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Premio de la instancia Nacional del concurso. 

 

Introducción: 

La esclerosis lateral amiotrófica (ELA)  es una enfermedad del sistema nervioso central 

caracterizada por pérdida irreversible de motoneuronas espinales, para la cual no existe 

tratamiento efectivo, y los pacientes evolucionan rápidamente hacia la muerte en pocos 

años (1). El factor de crecimiento epidérmico (EGF), y el péptido-6 liberador de hormona 

del crecimiento (GHRP-6) han mostrado una variedad de propiedades fisiológicas y 

farmacológicas en diferentes contextos clínicos y experimentales. El EGF protege a las 

neuronas y a otras células del proceso de apoptosis (2;3) y contra la excitotoxicidad 

mediada por ácido glutámico (4). El GHRP-6 induce la expresión del factor de 

crecimiento tipo 1 similar a la insulina (IGF-1) en diferentes áreas del sistema nervioso 

(5). Se ha demostrado clínica y experimentalmente el efecto beneficioso que el IGF-1 

produce tanto en la esclerosis lateral amiotrófica (ELA) como en modelos animales de 

esta patología (6;7). Por tanto, los efectos citoprotectores del EGF y del GHRP-6 

parecen estar relacionados con sus mecanismos moleculares pleiotrópicos y de 

supervivencia, los cuales hacen que diferentes tipos celulares sean más tolerantes 

frente a un amplio espectro de insultos (8-10). 

En desórdenes complejos del sistema nervioso, una estrategia terapéutica mediada por 

la combinación de agentes con diferentes mecanismos de acción en sus efectos 

protectores, está en concordancia con las nuevas tendencias que defienden el criterio 

de que tales tipos de enfermedades demandan abordajes terapéuticos complejos, en 
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los cuales la citoprotección juega un papel reconocido tanto en los eventos preventivos 

como en los eventos regenerativo (11;12). Un ejemplo de dichos desórdenes es la ELA. 

Dadas las características devastadoras de esta patología, es realmente justificable y 

mandatorio la evaluación de nuevas intervenciones terapéuticas. 

Previamente ha sido descrito que la administración repetida del compuesto gamma-

dicetónico 1,2 diacetilbenceno (1,2-DAB) en ratones induce síntomas de neuropatía 

axonal proximal reproduciendo algunas de las principales características 

fisiopatológicas de la ELA (13;14). El efecto final de la acción del 1,2 DAB es la 

inducción del fenómeno de estrangulación axonal mediante la formación de agregados 

de proteínas entre los microfilamentos y los microtúbulos, alterando su arquitectura 

normal de asociación, y afectando, por consiguiente, el transporte axonal (15). Además, 

se ha sugerido que el efecto neurotóxico del 1,2 DAB depende de la generación de 

especies reactivas de oxígeno (16); de hecho, tanto la estrangulación axonal como el 

daño oxidativo son importantes signos distintivos en la fisiopatología de la ELA (17). En 

este sentido, también la patología axonal inducida con 1,2 DAB sustenta la teoría tóxica 

de la ELA (18). Por todo lo anterior, la neurotoxicidad por 1,2 DAB brinda un modelo 

animal apropiado para la evaluación de nuevos candidatos farmacológicos dirigidos al 

tratamiento de la ELA.  

Con estos antecedentes, se decidió evaluar los efectos del EGF y del GHRP-6, solos o 

en combinación, en la neuropatía inducida por 1,2 DAB. 

 

Materiales y Métodos:  

Animales de experimentación y generación del modelo de patología axonal por 

intoxicación con 1,2 diacetilbenceno (1,2 DAB) 

Se emplearon ratones hembras de la cepa C57BL/6 (19 ± 1 g de peso corporal), 

procedentes del CENPALAB (Habana, Cuba). El 1,2 DAB (Fluka) se preparó 

disolviéndolo en una solución de acetona al 2% en solución salina (vehículo) (14). Los 

animales se inyectaron con dosis diarias de 30 mg/kg de 1,2 DAB durante 45 días. Un 

grupo control sano recibió solo la inyección de solución de acetona al 2% en solución 

salina.  

