

b u’ | 0
£ & ']
s -® 3

44— N 1
i Ny e
: 3 \?‘
@ 'u')' 13
. L]

0 ~6 L ,.1
2o | r PR
@ 8 PRt 1
'] @ "4 a0 ol
i M- Tl - 5
£ L ‘1 ‘$‘!‘ 1
% AT 5
s0.8 . & T s
v WA,
?! gi‘-" '\)“" i .:&"; @!’
or ot a8 ERGE
e w e PERES AR a3 SN T
- - A - ¥ .-.3!, <
S 30X e b p Fa i T
cheas o 5 ﬁ@ (i ORI a\4 X

Figura 18. Imagenes representativas del daiio hepatico inducido por el episodio de I/R.
El panel superior (imagenes A, B, C) corresponden al grupo Placebo+IR. En estas se
observan, consecutivamente, las hemorragias, zonas de necrosis (indicadas por flechas) y
dafios nucleares irreversibles presentes en este grupo. En el panel inferior, la imagen D
corresponde al grupo Simulador mientras que las imagenes E y F corresponden al grupo
GHRP6+I/R. Noétese la atenuacion de la hemorragia y la apariencia practicamente normal del
parénquima hepatico en los animales tratados con el GHRP6, en comparacion con el placebo.
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Figura 19. Evaluacion histolégica del dafio inducido por la I/R en diferentes érganos.
En las graficas se representa la puntuacion otorgada a cada animal, de acuerdo a las
escalas utilizadas para semicuantificar el dafio inducido por la I/R hepatica en los
diferentes organos: (A) Higado, (B) Intestinos, (C) Pulmones, (D) Rifiones.

1V.3.2 Evaluaciones histologicas en organos remotos al sitio de la Isquemia/Reperfusion.

La I/R hepatica provocod dafios macroscopicos severos en el 73 + 4 % de la longitud del intestino
delgado del grupo Placebo+I/R. El tratamiento profilactico con el GHRP6 disminuyo
significativamente el dano a solamente el 27 + 3 % de promedio de longitud (p<0,01). Las
porciones de jejuno distal e ileon proximal fueron las mas dafiadas durante la fase de reperfusion.
Los estudios histologicos demostraron que la I/R hepatica causo en el intestino delgado: la erosion
de las vellosidades, la aparicion de infiltrado inflamatorio en la lamina propia, hemorragia focal en
el lumen y extensas areas de infarto de la mucosa. Algunos de estos cambios se muestran en la
Figura 20A. Los dafios al intestino delgado se atenuaron marcadamente en los animales que
recibieron el tratamiento profilactico con el GHRP6 (Figura 20B). En el grupo Placebo+I/R, el
100% de los animales alcanzaron valores maximos en la escala de Chiu (4 6 5 puntos), lo cual

resulto estadisticamente significativo (p<<0,001) con respecto al grupo GHRP6+I/R (Figura 19B).
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Como se muestra en la Figura 19C, los pulmones de todos los animales del grupo Placebo+I/R
resultaron afectados, de los cuales el 70% exhibi6 un dafio parenquimal muy marcado que recuerda
al distrés severo del adulto. Este se caracterizd por el engrosamiento septal, la hipercelularidad, el
reclutamiento neutrofilico, la adhesion intersticial y la reduccion del espacio luminal de los
alvéolos. Algunos de estos cambios se observan en la Figura 20C. El tratamiento profilactico con el
GHRP6 permitid atenuar significativamente los dafios pulmonares, de forma tal que solo un animal
del grupo GHRP6+I/R (10%) exhibi6 un patron de distrés pulmonar severo (p<0,05) (Figuras 19C y
20D).

En los rifones, la I/R afecté fundamentalmente las células del epitelio tubular, provocando dafios
nucleares irreversibles e incluyendo en muchos casos el desprendimiento de la membrana basal
(Figura 20E). Como se muestra en la Figura 19D, el 100% de los animales del grupo Placebo+I/R
exhibieron algn grado de dafio epitelial renal, mayoritariamente severo e irreversible. Sin embargo,
en los animales tratados profilacticamente con el GHRP6, se logrd prevenir significativamente el
dafio tubular (p<0,001) ya que los cambios fueron mayoritariamente reversibles (Figura 20F).
1V.3.3 Determinacion de marcadores circulantes del dafio hepdtico y renal.

La I/R increment6 significativamente, mas de 10 veces, los niveles séricos de ambas transaminasas
en el grupo Placebo+I/R, en comparacion con el grupo Simulador (ambas p<0,001). La
administracion profilactica del GHRP6 disminuy6 en mas del 50% los valores de ALAT y ASAT en
el grupo GHRP6+I/R, respecto a los animales que recibieron el placebo (ambas p<0,01) (Figura 21).
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Figura 21. Valores séricos de ALAT y ASAT en el modelo de I/R hepatica en ratas.
Los datos se representan como el promedio = EEM por grupo experimental, con n=10
animales en cada caso. (A) ALAT. (B) ASAT. Para las comparaciones estadisticas
multiples se emple6 un ANOVA seguido por la prueba t de Neuman Keuls. Letras
diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).
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En el grupo Placebo+I/R los niveles séricos de creatinina detectados (72,77 + 3,48 umol/L) fueron
significativamente superiores a los del grupo Simulador (41,96 + 5,98 pumol/L; p=0,012). En
cambio, los animales que recibieron el pre-tratamiento con el GHRP6 mostraron tan solo un 30% de
incremento en los niveles séricos de creatinina (55,07 £ 6,25 pumol/L), lo cual no resultd
estadisticamente diferente del grupo Simulador (p=0,1616).

1V.3.4 Influencia del GHRPG6 en el estrés oxidativo del higado sometido a la isquemia.

La I/R incrementd en mas de tres veces la concentracion hepatica de HPT en el grupo Placebo+I/R
en comparacion con el grupo Simulador (p<0,001) (Tabla 9). De forma similar, la concentracion
hepatica de MDA se increment6 en mas de cuatro veces en el grupo placebo, con respecto a los
animales simuladores de la isquemia (p<0,001). El empleo profilactico del GHRP6 atenud en un
75% la generacion de HPT en el higado, asi como diminuy6 en un 50% el incremento de MDA,
principal indicador de la peroxidacion lipidica, en comparacion con el grupo Placebo+I/R (en ambos
casos p<0,001). Como consecuencia de la I/R, se detectd también un incremento significativo en la
actividad de la enzima Catalasa en el grupo Placebo+I/R, en comparacion con el grupo Simulador
(p<0,001) (Tabla 9). En el caso del grupo GHRP6+I/R, la actividad de esta enzima también se
incremento significativamente, aunque en menor medida que en los animales que recibieron el
placebo (p<0,001). En la Tabla 9 se observa que la actividad total de la enzima SOD se inhibi6 en
aproximadamente un 60% en el grupo Placebo+I/R, en comparacion con el grupo Simulador
(p<0,001). En cambio, en el grupo GHRP6+I/R la actividad total de esta enzima se mantuvo en
valores similares a los del grupo Simulador (p>0,05). El empleo de cianuro de sodio, un inhibidor
selectivo de la actividad de las isoformas SODCu/Zn, permitié evaluar especificamente la isoforma
SODMn. Como se puede apreciar en la Tabla 9, la actividad de la SODMn se modifico
significativamente con el episodio de I/R, observandose una inhibicion de casi el 70% de su
actividad en el grupo Placebo+I/R, con respecto al grupo Simulador (p<0,001). Sin embargo, la
actividad de la isoforma SODMn se preservo en los animales que recibieron el tratamiento con el
GHRP6, notandose incluso la tendencia al aumento de su actividad con respecto a los valores
basales. La actividad de las isoformas SODCu/Zn no se diferencié de forma significativa entre los
grupos sometidos a la I/R y los animales simuladores (todas p>0,05). No obstante, debemos
destacar que también se observo una tendencia a la inhibicion de la actividad de la SODCu/Zn en el
grupo Placebo+I/R, con respecto al grupo Simulador; la cual estuvo mas atenuada en el grupo

GHRP6+I/R.
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Tabla 9. Evaluacion de parametros indicadores del estrés oxidativo hepatico en las ratas.

Parametros Grupo Grupo Grupo Grupo
Simulador Placebo+I/R GHRP6+I/R Sanos+GHRP6
HPT (nmoles/mg PT) 29,5+ 1,2 (a) 100,5 £ 6,5 (b) 51,2+ 1,7 (¢) 24,7+29

MDA (nmoles/mg PT) 0,06 + 0,01 (a) 0,25+ 0,03 (b) 0,12+0,01 (a) 0,08 £0,01

Catalasa (U/g'min) 16,3+ 3,6 (a) 580,6 £ 57,4 (b) 31,5+4,3 (a) 16,2 +3,5
SOD (U/g'min) 18261 £ 1261 (a) 9174+6459(b) 180304983 (a) 24986+ 1535 **
SODMn (U/g'min) 9078 £ 1111 (a) 2868 £487,7(b) 9964 + 556,8 (a) 13711 + 1500 *

SODCu/Zn (U/g'min) 9183 +783,2(a)  6306+9854(a) 8066+ 788,1 (a) 11275+ 946,8

Las determinaciones se realizaron en muestras de homogenado de higado de las ratas. Los datos se reportan
en la tabla como el valor promedio + el EEM por grupo experimental, con n=10 animales en cada caso. HPT:
Hidroperoxidos totales; MDA: Malondialdehido; SOD: Superoxido Dismutasa total; SODMn: Superéxido
Dismutasa dependiente de manganeso; SODCu/Zn: Superdxido Dismutasa dependiente de Cu/Zn; PT:
Proteinas Totales. Para las comparaciones estadisticas multiples entre los grupos Simulador, Placebo+I/R y
GHRP6+I/R se empled un ANOVA seguido por la prueba t de Neuman Keuls. Letras diferentes indican
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05). Los asteriscos reflejan la significacion estadistica de las
comparaciones entre los grupos Simulador y Sanos+GHRP6 realizadas con la prueba t para datos no
pareados; (*) indica p<0,05; (**) indica p<0,01.

En este experimento se evalué también la influencia de una administracion unica del GHRP6 en
animales sanos y conscientes, en un corto periodo de tiempo, en los parametros indicadores del
estrés oxidativo. Como se muestra en la columna del grupo Sanos+GHRP6 de la Tabla 9, la
administracion del péptido en condiciones fisiologicas no modificé los niveles de MDA (p=0,2653)
ni de HPT (p=0,0673) con respecto al grupo Simulador. La actividad de la enzima Catalasa tampoco
se modificd en condiciones fisiologicas por la administracion del GHRP6 (p=0,9725). En cambio, la
actividad de la isoforma SODMn se increment6 en mas del 50% en los animales sanos tratados con
el péptido, en comparacion con los del grupo Simulador (p=0,0281). Igualmente, las isoformas
SODCu/Zn mostraron una tendencia a incrementar su actividad cuando los animales sanos se
inyectaron con el GHRP6, aunque esta respuesta no fue significativa estadisticamente (p=0,1137).
En correspondencia, como resultado del aumento de la actividad de la SODMn, principalmente, los
animales sanos tratados con el péptido GHRP6 mostraron un incremento significativo en la
actividad total de la enzima SOD (p=0,0057), uno de los principales miembros del sistema de

defensa antioxidante de los seres vivos.
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Como se observa en la Figura 22, la I/R increment6 significativamente en el grupo Placebo+I/R la
actividad de la enzima MPO en el higado, y aun en mayor magnitud en los intestinos; en
comparacion con el grupo Simulador (en ambos casos p<0,001). Los incrementos de la actividad de
esta enzima, indicativo de una respuesta inflamatoria en ambos Organos, se atenuaron en las

muestras del grupo GHRP6+I/R de forma estadisticamente significativa (p<0,001 en ambos casos).
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Figura 22. Determinacion de la enzima Mieloperoxidasa en los tejidos.
(A) MPOh: Mieloperoxidasa en el higado. (B) MPOi: Mieloperoxidasa en los
intestinos. Los valores se representan como el promedio = DE por grupo
experimental, con n=10 animales en cada caso. Para las comparaciones
estadisticas multiples se empled6 un ANOVA seguido por la prueba t de
Neuman Keuls. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente

significativas (p<0,05).

1V.3.5 Evaluacion de la expresion transcripcional de los genes HIF-1a, IGF-1, PI3K y PKB en el
higado.

Empleando la técnica de RT-PCR se evalud la expresion transcripcional hepatica de los factores
inductores de sobrevida: HIF-1a, IGF-1, y las quinasas PI3K/PKB (Figura 23A). Como se puede
apreciar en la Figura 23B, el empleo profilactico del GHRP6 aument6 significativamente la
expresion de HIF-1a en el higado, al finalizar el periodo de reperfusion, en comparacién con el
grupo placebo (p<0,01). Los resultados de la amplificacion del gen IGF-1 en las muestras de tejido
hepatico no mostraron diferencias significativas entre los tres grupos experimentales (p>0,05 en
todas las comparaciones) (Figura 23C). En el caso de las quinasas PI3K/PKB, el incremento
detectado de esta ruta en el grupo GHRP6+I/R fue significativamente superior al inducido por la

hipoxia en el grupo Placebo+I/R (al menos p<0,05) (Figuras 23D y 23E).
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Figura 23. Evaluacion de la expresién transcripcional de HIF-1a, IGF-1, PI3K y PKB en el higado.
(A) Bandas obtenidas por la técnica de RT-PCR. Los resultados de expresion normalizados con respecto
a la expresion del gen B-actina se muestran en las graficas: (B) HIF-1a; (C) IGF-1; (D) PI3K; (E) PKB.
Las barras representan el valor promedio = DE por grupo experimental, con n=5 animales en cada caso.
Para las comparaciones estadisticas multiples se empled un ANOVA seguido por la prueba t de Neuman
Keuls. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

I1V.4 Caracterizacion farmacologica del péptido GHRP6 en la prevencion v reversion de la

Cirrosis Hepatica inducida por la administracion de CCL4 en ratas

1V.4.1 Resultados del estudio del higado por ultrasonido.

La evaluacion por ultrasonido que se realizd en el quinto mes del estudio a los grupos
CCL4+GHRP6 y CCL4+Placebo, de la fase de prevencion de la cirrosis, demostro una disminucion
significativa en el valor de Indice de Fibrosis por Ultrasonido (IFU) del grupo tratado con el

péptido, en comparacion con los animales que recibieron el placebo (p=0,0009) (Tabla 10). En la
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fase de reversion de la cirrosis se evaluaron por ultrasonido los grupos GHRP6-60d y Placebo-60d,
al concluir el séptimo mes del ensayo. Como se muestra en la Tabla 10, los animales del grupo
Placebo-60d alcanzaron el mayor valor de IFU calculado en el estudio, lo que indica una progresion
de la enfermedad del quinto al séptimo mes de intoxicacion con el CCL4. Sin embargo, para el
grupo GHRP6-60d se detectd una disminucion de mas del 30% del valor de IFU con respecto al
grupo Placebo-60d (p=0,0005).

Tabla 10. Resultados de la evaluacion del higado por ultrasonido.

Didmetro de Animales con Animales con
Grupos IFU la Porta (mm) ascitis clinica (%) ascitis por US (%)
Controles Sanos (n=7) 0 0,71 £ 0,05 0 0
CCL4+GHRP6 (n=12) 2,50 £ 0,30 0,80 + 0,06 1 (8%) 2 (17%)
CCL4+Placebo (n=12) 5,93 +£0,79 #** 1,12+0,14 * 5 (42%) 8 (67%) *
GHRP6-60d (n=12) 4,80 + 0,42 0,96 = 0,08 0 3 (25%)
Placebo-60d (n=12) 7,00 + 0,29 *** 1,34 £0,13 * 5 (42%) * 8 (67%)

IFU: Indice de Fibrosis por Ultrasonido. US: Ultrasonido. La evaluaciéon por US a los grupos CCL4+GHRP6 y
CCL4+Placebo, de la fase de prevencion, se realizé al finalizar el quinto mes del ensayo. Los grupos GHRP6-60d
y Placebo-60d, de la fase de reversion, se sometieron a la evaluacion por US al finalizar el séptimo mes del
ensayo. Los valores de diametro de la porta del grupo Controles Sanos corresponden a la evaluacion por US del
séptimo mes del experimento. Los datos del IFU y del diametro de la Porta se representan como el promedio +
EEM por grupo experimental. Las ascitis detectadas por US incluyen las ascitis clinicas. Estan representadas
solamente las diferencias significativas entre los animales tratados con el GHRP6 y con el placebo de cada fase
del experimento. Los valores de IFU y diametro de la porta se compararon con la prueba t para datos no pareados.
Los porcentajes se compararon con la prueba exacta de Fisher. (***) Indica p<0,001; (*) Indica p<0,05.

