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INTRODUCCION

La Esclerosis Lateral Amiotrofica (ELA) se caracteriza por la pérdida generalizada de
la actividad muscular debido a la degeneracion de las motoneuronas (MNs) a todos los
niveles del sistema motor.! Un 50% de los pacientes mueren dentro de los 3 afios
posteriores al diagndstico, mientras que un 90% de ellos no sobrepasan los 5 afios de
supervivencia.> La enfermedad es de origen genético en un 10% de los casos (ELA
Familiar: ELAf). El resto pertenece a la forma adquirida o esporadica (ELAe).® De las
nueve variedades genéticas descritas, las mutaciones en el locus de SOD1 agrupan un
20% de los casos de ELAf.* La incidencia de ELA en Europa varia entre 1,5y 2,5/ 100
000 habitantes / afio,” siendo superior que en Cuba, lo cual esta correlacionado con
una mayor mezcla étnica.® La rapida progresién y las consecuencias devastadoras de
la ELA representan un alto costo social y econdmico para el Sistema de Salud Publica
y para la calidad de vida del paciente y su familia.

Desde el punto de vista terapéutico la ELA es un nicho vacio. El riluzol, anico farmaco
aprobado para uso clinico, ha demostrado efectos muy modestos en términos de
alargar la sobrevida.”® Entre las razones que permiten explicar el fracaso en la
traslacion clinica esta el uso de roedores transgénicos como modelos experimentales
de ELA, que no representan la mayoria de los casos clinicos, como por ejemplo para
SOD1 mutada,’ para las subunidades de los neurofilamentos (NFs),*° y para la Alsina-
2. La administracién del 1,2-DAB en ratas Sprague-Dawley y en ratones C57BL/6
afecta principalmente el citoesqueleto axonal en los segmentos proximales, una
caracteristica patolégica de la ELA.**'* Estos cambios se caracterizan por la
polimerizacién anormal de los NFs, que junto a otros eventos moleculares patolégicos
provoca la estrangulacién del axén,***> de manera similar a lo descrito en pacientes de
ELA.'® El 1,2-DAB también afecta la expresién de varias proteinas relacionadas con la
patogénesis de la ELA.*"? Tales evidencias indican que este modelo puede ser
utilizaztljo para la evaluacién preclinica de posibles candidatos terapéuticos para la
ELA.

El Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF) participa en el crecimiento, la
diferenciacion, el mantenimiento y la reparacion de varios tejidos, incluyendo el sistema
nervioso (SN).ZZ'23 Por su parte, el GHRP-6 pertenece a un grupo de compuestos
sintéticos que inducen la liberacion de la Hormona del Crecimiento en la
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adenohip6fisis.?**® El GHRP-6 ejecuta diversas acciones en el SN, tales como la
induccién del factor IGF-1 produciendo efectos neuroprotectores.?*?’ El GHRP-6 inhibe
la ejecucion del programa apoptético neuronal frente a dafios neurotéxicos.?®?
Ademas, el IGF-1 media un amplio rango de acciones positivas en el SN, que lo ha
convertido en un candidato atractivo para el tratamiento de la ELA.*® Por otro lado, el
EGF y la metencefalina, un péptido intestinal a partir del cual se deriva el GHRP-6,*
ejercen un papel bien documentado en el desarrollo y la fisiologia del sistema nervioso
central (SNC).3*** Debido a sus potencialidades para favorecer la sobrevida, la
diferenciacion y la proliferacion de tejidos neurales, es razonable hipotetizar que la
combinacion de estas moléculas pudiera tener efectos beneficiosos en desordenes
neurolégicos complejos como es el caso de la ELA.

En el presente trabajo se profundiza en la caracterizacion del modelo de Axonopatia
Proximal (AP) inducida por el 1,2-DAB en ratones C57BL/6 mediante el estudio
simultdneo de variables clinico-conductuales y el analisis ultraestructural, y se describe
por primera vez el perfil de los Potenciales de Accion Muscular Compuesto (PAMC) en
tres segmentos del nervio ciatico. Posteriormente, utilizando las variables clinico-
conductuales y electrofisiolégicas, se evalla el efecto farmacolégico de la combinacién
EGF-GHRP-6 en este modelo. De confirmarse los resultados obtenidos en futuros
estudios clinicos, esta novedosa perspectiva terapéutica puede brindar nuevas
esperanzas a los enfermos de tan desoladora enfermedad.

