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RESUMEN 
 
Antecedentes: La isquemia cerebral es la tercera causa de muerte y la primera 
causa de discapacidad en adultos. Hasta el momento no existe un abordaje 
terapéutico efectivo para reducir los daños asociados al infarto cerebral.  
Los resultados de este proyecto relacionados con las evidencias preclínicas del 
efecto neuroprotector de la co-administración de EGF+GHRP6 como pruebas de 
concepto para el tratamiento de la Esclerosis múltiples y de la Esclerosis Lateral 
Amiotrófica han sido premiados por la Academia de Ciencias de Cuba en el año 
2013.  
Objetivos: En el proyecto de neuroprotección del Centro de Ingeniería Genética y 
Biotecnología existe una línea de investigación cuyo objetivo es desarrollar 
alternativas terapéuticas dirigidas al tratamiento de enfermedades del sistema 
nervioso, y muy especialmente para el infarto cerebral, entidad que constituye uno 
de los principales blancos para el desarrollo de candidatos terapéuticos 
neuroprotectores.  
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Resultados: En el presente trabajo se demuestra por vez primera que en modelos 
experimentales de infarto cerebral la co-administración de EGF+GHRP6 fue 
efectiva porque en animales sometidos a isquemia-reperfusión produjo una 
atenuación de los signos clínicos neurológicos, redujo el área de las zonas de 
daño cerebral, y conservó la densidad neuronal. La correspondencia entre el 
resultado clínico beneficioso y la reducción del daño a nivel de tejido es uno de los 
criterios que con más fuerza definen una buena estrategia de neuroprotección, por 
lo que estas evidencias constituyen una prueba de concepto robusta del efecto 
neuroprotector de esta alternativa terapéutica en isquemia cerebral.  
Conclusiones: Los efectos neuroprotectores de la combinación EGF+GHRP6 en 
los modelos de isquemia cerebral global constituyen importantes pruebas de 
conceptos a favor del uso de esta alternativa terapéutica en clínica. La estrategia 
de co-administrar el EGF y el GHRP6 como terapia combinada para reducir el 
impacto del daño isquémico obedece a la idea de que la fisiopatología compleja 
del infarto cerebral demanda intervenciones terapéuticas combinadas donde los 
efectos, comunes y/o exclusivos, de los principios activos de cada ingrediente 
afecten diferentes puntos de la cascada de eventos moleculares y bioquímicos 
desencadenados por la isquemia.  
Los resultados de este trabajo han sido objeto de una patente concedida en 
diferentes países, publicados en dos revistas arbitradas de alcance internacional e 
integran el conjunto de resultados que fue Premio Anual de Salud 2013. 
 

COMUNICACIÓN CORTA 
 
Introducción  
La isquemia cerebral es la tercera causa de muerte y la primera causa de 
discapacidad en adultos. Hasta el momento no existe un abordaje terapéutico 
efectivo para reducir los daños asociados al infarto cerebral. En las enfermedades 
con base molecular complejas 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 los cuales la citoprotección juega un papel reconocido 
tanto en los eventos preventivos como en los eventos regenerativos (1;2). 
 
El factor de crecimiento epidérmico (EGF), y el péptido-6 liberador de hormona del 
crecimiento (GHRP6) 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 (3;4) y contra la 
excitotoxicidad mediada por ácido glutámico (5). El GHRP6 induce la expresión del 
factor de crecimiento tipo 1 similar a la insulina (IGF-1) en diferentes áreas del 
sistema nervioso (6). Por tanto, los efectos citoprotectores del EGF y del GHRP6 
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 (7-9).  
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Con estos antecedentes, se decidió evaluar los efectos del EGF y del GHRP6, 
solos o en combinación, en los modelos experimentales de isquemia cerebral 
global. 
  
