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RESUMEN

La fibrosis se define como la acumulacion patoldgica de proteinas de la matriz extracelular
(MEC) durante la respuesta reparativa tisular frente a un dafio de naturaleza
mecanica, quimica o bioldgica y que interfiere con el funcionamiento del 6rgano o tejido
en cuestion. La incidencia de este tipo de padecimientos a nivel mundial es muy alta y
hasta el momento muchos de ellos no tienen tratamientos preventivos o curativos.

El péptido liberador de la hormona de crecimiento tipo 6 (GHRP-6) posee
demostradas propiedades anti-inflamatorias, anti-oxidantes y citoprotectoras y un buen perfil
de seguridad. Estos efectos mediados por el péptido, en tejidos cardiaco y extracardiaco,
constituyeron Premio de la Academia de Ciencias de Cuba en el afio 2007.

Las primeras observaciones del efecto anti-fibrético del GHRP-6 se obtuvieron en el modelo
de miocardiopatia dilatada inducida por doxorrubicina en ratas. Se vié que el péptido era
capaz de atenuar la fibrosis periportal en el higado y reducir la reaccion cicatrizal fibrética
en los intersticios y el estroma renales. Para estudiar esta nueva propiedad del GHRP-6,
se evalué su efecto en un modelo de cirrosis hepatica en ratas mediado por inyeccion de
CCl4. Se demostré por primera vez que el tratamiento con el péptido, tanto en un escenario
preventivo como terapéutico, redujo la induracion fibrética en mas del 75%, el grosor de los
cordones y el niumero de noddulos cirréticos hasta en un 60%. El GHRP-6 también exhibid
un claro efecto hepato-protector, caracterizado por la atenuacion del proceso necro-
inflamatorio del higado, la estimulacion de la proliferacién de los hepatocitos, y el rescate
del balance redox celular. En un modelo de herida simple en rata, el péptido
incrementd la velocidad del cierre de las heridas y disminuyd el infiltrado inflamatorio,
aspectos que redundaron en una mejor calidad del proceso de cicatrizacion.
Finalmente, en el modelo de queloide en conejos, el péptido previno el desarrollo de este
tipo de cicatriz exuberante en mas del 90% de las heridas tratadas y redujo la intensidad de
la respuesta fibrogénica. Desde el punto de vista del mecanismo de accién, se
comprob6 por primera vez, en los tres modelos abordados, que el GHRP-6 disminuye la
expresion transcripcional de factores pro-fibroticos, como el TGF-B1 y el CTGF, lo que se
tradujo en una menor expresidn de genes que codifican para proteinas de la MEC. Por
otra parte, se describi6 por primera vez el efecto inductor del péptido sobre la expresion
del factor transcripcional PPARy y sobre la metaloproteasa de matriz MMP-13, ambas
moléculas importantes en la inhibicion del proceso acumulativo patolégico. Estos resultados
han sido objeto de una patente internacional y tres publicaciones internacionales.

COMUNICACION CORTA DE LOS RESULTADOS

Introduccion

La fibrosis se define como la acumulacion patoldgica de proteinas de la matriz extracelular

(MEC) durante la respuesta reparativa tisular frente a un dafio de naturaleza mecanica,

guimica o biolégica y que interfiere con el funcionamiento del érgano o tejido en cuestion (1).

Entre las enfermedades que comprenden este proceso se encuentran la cirrosis hepatica, la

fibrosis quistica y los queloides, entre otras. La incidencia de este tipo de enfermedades a
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nivel mundial es muy alta, sobre todo en paises desarrollados, y hasta el momento muchas de
ellas no tienen tratamientos preventivos o curativos (2).

El GHRP-6 (del inglés: Growth Hormone Releasing Peptide-6), es un péptido sintético de seis
aminoacidos, cuya secuencia corresponde a: His-D Trp-Ala-Trp-D Phe-Lys-NH2.
Originalmente se obtuvo como un derivado sintético de la metaencefalina intestinal (3). En la
actualidad, este péptido, asi como otros analogos sintéticos, se emplean como agentes
secretagogos para el diagnostico clinico diferencial de las diferentes formas de enanismo (4).
El GHRP-6 posee demostradas propiedades anti-inflamatorias, anti-oxidantes vy
citoprotectoras y un buen perfil de seguridad (5).