En el grupo CCL4+Placebo, de la fase de prevencion, la enfermedad cirrdtica provoco el
incremento en aproximadamente un 60% del diametro de la vena Porta, en comparacion con el
grupo Controles Sanos (p=0,0052). En cambio, en el grupo CCL4+GHRP6 no se detectd dilatacion
significativa de la Porta, en comparacion con los animales sanos (p=0,2938). Al séptimo mes, en la
fase de reversion de la enfermedad, se observo una diferencia significativa entre el grupo Placebo-
60d y el grupo GHRP6-60d en cuanto al valor de dilatacion de la vena Porta (p= 0,0201), siendo
¢ste superior para el grupo que recibi6 el placebo (Tabla 10).

Como se muestra en la imagen del Anexo 17, algunos animales llegaron a acumular volimenes
superiores a los 100 mL de liquido ascitico en la cavidad abdominal, lo cual fue macroscopicamente

detectable. Sin embargo, los voliumenes muy pequeios de ascitis no pueden ser detectados con
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seguridad mediante inspeccion clinica de los animales. Por tal motivo, se empled la técnica del
ultrasonido para detectar la presencia de cualquier cantidad de liquido en la cavidad abdominal.
Como se observa en la Tabla 10, un menor nimero de animales de los grupos CCL4+GHRP6 y
GHRP6-60d desarrollaron ascitis en comparacion con los grupos CCL4+Placebo (p=0,0361) y
Placebo-60d (p=0,0373), respectivamente. En el caso de los grupos Placebo-15d y GHRP-15d, no se
detectaron ascitis clinicas durante el corto periodo de tratamiento ensayado.

1V.4.2 Estudios histologicos de los higados cirrdticos.

Las imagenes histologicas provenientes de los grupos CCL4+Placebo, Placebo-15d y Placebo-60d,
exhiben gruesos puentes de colageno en el parénquima hepatico, los cuales conforman los llamados
nddulos cirréticos (Figuras 24A, 24C y 24E). Los estudios morfométricos realizados, empleando un
programa de procesamiento de imdgenes digitales, permitieron cuantificar los principales
parametros histoldgicos relacionados con la cirrosis. De este modo se determino el grosor de los
cordones fibroticos, la cantidad de nddulos cirréticos y de colageno en los cordones (Anexo 18), asi
como el porcentaje de fibrosis y grasa presente en el parénquima (Anexo 19).

De acuerdo con el andlisis morfométrico realizado, aproximadamente el 17% del area hepatica de
los animales del grupo CCL4+Placebo, de la fase de prevencion, estaba cubierta por material
fibrotico (Figura 24A) (Tabla 11). Sin embargo, en el grupo CCL4+GHRP6 se detectdé una
disminucién de mas del 85% del depdsito de material fibrotico (p<0,0001). En correspondencia, los
animales del grupo tratado con el péptido mostraron una reduccion, de aproximadamente siete
veces, tanto en la cantidad de nodulos cirréticos como en el grosor de los cordones, en comparacioén
con el grupo CCL4+Placebo (en ambos casos p<0,0001) (Figura 24B).

Los grupos CCL4+Placebo y Placebo-15d no se diferenciaron en el %Fibrosis (p=0,2267), el grosor
de los cordones (p=0,9558) ni en la cantidad de nddulos cirréticos (p=0,4416); lo cual indica que la
fibrosis no revirtid espontaneamente durante los 15 dias en que no se inyecté el CCL4. La
administracion terapéutica del GHRP6 por 15 dias, en ausencia del agente hepatotoxico, favorecid
la reduccion del %Fibrosis en un 37% (p=0,0004) (Figuras 24C y 24D). Para estos dos grupos, el
GHRP6-15d y el Placebo-15d, no se detectaron diferencias significativas en el nimero de ndédulos
cirréticos (p=0,0602); aunque se observd una tendencia a disminuir con la aplicacion del péptido.
La reduccion del %Fibrosis del grupo GHRP6-15d si se asoci6 con la disminucion significativa del

grosor de los cordones (p=0,0011) (Tabla 11). El %Colégeno presente en las areas de depdsito de
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material fibrotico disminuyd también significativamente en el grupo GHRP6-15d (33,4 + 26,5) en
comparacion con el grupo Placebo-15d (77,7 £ 18,6; p=0,0007).

Tabla 11. Analisis morfométricos de la Cirrosis Hepatica.

- Noédul
Grupos Grosor .Cordones . 0 ’u-os % Fibrosis % Grasa
(micras) Cirréticos

CCL4+GHRP6 (n=12) 11,0£1,7 **=* 8,2 +12,3 #¥* 2,0£0,3 *** 33,0 £2,2 *%*
CCL4+Placebo (n=12) 72,1+79 558452 16,8 + 0,6 15,1 £2,9
GHRP6-15d (n=10) 473 £4,6 ** 37,9+4,1 9,8 £ 1,2 *%** 7,0 £0,6 ***
Placebo-15d (n=10) 71,6 £4,7 50,0+ 4.4 15,6 +0,7 13,2+0,8
GHRP6-60d (n=12) 34,6 £4,4 *¥* 22,4 £42 %% 4,9+£0,7 *** 24,77+ 1,9 **
Placebo-60d (n=12) 102,7 £8,1 58,9+4,3 19,4+ 0,7 17,9+ 1,2

Los datos se presentan como el promedio + EEM por grupo experimental. Los asteriscos indican la

significacion estadistica de las comparaciones realizadas con la prueba t para datos no pareados entre los

grupos que recibieron el GHRP6 y los respectivos grupos placebo. (**) p<0,01; (***) p<0,001.
Luego de siete meses de administracion del agente hepatotdxico, los animales del grupo Placebo-
60d alcanzaron valores superiores de %Fibrosis que el grupo CCL4+Placebo (p=0,0139). Esto
indica la progresion en la severidad de la enfermedad del quinto al séptimo mes de intoxicacién con
CCL4. Dicha progresion no se debio a un incremento de la nodularidad del parénquima (p=0,8976)
sino al aumento significativo del grosor de los cordones (p=0,0302) del quinto al séptimo mes del
ensayo (Figura 24E). Como se muestra en la Tabla 11, la administracion terapéutica del GHRP6 por
60 dias permitio la reduccion del 75% del area cubierta por la fibrosis, comparado con el grupo
Placebo-60d (p<0,0001), a pesar de la continuidad de la intoxicacién con el CCL4 (Figura 24F).
Esta regresion de la fibrosis implicé también la reduccion significativa del nimero de nodulos
cirréticos y del grosor de los cordones (en ambos casos p<0,0001) (Tabla 11).
En relacion al deposito de grasa en el higado, el grupo CCL4+GHRP6 exhibié un incremento
significativo en el %Grasa respecto al grupo CCL4+Placebo (p=0,0002) (Tabla 11). Para el caso de
la intervencion terapéutica con el GHRP6, durante 15 dias y en ausencia de CCL4, se observo una
reduccion del porcentaje de inclusion de grasa en el grupo GHRP6-15d en comparacion con el
grupo Placebo-15d (p<0,0001). Finalmente, en el grupo GHRP6-60d se detecto un 38% de

incremento en el depdsito de grasa en comparacion con el grupo Placebo-60d (p=0,0067).
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1V.4.3 Marcadores séricos del daiio y de la funcion hepadtica.

En la fase de prevencion de la cirrosis hepatica se realizaron dos evaluaciones de los pardmetros
bioquimicos en el suero de las ratas, al segundo y al quinto mes del ensayo. Como se muestra en la
Figuras 25A y 25B, a los dos meses de intoxicacion con el CCL4 los animales del grupo placebo
exhibieron los valores mas altos detectados de ALAT y ASAT, los cuales fueron significativamente
superiores a los del grupo Controles Sanos (en ambos casos p<0,001). A los cinco meses, los
niveles de ambas transaminasas en el grupo CCL4+Placebo fueron inferiores de los detectados a los
dos meses, aunque se mantuvieron por encima de los animales sanos (p<0,001). Como se observa
en las Figuras 25A y 25B, el curso temporal de los niveles séricos de ALAT y ASAT en el grupo
CCL4+GHRP6 fue muy similar a lo observado para el grupo CCL4+Placebo. No obstante, en la
evaluaciéon correspondiente a los dos meses, los niveles de ambas transaminasas en los animales
tratados con el GHRP6 fueron significativamente inferiores de los tratados con el placebo (en
ambos casos p<0,001). A los cinco meses, se detectdé también una disminucion en los valores de
ASAT en el grupo CCL4+GHRP6 en comparacion con el grupo CCL4+Placebo (p<0,001);
mientras que para la ALAT, se obtuvieron concentraciones semejantes entre ambos grupos
(p>0,05). Los marcadores séricos de la actividad de sintesis del higado que se evaluaron en esta fase
se muestran en las Figuras 25C a 25F. En ambos puntos de evaluacion, a los dos y a los cinco meses
de intoxicacion con el CCL4, los animales del grupo CCL4+GHRP6 mantuvieron una actividad de
sintesis en el higado significativamente superior a los animales del grupo CCL4+Placebo (al menos
p<0,05).

En la fase de reversion de la cirrosis hepatica, la evaluacion de los parametros bioquimicos en el
suero se realizo al concluir los periodos de administracion terapéutica del GHRP6 y el placebo.
Luego de aplicar el esquema de 15 dias de tratamiento con el péptido, se detectaron valores
significativamente inferiores de ALAT (p<0,01) y ASAT (p<0,05) en los animales tratados con el
GHRP6, en comparacion con el grupo que recibio el placebo (Tabla 12). En cuanto a los pardmetros
bioquimicos indicadores de la funcidn de sintesis del higado, la aplicacién de un tratamiento por 15
dias con el GHRP6, atn en ausencia de CCL4, no facilitdé que se incrementaran los valores de
colesterol, triglicéridos, albumina y proteinas totales en el suero (Tabla 12). Tanto en el grupo
GHRP6-15d como en el grupo Placebo-15d, la concentracion en el suero de los pardmetros
mencionados anteriormente permanecieron estadisticamente inferiores a los del grupo Controles

Sanos (al menos p<0,05).
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Tabla 12. Evaluaciones bioquimicas de la fase de reversion de la Cirrosis.

Tratamiento por 15 dias en ausencia del CCL,.

Pardmetros Controles Sanos Placebo-15d GHRP6-15d
(n=7) (n=10) (n=10)
ALAT (U/L) 62,8 £ 6,4 (a) 264,4 + 41,2 (b) 150,6 £ 15,3 (¢)
ASAT (U/L) 170,9 £ 19,9 (a) 396,4 + 62,9 (b) 263,8 +£27.3 (¢)
Colesterol (mmol/L) 2,2+0,1 (a) 1,6 £0,2 (b) 1,9+£0,1 (b)
Triglicéridos (mmol/L) 1,5+0,2 (a) 0,79 + 0,09 (b) 0,73 £ 0,09 (b)
Albtumina (g/L) 47,5+ 1,0 (a) 35,1+1,2 (b) 349+1,0 (b)
Proteinas Totales (g/L) 60,6 = 1,0 (a) 45,8 +£1,3 (b) 46,3 £ 1,6 (b)

Las determinaciones se realizaron en muestras de suero obtenidas al finalizar los cinco meses de administracion
de CCL4 y los 15 dias posteriores de administracion de los tratamientos. Los datos se reportan en la tabla como
el valor promedio + el EEM por grupo experimental. Para las comparaciones estadisticas multiples se empled
un ANOVA seguido por la prueba t de Neuman Keuls. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05).

En el esquema de tratamiento terapéutico por 60 dias, en presencia del CCL4, no se observaron
diferencias significativas entre los grupos GHRP6-60d y Placebo-60d en los niveles séricos de
transaminasas, ni en ninguno de los indicadores de la funcién de sintesis del higado estudiados
(p>0,05 en todos los casos) (Tabla 13). En todos los pardmetros evaluados, los valores de ambos

grupos resultaron significativamente diferentes del grupo Controles Sanos (al menos p<0,05).

Tabla 13. Evaluaciones bioquimicas de la fase de reversion de la Cirrosis.

Tratamiento por 60 dias en presencia del CCLy,.

Pardmetros Controles Sanos Placebo-60d GHRP6-60d
(n=7) (n=12) (n=12)
ALAT (U/L) 66,3 £5,5 (a) 180,6 + 16,2 (b) 194,8 + 17,5 (b)
ASAT (U/L) 184,0 + 32,6 (a) 306,8 + 20,9 (b) 315,5+22,7 (b)
Colesterol (mmol/L) 2,1 £0,03 (a) 1,5+0,2 (b) 1,6 £0,1 (b)
Triglicéridos (mmol/L) 2,0£0,1 (a) 0,83+ 0,2 (b) 0,85+0,2 (b)
VLDL (mmol/L) 0,90 £ 0,04 (a) 0,31 £ 0,04 (b) 0,33 £ 0,05 (b)
Albumina (g/L) 41,1 £ 1,1 (a) 26,4+ 1,1 (b) 27,3+ 1,1 (b)
Proteinas Totales (g/L) 62,6 + 1,6 (a) 47,3+ 1,1 (b) 47,3+ 1,3 (b)

Las determinaciones se realizaron en muestras de suero obtenidas al finalizar los 60 dias de administracién de
los tratamientos, en el séptimo mes del estudio. Los datos se reportan en la tabla como el valor promedio =+ el
EEM por grupo experimental. Para las comparaciones estadisticas multiples se empleé un ANOVA seguido por
la prueba t de Neuman Keuls. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).
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1V.4.4 Efectos del GHRPG6 sobre el estrés oxidativo hepadtico.

En la Tabla 14 se observan los notables incrementos en los marcadores del estrés oxidativo (MDA,
HPT, PPL y PAOP) que se detectaron en todos los grupos experimentales intoxicados con el CCL4,
en comparacion con el grupo Controles Sanos (en todos los casos p<0,001). Por ejemplo, los niveles
de MDA de los grupos CCL4+Placebo y Placebo-60d se incrementaron 20 y 30 veces,
respectivamente, en comparacion con los animales sanos (ambos p<0,0001). La administracion del
GHRP6, en los diferentes esquemas de tratamiento, atenué de forma significativa todos los
marcadores del dano oxidativo mencionados anteriormente, en comparacion con los respectivos
grupos placebo (al menos p<0,01). Con respecto a Catalasa y SOD, la administracion del agente
hepatotoxico provocd incrementos significativos en las actividades especificas de estas enzimas
antioxidantes en los animales que recibieron el placebo, en comparacioén con los animales sanos (al
menos p<0,01) (Tabla 14). No obstante, en los grupos tratados con el GHRP6, tanto de forma
concomitante como terapéutica, la actividad especifica de ambas enzimas fue significativamente

superior a los respectivos grupos placebo (al menos p<0,05).

Tabla 14. Evaluacion de los parametros indicadores del estrés oxidativo en la cirrosis.