HIPOTESIS DE TRABAJO

La co-administracion de los péptidos EGF y GHRP-6 en ratones con axonopatia
proximal inducida por el 1,2-DAB promueve su recuperacion clinico-conductual y de la
conduccién de los impulsos nerviosos.

OBJETIVOS
General
Evaluar el efecto de la co-administracion de EGF y GHRP-6 en ratones con axonopatia
proximal inducida por el 1,2-DAB.
Especificos
¢ Validar el modelo de axonopatia proximal inducida por el 1,2-DAB en ratones
C57BL/6 mediante el andlisis ultraestructural y el empleo de variables clinico-
conductuales y electrofisiolégicas.
e Evaluar el efecto de la combinacion EGF-GHRP-6 a partir de variables clinico-
conductuales y electrofisiologicas.

DISENO METODOLOGICO
1- Animales

Se utilizaron 150 ratones hembras de la linea C57BL/6, entre 18 y 20 g al inicio del
estudio, siguiendo normas internacionales.® Se realizaron dos series experimentales
de acuerdo a la variante electrofisiolégica, usando el registro bipolar y monopolar,
respectivamente, y en cada una se llevd a cabo las mismas pruebas conductuales.
Todas las soluciones fueron administradas por via intraperitoneal.
2- Toxicidad inducida por el 1,2-DAB

Los animales se dividieron aleatoriamente en 2 grupos: 60-70 ratones fueron
inyectados diariamente (5 o 6 dias a la semana) con la solucién de 1,2-DAB (30 mg/kg
peso) (Fluka, Alemania), preparada en acetona al 2 % (v:v) (Caledon, Canada) en



solucién salina estéril, y 10 ratones con solucion de acetona al 2 % (grupo control). El
periodo de toxicidad fue de 45 dias.?
3- Tratamiento con GHRP-6, EGF y su combinacién

Los ratones enfermos por el 1,2-DAB se distribuyeron aleatoriamente en 4 grupos (de
10 a 15 animales por grupo), y fueron inyectados diariamente (5-6 dias a la semana)
con EGF (200 pg/kg) (Heber Biotec, Cuba), GHRP-6 (660 pg/kg) (BCN Peptides,
Espafia), su combinacion (manteniendo las dosis individuales) o con solucién salina
estéril, respectivamente. La duracion del tratamiento fue de 20 dias.
4- Pruebas conductuales

La bateria de pruebas conductuales se realiz6 una vez a la semana a doble ciego por
dos observadores entrenados. Se llevé a cabo durante la intoxicacion con el 1,2-DAB,
el tratamiento con los péptidos y una semana después de finalizar el esquema
terapéutico. Todas las pruebas se realizaron en el horario de 9:00 am a 12:00 m.
4.1- Evaluacién de la actividad motora y la fuerza muscular

El animal se suspendié por sus extremidades delanteras en una varilla de acero no
resbaladiza de 2 mm de diametro por 30 cm de longitud durante un minuto. Se midié el
tiempo total de suspension (reflejo prensil), y el tiempo en el cual subié alguna de sus
extremidades traseras para sujetarse mas firmemente a la varilla (capacidad de
traccion).® Para la prueba de suspension en rejilla (25 cm?, dividida en cuadriculas de
16 mm?), se colocé al animal encima de la rejilla, la cual se volte6 180° para mantenerlo
suspendido durante 1 min. Se midi6 el tiempo total de suspension.®
4.2- Conducta exploratoria en campo abierto

El animal se colocé en el extremo superior izquierdo de una caja plastica de Plexiglas
(30x30x15 cm) en cuyo fondo se coloc6 una hoja de papel blanco dividida en 9
cuadrantes iguales Luego de 2 min de adaptacion, el recorrido del animal durante 1
minuto se dibujé aparte y simultaneamente, se conté el nUmero de empinamientos.
Posteriormente se contdé el nimero de veces que cada animal atraves6 de un
cuadrante a otro (modificado de Metz y Schwab, 2004).%
4.3- Reflejo de extension