Resultados y Discusión  
Para la evaluación del efecto neuroprotector de la coadministración EGF+ GHRP6 
se emplearon modelos experimentales de isquemia cerebral global, logrado a 
partir de 15 minutos de oclusión de las arterias carótidas comunes.  
 
La mortalidad del grupo control de vehículo y del grupo tratado con el GHRP6 fue 
de un 40%. En los grupos que recibieron la coadministración EGF+ GHRP6 y el 
EGF se registró un 100 % de supervivencia (Fig.1 A). En este experimento las 
manifestaciones clínicas predominantes fueron la hipotonía, la hiperactividad y en 
menor grado los trastornos de la marcha. El grado neurológico del grupo tratado 
con la combinación fue menor en comparación al de los grupos EGF, GHRP6 y 
control de vehículo a las 24 y 48 horas posterior a la reperfusión (Fig. 1 B). 
 
En la población de gerbos estudiada en este experimento un 49 % tenía arterias 
comunicantes bilaterales, un 47 % unilaterales y un 4 % carecía de estos vasos. 
Con estos datos se realizó un análisis de correlación entre el grado de 
anastomosis y el grado neurológico y se demostró que en los animales de los 
grupos control de vehículo y EGF había una correlación inversa entre ambos 
parámetros. En el grupo que recibió la coadministración EGF+ GHRP6, no se 
evidenció esta correlación (Fig.1 C).  
 
El volumen de infarto calculado para todo el encéfalo fue significativamente menor 
en el grupo que recibió la coadministración EGF+ GHRP6 respecto al grupo 
control de vehículo (Fig. 1 D). El 96 % de los animales del grupo control de 
vehículo tuvo daño tisular y en el grupo tratado con la combinación el 50 % de los 
animales no tuvo infartos. La densidad neuronal disminuyó en los grupos control 
de vehículo y GHRP6 con respecto al control falso operado. En cambio, en los 
animales tratados con EGF+GHRP6 la densidad neuronal se preservó en corteza 
cerebral, caudado putamen e hipocampo (Fig. 1 E).  
 
La caracterización del polígono de Willis que se hizo en este trabajo permitió 
asegurar que los tiempos de isquemia utilizados en este estudio (15 y 20 minutos 
para modelo moderado y severo respectivamente), aún en presencia de ambas 
arterias comunicantes posteriores, producen un daño isquémico reproducible y 
confiable para la evaluación de candidatos terapéuticos: todos los animales del 
grupo control de vehículo en el modelo de isquemia severa y el 96 % de los 
animales del grupo control de vehículo en el modelo de isquemia moderada 
exhibieron infartos. 
  
En el modelo de isquemia moderada el tratamiento con EGF+GHRP6 protegió las 
regiones de corteza cerebral y caudado putamen, y adicionalmente preservó la 
densidad neuronal en el hipocampo (Fig. 1 E). Esto es de particular importancia, 
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porque los estudios de neuroprotección que solo evalúan el hipocampo como zona 
más vulnerable, utilizan modelos de oclusión de 5 o 10 minutos (10;11). El hecho 
de que la combinación EGF+GHRP6 preservara las neuronas de esta estructura 
luego de 15 minutos de isquemia, constituye una evidencia adicional del efecto 
neuroprotector de la estrategia terapéutica propuesta en el presente trabajo.  
 
Las recomendaciones del consorcio académico-industrial para el desarrollo 
farmacológico en isquemia cerebral (STAIR) establecen que en los estudios 
preclínicos el criterio más importante para demostrar neuroprotección es la 
correspondencia entre los resultados de la evaluación clínica y la morfológica 
(12;13). En los dos modelos de isquemia de este trabajo se evidenció una 
correspondencia entre los resultados anatomopatológicos (cualitativos y 
cuantitativos) y la evolución clínica, lo que constituye una prueba de principio a 
favor del efecto neuroprotector de la combinación EGF+GHRP6.  
 