Grupos HPT PAOP MDA PPL CAT SOD
Controles Sanos 12,1+ 1,0 39+0,5 0,22+0,01 0,71 £0,04 73,5+8,7 17027 + 667
CCL4+Placebo 88,6 £ 6,8 242 + 1,5 45+04 3,7£0,2 203,6 £ 16,7 21500 + 1033
CCL4+GHRP6 24,Lj*2,7 14,9*i*0,7 2,5*t*0,2 2,2*t*0,2 638,1f*38,8 52493;;3080

Placebo-15d 86,6 + 3,8 26,8+2,0 3,0+£0,3 3,0£0,1 304,0£229 24361 + 858
GHRP6-15d 37,2":::*2,6 14,7*;:*0,4 1,7*1:*0,1 2,2*1:*0,1 499,(1::*38,8 32143; 909
Placebo-60d 153,5+10,4 31,8+ 1,2 6,4+0,2 2,8+0,2 370,0 £35,3 33818 + 1501
GHRP6-60d 81,2*3;3,5 17,7*t*1,4 3,0*1:*0,3 1,9:;0,2 505,5 i: 35,8 50602;*1648

Las determinaciones se realizaron en homogenados de higado de las ratas. Los datos se presentan como el
promedio + el EEM por grupo experimental. Grupo Controles Sanos, n=7. Grupos Placebo-15d y GHRP6-15d,
n=10. En el resto de los grupos, n=12. HPT: Hidroperdxidos totales; PAOP: Productos avanzados de la
Oxidacion de Proteinas; MDA: Malondialdehido; PPL: Potencial de Peroxidacion lipidico; SOD: Superdxido
Dismutasa total. Los parametros HPT, PAOP, MDA y PPL estan reportados en nmoles/mg de proteinas totales.
Las enzimas Catalasa y SOD se reportan en U/min por gramo de tejido. Los asteriscos reflejan la significacion
estadistica de las comparaciones realizadas con la prueba t para datos no pareados, entre los grupos tratados con
el GHRP6 y los respectivos grupos placebo; (*) p<0,05; (**) p<0,01; (***) p<0,001.
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1V.4.5 Resultados inmunohistoquimicos en la Cirrosis Hepdtica.

La proteina aSMA es un marcador molecular de las células estrelladas hepaticas (CEH)
transdiferenciadas a miofibroblastos (Carpino y cols., 2005). Como se observa en las Figuras 26A-
26D, el anticuerpo monoclonal anti-aSMA reacciond solamente en las células de los bordes de los
cordones fibroticos. En todos los grupos que recibieron el GHRP6, tanto de forma preventiva (dato
no mostrado) como en ambos esquemas terapéuticos (Figura 26A y 26B), se detectd menor cantidad
de marca positiva para aSMA que en los respectivos grupos placebo (Figuras 26C y 26D). Incluso
al comparar cordones de similar grosor, se detecté menor intensidad y cantidad de marca positiva a
aSMA en los animales tratados con el péptido que en los que recibieron el placebo (Figuras 26B y
26D). El reconocimiento contra TGF-P fue también en los cordones fibroticos (Figuras 26E-26H).
Al igual que con el aSMA, en los animales tratados con el GHRP6 (Figuras 26E y 26F) se observo
menor cantidad de marca positiva para TGF- que en los grupos de placebo (Figuras 26G y 26H),
independientemente del esquema de administracion empleado. Esto se hizo también evidente al
comparar la expresion de TGF-3 en cordones de igual grosor (Figuras 26F y 26H).

La Vimentina es una proteina filamentosa que permite identificar tanto a las células de Kupffer
como a las CEH, ambas en sus formas activadas, que se localizan en los cordones y en el
parénquima hepatico (Wu y cols., 1996; Geerts y cols., 2001). Como se puede apreciar en las
Figuras 27A y 27B, los animales tratados con el GHRP6, tanto de la fase de prevencion como de
reversion (dato no mostrado) de la cirrosis, exhibieron menor cantidad de células positivas a
Vimentina que los animales que recibieron el placebo. El reconocimiento inmunohistoquimico del
anticuerpo monoclonal contra p53 fue fundamentalmente en estas mismas formas celulares, las
células de Kupffer y las CEH, ademas del infiltrado mononuclear. Esto puede apreciarse en las
Figura 27C y 27D, donde ademas se observa que el marcaje de p53 resultod superior en intensidad y
cantidad en los animales tratados con el GHRP6 que en los grupos placebo, en ambas fases del
estudio. Otro marcaje de gran interés fue el realizado utilizando un anticuerpo monoclonal contra
Fas-L. Como se muestra en las Figuras 27E y 27F, el reconocimiento de Fas-L, que ocurrié
especificamente en las células de Kupffer, resulté ser en mayor cantidad en los animales que
recibieron el placebo que en los tratados con el GHRP6, en todos los esquemas de administracion.
Por ultimo, en las Figuras 27G y 27H se muestra que en los animales tratados con el GHRPG6,
independientemente del esquema empleado, se detectdé mayor cantidad de nucleos de hepatocitos

marcados positivamente a ciclina D1 que en los respectivos grupos placebo.
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1V.4.6 Influencia del GHRP6 en la expresion transcripcional de los genes TGF-$, CTGF,
SODMn y MMP13 en la Cirrosis Hepatica.

En el grupo Placebo-15d se incrementaron de forma significativa los niveles de expresion
transcripcional de ambas citocinas profibrogénicas, TGF- y CTGF, en comparacion con las ratas
sanas (en ambos casos p<0,001) (Figura 28A y 28B). En cambio, en el grupo GHRP6-15d se
detectd una reduccidon significativa de la expresion transcripcional de ambos factores de
crecimiento, en comparacion con el grupo placebo (al menos p<0,05).

La administracion de CCL; provocod también la reduccion significativa de la expresion
transcripcional de la enzima SODMn en el grupo Placebo-15d (p<0,05); mientras que en los
animales tratados con el GHRP6, el nivel de expresion de esta enzima fue similar al de los animales
intactos (Figuras 28A y 28C). Por tultimo, se evalud la expresion transcripcional de la enzima
MMP13, la cual ha sido especificamente involucrada en la reversion de la fibrosis en las ratas
(Fallowfield y cols., 2007). Como se muestra en las Figuras 28A y 28C, los animales del grupo
Placebo-15d mostraron igual nivel de expresion de MMP13 que los animales sanos (p>0,05). En
contraste, en el grupo GHRP6-15d se detectd un incremento significativo en la expresion de esta

metaloproteasa de matriz extracelular, en comparacion con el grupo Placebo-15d (p<0,01).
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Figura 28. Evaluacion de la expresion m CTGF OTGFp
transcripcional de CTGF, TGF-p, SODMn vy C
MMP13. (A) Bandas obtenidas por la técnica de
RT-PCR. Los resultados de expresion normalizados c o8 b
con respecto al gen f-actina se muestran en las 2 g5
graficas: (B) CTGF y TGF-B; (C) SODMn y g 0.6 a
MMP13. Las barras representan el valor promedio + & 05 a
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1V.4.7 Estudio del higado por Microscopia Electronica de Transmision.

En la Figura 29A se observa, de forma representativa, la ultra-estructura de una célula hepatica de
un animal sano. La evaluacion por MET detecto la presencia de gran cantidad de fibras colagenas y
lipidos en los higados de los animales que recibieron el CCL4. Otras formas de dafio inducido por el
hepatotoxico fueron las afectaciones de las mitocondrias (vacuolizacidon y pérdida de sus crestas),
asi como la dilatacion del reticulo endoplasmatico (Figura 29B). En cambio, en los animales que
recibieron el tratamiento terapéutico con el GHRP6 por 15 dias en ausencia del CCL4, para revertir
la cirrosis, se observd la proteccion ejercida por el péptido sobre la estructura de las mitocondrias
(Figuras 29C y 29D). Otros hallazgos detectados en las microfotografias del grupo GHRP6-15d
incluyen la presencia de reticulo endoplasmatico dentro de los limites normales y de granulos de
glucdgeno en el citoplasma; los que son indicativos de una marcada actividad de sintesis en los

hepatocitos de los animales tratados con el péptido (Figura 29D).

Figura 29. Estudio por MET de los
higados cirroticos.

(A) Imagen representativa de la ultra-
estructura de los hepatocitos de los
animales del grupo Controles Sanos.
(B) Imagen representativa de la ultra-
estructura de los hepatocitos de los
animales del grupo Placebo-15d.
Notese las afectaciones en las
mitocondrias.

(C) Imagen representativa de los
hepatocitos de los animales del grupo
GHRP6-15d. Notese el mayor
nimero de mitocondrias de aspecto
viable.

(D) Imagen representativa de los
hepatocitos de los animales del grupo
GHRP6-15d, en mayor aumento que
la imagen C. Notese la preservacion
de las crestas mitocondriales. Se
observa también gran cantidad de
reticulo endoplasmaético y granulos de
glucogeno en el citoplasma.
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V. DISCUSION

El modelo de IMA establecido en este trabajo de tesis implicé un dafno agudo al miocardio, inducido
por un episodio de I/R en animales sanos. Este modelo remeda la situacion clinica de oclusioén
abrupta de la arteria coronaria, producida mayoritariamente por un trombo, en individuos
aparentemente sanos. Para este estudio se empleo la especie porcina, dadas las semejanzas que tiene
con la especie humana en cuanto a la estructura del arbol coronario (White y cols., 1986). Ademas,
el cerdo brinda facilidades de manipulacién para el procedimiento quirtrgico y la posterior
evaluacion andtomo-patoldgica de las dimensiones del IMA; por lo cual ha sido ampliamente
utilizado en la busqueda de agentes cardioprotectores (Andreka y cols., 2007; Zhao y cols., 2007).
Los resultados de la fase de estandarizacion del biomodelo demostraron que los tiempos de I/R
ensayados permitian establecer el evento necrdtico en toda su extension, tanto para los IMA
pequefios como grandes; lo cual favorecié su diagndstico macroscopico de manera inequivoca. La
similitud de los resultados obtenidos entre el grupo de animales empleados en la fase de
estandarizacion del biomodelo y, posteriormente, los cerdos que recibieron el placebo, demostraron
la repetibilidad y reproducibilidad del modelo animal (Tablas 5 y 6). Los resultados de sobrevida
(50%), asi como el tamafio de las lesiones obtenidas a las 72 horas de reperfusion, permitieron
evaluar el efecto farmacolégico ejercido por el GHRP6 en la reduccion de la talla del infarto. Por
otro lado, la similitud entre todos los grupos experimentales en cuanto al area en riesgo durante la
isquemia (Tabla 5), determinada mediante la administracion del reactivo Azul de Evans (Neuhof y
cols., 2004); indica que los resultados obtenidos no fueron influenciados por la existencia de
circulacion colateral. El sufrimiento hipoxico del corazon se establecido por igual en todos los
animales del estudio; lo cual se demostrd por la similitud entre los grupos experimentales con
respecto a la elevacion del segmento ST (Tabla 6). Este pardmetro del ECG es un reconocido
indicador de la isquemia aguda del miocardio (Ammar y cols., 2004).

La talla final del IMA fue el principal pardmetro evaluado en este estudio, el cual se relaciona con la
sobrevida de los pacientes que sufren un episodio de oclusion aguda de la arteria coronaria (Brodie
y cols., 2007; Piot y cols., 2008). Los resultados obtenidos en la evaluacion de las dimensiones de
los infartos demostraron que la aplicaciéon del GHRP6 redujo eficazmente el area de necrosis (en
mas del 75%) (Tabla 5). La muralidad del IMA, pardmetro que también estd relacionado con la
evolucion ulterior y pronostico del proceso (Orn y cols., 2007), también disminuyd

significativamente por el tratamiento con el péptido (en mas del 50%). Una de las caracteristicas del
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ECG en el IMA es la presencia de las ondas Q patoldgicas, las que indican la instauracion de un
foco de necrosis en el miocardio, luego del episodio de isquemia. Este es un procedimiento de alto
valor y de universal aceptacion para el diagndstico clinico del IMA, pues informa sobre su
extension en correspondencia con el niimero de derivaciones comprometidas (Bayes, 2007). El
estudio de ECG realizado a los cerdos confirm¢é los beneficios de la aplicacion del GHRP6 en la
reduccion de la talla del infarto, ya que, en los animales que recibieron el tratamiento con el péptido,
se observo una marcada disminucion del nimero de derivaciones del ECG que mostraron ondas Q
patoldgicas (Figura 3). Mediante la tincién con NBT y el estudio histologico se confirmd que la
necrosis fue la forma prominente de dafio al miocardio. La apariencia blanquecina de las lesiones
indicaba claramente la conocida necrosis de Zenker, de aspecto atigrado, reportada también por
otros autores (Hao y cols., 2002; Pinelli y cols., 2004). Ademas de la reduccion del area de necrosis,
la administracion del GHRP6 disminuy¢ significativamente la afectacion de las fibras cardiacas en
las zonas adyacentes al nticleo del infarto (Figura 4); lo cual se demostré mediante la cuantificacion
de los nucleos dafiados irreversiblemente y de las peninsulas necréticas (Tabla 7). La elevacion de
la enzima CK-MB en suero, asi como de la CRP, constituyen importantes recursos diagnosticos en
la clinica del IMA (Orozovic y cols., 2007). La evaluacion cinética realizada demostré que ambos
pardmetros disminuyeron en los animales tratados con el péptido, lo que indica también la
atenuacion del dafio al musculo cardiaco (Figura 5).

Como puede notarse, se obtuvo una marcada convergencia en los hallazgos morfologicos,
electrofisiologicos, histologicos y bioquimicos; todos los cuales enfatizan las potencialidades del
hexapéptido GHRP6 en el rescate de células miocéardicas durante el episodio de I/R. Como se
menciond en el acépite II.1.4, existen antecedentes en la literatura sobre el efecto cardioprotector del
GHRP6. En estos estudios se emplean, mayoritariamente, modelos de dafio por I/R en o6rganos
aislados, con cortos periodos de reperfusion; en los cuales no se establecieron areas de necrosis y
por tanto, no se evaluo la talla final del infarto (De, V y cols., 1997; Berti y cols., 1998; Locatelli y
cols., 1999; Weekers y cols., 2000). En la evaluacion in vivo de la hexarelina en un modelo de IMA
en ratas, inducido quirtrgicamente por la oclusion no reversible de la arteria coronaria, tampoco se
estudio el efecto de este analogo en la talla del IMA, sino en la disfuncidon contréctil post-infarto
(Tivesten y cols., 2000). El antecedente mas relevante es la evaluacion del GHRP6 en perros con
una taquimiocardiopatia dilatada previa, inducida por un marcapasos, los cuales son sometidos

ademas a la induccioén de un IMA por oclusion aguda de la arteria coronaria (Shen y cols., 2003b).
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En este caso, los animales con MCD se trataron con el péptido GHRP6 a una dosis de 200 pg/Kg,
durante las tres semanas previas a la induccién del IMA. Los autores de este estudio realizado en
perros no detectaron diferencias entre los grupos de tratamiento, en cuanto al peso y las dimensiones
del infarto, evaluados en base a los mismos pardmetros que en el presente ensayo en cerdos. La
dosis que se empled del GHRP6 en los cerdos se debid precisamente a que 400 ng/Kg era el doble
de la dosis empleada por Shen y colaboradores, y para la cual no se obtuvieron diferencias
significativas en la talla del IMA. Mas recientemente se evalud la ghrelina, a una dosis de 150
ng/Kg, en un modelo de IMA en ratas inducido por oclusion arterial irreversible (Schwenke y cols.,
2008). Los autores de este trabajo tampoco encontraron diferencias significativas en la talla del
infarto entre los animales tratados con la hormona, administrada inmediatamente posterior a la
oclusion de la arteria, y los animales que recibieron el placebo. Por tal motivo, el presente estudio
realizado en cerdos, ofrece las primeras evidencias sobre el efecto farmacoldgico del péptido
GHRP6 en la reduccion de la talla del infarto; empleando un modelo ad integrum de oclusion
coronaria aguda y posterior reperfusion. La diferencia de los resultados obtenidos en los cerdos, en
cuanto a la reduccién de la talla del IMA, en comparacion con los otros estudios publicados, puede
atribuirse tanto al empleo de una mayor dosis del péptido, como al disefio de administracion
utilizado; en el cual se aplico el tratamiento varias veces durante la isquemia y las primeras 72 horas
de la reperfusion. Se requieren estudios adicionales que evaluen esta posibilidad, y establezcan la
forma oOptima de administracion del péptido para obtener el mejor resultado en términos de la
reduccion de la talla del infarto.