Un hallazgo fortuito de nuestro grupo de trabajo, establecio las primeras observaciones de
gue el GHRP-6 instaura un programa celular de degradacién o remocion del exceso de MEC
en dérganos parenquimatosos. Ratas que recibieron reiteradas dosis de doxorubicina para la
induccién de una miocardiopatia dilatada, desarrollaron una intensa fibrosis intersticial en
higado, rifiones y pulmones. El examen histolégico ulterior demostré una sustancial
disminucion de la acumulacion de material colageno en los animales tratados con GHRP-6
versus aquellos que recibieron una solucion placebo (observaciones no publicadas).

Para estudiar de forma rigurosa estos hallazgos meramente circunstanciales, se caracterizé el
efecto anti-fibrético del péptido en varios modelos experimentales. En primer lugar se evalu6
la molécula en un modelo de cirrosis hepatica en ratas, mediada por intoxicacion con
tetracloruro de carbono, en escenarios preventivo y terapéutico, en este Ultimo durante dos
tiempos experimentales diferentes. Posteriormente, una vez demostrada la expresion en piel
del receptor CD36, mediador de los efectos citoprotectores del GHRP-6 (6), se ensayo la
aplicacion topica de una composicion viscosa que contenia el péptido en el modelo de herida
simple en rata y luego en el modelo de formacién de queloides en conejos. Los resultados que
se obtuvieron en dichos experimentos se describirdn brevemente a continuacion.

Evaluacion del efecto anti-fibrético del GHRP-6 en un modelo de cirrosis hepatica
mediada por intoxicacion con tetracloruro de carbon 0 en ratas

Se evalud el efecto del tratamiento con GHRP-6 en esquemas de administraciébn concomitante
al hepatotdxico (prevencion) o posterior a la induccion de la cirrosis, durante 15 6 60 dias
(reversion). Se cuantificé el porcentaje de fibrosis, la nodularidad y el grosor septal mediante
estudios histomorfométricos y la ascitis o dilatacion portal por ultrasonido. Se determiné el
perfil bioguimico y los parametros de estrés oxidativo en suero, asi como la participacion de
genes y proteinas, mediante reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa e
inmunohistoquimica.

Tabla 2. Resultados de los estudios

Tabla 1. Resultados de los estudios de histomorfométricos
ultrasonido hepatico

Experimental N UFI Portal diameter Ul?lpsourld
groups {mm) ascites (%) CCl, + GHRPS 12 1097 = 1.66**" 0.82 =0.23**" 1.99 = 0.31**"
Intact conirol 7 0 0.71 = 0.05 0 CCl, + Saline 12 72.13 +7.85 5.58 = 0.52 16.80 = 0.63
CCl, + GHRP6 12 2.50 = 0.30 0.80 = 0.06 2(17) GHRP6-15d 10 4731 = 4.62* 3.80 = 0.41 9.80 = 1.15***
CCl, + Saline 12 3.93 = 0.79** 1.12 = 0.14° 8{67) Saline-15d 10 71.63 = 4.67 5.00 = 0.44 15.63 = 0.67
GHRP6-60d 12 4.80 = 0.42 0.96 = 0.08 3(25) GHRP6-60d 12 34.62 = 436" 2.24 = 0.42"*" 4.93 = 0.65*
Saline-60d 12 7.00 = 0.29"* 1.34 = 0.13"* 8(67) Saline-60d 12 102.73 = 8.14 5.90 = 0.43 19.37 = 0.68

Experimental N Septae
groups thickness

MNodules/mm? Fibrosis (%)
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CClg + tratamiento: Esquema preventivo. Tratamiento-15d: Esquema terapéutico de 15 dias. Tratamiento-60d:
Esquema terapéutico de 60 dias. UFI: indice de fibrosis por ultrasonido. (*/**/***) indican diferencias
significativas entre los animales tratados con el GHRP-6 y sus contrapartes tratados con salina, al menos para *p<
0,05; **p< 0,01; ***p< 0,001.