El animal se suspendié por la cola y se califico la postura de sus extremidades
traseras de acuerdo a una escala cualitativa: 0 para ausencia de apertura, 1 para la
apertura de una pata o de ambas patas con dedos cerrados, y 2 para la extension total
con dedos separados.®
4.4- Patron de la marcha

Al animal se le tifi6 la superficie plantar de sus patas traseras con una tinta no toxica y
se coloco en uno de los extremos de un tunel de madera construido para este estudio
(40x7x10 cm) en cuyo fondo se colocéd un papel de cartulina.’® A partir de las huellas,
se midio la distancia entre pasos contralaterales, la distancia entre pasos ipsilaterales y
la distancia de soporte. Se empled en el andlisis estadistico el promedio de los valores
medidos en todos los pasos.
5- Pruebas electrofisioldgicas

Luego de ser anestesiado con clorhidrato de ketamina (130 mg/kg peso) (Liorad,
Cuba) / diazepam (3 mg/kg peso) (Imefa, Cuba),** el animal se colocé en un cepo en
posicién dorsal para el registro del Potencial de Accién Muscular Compuesto (PAMC),*
utilizando el mdédulo de estudios de conduccién nerviosa del sistema EMG Workplace
del equipo NEURONICA 5 (Neuronic S.A., Cuba). Para ambas variantes se empled una
banda de filtros de 10 Hz y de 3 kHz (corte a las bajas y altas frecuencias,
respectivamente), una intensidad del estimulo de 9 mA y un ancho de pulso de 0,1 ms.



5.1- Variante de Medicién Bipolar (BRV)

El electrodo de registro (aguja bipolar de electromiografia) fue insertado dentro de los
musculos plantares de la pata izquierda. Los electrodos de estimulacion ensamblados
en un mango de acrilico (dos agujas hipodérmicas 28G, separadas 5 mm) se colocaron
en los segmentos siguientes: i) proximal (S1): nervios espinales inmediatamente
después de la ultima costilla; ii) medial (S2): nervio ciatico a nivel proximal e interno del
muslo; iii) distal (S3): nervio peroneo a nivel de la tibia.

5.2- Variante de Medicion Monopolar (MRV)

Los electrodos de estimulacion (dos pinzas de acero construidos para la especie) se
colocaron en la piel del animal separados 5 mm, a cada lado de la columna vertebral a
la salida de los nervios lumbares (equivalente al punto S1 del registro BRV). Se
utilizaron agujas hipodérmicas de acero inoxidable (diametro 28G) como electrodos de
registro y de tierra. El electrodo positivo se coloco en la pierna izquierda (musculatura
media entre la rodilla y el tobillo), y el de referencia se insertd en la membrana
interdigital de la pata ipsilateral. El electrodo de tierra se insert6 en el tejido subcutaneo
de la espalda. Se defini6 el indice Integral del PAMC (IIPAMC) para describir
cuantitativamente el potencial registrado: amplitud al pico superior / (latencia de inicio x
duracion).

6- Microscopia electrénica

Al concluir la administracion del 1,2-DAB (dia 45), se escogieron aleatoriamente y se
sacrificaron tres animales enfermos y un animal sano, a los que se les realiz6 una
diseccién para tomar médula espinal lumbar y nervio ciatico proximal (menos de 5 mm
a partir de la salida de la columna vertebral). Las muestras se procesaron para
microscopia electrénica®® y se examinaron con un microscopio electrénico de
transmision (JEOL JEM 200EX, Japon). Se analizaron un total de 5 microfotografias a
diferentes magnificaciones.

7- Anédlisis estadistico

Los datos expresados como la media + error estandar de la media (EEM) fueron
analizados con GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc., California, EUA). Se
eliminaron del analisis los animales fallecidos por efecto del 1,2-DAB. Se emple6 en
todos los analisis al menos un nivel de significacibn menor de 0,05 (p < 0,05) y un
intervalo de confianza del 95 %.