El grado de anastomosis entre los sistemas vertebro-basilar y carotídeo no ha sido 
considerado previamente (al alcance de nuestra revisión bibliográfica) en la 
interpretación de los resultados de la evaluación de compuestos neuroprotectores 
en modelos de isquemia cerebral en gerbil (14-17). En este trabajo se correlacionó 
el grado de anastomosis del polígono de Willis con el grado neurológico y se 
demostró que existe una correlación negativa entre ambos parámetros, la cual se 
pierde con la intervención farmacológica EGF+GHRP6 (Fig. 1 C). Esto último 
significa que la acción farmacológica de la combinación EGF+GHRP6 elimina el 
efecto negativo de la carencia de vasos comunicantes.  
 
En este trabajo, los resultados del grado neurológico y de las evaluaciones 
anatomopatológicas (cualitativas y cuantitativas) de los animales tratados con la 
combinación EGF+GHRP6 evidenciaron un efecto neuroprotector que no se 
observó en los animales tratados solamente con EGF o con GHRP6.  
 
La estrategia terapéutica representada por la combinación EGF+GHRP6 está en 
correspondencia con la idea de que para proteger al sistema nervioso después de 
eventos isquémicos, los tratamientos tienen que proteger a los diferentes tipos de 
células del tejido nervioso (18;19). El beneficio terapéutico que se obtuvo 
coadministrando EGF y GHRP6 se explica por el hecho de que ambas moléculas 
tienen propiedades que pueden proteger a las células del sistema nervioso. La 
amplia distribución de los receptores celulares del EGF (20-23) y del GHRP6 
(24;25) en neuronas y glías es una prueba de ello.  
 
Otro resultado importante resultó de la comparación del efecto terapéutico de la 
combinación EGF+ GHRP6 con la hipotermia como estrategia neuroprotectora.  
 
El grado neurológico de los animales isquémicos se comportó de manera similar 
en los grupos tratados con hipotermia y con la co-administración EGF+ GHRP6, a 
las 48 y 72 horas posteriores a la reperfusión (Fig.2 A) En los animales del grupo 
falso operado no se registraron manifestaciones clínicas de daño cerebral. La 
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afectación neurológica más representativa en los animales del grupo vehículo 
fueron los trastornos de la conducta por hiperactividad, trastornos en la marcha e 
hipotonía de las patas delanteras.  
 
El volumen de infarto fue menor en los grupos tratados con hipotermia y con la 
coadministración EGF+ GHRP6. (Fig. 2 B). La densidad neuronal en Hipocampo 
(CA1) se preservó en los grupos tratados con hipotermia y con la co-
administración EGF+ GHRP6 (Fig. 2 C), siendo similar a la densidad neuronal del 
grupo control falso operado.  
 
El tratamiento con hipotermia es considerado como uno de los mejores métodos 
para inducir neuroprotección (26-28). En este experimento, los resultados del 
estado neurológico y de las evaluaciones anatomopatológicas de los animales 
tratados con la combinación EGF+ GHRP6 evidenciaron un efecto neuroprotector 
similar al que se obtuvo con la hipotermia.  
 
El tratamiento con la combinación EGF+ GHRP6 resulta ventajoso porque influye 
simultáneamente en varios blancos celulares, moleculares y bioquímicos de la 
unidad neurovascular, y no tendría los efectos adversos atribuibles al 
procedimiento de hipotermia (29). 
 
El conjunto de evidencias experimentales presentadas en este documento 
demuestran por vez primera que la combinación de EGF y GHRP6 como 
alternativa terapéutica para neuroprotección tiene efectos beneficiosos en modelos 
experimentales de isquemia cerebral global.  
 