Figura 1. Se muestran imagenes representativas de los higados tratados con GHRP-6 o0 solucién salina, desde
el punto de vista macroscépico e histoldgico (tincién tricromica de Mallory)

El tratamiento con el GHRP-6 redujo de forma significativa los marcadores de fibrosis
como indice de fibrosis, didmetro portal, presencia de ascitis, grosor de los tabiques y
cantidad de nodulos por campo, tanto desde el punto de vista ultrasonografico (Tabla
1)como  histoldgico (Tabla 2), en ambos tipo de administraciones, concomitante y
terapéutica. La Figura 1 muestra imagenes representativas de la  estructura
macroscopica e histoldgica de los higados, antes y después de la intervencion con el péptido.
Desde el punto de vista funcional, se observo que el péptido atenud de forma
significativa el incremento dréastico de los valores de las
transaminasas  aspartato-aminotransferasa y alanina-aminotransferasa, que ocurrié en los
animales producto de la administracién del hepatotéxico. Por otra parte, el GHRP-6 redujo
significativamente los niveles de marcadores de stress oxidativo como hidroperéxidos totales,
productos avanzados de la oxidacion de proteinas, malondialdehido y potencial de
peroxidacion lipidica, con respecto a los animales tratados con solucion salina (p<0,01) en los
tres ensayos experimentales realizados. De forma concurrente, incremento la actividad de las
enzimas anti-oxidantes catalasa y superéxido dismutasa (p<0,05). En sentido general se
concluyé que el tratamiento con el péptido permitié eliminar y controlar el depdsito de material
colageno y de MEC en el parénquima hepético, ademas de ejercer un marcado efecto
hepatoprotector y promotor de proliferacion. Los resultados concernientes a este modelo
experimental se anexan en la siguiente publicacion:

Growth Hormone Releasing Peptide 6 (GHRP6) reduces liver fibrosis in CCl4 chronically
intoxicated rats. Berlanga J, Vazquez D, Cibrian D, Mendoza Y, Ochagavia ME, Miranda J y
cols. Biotecnologia Aplicada 2012; 29:60-72.

Aplicacion tépica de un gel de carboximetilcelulosa gue contiene GHRP-6 en el modelo
de herida simple en rata

Se aplicé una formulacién de GHRP-6 (400 pg/mL) en gel de carboximetilcelulosa (CMC) al
1% durante 4 dias en heridas de grosor total, controladas, que se practicaron en el dorso de
4
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ratas Wistar machos. Como se muestra en la Figura 2, la administracion de GHRP-6
incremento el cierre de las heridas de forma significativa, en comparacion al vehiculo (CMC
1%), desde las primeras 24 horas de la administracion inicial del péptido (p=0,016) y hasta el
final del experimento (p<0,0001). Las heridas que recibieron GHRP-6 mostraron un menor
nivel de infiltrado inflamatorio y un mayor grado de organizacion de su MEC, dado por una
menor acumulacion de fibrina y la presencia de hebras de colageno mas finas y distribuidas
de forma horizontal. No se observaron diferencias en cuanto a la cantidad de vasos
sanguineos activos (Tabla 3).

AREADE LALESION Tabla 3. Impacto de la administracion tdpica de GHRP-6
] — GHRP-6 sobre la inflamacidn y la fibroangiogénesis
. x o e -= vehiculo 3 Vasos Reconstitucion
’ Células , .
ax sanguineos de la matriz

10 inflamatorias ) L
activos dérmica

1 GHRP-6 | 7,86+2,41* | 8,34+3,02 1,9 +0,36*
104 Vehiculo | 15,74+3,91 | 8,38+2,89 2,49 +0,38

area (mm*)
"
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Figura 2. GHRP-6 acelera el cierre de la herida. Las diferencias en el drea de las lesiones aparecieron luego de las primeras 24
h de iniciado el tratamiento y se mantuvieron hasta el sacrificio de los animales, a las 96 h. ANOVA de dos vias (*p=0,016;
* ¥k ok

p<0,001)