RESULTADOS Y DISCUSION
1- Efecto de la administraciéon del 1,2-DAB

Al finalizar la administracion del 1,2-DAB se evidencid una disminucion significativa
en el peso de los animales (13,76 + 0,1697 @), lo que representa una pérdida del
28,4% respecto al peso inicial (19,22 + 0,1697 g). Por el contrario, el grupo control
finaliz6 con un peso significativamente superior respecto al dia inicial (20,95 *+ 0,2550
vs. 19,01 £ 0,1597 g). Estos ratones mostraron una reduccion significativa en la fuerza
muscular, lo cual se evidencio en las pruebas de suspension en rejilla y en la varilla
horizontal (reflejo prensil y capacidad de traccion). Asimismo, en la prueba de
exploraciéon en campo abierto los dos parametros evaluados, el nUmero de cuadrantes
cruzados y el numero de empinamientos, mostraron una disminucion significativa por
efecto del 1,2-DAB. Los animales tratados con el 1,2-DAB mostraron una pérdida
significativa del reflejo extension, lo cual se manifesto fisicamente como la flexion de
sus patas traseras contra la region abdominal y el cierre de los dedos. La intoxicacion
por el 1,2-DAB también afecté drasticamente el patrén de la marcha de los animales.



Se observé una disminucién significativa en las distancias entre los pasos ipsi y
contralaterales, asi como un incremento en la distancia de apoyo corporal.

Estas afectaciones clinico-conductuales fueron acompafiadas por un progresivo
deterioro electrofisiolégico. Los PAMCs obtenidos al concluir el periodo de intoxicacion
en la variante bipolar mostraron un incremento significativo de la latencia de inicio en el
segmento S1, lo que indica un retardo en la conduccion del potencial de accién en la
parte proximal del nervio ciatico. La latencia de inicio de los PAMCs en el resto de los
segmentos de este nervio no mostré diferencias entre los grupos 1,2-DAB y control. De
igual forma, la latencia de inicio, junto con la amplitud al pico superior y la duracion,
medidos en la variante monopolar en S1, estuvieron afectados significativamente por el
1,2-DAB.

La disminucion del peso corporal, la pérdida de la fuerza muscular y la afectacion
locomotora caracterizan la progresion de la ELA tanto en pacientes como en otros
modelos animales de esta enfermedad.***® Se ha reportado, incluso, que la
malnutricion en el momento del debut acelera la progresién de la enfermedad.*® Tanto
la debilidad muscular como la posible afectacion neurogénica de los musculos de la
masticacion y la deglucion pudieron contribuir a la pérdida del peso corporal, también
influenciado por la reduccion del apetito a través de la inhibicion de la acido graso
sintasa del hipotalamo.®>°

El compromiso del segmento inicial de los axones motores posteriores fue confirmado
mediante el registro del PAMC, el cual, junto a otras técnicas electroneuromiogréficas,
constituyen métodos reproducibles usados en el diagnéstico y la evolucion de la ELA,>*
en estudios preclinicos® y en ensayos clinicos.>® EIl PAMC representa la suma espacial
y temporal de la actividad eléctrica de las fibras musculares ubicadas dentro del radio
de registro del electrodo.® En nuestro estudio la latencia de inicio del PAMC aumenté
significativamente por efecto del 1,2-DAB, lo cual indica que la velocidad de conduccién
nerviosa (VCN) se afecté de manera apreciable. EI aumento en la duracion y la
disminucién concomitante en la amplitud del PAMC pudo estar causado por la
desincronizacion y la dispersion temporal de los impulsos nerviosos. Estos hechos
también indican la afectacién en la organizacién mielina-axén.>® Tanto la disminucién
en la VCN como en la amplitud del PAMC ha sido ampliamente reportado durante la
progresion de la ELA,***" asociado con la denervacion y la atrofia de los misculos que
finalmente conduce a la disminucién drastica de la fuerza muscular.®®>°

El analisis ultraestructural de la regién lumbar de la médula espinal y del segmento
proximal del nervio ciatico, revel6 cambios patolégicos como consecuencia del 1,2-
DAB. Entre estos se encuentran las alteraciones en la organizacion de la vaina de
mielina (VM), las inclusiones de mielina, la hipertrofia y la deformacion estructural de
las mitocondrias, asi como la desorientacion y la agregacion de NFs. Los NFs, y otras
proteinas relacionadas con el transporte axonal tienen un alto contenido de L-lisina,
que reacciona con el 1,2-DAB para formar agregados multisubunitarios.® La
acumulacion de NFs junto a microtibulos y organelos son los responsables de la
estrangulacién axonal proximal,®* lo cual es también un rasgo patognoménico de la
ELA.%%% La pérdida de la continuidad en la VM también contribuye a desestabilizar la
fisiologia axonal.** Siendo la mielina una estructura rica en lipidos complejos,®>® la
disrupcion de la misma se explicaria por la reduccion que produce el 1,2-DAB de las
enzimas responsables de la sintesis de acidos grasos, la acido graso sintasa y la ATP
citrato liasa.'*®’ La ruptura de los dominios funcionales mielina-neurona produce una
afectacion severa en la conduccién saltatoria rapida de los potenciales de acci6n.®® "