El esquema de multiples administraciones del GHRP6 que se utiliz6 en los cerdos infartados,
durante la fase de isquemia, fue concebido intencionalmente de este modo para evaluar el impacto
del tratamiento en los trastornos de conduccion y ritmo del ventriculo izquierdo. Los resultados
obtenidos indicaron que la administracion del GHRP6 ni atentia ni exacerba la ocurrencia y
duracion de las arritmias de la fase de isquemia o de los primeros minutos de la reperfusion (Tabla
6). Estos resultados son confirmados por los otros autores, tanto en el modelo de IMA en perros
(Shen y cols., 2003b), como en las ratas (Schwenke y cols., 2008); en los cuales ni la administracion
del GHRP6 o la GH, ni de la ghrelina, respectivamente, modificé la frecuencia y duracion de los
latidos arritmicos ventriculares. La mortalidad detectada por estos autores no se relaciond
directamente con las arritmias, sino con situaciones de bajo gasto, las cuales se atenuaron por el

tratamiento con el GHRP6 en los perros, y con la ghrelina en las ratas; favoreciendo asi la sobrevida
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de los animales. En cambio, en el presente ensayo en cerdos infartados, la mortalidad acontecida
durante la fase de isquemia se debio exclusivamente a la fibrilacion ventricular. Conforme a que el
tratamiento con el GHRP6 no atenud la ocurrencia de las alteraciones eléctricas asociadas a la
isquemia, no favorecié tampoco la sobrevida de los animales.

A diferencia del infarto, donde el dafo se produce de forma aguda, la MCD es una forma de
disfuncion sistolica y/o diastdlica del miocardio, que generalmente se asocia a una cronicidad en la
induccion del dano al musculo. La MCD inducida por citostatico, por ejemplo, se relaciona con un
rango especifico de dosis acumulada del fairmaco, y la apariciéon de los primeros sintomas de la
enfermedad puede ocurrir meses o incluso afios posteriores al tratamiento; periodo durante el cual se
deteriora paulatinamente la estructura y funcion del musculo cardiaco (Petit, 2004).

La administracion de la DX es una forma muy utilizada para desarrollar un modelo de MCD en
ratas (Hayward y Hydock, 2007). En el presente estudio, la dosis acumulada de la DX en los
animales fue similar a la alcanzada por otros autores (Mukherjee y cols., 2003). La técnica de
ecocardiografia es la mas utilizada en el diagnostico y seguimiento de los pacientes con MCD
(Chuang y cols.,, 2000). En este ensayo, las evaluaciones ecocardiograficas seriadas que se
realizaron a las ratas permitieron evaluar en el tiempo la afectacion cardiaca inducida por la DX. De
esta forma, se pudo establecer un modelo de MCD con una caida de la funcion cardiaca de un 30%
aproximadamente (Figuras 8 y 9). Este grado de disfuncion del miocardio es relevante clinicamente
(Jensen y cols., 2002), lo cual se evidenci6 ademas por la alta mortalidad del modelo (Figura 14). El
calculo del porcentaje de fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo mediante ecocardiografia, es
de gran utilidad para el diagndstico de la MCD vy se correlaciona aceptablemente con otras técnicas
de estudio del musculo cardiaco (Chuang y cols., 2000). Ademas de este pardmetro funcional, se
evaluaron también en las ratas los parametros relacionados con la remodelacion del ventriculo
izquierdo; es decir, los diametros de la cavidad asi como el grosor del septum y la pared posterior,
tanto en la didstole como en la sistole. Los resultados de la evaluacion ecocardiografica de los
animales, tanto en la fase de prevenciéon como de reversion de la MCD, demostraron que la
administraciéon del GHRP6 previno y revirtid, en cada fase del ensayo, la dilatacion del miocardio
inducida por el citostatico, tanto desde el punto de vista estructural, como funcional (Figuras 8 y 9).
Varios antecedentes de la literatura internacional describen también la existencia de un efecto
cardiotréfico inducido por la administracion repetida de los GHRP. Entre estos se destaca la

evaluacion del GHRP2 en un modelo de atontamiento del miocardio ex vivo, en el cual el
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tratamiento con el péptido previno la disfuncion diastolica producida por la isquemia (Weekers y
cols., 2000). Igualmente, dos estudios reportaron los efectos beneficiosos de la hexarelina en la
prevencion y reversion de la disfuncidon sistdlica y diastélica producida por la I/R; en una
preparacion de corazon aislado de rata (Locatelli y cols., 1999), y en un modelo de IMA en ratas
(Tivesten y cols., 2000). Estas acciones cardiotonicas inducidas por los GHRP, favorecen tanto la
contractilidad como la relajacion del musculo cardiaco, sin producir incremento significativo en la
frecuencia (Xu y cols., 2003). Como se explico en el acépite 11.1.2, los GHRP ejercen su accion
liberadora de la GH en la pituitaria mediante la elevacion de la concentracién intracelular del Ca*
de forma bifasica: una primera fase transiente y una segunda fase persistente (Herrington y Hille,
1994). Se ha demostrado que los GHRP poseen un efecto inotropo positivo en el miocardio dado
por su capacidad de movilizacion del Ca®” intracelular, la cual ocurre también en estas dos fases (Xu
y cols., 2003) En ambos sistemas biologicos, los GHRP inducen primeramente una liberacion
inmediata de Ca®’, a partir de los sitios de almacenamiento intracelular (fase transiente); y
posteriormente aumentan el influjo de Ca*" a la célula a través de canales dependientes de voltaje
tipo L (fase persistente). Ademas, se ha reportado, tanto en la pituitaria como en el miocardio, que la
fase de influjo de Ca®", pero no la de liberacion, estd mediada por la ruta de sefalizaciéon de la
PKC/PLC y el IP3 como segundo mensajero (Wu y cols., 1997; Xu y cols., 2003); la cual esta
asociada a la activacion del GHS-RIa. Se ha observado que incluso una unica administracion de
hexarelina, en voluntarios sanos, incrementa la fraccion de eyeccion del ventriculo izquierdo (Bisi y
cols., 1999). Este parece ser primariamente un efecto sistolico inducido por el aumento del Ca*"
intracelular en las fibras miocardicas, lo que promueve el incremento en la fuerza de contraccion.
Estas acciones tipo inotropo positivas son sin duda relevantes en los presentes resultados obtenidos
con el GHRP6 en la prevencion y reversion de la MCD inducida por la DX. Sin embargo, debido a
la corta duracién del efecto inotropo, 60 minutos cuando maximo, es evidente que estan
involucrados otros mecanismos moleculares en las acciones cardioprotectoras y cardiotroficas de
estos péptidos.

El unico antecedente de evaluacion preclinica del péptido GHRP6 en un modelo de MCD, es el
estudio realizado en los hdmsteres TO2 (Iwase y cols., 2004). Estos animales nacen con una
deficiencia en la proteina d-sarcoglicano del miocardio, y desarrollan espontaneamente con la edad
una MCD. Los hamsteres TO2 remedan los casos de MCD en humanos que aparecen como

consecuencia de la deficiencia en esta proteina; la cual es una enfermedad esporadica, de baja

79




Discusion

incidencia en relacion al total de pacientes afectados (Osterziel y cols., 2001). En ese estudio en
hamsteres, los autores evaluaron los efectos del GHRP6 administrado durante cuatro semanas, a una
dosis de 100 pg/Kg por dia, en la prevencion de la MCD. En ese caso, no se estudio el efecto del
péptido en la reversion de la enfermedad. Los autores de ese trabajo demostraron mediante
ecocardiografia, al igual que en el presente estudio en ratas, que el GHRP6 atenu¢ la dilatacion del
didmetro diastolico y la caida de la fraccion de eyeccion en los animales. Este efecto fue asociado
por Iwase y colaboradores con la reduccion del dafio estructural observado histologicamente en los
corazones tratados con el péptido, en comparacion con los animales que recibieron el placebo y
altas dosis de la GH (Iwase y cols., 2004).

En el presente ensayo en ratas inyectadas con la DX, también se tuvo en cuenta la relacion entre la
estructura y la funcionalidad del musculo cardiaco. Los estudios histologicos del miocardio que se
realizaron con los animales de la fase de prevencion de la MCD, demostraron que la aplicacion
concomitante del GHRP6 durante el periodo de administracion de la DX, previno de forma exitosa
el dafio en las fibras cardiacas (Figura 10). La evaluacion histolégica cuantitativa confirmé lo
anterior, en tanto que la principal afectacion de las fibras cardiacas en los animales tratados con el
GHRP6 fue la tumefaccion; mientras que en los animales que recibieron el placebo, las
ondulaciones y fracturas de las fibras fueron muy frecuentes (Figura 11). Tal preservacion de la
maquinaria contractil se correspondié con la no alteracion de la funcién cardiaca en los animales
tratados concomitantemente con el GHRP6 (Figura 8). Por el contrario, en los animales que por
ecocardiografia se les diagnostico la MCD, y que posteriormente recibieron el tratamiento
terapéutico con el GHRP6 por 15 dias, se observé una reversion efectiva de la disfuncion contréctil
que no se puede relacionar con una mejoria estructural de las fibras cardiacas, al menos al
microscopio de luz visible (Figuras 9, 10 y 11). La caracterizacion ultraestructural del miocardio
indicd, por primera vez, el efecto del GHRP6 en la preservacion de las mitocondrias en el musculo
cardiaco de animales que revirtieron la enfermedad (Figura 17). Esta mejoria ultraestructural puede
asociarse con la recuperacion inducida por el GHRP6 de la funcion cardiaca, ya que implica una
mayor disponibilidad de energia para aumentar la fuerza contractil, con lo cual se logra disminuir el
remodelado ventricular, sin aumentar el gasto cardiaco.

La MCD es una de las principales causas del sindrome de Insuficiencia Cardiaca Congestiva (ICC)
(Maisch y cols., 2002). La administraciéon de la DX a altas dosis se ha utilizado también para

desarrollar modelos de ICC (Gnanapragasam y cols., 2007, Wang y cols., 2007). En el presente
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estudio, la disfuncion sistdlica generada por la DX en las ratas provocd la aparicion de cambios
anatomo-patologicos potencialmente relacionados con la instauracion de este sindrome; el cual se
caracteriza por la hipertension pulmonar y la congestion pasiva en el higado. Este experimento
carece de las evaluaciones hemodindmicas requeridas para poder confirmar y evaluar el posible
fallo cardiaco. No obstante, el incremento detectado en los indices de pesos relativos de los 6rganos
(Tabla 8), asi como las evidencias histologicas de congestion septal y pasiva en el pulmoén, y la
marcada congestion pasiva observada en el higado (Figura 12); indican la potencial instauracion de
este sindrome en las ratas que recibieron el placebo. En este sentido, los resultados obtenidos
demuestran que en los animales tratados con el GHRP6 se previno la instauracion de la ICC por
cuanto se atenu6 el incremento en los indices de peso de los 6rganos, asi como por la ausencia de
congestion en Organos extra-cardiacos. Estudios mds recientes corroboran estas observaciones, al
demostrar la efectividad de estos péptidos secretagogos en un modelo de ICC per se (Xu y cols.,
2005). Los resultados obtenidos con la administraciéon del GHRP6 en la prevencién y reversion de
la MCD vy la potencial ICC asociada a la misma, se reflejaron sistémicamente en el incremento
significativo en la sobrevida de los animales, en ambas fases del estudio (Figura 14).

Ademas de prevenir la cardiotoxicidad inducida por la DX, el tratamiento concomitante con el
GHRP6 previno también otras formas de dafio en tejidos extra-cardiacos. Entre estos se encuentran
los efectos de proteccion inducidos por el péptido en el epitelio de los tubulos renales y en la
mucosa bronquial, los cuales no se habian reportado con anterioridad (Figura 13). Asimismo se
demostro, tanto por analisis histolégicos como por la evaluacion de los niveles de ALAT en el
suero, la hepatoproteccion ejercida por el GHRP6, que permitié atenuar la necrosis hepatocitaria y
disminuir el deposito de material fibrotico periportal inducido por la DX (Figura 13). Estos
resultados indican que el higado es también un 6rgano diana de las acciones citoprotectoras de esta
molécula.

El efecto del GHRP6 de prevenir la necrosis hepatocitaria se evalud también en el modelo de dafio
agudo inducido por la I/R del higado. De la magnitud del dafio ocasionado por la hipoxia depende,
en muchos casos, la funcionalidad del tejido hepatico y la sobrevida de los pacientes (Barber y cols.,
2007). Los tiempos de I/R del higado que se emplearon en este experimento estan avalados por
reportes en la literatura internacional (Ajamieh y cols., 2002). El indicador clinico por excelencia
del dafio hepatico es la determinacion de los niveles circulantes de las transaminasas ALAT y

ASAT, marcadores de citolisis de los hepatocitos. Los resultados de la determinacion de ambas
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enzimas en el suero de los animales (Figura 21), asi como las evaluaciones histoldgicas realizadas
(Figuras 18 y 19), demostraron que el modelo de I/R ensayado provocod un dafio severo en el
parénquima hepatico de los animales que recibieron el placebo; que incluyé la necrosis como
principal forma de muerte, ademds de extensas zonas hemorragicas. De forma coincidente, tanto la
histologia como la marcada disminucion en los valores séricos de ALAT y ASAT, indicaron que el
tratamiento profilactico con el GHRP6 favorecio la preservacion de la viabilidad de los hepatocitos,
asi como la prevencion de la hemorragia parenquimal, ante un episodio de I/R (Figuras 18, 19y 21).
Estos resultados, sin antecedentes en la literatura, corroboran los obtenidos en el modelo de
toxicidad por la DX, en cuanto al marcado efecto hepatoprotector que ejerce el péptido GHRP6.

El uso de modelos de dafio por I/R no solo posee relevancia para la disrupcion vascular aguda
(trombosis y embolismo) y la cirugia hepatica mayor, incluyendo los trasplantes; sino también para
la fisiopatologia del sindrome de DMO (Yang y cols., 2004b). Se conoce que una vez restaurado el
flujo sanguineo, el higado es capaz de inducir un SRIS que puede desencadenar el DMO (Kimura y
cols., 2006; Jiang y cols., 2007). Esto se debe a la activacion, mediada principalmente por las ERO,
de las células de Kupffer y los neutrofilos; las que producen el incremento masivo e incontrolado de
factores circulantes pro-inflamatorios como el TNFa y la IL6. Estas citocinas facilitan a su vez el
aumento en la expresion de moléculas de adhesion y el secuestro de células polimorfonucleares en
organos remotos (Meyer y cols., 1998). Los andlisis realizados en el modelo de I/R del higado
confirmaron el marcado influjo de infiltrado inflamatorio en el tejido hepatico, y en organos
remotos como los pulmones, los rifiones y los intestinos; demostrado tanto por hallazgos
histologicos como por la determinacion de la enzima MPO hepadtica e intestinal (Figura 22). Esto ha
sido descrito también por otros autores que emplearon el mismo disefio experimental en ratas, para
inducir el modelo de DMO (Liu y cols., 1996). El estudio histolégico empleando escalas de
semicuantificacion es la principal herramienta, ampliamente validada en la literatura internacional,
para evaluar el grado de afectacion en un escenario de DMO (Jiang y cols., 2007; Zhang y cols.,
2008). La cuantificacion de las areas dafiadas del intestino, mayoritariamente hemorragicas, asi
como los andlisis histologicos realizados, demostraron que el GHRP6 disminuy¢ significativamente
la extensiéon y magnitud del dafio en el intestino delgado. La reperfusion del higado produce un
cuadro similar al distrés severo del adulto en los pulmones (Colletti y Green, 2001); el cual se
atenud también con la intervencion profilactica del GHRP6. Igualmente, la presencia mayoritaria de

cambios reversibles en el epitelio de los tibulos renales, unido a la no modificacion significativa de
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los niveles de creatinina en el suero de los animales, demostraron la marcada prevencion del dafo
renal inducida por el GHRP6 (Figuras 19 y 20). Estos resultados corroboran los obtenidos en el
modelo de dafo quimico inducido por la administracion de la DX, en cuanto a las acciones
citoprotectoras multiorganicas que ejerce el GHRP6.

No existen antecedentes en la literatura internacional que relacionen a estos péptidos secretagogos
de la GH con una accion antifibrética. Hasta el momento, tanto los GHRP como la ghrelina se
habian considerado, principalmente, como estrategias terapéuticas para mejorar el estado catabolico
asociado a la afectacion del eje GH/IGF-1 en los pacientes cirréticos (Wallace y cols., 2002; Tacke
y cols., 2003). Recientemente se demostro, in vitro, que la hexarelina es capaz de inhibir la
proliferacion, la sintesis de colageno y la expresion de TGF-f, inducida por la Angiotensina II, en
fibroblastos cardiacos (Xu y cols., 2007). Sin embargo, la evaluacion de los GHRP en un modelo de
fibrosis ad integrum no se ha reportado con anterioridad.