*p=0,001; test t de Student, no pareado de dos colas

A nivel molecular, el GHRP-6 redujo la expresion transcripcional de la enzima convertidora del
factor de necrosis tumoral (p=0,0306), del factor de crecimiento transformante 31 (p=0,0171) y
del factor de crecimiento de tejido conectivo (p=0,001). Estos efectos se tradujeron en la
disminucion de la expresion genes que codifican para proteinas de MEC y para proteinas
marcadoras de miofibroblastos. Los resultados concernientes a este modelo aparecieron en la
siguiente publicacion internacional (anexa):

Growth Hormone-Releasing Peptide 6 Enhances the Hea ling Process and Improves the
Esthetic Outcome of the Wounds. Mendoza Y, Fernandez M, Aguilera A, Garcia A,
Bermudez Y, Mir AJ, Berlanga J. Plastic Surgery International. Volume 2016, Article ID
4361702

Demostracion del efecto anti-fibrético del GHRP-6 e  n el modelo de queloide en la cara
interior de la oreja de conejo

Se aplicé una formulacién de GHRP-6 (400 pg/mL) en gel de carboximetilcelulosa (CMC) al
1% durante 30 dias, en heridas controladas que se realizaron a ambos lados de la linea media
de las orejas de conejos New Zealand machos. El efecto mas notable de la intervencion con el
GHRP-6 fue la prevencion de la aparicion de la cicatriz hipertrofica. Como se muestra en la
Tabla 4, el tratamiento con el péptido aborté el debut de los queloides en el 90,5% de las
heridas tratadas. De forma contraria, el 87,5% de las heridas que recibieron la solucion
viscosa de CMC 1% evolucionaron hacia cicatriz hipertrofica, con una apariencia en forma de
pezon, enrojecida y de consistencia firme al tacto (Figura 3).

Tabla 4 Efecto del GHRP-6 en la prevencion de las cicatrices
hipertréficas

Numero total Fenotipo Fenotipo Indllc’e de
Grupo . . e elevacion de la
de heridas hipertroéfico normal cicatriz *p=0,001 Prueba t
de Student de dos colas,
GHRP-6 84 8(9,5%) 76 (90,5%) 1,12+0,11* para datos no pareados
Vehiculo 80 70 (87,5%) 10 (12,5%) 1,67+0,15

El péptido parece reducir primariamente la hipercelularidad local asociada las células del
pericondrio del cartilago y la acumulacion resultante de MEC (Figura 4). Consecuentemente,
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su indice de elevacion de la cicatriz (1,12 + 0,11) fue significativamente menor (p=0,001) al
gue se obtuvo para las heridas que recibieron vehiculo (1,62 + 0,15).

Figura 3. La aplicacion todpica
del GHRP-6 mejord el aspecto
macroscopico de las heridas.
A- Representativo de las
heridas que evolucionaron
hacia cicatriz hipertrdfica. B-
imagen tipica del efecto de la
administracion de GHRP-6.

Figura 4. Aspecto
microscopico de las heridas
en las orejas de conejos.
A- Imagen representativa de
las  heridas tratadas con
vehiculo. B- Imagen
representativa  del  efecto
inducido por el tratamiento
con GHRP-6.

A nivel molecular, el GHRP-6 redujo la expresion transcripcional del factor de crecimiento
transformante 1 y del factor de crecimiento de tejido conectivo (p<0,05) y aumenté la
expresion del factor transcripcional PPARG (p=0,016). Estos resultados también aparecen en
la publicacién internacional:

Growth Hormone-Releasing Peptide 6 Enhances the Hea  ling Process and Improves the
Esthetic Outcome of the Wounds. Mendoza Y, Fernandez M, Aguilera A, Garcia A,
Bermudez Y, Mir AJ, Berlanga J. Plastic Surgery International. Volume 2016, Article ID
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4361702.
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