Esto desencadena en la disminucién de la coordinacién motora y la fuerza muscular, *
efectos que fueron constatados en nuestro modelo experimental y que igualmente se
observan en otros modelos de ELA,”* y en la propia enfermedad, sobre todo en
estadios avanzados.”®” Las mitocondrias hipertrofiadas por efecto del 1,2-DAB
también han sido observadas en MNs de pacientes con ELA,’*" y otros modelos de la
enfermedad.”®"® El dafio morfolégico mitocondrial se correlaciona con la reduccién de
su actividad respiratoria,””®" el aumento de mutaciones del ADN mitocondrial,®* la
ejecucién del programa de muerte celular,®*® la reduccién de las defensas
antioxidantes mitocondriales,®®®’ asociado a la generacién de EROs en este
organelo,®®® que contribuye al establecimiento de un ambiente pro-oxidante altamente
perjudicial para las MNs.

En resumen, nuestro estudio indica que la patologia axonal causada por el 1,2-DAB
proporciona un modelo animal alternativo adecuado para la ELA, tanto para estudios de
prueba de concepto y mecanisticos como de evaluacion preclinica, segun las
recomendaciones del Grupo Europeo de Expertos de esta enfermedad,* asi como los
criterios de Vogel y cols. (2002).%*

2- Evaluacion del EGF-GHRP-6 sobre la patologia axonal inducida por el 1,2-DAB

En la segunda parte de la presente investigacidon se evalué el posible efecto
neuroprotector de la combinacibn EGF-GHRP-6 en este modelo de ELA. Los
resultados demuestran que la administracion conjunta de ambos péptidos resulta en un
tratamiento efectivo para la recuperacion mas rapida de los animales intoxicados por el
1,2-DAB. Cada una de estas drogas individualmente no ejercié un papel significativo en
la recuperacion de los animales enfermos.

El grupo tratado con la combinacion de ambos péptidos mostré un aumento
significativo en el peso corporal respecto al grupo placebo desde la primera y hasta la
tltima semana de tratamiento. Este grupo también evidencié una mayor recuperacion
en la fuerza muscular, corroborado mediante la medicion del reflejo prensil y la prueba
de suspension en rejilla. Mientras tanto, la prueba de campo abierto mostré una mayor
actividad locomotora en el nimero de cuadrantes cruzados por el grupo de la
combinacion a los 10 dias de iniciado el tratamiento, lo cual no se evidencio en el
namero de empinamientos. Estos efectos estuvieron acompafiados por la recuperacion
del patrén de la marcha, especificamente en la distancia entre pasos ipsilaterales.

La medicion del PAMC en la variante bipolar no evidencié un efecto beneficioso
relevante en los grupos tratados con los péptidos por separado. Sin embargo, el EGF-
GHRP-6 acelero la recuperacion de la latencia de inicio del PAMC en el segmento S1
después de 15 dias de administracion. De manera similar, en la variante monopolar, la
combinacion de ambos péptidos mostré una recuperacion significativa del indice
Integral del PAMC (IIPAMC), respecto al grupo placebo.