Después de la última inyección de 1,2 DAB (día 45) los animales se dividieron en cuatro 

grupos experimentales de 15 animales cada uno atendiendo al tratamiento que recibiría: 

EGF (200 µg/kg), GHRP6 (660µg/kg), EGF+GHRP6 (200 µg/kg y 660 µg/kg), y solución 



salina (placebo). Luego de finalizada la administración de 1,2 DAB los tratamientos se 

aplicaron diariamente por vía intraperitoneal durante un período de 20 días. 

A lo largo del período de intoxicación por 1,2 DAB y durante el tiempo de tratamiento los 

animales se sometieron a las siguientes pruebas sensoriales y motoras, con el objetivo 

de estimar cambios en la fuerza muscular y el equilibrio: suspensión en rejilla, barra 

horizontal o trapecio, y campo abierto (19;20). También se analizó el patrón de marcha 

(21). Los experimentos electrofisiológicos se realizaron empleando un equipo Neuronic-

5 (Neuronic S.A. Cuba). Los animales se anestesiaron con 130 mg/kg de ketamina 

(Liorad, Cuba) y 3 mg/kg de diazepam (Imefa, Cuba). Se registró el potencial de acción 

muscular complejo (PAMC) empleando un registro monopolar. Los electrodos de 

registro positivo y de referencia se insertaron en los músculos de la pierna, y en la piel 

de la membrana interdigital como sitio eléctricamente indiferente. Para la estimulación 

los electrodos se colocaron cerca de las vértebras, por debajo de la última costilla (S1). 

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

de 30 mA de intensidad. Se midieron la latencia (l), duración (d) y la amplitud (a) del 

PAMC. Se analizó la expresión matemática a/ld que se denominó índice del PAMC 

integrado (IPAMCI). 

 

Resultados: 

El tratamiento con el 1,2 DAB produjo un deterioro de la fuerza muscular, una alteración 

en el patrón de marcha, pérdida del reflejo de extensión y cambios electrofisiológicos 

dados por aumento de la latencia de inicio, la duración y una reducción de la amplitud 

del PAMC (Fig. 1)  

 

Figura 1. A: Evaluación de la fuerza muscular en animales enfermos por 1,2 DAB (n=60) y en 
controles sanos (n=10), prueba de suspensión en rejilla. Prueba t de Student. B: Escala del 
reflejo de extensión. Prueba U de Mann-Whitney. C y D: Postura típica de un animal control sano 
(C) y de un animal tratado con 1,2 DAB (D). E: Longitud del paso. Prueba Prueba U de Mann-



Whitney. F Amplitud del PAMC. Prueba t de Student.. Los trazados representan los registros del 
PAMC proximal de animales sanos (G) y enfermos (H).Los asteriscos indican diferencias 
significativas. 

 

 

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

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

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

respecto al grupo placebo a los 20 días después del tratamiento. Un análisis de 

regresión confirmó este resultado. El aumento del IPAMCI fue apreciable, además, por 

simple inspección de la morfología del PAMC (Fig. 2). 

 

Figura 2. A: Efectos del EGF, GHRP6, y la combinación EGF+GHRP6 en la 

recuperación del IPAMCI. La flecha indica el último día de administración del 1,2 DAB. 

Prueba de Kruskal-Wallis y prueba de Dunn. B: Análisis por regresión lineal de la 

evolución en el tiempo del IPAMCI, durante el tratamiento con EGF, GHRP6, 

EGF+GHRP6 y solución salina (0.9% NaCl) como placebo. Los asteriscos indican 

diferencia respecto al placebo. Registros representativos del PAMC antes (C) y después 

(D) de 21 días de tratamiento con placebo y EGF+GHRP6. 

 

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

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

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

recuperó con el tratamiento del EGF (Fig. 3 A-D) 



 

 

Figura 3. Evaluación clínico-conductual después de 10 días de tratamiento con EGF, 

GHRP6, EGF+GHRP6 y placebo. A: Prueba de suspensión en rejilla, B: Prueba de 

suspensión en barra, C: Actividad exploratoria en campo abierto y D: Longitud del paso. 

Prueba de ANOVA seguida de la prueba de Dunnet (A y B) y Prueba de Kruskal Wallis 

seguida de la prueba de Dunn (C y D). Efecto de los tratamientos con EGF, GHRP6, la 

combinación EGF+GHRP6, y placebo, sobre el peso corporal (E), y sobre la fuerza 

muscular (F) durante el período de tratamiento. La flecha señala el inicio de los 

tratamientos. Prueba de ANOVA seguida de la prueba de Dunnet. Los asteriscos 

representan diferencias significativas respecto al placebo. 