El esquema de administracion de CCL4 empleado en este trabajo de tesis provoco la enfermedad
fibrotica del higado en los animales; lo cual se demostré principalmente por las evidencias
histologicas (Figura 24). Esta fue ademas clinicamente relevante, teniendo en cuenta las alteraciones
de la homeostasia sistémica que se manifestaron en los animales, principalmente la aparicion de la
ascitis (Anexo 17). Con el objetivo de realizar una evaluacion completa de la potencialidad
terapéutica del GHRP6 como agente antifibrotico, se realizaron tres esquemas diferentes de
evaluacion. Mediante la administracion del GHRP6 de forma concomitante a la intoxicacion con el
CCL4, se evaluo la potencialidad del péptido de prevenir la aparicion de la cirrosis. Esta fase de
prevencion recrea la condicion clinica donde los pacientes se encuentran en riesgo de evolucionar a
la cirrosis luego de un dafio inicial al higado. Por su parte, la fase de evaluacion del efecto del
GHRP6 en la reversion de la cirrosis se dividio en dos esquemas; uno donde el reto hepatico se
elimind, y uno alternativo donde se mantuvo constante el insulto al higado. Teniendo en cuenta el
fendmeno de reversion espontanea, ampliamente descrito y estudiado en este modelo experimental
(Issa y cols., 2004), el cual se produce al disminuir o eliminar la administraciéon del CCL4 a las
ratas; la evaluacion del efecto antifibrotico del GHRP6 en ausencia del CCL4 se realizé durante 15
dias solamente. De esta forma se evitd que se produjera una marcada resolucion espontanea del
proceso, a juzgar por la similitud encontrada en los principales indicadores de la enfermedad, entre
los diferentes grupos de animales que recibieron el placebo (Tabla 11). La principal fortaleza de este

estudio, sin precedentes en la literatura internacional, es haber ensayado el efecto del GHRP6 en la
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reversion de la fibrosis empleando grupos experimentales estrictamente balanceados en términos de
la severidad del dafio hepatico. Para ello se realizd6 una clasificacion morfologica del grado de
fibrosis del higado antes de la aplicacion del tratamiento (Anexo 14), de acuerdo con escalas
validadas en la literatura internacional (Anthony y cols., 1977); ademas de las determinaciones
habituales de los niveles de ambas transaminasas en el suero.

La biopsia hepatica es sin duda el método mas exacto para diagnosticar y evaluar la fibrosis del
higado, pero tiene la desventaja de ser un procedimiento muy invasivo (Mardini y Record, 2005).
En la actualidad, el ultrasonido es la principal herramienta que se emplea en la clinica para realizar
el diagnoéstico y seguimiento de esta enfermedad (Vogt, 2005). Esta técnica imagenologica, de bajo
costo, es capaz de detectar la cirrosis hepatica basada en los cambios en la ecogenicidad, textura y
nodularidad del higado, asi como diagnosticar la ascitis y las sefiales de la hipertension portal. El
Indice de Fibrosis por Ultrasonido (IFU) se utilizé en este ensayo como un indicador integral del
dafo en los higados de las ratas. La realizacion de ultrasonidos hepaticos a los animales, tanto en la
fase de prevencion como de reversion, demostré que la severidad de la enfermedad se asocid al
incremento del valor del IFU (Tabla 10). Los resultados obtenidos con esta técnica demostraron el
efecto antifibrotico del GHRP6, en tanto que los animales tratados con el péptido presentaron los
menores valores de IFU calculados en ambas fases del estudio.

La hipertension portal es la manifestacion clinica mas frecuente en la cirrosis hepatica, y es la causa
principal de que aparezcan complicaciones como las varices gastroesofagicas o la ascitis (Zhu y
Zhang, 2004). El aumento de la resistencia vascular intra-hepatica en la cirrosis es causado
precisamente por el exceso de matriz extracelular y la formacion de nddulos, los que obstruyen y
comprimen las estructuras vasculares del higado (Schuster, 2003). Una de las principales
limitaciones metodologicas de este estudio es no haber evaluado el efecto del GHRP6 sobre las
presiones y el flujo de la vena Porta. Alternativamente, el incremento en el diametro de la Porta es
un indicador de la hipertension portal (Liu y cols., 2002); el cual se evalué en las ratas por
ultrasonido. Los resultados obtenidos demostraron que los animales tratados con el GHRP6, en
ambas fases del ensayo, mostraron menores diametros de la vena Porta que los correspondientes
grupos placebo (Tabla 10). Estos resultados coincidieron con la menor cantidad de animales con
ascitis que se registrd en los grupos tratados con el péptido (Tabla 10). Estos efectos positivos en la

hemodindmica de la vena Porta y en la disminucion de las ascitis, tanto en la fase de prevencion
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como de reversion de la enfermedad, pueden asociarse con la atenuacion y regresion de la fibrosis
del higado inducida por el péptido GHRP6 (Tabla 11).

En un higado fibroético se detectan severas alteraciones tanto en la cantidad como en la composicion
de la matriz extracelular (MEC). La acumulacion del material fibrético resulta tanto del incremento
de su sintesis como de la disminucion de su degradacion (Friedman, 2003). La tincién Tricromica
de Mallory permite identificar las proteinas de la MEC en el parénquima hepatico. La misma es de
gran utilidad para cuantificar la fibrosis, empleando metodologias de analisis morfométricos
computarizados (Friedenberg y cols., 2005). Los resultados de la cuantificacién del porcentaje de
fibrosis indicaron una marcada reduccion del depodsito de MEC en todos los animales tratados con el
GHRP6, en comparacion con los respectivos grupos placebo (Tabla 11). En los tres esquemas de
evaluacion se observo también la disminucion del grosor de los cordones fibréticos en los animales
tratados con el péptido. El nimero de nodulos cirrdticos es una de las principales mediciones de la
fibrosis del higado, ya que de forma intrinseca se evalia en ella la presencia de cordones y la
extension de los mismos. Coincidentemente con la disminucién del porcentaje de fibrosis se
observo también una disminucion de la nodularidad de los higados de los animales tratados con el
GHRP6, la cual fue mas significativa mientras mayor fue el periodo de tratamiento con el péptido
(Tabla 11). La reduccion mas marcada en términos del material fibrotico se asoci6 al esquema
preventivo de tratamiento con el GHRP6, donde la mayoria de las muestras de higado exhibieron
una arquitectura absenta de la organizacion nodular caracteristica de la enfermedad (Figura 24).
Correspondientemente, el menor valor de IFU fue calculado para estos animales (Tabla 10). Este
hecho resalta los efectos hepatoprotectores inducidos por el GHRP6, en orden de prevenir el dafio al
parénquima y en consecuencia el proceso fibrogénico. El esquema de intervencion terapéutica corto,
por 15 dias, en ausencia del agente hepatotdxico, demostrod una regresion significativa de la fibrosis
hepatica; expresada principalmente en términos del grosor de los cordones, asi como en la reduccion
del acimulo de coldgeno en los sitios de deposito de MEC. En este caso, la reduccion de la
nodularidad del parénquima no fue significativa, aunque se aprecio una tendencia a la disminucion
(Tabla 11). Esto parece estar relacionado con la brevedad del tratamiento. Es importante destacar
que este efecto se observo en un escenario donde no se produjo una marcada resolucion espontanea
del proceso fibrotico; lo cual se evalué comparando los mismos pardmetros indicadores de la
fibrosis entre los diferentes grupos que recibieron el placebo. Por su parte, en el esquema

terapéutico por 60 dias, a pesar de que se mantuvo presente el agente causal del dafio hepatico, se
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detect6 una reduccion significativa de la nodularidad del parénquima en los animales tratados con el
GHRP®, indicativo de la regresion de la enfermedad (Tabla 11).

Un resultado muy interesante fue la cuantificacion de la grasa en los higados. Las ratas tratadas con
el GHRP6 de forma concomitante al CCL4, durante cinco meses en total, exhibieron el mayor
porcentaje de grasa hepatica (Tabla 11). Un resultado similar se obtuvo para los animales tratados
con el GHRP6 por 60 dias, en los cuales se mantuvo constante el reto con el CCL4. Por el contrario,
se observd una reduccion significativa de la inclusion de grasa en los animales tratados con el
péptido por 15 dias, durante los cuales no recibieron inyecciones de CCL4. Estos resultados sugieren
que el incremento en el fenotipo de higado graso esta asociado a la co-administracion del CCL4 y
del GHRP6, pero no del péptido solamente. No existen reportes previos en la literatura que
relacionen a los GHRP con el acimulo de grasa en el higado. Las intervenciones clinicas con el
GHRP2 por largo tiempo, hasta ocho meses, han demostrado ser seguras en nifios con enfermedades
endocrinas (Mericq y cols., 1998). Ademas, los estudios de toxicidad de dosis repetidas (por 14
dias), en ratas sanas, demostraron que el GHRP6 no provoca dafos en el tejido hepatico
(Comunicacion personal, Grupo de Estudios de Toxicologia del Bioterio del CIGB). En cambio, el
CCLy4 ejerce un marcado efecto inhibitorio sobre la exocitosis de las macromoléculas de las células
hepaticas, como consecuencia de la unioén covalente de sus metabolitos con los constituyentes de la
célula, unido al dafo oxidativo de las membranas celulares (Becker y cols., 1987; Poli y cols.,
1990). Estos efectos toxicos del CCL4 se manifiestan desde las primeras administraciones a los
animales, y son responsables de la acumulacion inmediata de grasa observada en los hepatocitos
(Boll y cols., 2001a). La Ciclina D1 interviene en la regulacion del ciclo celular al facilitar la
transicion de fase G1 a S (Stacey, 2003). Con el estudio inmunohistoquimico de la expresion de esta
proteina en los higados cirroticos se demostré que en los animales tratados con el GHRP6 hay un
incremento en el proceso de regeneracion de los hepatocitos (Figura 27); lo cual, en presencia de la
administracion sostenida de CCL4, puede estar contribuyendo al incremento del porcentaje de grasa
en los higados de los animales tratados con el péptido. Por otro lado, las evidencias recientes
indican que los GHRP, a través del receptor CD36, activan los PPARYy en macréfagos y adipocitos
(Demers y cols., 2008). Estos receptores nucleares controlan la transcripcion de muchos genes que
intervienen en el metabolismo de los lipidos, incluyendo la lipogénesis, y en el almacenamiento de
los mismos. Se ha demostrado que la sobre-expresion de la isoforma PPARy en el higado provoca la

esteatosis hepatica adipogénica (Yu y cols., 2003). Estas evidencias de la literatura internacional
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plantean la interrogante de si la administracion prolongada del GHRP6 puede conducir a un
fenotipo de higado graso, mediado por la activacion de la isoforma PPARy. Estudios adicionales
sobre la inocuidad de un tratamiento prolongado con el GHRP6 son requeridos. No obstante, es
vélido destacar que el efecto antifibrotico del GHRP6 se manifiesta de forma independiente a la
acumulacion de grasa en el higado (Tabla 11).

En cuanto a los marcadores bioquimicos del higado, se debe resaltar nuevamente que ambas
transaminasas mostraron un comportamiento bifasico a lo largo de la induccion de la enfermedad
cirrotica. En el primer periodo del ensayo, tanto ALAT como ASAT se incrementaron
significativamente, detectandose un valor maximo a los dos meses de intoxicacion con el CCL4
(Figura 25). A continuacion, los niveles de estas enzimas disminuyeron en el suero, ain cuando se
mantuvo constante la dosis y frecuencia de administraciones del CCL4, y ocurridé una progresion en
la severidad de la enfermedad. Esta primera fase de incremento en los niveles de transaminasas
representa una fase aguda del dafio inducido por el CCL4, la cual se relaciond histologicamente con
la esteatosis hepatica. La posterior disminucién de estas enzimas en el suero es indicativa de un
fenomeno cronico, donde la severidad del dafio ya no es representada por los niveles séricos de estas
enzimas citosoOlicas de los hepatocitos. Varios autores han demostrado que los niveles de las
enzimas hepaticas en el suero son pobres indicadores del grado de fibrosis, ya que no correlacionan
con la cantidad de MEC de los higados (Hayasaka y Saisho, 1998). Igual comportamiento bifasico
se detect6 para los animales tratados de forma concomitante con el GHRP6, aunque en este caso fue
menor el valor cuantificado de ALAT y ASAT, indicando un efecto hepatoprotector inducido por el
péptido (Figura 25). Al finalizar la fase de prevencion del estudio, se observd un comportamiento
diferencial de la ALAT para los animales tratados con el GHRP6, el cual puede relacionarse con el
incremento de la esteatosis hepatica demostrado anteriormente para este grupo (Tabla 11). En la
fase de reversion, no se observaron diferencias en los niveles de las transaminasas en el séptimo mes
del estudio (Tabla 13); lo cual puede estar relacionado también con el incremento de la grasa en los
animales tratados con el GHRP6 por 60 dias (Tabla 11). De hecho, la concentracion de estas
enzimas se redujo significativamente por el tratamiento con el GHRP6 en el esquema terapéutico
por 15 dias (Tabla 12); donde se demostr6 ademas la reduccion del acimulo de grasa en los
hepatocitos (Tabla 11). De acuerdo a estos resultados, la inclusion de grasa en los hepatocitos

parece ser el factor determinante del comportamiento de los niveles séricos de ambas transaminasas.

87




Discusion

Ademas de las enzimas indicadoras del dafio hepatico, se evaluaron también en el suero los
principales marcadores de la funcién de sintesis del higado. Los resultados en la fase de prevencion
demostraron que los animales tratados con el GHRP6 mantuvieron valores superiores de sintesis
hepatica (Figura 25). Este resultado demuestra desde un punto de vista bioquimico, que el GHRP6
ejercié un marcado efecto hepatoprotector al ser administrado de forma concomitante al agente
toxico. Sin embargo, el tratamiento terapéutico con el GHRP6 no favorecid la concentracion sérica
de los parametros indicadores de la actividad de sintesis del higado (Tablas 12 y 13). En el caso del
esquema terapéutico de 60 dias, esto puede deberse a la continuidad de la intoxicacion con el CCL4.
En cambio, en el esquema de tratamiento con el péptido por 15 dias, y sin CCL4, la ausencia de
mejoria en la funcion metabolica del higado puede deberse a que el corto periodo de tratamiento
empleado no logrd revertir significativamente la afectacion inducida por el hepatotoxico de la
maquinaria de exocitosis de los hepatocitos (Boll y cols., 2001b). Para ello seria necesario el
recambio de las estructuras ya danadas, mediado en gran medida por la regeneracion del
parénquima hepatico (Chirkin y Konevalova, 1987; Oyagi y cols., 2006). Es posible por tanto, que
un periodo de tratamiento con el GHRP6 mas prolongado y en ausencia del agente hepatotoxico
pueda traducirse en un mayor impacto terapéutico del péptido. Los resultados del estudio de MET
apoyan esta idea, ya que en los animales tratados con el péptido se detectd mayor niimero de
mitocondrias viables, asi como evidencias de una importante actividad de sintesis; como es la
presencia de granulos de glucogeno en el citoplasma y de gran cantidad de reticulo sarcoplasmatico
de aspecto fisioldgico (Figura 29). Se requieren estudios adicionales para evaluar esta hipotesis.

El incremento de la actividad colagenolitica es el principal mecanismo de resolucion de la fibrosis
(Hemmann y cols., 2007). Los colagenos fibrilares (I y III) son degradados por la accion de las
metaloproteasas intersticiales (MMP1, MMPS8, y MMP13 en humanos, y MMP13 en roedores). En
los animales tratados con el GHRP6 durante 15 dias se demostré que el péptido favorecid los
niveles de transcriptos de la MMP13 (Figura 28). Este resultado se correlaciona con el menor
porcentaje de colageno presente en las muestras de los animales tratados con el péptido, en
comparacion con el grupo que recibié el placebo. Esto permite inferir que el mecanismo
antifibrotico del GHRP6 involucra la degradacion del colageno a través de la activacion de la
MMP13.