En los dltimos afios se ha reforzado la idea de que el tratamiento de las
enfermedades neurodegenerativas dirigido a blancos independientes no resulta eficaz.
Por el contrario, la combinacion de estrategias neuroprotectoras orientadas hacia
diferentes blancos de la fisiopatologia subyacente tiene mayores probabilidades de
éxito.%% La ELA forma parte de este grupo de enfermedades. En nuestro estudio se
evidencié una recuperaciéon significativa de los ratones tratados con la combinacion
EGF-GHRP-6. La pronunciada diferencia en la efectividad de la combinacion respecto
a cada péptido por separado, sugiere la presencia de un sinergismo potenciador entre
ellos. Este tipo de sinergismo farmacologico ocurre usualmente cuando diversos



mecanismos moleculares convergen hacia un efecto celular comin.**® Este parece
ser el caso de la combinacion EGF-GHRP-6, cuyas efectos citoprotectores individuales
pudieran crear el ambiente homeostéatico adecuado para proteger a las MNs. %

El EGF se produce in situ en varias regiones del SN, al igual que su receptor, el
EGFR, detectado en neuronas, astrocitos y oligodendrocitos del cerebro y médula
espinal, asi como en nervios cutaneos, corpusculos sensoriales, células gliales
satelitales, neuronas sensoriales primarias de los ganglios de las raices dorsales, y en
células de Schwann.”” Ademas, el EGF es permeable a la barrera hematoencefalica
(BHE).”® Una funcién bien conocida del EGF es su capacidad para inducir la
proliferacién de células neurales progenitoras en la zona subventricular adulta.*®*%’
Este efecto también ha sido demostrado durante el tratamiento combinado de EGF y
FGF-2.1% El EGF induce ademas la proliferacién de oligodendrocitos adultos a partir de
células tipo B en la zona subventricular, y aumenta su capacidad de remielinizacion.'®
111 Esta accion pudiera tener cierta relevancia en nuestro modelo para la recuperacion
de la vaina de mielina en la médula espinal. Como existen receptores EGFR en las
células de Schwann, el efecto pudiera ser similar en los axones periféricos. La
recuperacion de la conduccién saltatoria normal es un factor que determina el efecto
positivo observado sobre el PAMC. De la misma manera, la remielinizacion pudiera
tener un efecto relevante en la ELA. %3

Por su parte, el GHRP-6 induce la secrecion de la Hormona del Crecimiento en la
adenohipdfisis, mediado por el receptor GHS-R1a, el cual se ha detectado en otras
zonas del SN, tales como el hipotdlamo, el hipocampo, la corteza cerebral, el plexo
coroideo, la médula oblongada y la sustancia negra; y en otros tejidos, como en bazo,
tiroides, adipocitos, pancreas, estdmago, corazén y pulmones.”***” El ligando
endégeno del GHS-Rla es la grelina,"'® cuyas acciones fisioldgicas incluye la
potenciacion del apetito y la ingestion de alimentos mediante el control hipotalamico
sobre esta conducta.'*® El aumento del apetito también se ha reportado durante el
tratamiento de ratas con el GHRP-6,"° asi como la contraccion de la musculatura lisa
gastrica en ratones con gastroparesis.*?* Un compuesto de la misma familia, el GHRP-
2, mejora el apetito e incrementa el peso corporal tanto en ratones,'?” como en
personas adultas'® e infantes.’® Es probable que estas propiedades hayan
influenciado sobre el aumento de peso significativo observado en los ratones tratados
con el EGF-GHRP-6.

El GHRP-6 incrementa los niveles de IGF-1 tanto in vitro?®® como in vivo, en
hipotalamo, hipocampo y cerebelo de ratas machos adultas, sin afectaciéon en los
niveles de la proteina de unién a IGF-1 tipo 2 (IGFBP-2).?’ En estas zonas también se
detectd la activacion de sefales intracelulares antiapoptoticas (tales como Bcl-2, Akt y
PI3K). Se ha reportado un efecto positivo del GHRP-6 sobre la supervivencia neuronal
del cerebelo en ratas envejecidas,'® asi como en el hipotalamo y el cerebelo de ratas
tratadas sistémicamente con glutamato.’?**?’ La induccién de IGF-1 mediada por el
GHRP-6 podria ejercer un amplio rango de acciones en el SNC y el SNP.* El IGF-1
induce la proliferacién de células progenitoras neuronales,'?® protege a las neuronas
contra diversos insultos neurotéxicos,*?® incluyendo a las MNs en cultivo contra la
excitotoxicidad mediada por glutamato.™®® El IGF-1 protege in vitro a neuronas
hipocampales contra el estrés oxidativo mediado por las vias antiapoptoticas Akt y Bcl-
2131 y la activacion del factor transcripcional NF-kB.**? El IGF-1 también induce la
proliferacién de células precursoras de oligodendrocitos y su diferenciacion,'3313
previene la desmielinizacion inducida por el TNF-a** y la apoptosis de los