El efecto del tratamiento con la combinación EGF+ GHRP6 produce un 100% de 
supervivencia en los animales isquémicos, una mejoría significativa del grado 
neurológico respecto al grupo control de vehículo y a los tratamientos con EGF y 
GHRP6 de manera independiente, y protección de las regiones corteza cerebral, 
caudado putamen, tálamo e hipocampo asociado a la preservación de la densidad 
neuronal. En el estudio de la relación dosis-efecto, la co-administración de EGF 
(100 μg/kg)+ GHRP6 (600μg/kg), fue superior al resto de las combinaciones, tanto 
en los parámetros clínicos como en los anatomopatológicos. En el estudio de 
ventana terapéutica los resultados clínicos y anatomopatológicos de los animales 
tratados con la combinación EGF+ GHRP6 evidenciaron un efecto neuroprotector 
cuando esta se administrada hasta 4 horas después del insulto isquémico. El 
tratamiento con la combinación EGF+ GHRP6 produjo efectos similares al 
procedimiento de hipotermia, evidenciándose un efecto neuroprotector en términos 
de mejoría clínica del estado neurológico, reducción del volumen de infarto y 
preservación de la densidad neuronal en la zona CA1 del hipocampo respecto al 
grupo vehículo. Los animales isquémicos tratados con la co-administración EGF+ 
GHRP6 experimentaron el fenómeno de habituación característico de los animales 
sanos en las dos fases de la prueba de campo abierto, algo que no ocurrió con el 
grupo control vehículo.  
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La neuroprotección aplicable a enfermedades neurodegenerativas para detener su 
curso, o instrumentada para revertir el daño y facilitar eventos regenerativos, es 
aún una necesidad clínica no cubierta. El aporte práctico y social de estos 
resultados es la demostración de la utilidad de la combinación EGF+GHRP6 en el 
tratamiento de enfermedades isquémicas del sistema nervioso, en las cuales la 
muerte celular es un elemento común. Estas enfermedades constituyen 
importantes causas de morbilidad y mortalidad a nivel mundial.  
 
La reproducción de los efectos neuroprotectores de la combinación EGF+GHRP6 
en estudios clínicos constituirá una incuestionable contribución a la medicina 
contemporánea, así como un indudable beneficio al tratamiento y la calidad de 
vida de los enfermos, con el consecuente beneficio a sus familias y a la sociedad.  
 
Los resultados de este trabajo llevan a pensar que el concepto de neuroprotección 
es insuficiente en el contexto de la biología del daño cerebral y que es necesario 
implementar una praxis más abarcadora que involucre la cerebroprotección. 
 

 
 
Figura 1. A: Curvas de supervivencia de los animales. Prueba de log rank. B: Evolución del grado neurológico. 
Prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Dunn. C: Correlación entre el grado neurológico (GN) y el 
número de arterias del polígono de Willis (PW) en cada grupo experimental del modelo de isquemia cerebral 
moderada. Prueba de correlación de Spearman. r: coeficiente de correlación de Spearman. D: Volumen de 
infarto en los animales del modelo de isquemia cerebral moderada. Prueba de Kruskal-Wallis seguida de la 
prueba de Dunn. E: Densidad neuronal en corteza, núcleo caudado putamen e hipocampo. Los datos 
representan las medianas. Prueba de Kruskal Wallis seguida de la prueba de Dunn. Los asteriscos señalan 
diferencias significativas. 
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Figura 2. A: Grado Neurológico de los animales isquémicos tratados con vehículo, con la combinación 
EGF+GHRP6 y con hipotermia. Prueba de Kruskal-Wallis seguida de la prueba de Dunn. B: Volumen de 
infarto en los grupos experimentales, vehículo, EGF+GHRP6 e hipotermia. Anova seguida de la prueba de 
Dunnet. Cortes coronales seriados teñidos con TTC de cada grupo representativo, excepto el del grupo falso 
operado. C: Análisis de la densidad neuronal en hipocampo (CA1). Prueba de Kruskal-Wallis seguida de la 
prueba de Dunn. Fotos representativas de la zona CA1 del hipocampo en cada grupo experimental. Los 
asteriscos indican diferencias significativas. 
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