La acumulacion de material fibrotico ocurre como resultado del aumento en el numero de células

estrelladas hepaticas (CEH), en adicion al incremento en su capacidad de sintesis y secrecion de las
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proteinas de MEC, cuando poseen un fenotipo de miofibroblasto. Se ha demostrado que la
resolucion de la fibrosis del higado podria estar asociada también a la reversion del fenotipo
miofibroblasto de las CEH al fenotipo quiescente, o por induccion de la muerte celular por
apoptosis de las mismas (Elsharkawy y cols., 2005). La proteina aSMA constituye el principal
marcador de las CEH activadas (Carpino y cols., 2005). La inmunolocalizacién de estas células se
detectd6 mayoritariamente en los bordes laterales de los cordones fibréticos (Figura 26), lo cual
pudiera explicar el incremento en el grosor de los cordones con la progresion de la enfermedad
(Tabla 11). Los resultados obtenidos en el estudio de inmunohistoquimica para esta proteina
demostraron que la administracion del GHRP6, tanto de forma concomitante como terapéutica,
disminuyo la cantidad de células marcadas positivamente para aSMA (Figura 26). Esta disminucion
del nimero de células que orquestan y efectiian la fibrosis, en respuesta al insulto hepatico, es sin
duda un gran aporte del tratamiento empleado, que pudiera asociarse con el efecto antifibrotico
demostrado para el péptido GHRP6.

El TGF-B es la citocina fibrogénica por excelencia (Gressner y cols., 2002). Esta molécula es
secretada por las CEH activadas, las células endoteliales sinusoidales y las células de Kupffer; y
liberado por los trombocitos y los hepatocitos destruidos. El caracter profibrogénico del TGF-B se
debe a que inicia la transdiferenciacion de las CEH a miofibroblastos, aumenta la expresion de los
genes de MEC, disminuye la degradacion de la MEC por modulacion negativa de las
metaloproteinasas y regulacion positiva de sus inhibidores especificos, induce la apoptosis de los
hepatocitos e inhibe la proliferacion de las células hepaticas (Gressner y Weiskirchen, 2006). El
antagonismo del TGF-B o la inhibicién de su cascada de senales intracelular por inhibidores
especificos conlleva a un retardo significativo en la activacion de las CEH y por tanto, a un
sostenido efecto antifibrotico (Liu y cols.,, 2006). Los resultados obtenidos en este ensayo
demostraron que la aplicacion del GHRP6 redujo el camulo de TGF-f en forma de proteina madura,
que se acumula en los cordones fibroticos mediante anclaje a las proteinas de la MEC (Figura 26).
La administracion durante 15 dias del péptido disminuyé ademds los niveles de expresion
transcripcional de esta molécula (Figura 28). Igualmente se demostré una disminucion significativa
a nivel de transcriptos del CTGF, en los animales que recibieron el tratamiento con el GHRP6. Este
factor de crecimiento, que es inducido por el TGF-p, media las acciones estimuladoras de éste sobre

la sintesis de proteinas de MEC por las CEH activadas (Ihn, 2002).
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Las células de Kupffer, principales orquestadoras de la respuesta inflamatoria en el higado, son
también de gran importancia en la fisiopatologia de la cirrosis. La respuesta inflamatoria asociada al
dafio de los hepatocitos amplifica la generacion de ERO, facilita el reclutamiento de mas células
inflamatorias, asi como la liberacion de citocinas profibrogénicas (Kawada y Otogawa, 2007). La
vimentina es una proteina filamentosa que permite la identificacién conjunta de las CEH y las
células de Kupffer (Wu y cols., 1996; Geerts y cols., 2001). La observacion de una menor cantidad
de células positivas a vimentina en los animales tratados con el GHRP6, tanto en la fase de
prevencion como en la fase de reversion, indica que el tratamiento aplicado disminuy6 el nimero de
células que originan la respuesta inflamatoria y fibrogénica del higado (Figura 27). El empleo de un
anticuerpo monoclonal contra p53 permiti6 también el marcaje especifico de estas dos formas
celulares, presentes tanto en los cordones como en el parénquima; el cual fue superior en nimero en
los animales tratados con el GHRP6 (Figura 27). Este resultado es indicador de la inhibicion de la
proliferacion o de la apoptosis de estas células (Das y cols., 2008). En cualquiera de los casos, estos
efectos pueden explicar la menor cantidad de ambas formas celulares detectada en los animales
tratados con el GHRP®, lo cual puede asociarse también al efecto antifibrotico del péptido.

Los mecanismos moleculares que subyacen bajo los efectos de citoproteccion ejercidos por el
GHRP6 en el miocardio, en el higado, asi como en el resto de los tejidos que se evaluaron, son
desconocidos actualmente. El IGF-1, principal mediador sistémico de las acciones de la GH, tiene
un papel muy importante durante el desarrollo cardiaco y en el mantenimiento de la estructura y
funcion del corazon (Maison y Chanson, 2006). Los datos experimentales evidencian que la
activacion del eje GH/IGF-1 favorece el funcionamiento cardiaco en modelos de infarto en ratas
(Tivesten y cols., 2001). Pacientes con MCD han sido tratados también con la GH, observandose
una mejoria sustancial tanto en la funcion del ventriculo izquierdo como en la capacidad de realizar
ejercicio (Isgaard, 2004). E1 90% del IGF-1 circulante se origina en el higado, donde ejerce acciones
autocrinas y paracrinas, ademas de sus conocidos efectos endocrinos en multiples tejidos (Conchillo
y cols., 2007). Existen reportes en la literatura sobre el efecto hepatoprotector del IGF-1 en
episodios de I/R hepatica (Harada y cols., 2008). Otros autores han demostrado también que el IGF-
1 ejerce marcados efectos antifibroticos en el modelo de intoxicacion con CCLy4 en ratas (Sanz y
cols., 2005).

Teniendo en cuenta que estas propiedades terapéuticas referidas en la literatura para el IGF-1, son

similares a las detectadas para el péptido GHRP6; se evaluo la participacion de este factor de
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crecimiento en los modelos experimentales de dafio agudo por I/R desarrollados en la tesis. Los
resultados obtenidos en el modelo porcino de IMA demostraron que el tratamiento con el GHRP6
no aumento significativamente la expresion transcripcional del gen IGF-1, a las 72 horas post-
infarto, en comparacion con el grupo placebo (Figura 7). Esto sugiere que el efecto ejercido por el
GHRP6 en la reduccion de la talla final del IMA se debe a una accion directa del péptido sobre el
musculo cardiaco, y no a su actividad endocrina. Otros autores también han demostrado Ia
existencia de una ruta de accion directa para los secretagogos en el miocardio, independiente de la
accion del eje GH/IFG-1. Los experimentos realizados en ratas con deficiencias en la secrecion de
la GH, por envejecimiento o por hipofisectomia (Locatelli y cols., 1999), demuestran claramente la
existencia de efectos cardioprotectores directos de la hexarelina ante el dafio funcional inducido por
la isquemia; los que ademas son mas efectivos que si se emplea una terapia de reemplazo con la
GH. En el modelo de infarto en perros, de Shen y colaboradores, se demostrd que el incremento en
la sobrevida de los animales tratados con el GHRP6 se debio al aumento de la contractilidad
segmentaria del miocardio en las zonas no isquémicas, como mecanismo compensatorio; el cual no
se evidencio en los animales tratados con la GH, donde la mortalidad fue igual que en el grupo
placebo (Shen y cols., 2003b). En el estudio de I/R del higado se demostrd, al igual que en el
miocardio, que la aplicacion profilactica del GHRP6 no provoco un incremento significativo en la
expresion transcripcional del gen IGF-1, al menos durante el periodo de tiempo ensayado (Figura
23). Este resultado sugiere también la posibilidad de que los mecanismos que median la accion
hepatoprotectora ejercida por el GHRP6 no estén mediados por el eje GH/IGF-1.

En resumen, los resultados obtenidos en este trabajo de tesis y los referidos por otros autores
apuntan a que, independientemente de que los efectos del eje GH/IGF-1 puedan estar presentes en la
intervencion farmacolédgica con los GHRP, como en el caso de los esquemas de administracion
reiterada; las acciones citoprotectoras sistémicas demostradas para estos péptidos son ejercidas
también de forma directa sobre los tejidos u 6rganos blancos. En este sentido, es posible hipotetizar
sobre la existencia de al menos un mecanismo molecular comin, que se manifieste en todos las
células del organismo, cuando se administran los GHRP de forma sistémica. Teniendo en cuenta
que en el tejido hepatico no se expresa el receptor GHS-RIa (Gnanapavan y cols., 2002; Thielemans
y cols., 2007), este mecanismo comun de citoproteccion pudiera relacionarse con la demostrada
uniodn de estos péptidos al receptor CD36 (Demers y cols., 2004), que se expresa de forma ubicua en

el organismo (Febbraio y cols., 2001). Por otro lado, existen evidencias recientes en la literatura
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internacional que permiten relacionar al CD36 con las acciones moleculares del GHRP6
demostradas en este trabajo de tesis, las cuales se explican a continuacion, y se representan de
manera esquematica en la Figura 30.

Los estudios realizados en el tejido hepatico indicaron que el péptido GHRP6 induce la expresion
transcripcional de las quinasas PI3K/PKB (Figura 23). Esto indica la activacion de las rutas de
senales que median estas enzimas (Figura 30), las que regulan numerosas funciones fisiologicas,
como la supervivencia y proliferacion celular, la re-organizacion del citoesqueleto, el metabolismo
de la glucosa, entre otras (Duronio, 2008). En particular, la PKB es considerada una enzima critica
para la sobrevida celular, pues mediante la fosforilacion de varias proteinas reguladoras, incluyendo
la Glucégeno-Sintasa Quinasa-3f (GSK3p), Caspasa 9 y Bad; es capaz de inhibir la salida del
Citocromo C (Cyt C) de la mitocondria y la consecuente cascada de activacion de las caspasas,
principales efectoras de la muerte celular programada (Figura 30).

Adicionalmente, la PKB incrementa la sobrevida celular aumentando la expresion de factores anti-
apoptéticos como Bcl-2 (Duronio, 2008). En el modelo animal de MCD inducida por la DX, se
evalud la expresion transcripcional de los genes Bcl-2 y Bax (Figura 16). Estos oncogenes
interactuan también con la mitocondria y modulan, de forma contraria, la transduccién de sefiales
inducidas por diversos estimulos que liberan el Citocromo C de la mitocondria y activan la
apoptosis. La proteina Bcl-2 se comporta como un factor de sobrevida mientras que la proteina Bax
promueve la apertura del poro mitocondrial, comportdndose como una molécula pro-apoptotica
(Thomadaki y Scorilas, 2006). La relacion de expresion Bcl-2/Bax es, por tanto, un indicador
importante de la atenuacion de la apoptosis y de la probabilidad de sobrevida de la célula. Los
resultados mostraron que la administracion concomitante del GHRP6 durante el periodo de
intoxicacion con la DX provocod un incremento de la relacion transcripcional de Bcl-2/Bax, en
comparacion con los animales del grupo Placebo. Este resultado es indicativo de la atenuacion de la
apoptosis inducida por la administracion del GHRP6 (Figura 30). En un modelo de fallo cardiaco
cronico por sobrecarga de presion desarrollado recientemente en ratas, se demostrd igualmente que
el tratamiento con los GHRP suprime la apoptosis de los cardiomiocitos (Xu y cols., 2005). Estos
autores reportan también que los GHRP mejoran el desbalance de Bcl-2 y Bax, asi como diminuyen
la activacion de la caspasa 3 y los niveles de p38MAPK, principales agentes efectores e inductores,

respectivamente, de la apoptosis.
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La activacion de la ruta PI3K/PKB media también la induccion de la sobrevida celular en los
macrofagos, cuando estos captan las lipoproteinas oxidadas, a través del receptor CD36 (Hundal y
cols., 2001). Teniendo en cuenta que los GHRP comparten el mismo sitio de union en este receptor
que las lipoproteinas oxidadas (Demers y cols., 2004); se puede inferir que mediante la uniéon del
GHRP6 al CD36 se induce también la activacion de la ruta PI3K/PKB, asi como el consecuente
incremento en la expresion de Bel-2 (Figura 30). No obstante, esta hipotesis requiere ser evaluada
con estudios adicionales.

Se demostrd también que el GHRP6 incremento los niveles de transcriptos de HIF-1a al finalizar la
reperfusion del higado (Figura 23). Este gen se conoce como el principal factor regulador de la
homeostasis del oxigeno, pues se activa en condiciones de isquemia y promueve la expresion de
genes dirigidos a favorecer la oxigenacion tisular, el metabolismo energético, la proliferacion y la
viabilidad celular (Ke y Costa, 2006). La activacion del HIF-1a puede ser mediada por la ruta
PI3K/PKB, conformando una de las vias principales del abanico de sefiales inductoras de sobrevida
que median estas quinasas (Belaiba y cols., 2007; Li y cols., 2008). Por tanto, la interaccion del
péptido GHRP6 con el receptor CD36 puede estar también involucrado en el incremento
transcripcional de HIF-1a en la células sometidas al insulto isquémico.

El empleo de agentes antioxidantes es una de las principales estrategias para prevenir y atenuar las
enfermedades cardiovasculares y hepaticas. Los diferentes estudios experimentales abordados en
este trabajo de tesis incluyeron la caracterizacion del efecto inducido por el GHRP6 en el estado
redox celular; lo cual no se habia descrito con anterioridad. En los modelos de dafio por I/R, tanto
del miocardio (Figura 6), como del higado (Tabla 9), la administraciéon del GHRP6 se asocid con el
incremento significativo de la actividad total de la SOD. Esta enzima, unida a la accion de la
Catalasa, constituyen un mecanismo eficiente de eliminacion de los radicales superoxido que se
generan por la isquemia en ambos o6rganos (Figura 30); lo cual se demostrd por los niveles de
hidroperéxidos totales practicamente fisioldgicos que se detectaron en ambos tejidos, en los
animales tratados con el péptido. En los modelos de enfermedad crénica, donde se administrd el
GHRP6 en dosis repetidas, ademas del incremento en la actividad de la SOD, se detectd también el
aumento de actividad de la enzima Catalasa (Figura 15 y Tabla 14). Esto ultimo parece ser
independiente del tratamiento con el péptido, ya que se produjo también en los animales que
recibieron el placebo, posiblemente como consecuencia del aumento en los niveles de

hidroperoxidos totales (regulacion por sustrato) (Sen y cols., 2003). La regulacion positiva de la
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actividad total de la SOD inducida por el GHRP6 se debe principalmente al incremento
transcripcional de la isoforma SODMn, lo cual se demostr6 en los animales cirroticos tratados con
el péptido (Figura 28). Este aumento de actividad de la SODMn se produjo incluso en animales
sanos que recibieron una administracion unica del GHRP6 (Tabla 9); lo que indica el potencial
efecto antioxidante de este péptido.

El mecanismo por el cual el GHRP6 incrementa los niveles de transcripcion genética de la enzima
SODMn involucra al menos un factor de transcripcion. El PPARy es un receptor nuclear que acttia
como factor de transcripcion y promueve la expresion de determinados blancos genéticos. Mediante
el empleo de animales transgénicos “Knock Out” se demostrd que la presencia de PPARYy es critica
para el mantenimiento de la homeostasis redox en el miocardio (Ding y cols., 2007). Esta descrito
también, tanto in vitro como in vivo, que la activacion de PPARY en células endoteliales aumenta la
expresion y estimula la actividad de ambas isoformas de la enzima SOD; ademas de que disminuye
la produccion del radical superdoxido mediado por la enzima NADPH-oxidasa (Hwang y cols.,
2005). En la linea celular de hepatoma HepG2, la estimulacién de los receptores PPARY conduce a
la estimulacion especifica de la transcripcion de la isoforma SODMn (Becuwe y cols., 1999). De
acuerdo con estos antecedentes de la literatura internacional, la activacion transcripcional especifica
de la isoforma SODMn inducida por el GHRP6 puede ser mediada por la activacion de los PPARy,
tanto en el higado como en el miocardio; pues se sabe que estos receptores nucleares se activan
luego de la interaccion de los secretagogos con el CD36 (Figura 30) (Demers y cols., 2008). De
hecho, se conoce que la ruta PI3K/PKB media también la activacion del PPARy inducida por la
interaccion de las lipoproteinas oxidadas con el receptor CD36 (Munteanu y cols., 2006). De esta
forma, queda inferida la posibilidad de que la interaccion del GHRP6 con el CD36 facilite también
la activacion del PPARy por mediacion de la ruta PI3K/PKB, y con ello el incremento de la
transcripcion de la enzima antioxidante SODMn (Figura 30). Estudios adicionales son también
requeridos para comprobar esta hipotesis.