oligodendrocitos.**® Ademas, induce la sintesis de mielina.™*’ Estos efectos del IGF-1
sustentan su capacidad para inducir la remielinizacion, un proceso comprometido en la
patofisiologia de varias enfermedades neurodegenerativas, incluyendo la ELA.**® De
hecho, este factor trofico ha sido evaluado en modelos de enfermedades
desmielinizantes, como es el caso de la Esclerosis Maltiple,** y también de ELA.**° En
experimentos neuronales in vitro, el IGF-1 inhibi6 el dafio oxidativo a las mitocondrias y
su eventual autofagia,'** aumenté los niveles de Akt mitocondrial activada ,**? inhibi6 la
liberacidn de citocromo c y la activacion de caspasas, bloqueando de esta forma la
ejecucioén del programa apoptético.*4*14°

El papel protector del IGF-1 sobre las mitocondrias pudiera haber contribuido al
restablecimiento de los ratones tratados con el EGF-GHRP-6, inhibiendo la produccion
de EROs y restableciendo los niveles normales de ATP. Asi mismo, favoreciendo la
recuperacion energética en los oligodendrocitos y las células de Schwann
indispensable para la sintesis lipidica y la reorganizacion de la vaina de mielina. A
pesar de las multiples evidencias del papel neuroprotector del IGF-1, también se han
descrito algunas desventajas, como su alto peso molecular, la dificultad para atravesar
la BHE y el secuestro en la circulacién mediado por las IGFBPs.**® En nuestro caso, la
induccion local de IGF-1 mediado por el GHRP-6 elude las dificultades anteriormente
referidas.

El analisis conjunto de todas estas evidencias sugiere que el GHRP-6 pudiera
contribuir a restablecer la arquitectura axonal en el modelo del 1,2-DAB mediado por el
IGF-1, ya sea a partir de sus acciones protectoras sobre las MNs como sobre las
células responsables de la vaina de mielina. La presencia del EGF y del IGF-1 en el
microambiente de las MNs, podria ejercer una accion aditiva en la recuperacioén axonal,
y por ende en la conduccion de los impulsos nerviosos y del PAMC. Existen numerosas
evidencias que demuestran un efecto sinérgico entre el EGF y el IGF-1 en varios
contextos experimentales del SN, como la proliferacibn de células neurales
progenitoras,*’ la inhibicién de caspasas y de la fragmentacién del ADN,*® y la
recaptacion del glutamato por los astrocitos,**® efectos de gran relevancia como
posibles mecanismos protectores en la ELA.*°

Teniendo en cuenta nuestros resultados, es posible que las acciones moleculares
convergentes de estos factores troficos sean las responsables del efecto sinérgico
positivo observado durante la recuperacién del PAMC y de la fuerza muscular de los
animales tratados con el EGF-GHRP-6. Esta estrategia terapéutica explota los
mecanismos de accién de cada péptido individualmente, interviniendo en mudultiples
blancos de la fisiopatologia neuronal, en diversos tipos celulares del SN, lo cual tiene
relevancia como posible tratamiento para la ELA.*!

Nuestros resultados constituyen una prueba de concepto que demuestra la
efectividad del EGF-GHRP-6. Esta estrategia ofrece una promesa en términos de
oportunidad terapéutica para los enfermos de ELA y de otras enfermedades de las
motoneuronas.

CONCLUSIONES

e La axonopatia proximal inducida por el 1,2-DAB en ratones C57BL/6 presento
caracteristicas ultraestructurales, clinico-conductuales vy electrofisiolégicas que
sustentan su empleo como modelo experimental relevante en la busqueda de



nuevas alternativas farmacologicas para el tratamiento de las enfermedades
motoneuronales espinales, particularmente de la ELA.
e La administracion combinada del EGF y el GHRP-6 en ratones intoxicados por el

1,2-DAB aceleré su recuperacion clinico-conductual y electrofisioldgica,

lo que

demuestra la potencialidad de esta estrategia terapéutica en el tratamiento de la

ELA.
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