 

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

recuperación de la fuerza muscular, evidenciada como tiempo de permanencia en rejilla 

a lo largo del periodo de tratamiento. Este efecto no se produjo con los péptidos 

independientes (Fig. 3 E y F).  

 

Discusión: 

El modelo de axonopatía inducida con 1,2 DAB reprodujo elementos clínicos y 

electrofisiológico y ultraestructurales característicos de la Esclerosis Lateral Amiotrófica. 

Adicionalmente, los resultados de estudios proteómicos demuestran que el 1,2 DAB 



produce alteraciones en las proteínas del citoesqueleto, en proteínas que controlan los 

mecanismos redox y de plegamiento de proteínas de manera similar a lo que ocurre de 

en dicha enfermedad (13;22). El modelo de axonopatía inducida con 1,2 DAB puede ser 

considerado como un modelo etiopatogénico de Esclerosis Lateral Amiotrófica y ser 

utilizado como herramienta en la evaluación de estrategias terapéuticas. 

Solo la administración combinada de EGF+ GHRP6 resultó efectiva para la recuperación 

de los animales enfermos. Esto se demostró a través de parámetros clínicos, 

conductuales y electrofisiológicos.  

En los estudios electrofisiológicos se demostró que el efecto de la terapia con 

EGF+GHRP6 mejoró la recuperación del índice del PAMC (IPAMCI). Las diferencias en 

la efectividad entre el tratamiento con los péptidos independientes y el tratamiento con 

la combinación sugieren un sinergismo de potenciación. De acuerdo con principios 

farmacológicos bien establecidos, este tipo de sinergismo se manifiesta cuando los 

efectos de la terapia combinada exceden significativamente a la suma de los efectos de 

los componentes individuales. El sinergismo de potenciación usualmente ocurre cuando 

varios mecanismos moleculares convergen en un efecto celular común (23;24). 

Considerando los mecanismos de acción de cada componente, éste parece ser el caso 

de la terapia combinada EGF+GHRP6. Indudablemente, la acción concertada de ambos 

péptidos crea un contexto homeostático favorable para proteger células del tejido 

nervioso.  

Como la toxicidad inducida por glutamato es uno de los elementos patogénicos más 

relevantes en la Esclerosis Lateral Amiotrófica, la acción del EGF al incrementar la 

recaptación del glutamato por los astrocitos, contribuye a reducir su toxicidad (4;25). El 

GHRP6 tiene una acción directa en la prevención y la reversión de la muerte inducida 

por glutamato (26). Otros de los efectos neuroprotectores del GHRP6 están mediados 

por la inducción de proteínas con funciones neuroprotectoras (27): la hormona de 

crecimiento (28) y el IGF-1 en algunas regiones del sistema nervioso central (26;29). 

Esto representa una ventaja importante ya que en Esclerosis Lateral Amiotrófica se ha 

descrito un incremento significativo de las proteínas que secuestran al IGF-1 (IGFBP) 

(6;30), las cuales se unen tanto al IGF-1 constitutivo como al exógeno y aceleran su 

aclaramiento hepático, evitando que el IGF-1 alcance sus dianas en el cerebro.  

 

Conclusiones: 

La racionalidad del enfoque terapéutico propuesto en este trabajo se ratifica en artículos 

recientes, en los cuales se constata que en el líquido cefalorraquídeo de los pacientes 



de Esclerosis Lateral Amiotrófica el EGF se encuentra reducido (31), existe una 

correlación negativa entre los niveles de IGF-1 en sangre y la severidad de de la 

Esclerosis Lateral Amiotrófica (32) y se reduce la secreción de hormona de crecimiento 

(33;34). Si esas alteraciones se consideran elementos patogénicos, la administración 

combinada del EGF (disminuido en Esclerosis Lateral Amiotrófica) y del GHRP6, (que 

induce IGF-1 y hormona de crecimiento, también deficitarias en Esclerosis Lateral 

Amiotrófica), pudiera contribuir a restablecer estos elementos.  
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