Teniendo en cuenta que el mecanismo propuesto en el esquema de la Figura 30 requiere
demostraciones adicionales, se debe considerar la posibilidad de que existan rutas moleculares
alternativas. Recientemente se demostrod, tanto in vitro como in vivo, el efecto antioxidante de la
ghrelina. Teniendo en cuenta que esta molécula (andlogo natural de los GHRP) no esta relacionada
con el CD36, este resultado indica la existencia de un posible mecanismo molecular alternativo para

el efecto antioxidante de los GHRP (EI Eter y cols., 2007). Otros autores demostraron que tanto la

94




Discusion

ghrelina como la hexarelina son capaces de inhibir la apoptosis de los cardiomiocitos y las células
endoteliales, in vitro, a través de la activacion de al menos dos rutas de sefalizacion intracelular
promotoras de sobrevida, la ERK1/2 y la propia PI3K/PKB (Baldanzi y cols., 2002). En estos
estudios se demostro también que el GHSR-Ia no se expresa en los cardiomiocitos H9¢2. Teniendo
en cuenta que la ghrelina no es ligando del receptor CD36 (Bodart y cols., 2002), estos resultados
sugieren la hipotesis de que la actividad anti-apoptotica de los GHRP y su ligando natural puede no
ser mediada por el GHSR-Ia, ni el CD36, sino por la activaciéon de otro receptor comun, no
identificado atn (Figura 30).

Tanto la atenuacion del dafo inducido por el estrés oxidativo como la induccion de las rutas de
sobrevida, son respuestas biologicas que conducen a la proteccion de la integridad de la
mitocondria, pues de ella depende el destino final de la célula. El éxito de un agente citoprotector
puede por tanto ser evaluado en base a la capacidad de atenuar el dafio mitocondrial. Los resultados
de los estudios por microscopia electronica de transmision indicaron, tanto en el tejido cardiaco
como en los hepatocitos, que la administracion del péptido GHRP6 favoreci6 la integridad de las
mitocondrias (Figuras 17 y 29); indicando la capacidad citoprotectora de esta molécula.

Los efectos obtenidos con el GHRP6 en la atenuacion del dafio a los cardiomiocitos y hepatocitos,
tanto en situaciones de dafio agudo por I/R como en presencia de agentes toxicos, disminuyen la
magnitud de la respuesta inflamatoria a instaurar en el tejido danado. La citoproteccion
multiorganica ejercida por el GHRP6 puede asociarse a la disminucion del infiltrado inflamatorio y
de la actividad de la enzima MPO que se detectd en los animales tratados con el péptido (Figura 22).
Estudios recientes demuestran que el péptido andlogo GHRP2 es capaz de disminuir la liberacion de
TNFa por células no parenquimatosas en un modelo de dafio hepéatico inducido por LPS (Granado y
cols., 2008), lo cual complementa de forma relevante los resultados obtenidos con el GHRP6 en la
prevencion del DMO (Figuras 19 y 20). La ruta del Fas-L, en su interaccion con el Fas-R que se
expresa en los hepatocitos, es uno de los principales mecanismos mediante el cual las células de
Kupffer activadas inducen apoptosis en los hepatocitos (Yang y cols., 2004a). La demostracion de
que los animales tratados con el GHRP6 muestran menor expresion de Fas-L en las células de
Kupffer que los grupos placebo (Figura 27), indica que el péptido atentia la activacion de las células
de Kupffer; ademds de disminuir su nimero por induccion de arresto o por apoptosis. Es decir, el
GHRP6 desmantela el proceso necro-inflamatorio del higado, con lo cual induce un marcado efecto

hepatoprotector y antifibrotico. La menor presencia de infiltrado inflamatorio que se detect6 en las
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muestras del miocardio de los cerdos tratados con el GHRP6 (Figura 4), corroboran el efecto anti-
inflamatorio del péptido, lo cual complementa sus acciones citoprotectoras.

En resumen, en este trabajo de tesis se demuestra la potencialidad terapéutica del péptido GHRP6
en modelos animales de enfermedades cardiovasculares y hepéticas, relevantes por su morbilidad y
mortalidad a nivel mundial. La aplicacion profilactica y terapéutica de esta molécula permitid
disminuir los dafos agudos inducidos por la I/R en ambos 6rganos, asi como prevenir y revertir,
respectivamente, enfermedades cronicas como la Miocardiopatia Dilatada y la Cirrosis Hepatica.
Los mecanismos moleculares de la accion citoprotectora del péptido GHRP6 involucran su
influencia favorable sobre el balance redox celular, asi como la induccion de rutas de sefiales que
previenen el dafio mitocondrial, con lo cual se favorece la sobrevida de las células en los diferentes

tejidos y érganos.
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CONCLUSIONES

1.

La administracion del GHRP6 durante la isquemia del miocardio y en las primeras horas de la
reperfusion, permite reducir eficazmente la talla final del IMA; sin atenuar ni exacerbar la
aparicion y severidad de los eventos arritmicos asociados al infarto.

El tratamiento profilactico y terapéutico con el GHRP6 en la MCD inducida por la DX, permite
la prevencion y reversion, respectivamente, de la disfuncion sistolica y del remodelado
ventricular que caracteriza a la enfermedad, reduciendo asi la mortalidad.

El empleo de una administracion tnica y profilactica del GHRP6, favorece la sobrevida de los
hepatocitos ante el dafio inducido por un episodio de I/R del higado, y atenua la instauracion del
sindrome de DMO.

La administracion profilactica y terapéutica del GHRP6 en la Cirrosis Hepatica inducida por el
CCL4 disminuye la fibrosis del higado, independientemente de la acumulacion de grasa en el
parénquima hepatico.

El GHRP6 favorece el estado redox celular mediante el incremento de los sistemas de defensa
antioxidante de las células, especificamente la enzima SODMn, tanto en situaciones patoldgicas
como en condiciones fisiologicas.

Los efectos citoprotectores demostrados para el GHRP6 involucran la participacion de las rutas
inductoras de sobrevida celular de las quinasas PI3K/PKB y del HIF-1a; el incremento en la
relacion de Bel-2/Bax y la preservacion de la estructura de las mitocondrias.

El efecto hepatoprotector del péptido GHRP6 favorece la reduccion de la fibrosis del higado
mediante el incremento de la actividad colagenolitica de la enzima MMP13, la disminucion de
las citocinas profibrogénicas TGFPB y CTGF, y la atenuacion de las CEH y las células de Kupffer

con fenotipo activado.
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RECOMENDACIONES

1. Realizar estudios para establecer la dosis y la forma de administracion 6ptima del GHRP6 para
disminuir la talla final del IMA.

2. Explorar la influencia del GHRP6 en los perfiles de expresion de citocinas proinflamatorias
(especialmente TNF-o e IL-6), y de moléculas de adhesion, en células inflamatorias y
endoteliales respectivamente.

3. Evaluar los efectos de la administracion prolongada del péptido GHRP6 en animales sanos en
cuanto a la aparicion de acimulo de grasa en el higado.

4. Estudiar la participacion del sistema Glutation peroxidasa-Glutation reductasa en el efecto

demostrado para el GHRP6 sobre el balance redox celular.
Determinar la participacion del receptor CD36 en los efectos citoprotectores mediados por el

GHRP6, asi como en las acciones del péptido sobre el estado redox celular.
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Anexo 1. Estructura de los secretagogos de la Hormona de Crecimiento
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Anexo 2. Procesos generadores de Especies Reactivas del Oxigeno.

A. Reduccion del O, molecular hasta H,O durante el transporte electronico mitocondrial.

le le +2H" le’ le +2H"
0, L} O, L} HzOz#b HO. + OH-¥> 2 H,O
Oxigeno Radical Perdxido de Radical
Molecular Superoxido Hidrogeno Hidroxilo

B. Reacciones catalizadas por metales. Reaccién de Fenton y de Haber-Weiss.

Oy~ + Fe** (Cu*) — 0, + Fe** (Cu™)

H,0, + Fe?* (Cu™)™ > HO- + OH + Fe*" (Cu?*) Reaccién de Fenton
Fe/Cu
O,- + H,0, —> HO + 0, + OH’ Reaccion de Haber-Weiss

C. Autooxidacion de catecolaminas (Proceso no enzimatico).

Dopamina + O, — H,0, + Dopamina Quinona

Norepinefrina +O, — H,0, + Norepinefrina Quinona

D. Metabolismo del acido araquiddnico como fuente de Especies Reactivas del Oxigeno.

Fosfolipidos
PLA, cox COX
) (paso ciclooxigenasa) (paso peroxidasa)
Acido » PGG, (-OOH) PGH, (-OH) — Prostanoides
Araquidonico /
20,
NADH NAD-

Oz- O,



Anexo 3. Produccion de Especies Reactivas del Oxigeno por la enzima Xantina Oxidasa

durante la Isquemia/Reperfusion.
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Anexo 4. Procesos generadores de Especies Reactivas del Nitrogeno.

A. Sintesis del Oxido Nitrico, reaccion catalizada por la enzima Oxido Nitrico Sintasa (NOS).

L-arginina NOS » N®-hidroxi-L-arginina NOS » L-citrulina + NO

NADPH, O, 72 NADPH, O,

B. Reaccion de formacion y descomposicion del peroxinitrito (proceso no enzimatico).

'NO + Oy-- , ONOO-+H — » HO +'NO,

»

(Peroxinitrito) (radical
dioxido de N)




Anexo 5. Reacciones catalizadas por los sistemas enzimaticos de defensa antioxidante.

A. Reaccion de dismutacién del radical superdxido catalizada por la enzima SOD:

. soD
O, + Op- + 2H » H,O, + Oy

B. Reaccidn de reduccidn del peréxido de hidrogeno catalizada por la enzima Catalasa:

2 H,0, Catalasa > 2H,0+0,

C. Reaccidn de reduccion del perdxido de hidrégeno catalizada por la enzima Glutation

Peroxidasa (GPx) vy ciclo del glutation:

GPx
H,O, + 2 GSH » GSSG + 2H,0
ROOH GSH NADP+ Glucosa 6-P
(especie oxidants)
R-OH GSSG NADPH 6-fosfo- gluconato
GSH GSH G-6-fasfirto

peroxidasa rediclisa deshidrogenasi



Anexo 6. Secuencias de los oligonucleotidos sintetizados y condiciones de la Reaccion en Cadena

de la Polimerasa, empleadas para evaluar la expresion transcripcional de los genes estudiados.

Temp. Longitud del

Gen Secuencias de Oligonucleétidos Especie Gengank (°C) producto de
del PCR PCR
IGF1 Uy S L e Cerdo | M31175 68/94 353 pb
Bracting | o e O O e o e Cerdo | AY550069 | 68/94 482 pb
B-actina e S T A T Rata | BCO63166 | 59/72/94 660 pb

5’-CCG GAC CAG AGA CCCTTT
IGF1 3_AAA TGG TAT TGA ACT CAT TAT T Rata M17714 52/72/94 436 pb

5’-GCC AGA TCA CAG CAC ATT CAC

Hif o, 3’-AGC GAC AAA GTG CAT AAA ACC

Rata NM 010431 | 50/72/94 750 pb

5'-TTA GTT GTC CCC ACA CCC ATC
PI3K 3"-GAG ATC ATC TAT CTG GTC CGT GC Rata 5448021 54/72/94 420 pb

5’-CGA CTA TGG CCG TGC AGT GGA

PKB SR CLA Tog e TOC AT 2 Rata | 1014U21 | 6894 585 pb
TGF-p A A T Lo 1S Rata | NMO21578 | 70/94 700 pb
o | Sagssemarannccree | | e | o | s

SODMn | 2 o T A A e o g Rata | NMOI7051 | 70/94 557 pb

MMP-13 | > -AAA GGG GATAACAGCCACTACAAGG | o M60616 | 55/72/94 470 pb

3'- GAG GGA TTA ACA AAC ATG GTG GAG C




Anexo 7. Imagenes del procedimiento quirudrgico para establecer el modelo porcino de IMA.

(A) Se muestra el momento de canalizacion de una de las venas marginales de la oreja del cerdo, para administrarle la anestesia.
(B) En la foto se muestra el equipo CYS-SG empleado para obtener los registros de ECG en los cerdos. (C) Se aprecia al cerdo
entubado, que recibe la instilacion de la mezcla de anestésicos y que exhibe los electrodos en posicion apropiada para realizar el
registro de ECG. (D) En la foto se aprecia el momento de suspension por el hilo de seda 3-0 de la arteria circunfleja izquierda.

(E) Momento de la colocacién del clamp en la arteria circunfleja izquierda. (F) Parte externa del catéter transcutaneo Cavafix
insertado para aplicar los tratamientos.



Cerdo 26
CIGe 500
Modelo TMA

Anexo 8. Imagenes ilustrativas del procesamiento macroscépico de los IMA.

(A, B) Procedimiento empleado para obtener las dimensiones (ancho y largo) del
IMA. (C, D) Se muestra la diseccién del area infartada. (E) Se muestran las
secciones preparadas para ser incubadas con NBT. Se puede apreciar también una
extensa zona de hemorragia, indicada por la flecha. (F) Procedimiento empleado
para medir la muralidad del IMA.
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Anexo 9. Iméagenes de la evaluacién por ECO realizada en el modelo de MCD.
(A) Equipo de realizacién de ECO empleado, modelo Sonos 5500. (B) Realizacion
de un ECO a una rata anestesiada con el transductor lineal de 11-15 MHz. Vistas
por ECO del miocardio de una rata sana, en diastole (C) y en sistole (D). Vistas por
ECO del miocardio de una rata con MCD, en diastole (E) y en sistole (F). Vistas
ecocardiograficas en modo M de una rata sana (G) y con MCD (H).



Anexo 10. Descripcién de las evaluaciones histologicas realizadas en el modelo de MCD inducido por la administracion de DX en ratas.

Organo evaluado

Parametro evaluado

Descripcién del método de evaluacion

Expresion del resultado

Evaluacion semicuantitativa de

Escala empleada:
0-Histologia normal del miocardio,

Promedio de los valores de la

Miocardio la afectacion estructural de las » o escala para cada grupo
aredes del VI 1—Pano leve, 2-Dario evidente, experimental.
P ' 3-Dafio severo de las paredes del VI.
% de miofibrillas dafiadas: . . - .
. ; o Se estudiaron 10 campos microscopicos de fibras - .
Presencia de material basofilico s . X Promedio del resultado obtenido
. . . longitudinales (20X), por animal, escogidos al azar. Se .
Miocardio granular, ondulacion, " . ~ en los 10 campos examinados
o . determiné el % de fibras dafiadas del total .
tumefaccién o fragmentacion : por animal.
. de fibras evaluadas, en cada campo.
de las fibras.
. . Se estudiaron 10 campos microscépicos (10X), por animal, | Promedio del resultado obtenido
% de bronquios con necrosis de : . . ~ .
Pulmones - escogidos al azar. Se determiné el % de bronquios dafiados en los 10 campos examinados
la mucosa epitelial. :
del total, en cada campo. por animal.
% de tubulos con dafios Se estudiaron 10 campos microscopicos (20X), por animal, | Promedio del resultado obtenido
Rifiones irreversibles en las células escogidos al azar. Se determind el % de tabulos dafiados en los 10 campos examinados
epiteliales. irreversiblemente del total, en cada campo. por animal.
] 3 _ - Escalaempleada: Promedio de los valores de la
Higado Congestion Pasiva Hepatica 0-No congestion, 1- Congestion evidente, escala para cada grupo

2-Intensa congestion con marcada distorsion sinusoidal.

experimental.




Anexo 11. Escalas histologicas empleadas en el modelo de I/R hepaticay DMO

para la evaluacién del dafio en los diferentes érganos.

A. Escala de Suzuki, empleada para la evaluacion del dafio hepatico:

-

-

0 - Parénquima hepatico normal.

1 - Presencia de balonamiento citoplasmatico y leve distension sinusoidal, no presencia de
focos de necrosis de los hepatocitos.

2 - Moderada distensién sinusoidal, no presencia de focos de necrosis.

3 - Severa congestion sinusoidal con aislados focos de necrosis.

4 - Severa congestién sinusoidal y una extensién de la necrosis hepatocitaria superior al 60%

del area examinada.

B. Escala de Chiu, empleada para la evaluacién del dafio en la mucosa intestinal:

-

N

0 - Mucosa intestinal normal.

1 - Implantacion de espacio sub-epitelial en el apice de la vellosidad.

2 - Extensidn del espacio sub-epitelial con un moderado levantamiento del epitelio de su base
en la [amina propia.

3 - Levantamiento epitelial extenso con denudacion del apice de la vellosidad.

4 - Denudacion de vellosidades con exposicion de lamina propia y capilares dilatados.

5 - Desintegracion de la lamina propia, presencia de hemorragia y ulceracion.

C. Escala empleada para evaluar el dafio en el epitelio tubular de los rifiones:

/

~

0 - Histologia renal normal.

1 - Dafio renal moderado, cambios mayoritariamente reversibles (cambios citoplasmaticos
hidroépicos).

2 - Cambios severos correspondientes a la fragmentacion nuclear y el desprendimiento de la

membrana basal del tabulo.

D. Escala empleada para evaluar el dafio pulmonar:

/

0 — Histologia pulmonar normal.

1 - Moderado engrosamiento septal, moderada hipercelularidad y reclutamiento neutrofilico,
sin marcada reduccion del espacio luminar alveolar.

2 - Severo engrosamiento septal, severa hipercelularidad, marcado reclutamiento neutrofilico,

con una severa reduccion del espacio alveolar.
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Anexo 12. Evaluacion del higado por ultrasonido realizada en el estudio de cirrosis.
(A) Se muestra el equipo de ultrasonido empleado, modelo ALOKA. (B) Realizacién de
un ultrasonido a una rata anestesiada, empleando el transductor de 11 MHz. (C) Vista por
ultrasonido de un higado de una rata sana. (D) Vista por ultrasonido de un higado
cirrético; notese el incremento del tamafio del higado, de la ecogenicidad, la textura
heterogénea asi como la presencia de nodulos en el parénquima.



Anexo 13. Escalas empleadas para semicuantificar los resultados de los ultrasonidos

realizados en el modelo de cirrosis inducida por CCL.,.

A. Evaluacién semicuantitativa de la presencia de ascitis detectada por ultrasonido:

/ -, .
0-No ascitis.

< 1-Pequefio volumen de ascitis, visible solamente mediante ultrasonido.

2-Gran volumen de ascitis, evidente clinicamente por la distension abdominal en las ratas.

-

B. Evaluacién semicuantitativa de la nodularidad del parénquima hepatico:

(" 0-No presencia de nédulos en el parénquima hepatico.
1-Uno 6 dos nédulos en el parénquima hepatico.

2-Animales con higado multinodular, pero de nédulos pequefios.

3-Animales con higado multinodular, con nodulos de gran talla.

C. Evaluacion semicuantitativa de la ecogenicidad del parénquima hepatico:

0-No aumento de la ecogenicidad.
1-Discreto aumento de la ecogenicidad del higado.

2-Marcado aumento de la ecogenicidad del parénquima hepatico.

D. Evaluacién semicuantitativa de la textura del parénquima hepético:

0-Parénquima de textura homogénea.
1-Parénquima de textura heterogénea, de granulado fino.

2-Parénquima de textura heterogénea, de granulado grueso.
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Anexo 14. Estudio por laparotomia de las ratas de la fase de reversiéon de la cirrosis.
Imégenes representativas de la clasificacion macroscopica de los higados fibréticos en:
Micronodular (A, B); Macronodular (C, D) y Mixto (E, F). Las fotos del panel de la derecha
corresponden a la cara parietal de los 6rganos, mientras que las fotos de la izquierda
corresponden a la cara visceral de los mismos higados.



Anexo 15. Metodologia de las determinaciones histomorfométricas realizadas en el estudio de cirrosis hepética.

Parametros # de campos | Magnificacién Distribucién de Expresion del
morfométricos examinados empleada los campos Resultado
Numero total de Promedio por fragmento

nodulos cirroticos 9 5X 3 campos por fragmento de higado. edio p 9
de higado examinado.
% de area cubierta Promedio por campos
por grasa 9 10X 3 campos por fragmento de higado. P P
examinados.

(% Grasa)

% de area cubierta Promedio por campos
por material fibrotico 9 10X 3 campos por fragmento de higado. P P
. ; examinados.

(% Fibrosis)

Escogidos al azar, entre todos los Promedio de todos los

Grosor de los Cordones _— . "

. llimitados 40X fragmentos de tejido, hasta completar cordones fibroticos

(micras) . .

100 cordones por animal. evaluados por animal.
% de fibras colagenas con " de hioad
respecto al area total de 4 campos por ragme_nto € higado. Promedio por campos
12 40X 6 campos de puentes intervasculares

material fibrético
(% Colageno)

6 campos de puentes perivasculares.

examinados.
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Anexo 16. Principales cambios detectados en el ECG durante la I/R miocéardica.
(A) Se muestra el registro normal de las 12 derivaciones del ECG. (B) Principales
cambios del ECG en la fase de Isquemia: marcado supradesnivel del segmento ST,
deformacién de los complejos QRS. Notese que la T y la R se hacen a la misma altura,
formando una meseta. (C) Se muestran ondas R picudas, el supradesnivel marcado del
ST y onda T supradesnivelada, por encima de la R. (D) La flecha sefiala una onda Q
patoldgica. (E) Se muestra imagen en espejo. (F) Imagen representativa de las arritmias
de reperfusion durante los primeros minutos posteriores a la liberacion de la arteria.



Anexo 17. Imagen de una rata con ascitis clinica.




Anexo 18. Determinacién del contenido de colageno en &reas de depdsito de material fibrético.
Las imagenes de areas de depdsito de material fibrético (magnificacion 40X) fueron procesadas con el
programa ImageJ. (A, B) Determinacion del contenido de coldgeno en un espacio perivascular, imagen
representativa del grupo Placebo-15d. (C, D) Determinacién del contenido de coladgeno en un espacio
perivascular, imagen representativa del grupo GHRP6-15d. (E, F) Determinacién del contenido de
colageno en un cordon fibrético, imagen representativa del grupo Placebo-15d. (G, H) Determinacion
del contenido de colageno en un cordon fibrético, imagen representativa del grupo GHRP6-15d.



Anexo 18. Determinacién del contenido de colageno en &reas de depdsito de material fibrético.
Las imagenes de areas de depdsito de material fibrético (magnificacion 40X) fueron procesadas con el
programa ImageJ. (A, B) Determinacion del contenido de coldgeno en un espacio perivascular, imagen
representativa del grupo Placebo-15d. (C, D) Determinacién del contenido de coladgeno en un espacio
perivascular, imagen representativa del grupo GHRP6-15d. (E, F) Determinacién del contenido de
colageno en un cordon fibrético, imagen representativa del grupo Placebo-15d. (G, H) Determinacion
del contenido de colageno en un cordon fibrético, imagen representativa del grupo GHRP6-15d.



Anexo 19. Mediciones morfométricas del porcentaje de fibrosis y de grasa en los higados cirroticos.
Las imagenes digitales capturadas (magnificacion 10X) fueron procesadas con el programa ImageJ. En
esta figura se representa el resultado del procesamiento de dos imagenes para ambos parametros
evaluados. (A, B) Imagenes digitales de los higados cirréticos (magnificacion 10X). (C, D) Imagenes
obtenidas del contenido de fibrosis. (E, F) Imagenes obtenidas del contenido de grasa en los higados. Las
imagenes A, C, E son representativas del grupo CCL4+GHRP6. Las imagenes B, D, F son
representativas del grupo CCL4+Placebo.
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Figura 8. Resultados ecocardiograficos de la fase de prevencion de la MCD. Todos los datos se representan
como el promedio £ DE por grupo experimental. Los Valores Basales corresponden al grupo Controles Sanos al
inicio del experimento (n=12). Del grupo Controles Sanos se reporta también la evaluacion realizada el dia 52
(n=12). Los datos del grupo DX+Placebo corresponden a n=12 (dias 14 y 24), n=9 (dia 37) y n=5 (dia 52);
mientras que los datos del grupo DX+GHRP6 corresponden a n=12 (dias 14, 24 y 37) y n=10 (dia 52). Las
comparaciones estadisticas se realizaron con la prueba t para datos no pareados. Los asteriscos indican las
diferencias estadisticas encontradas entre los grupos DX+GHRP6 y DX+Placebo vs los Valores Basales (dias
14, 24 y 37), y vs Controles Sanos (dia 52). (*) Indica p<0,05. (**) Indica p<0,01. (***) Indica p<0,001.
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Figura 9. Resultados ecocardiograficos de la fase de reversion de la MCD. Los datos se representan
como el promedio =+ DE por grupo experimental. Los Valores Basales corresponden al grupo Controles
Sanos al inicio del experimento (n=12). Del grupo Controles Sanos se reporta también la evaluacion del dia
final del estudio (n=12). Al inicio de la fase de reversion (0 dosis) y con 10 dosis de tratamientos, se
estudiaron 12 ratas de los grupos Placebo y GHRP6. La evaluacion con 20 dosis de tratamiento se realizo en
6 ratas del grupo Placebo y 11 ratas del grupo GHRP6. Las comparaciones estadisticas se realizaron con la
prueba t para datos no pareados. Los asteriscos indican las diferencias encontradas entre los grupos GHRP6
vs Placebo, con 10 y 20 dosis de los tratamientos. (*) Indica p<0,05. (**) Indica p<0,01. (***) Indica
p<0,001. Los simbolos lambda indican la diferencia de los grupos Placebo y GHRPG6, igual para ambos, al
inicio de la fase de reversion (0 dosis) vs Valores Basales. (A) Indica p<0,05. (AAL) Indica p<0,001.



Figura 10. Imé&genes histologicas del musculo cardiaco de las ratas del modelo de MCD.
Las fotos del panel izquierdo corresponden al ventriculo izquierdo. Las fotos del panel de la
derecha corresponden al ventriculo derecho. (A, B) Imagenes representativas de animales del
grupo Controles Sanos. (C, D) Iméagenes representativas de animales del grupo DX+Placebo, de
la fase de prevencion; e igualmente son representativas del grupo Placebo de la fase de
reversion. (E, F) Imagenes representativas de animales del grupo DX+GHRP6, de la fase de
prevencion. (G, H) Imégenes representativas de animales del grupo GHRP6, de la fase de
reversion. Todas las iméagenes corresponden a una magnificacion 5X.



Figura 12. Evidencias histologicas del sindrome de Insuficiencia Cardiaca Congestiva.
El panel de la izquierda corresponde al grupo DX+Placebo y el panel de la derecha
corresponde al grupo DX+GHRP6; ambos de la fase de prevencion de la MCD. En estas
imagenes se muestra la atenuacion inducida por el GHRP6 de los siguientes cambios
patoldgicos: (A, B) Congestién pasiva hepética, nétese la mayor distension de los espacios
porta y los sinusoides en el grupo placebo; (C, D) Congestion septal pulmonar, notese el
incremento en el grosor del septo pulmonar en el grupo placebo; (E, F) Congestion pasiva
pulmonar, indicada por las flechas.
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Figura 13. Dafios extra-cardiacos inducidos en las ratas por la Doxorrubicina.
Las imagenes del panel de la izquierda corresponden al grupo DX+Placebo, y las
imagenes del panel de la derecha corresponden al grupo DX+GHRP6; ambos de la
fase de prevencion de la MCD. (A, B) Iméagenes de la reaccion fibrotica peri-portal en
el higado del grupo placebo, indicada por la flecha. (C, D) Dafio al epitelio tubular
renal, notese la apariencia denudada del epitelio en la imagen del grupo DX+Placebo.
(E, F) Afectacion del epitelio bronco-alveolar. La flecha indica una zona de necrosis
coagulativa en el grupo placebo, donde desaparece la estructura de vellosidad propia
de este epitelio. Notese la diferencia en los animales tratados con el GHRP6 en todas
las formas de dafio inducidas por la DX sefialadas anteriormente.



Figura 20. Dafios en tejidos extra-hepaticos inducidos por la reperfusion del higado.
Las imagenes del panel de la izquierda corresponden al grupo Placebo+I/R. Las imagenes
del panel de la derecha corresponden al grupo GHRP6+1/R. En estas imagenes se muestra
la atenuacion inducida por el GHRP6 de los siguientes cambios patoldgicos: (A, B) Dafos
en la mucosa intestinal; ndtese la pérdida total de las vellosidades en el grupo placebo
(indicadas por las flechas en el grupo GHRP6+I/R). (C, D) Dafio pulmonar; notese el
aumento de grosor del septo pulmonar en el grupo placebo. (E, F) Dafios en el epitelio
tubular de los rifiones. Nétese la apariencia denudada del epitelio de los tabulos del grupo
placebo, la flecha indica el desprendimiento del collar de células epiteliales.



Figura 24. Imagenes histolégicas representativas de los higados cirroéticos.
(A) Grupo CCLA4+Placebo; (B) Grupo CCL4+GHRP6; (C) Grupo Placebo-15d;
(D) Grupo GHRP6-15d; (E) Grupo Placebo-60d; (F) Grupo GHRP6-60d. Todas
las imagenes corresponden a una magnificacion 10X y a la coloracion especial
Tricromica de Mallory. El color azul destaca el depdsito de fibras colagenas.
Notese el deposito de grasa en forma de gotas, de color blanco.
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Figura 25. Evaluaciones bioquimicas de la fase de prevencién de la Cirrosis.
Las determinaciones se realizaron en muestras de suero obtenidas al finalizar el
segundo y quinto mes de administracion del CCL,y los tratamientos concomitantes.
Los datos se presentan como el promedio + el EEM por grupo experimental. Para
las comparaciones estadisticas multiples realizadas entre los tres grupos, en cada
punto de evaluacion, se empled un ANOVA seguido por la prueba t de Neuman
Keuls. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).



Figura 26. Deteccién inmunohistoquimica de aSMA y TGF-§ en los cordones fibréticos.
(A,B) Imagenes representativas de la expresion de aSMA en los animales tratados con el
GHRP6; fotos correspondientes al grupo GHRP6-15d. (C,D) Imagenes representativas de la
expresion de aSMA en los animales que recibieron el placebo; fotos correspondientes al
grupo Placebo-15d. (E,F) Imagenes representativas de la expresion de TGF-B en los
animales tratados con el GHRPG6; fotos correspondientes al grupo GHRP6-60d. (G,H)
Imagenes representativas de la expresion de TGF-B en los animales que recibieron el
placebo; fotos correspondientes al grupo Placebo-60d.



Figura 27. Deteccion inmunohistoquimica de Vimentina, p53, Fas-L y Ciclina D1 en la Cirrosis.
Las imagenes de la izquierda corresponden a los grupos tratados con el GHRP6, mientras que las
imagenes de la derecha corresponden a los grupos placebo. (A, B) Imagenes representativas de la
expresion de Vimentina, fotos de los grupos CCL4+GHRP6 y CCL4+Placebo. (C, D) Iméagenes
representativas de la expresion de p53, fotos de los grupos GHRP6-15d y Placebo-15d. (E, F) Imagenes
representativas de la expresion de Fas-L, fotos de los grupos GHRP6-60d y Placebo-60d. (G, H)
Iméagenes representativas de la expresion de Ciclina D1, fotos de los grupos GHRP6-15d y Placebo-15d.
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Figura 30. Propuesta del mecanismo molecular que media los efectos citoprotectores del péptido GHRP6. Las flechas negras continuas
representan el mecanismo molecular establecido para la activacion de la ruta PI3K/PKB y del PPARy que se produce por la interaccion de las LDL
oxidadas con el receptor CD36. Esta ruta puede potencialmente ser compartida por el GHRP6, ya que este péptido posee el mismo sitio de union al
CD36 que las LDL oxidadas. Las flechas y lineas azules continuas indican los conocimientos establecidos en la literatura internacional sobre el papel
de la PKB en la inhibicion de la apoptésis, asi como la funcion del PPARY en la regulacion transcripcional de la enzima antioxidante SODMn. En
color rojo se representan los elementos de estas rutas que han sido confirmados en los presentes estudios con el GHRP6. En flechas negras
discontinuas se representa la posibilidad de que exista un nuevo receptor para los GHRP que sea el responsable de las acciones demostradas.
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