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RESUMEN

El Heberprot-P constituye un novedoso medicamento encaminado a solucionar una necesidad médica no cubierta: la
cicatrizacién de la ulcera de alto grado de miembros inferiores de pacientes diabéticos. Su ingrediente farmacéutico
activo es el factor de crecimiento epidérmico humano recombinante (EGFhr). Este polipétido ha sido conservado a
lo largo del proceso evolutivo y desempeia un importante papel en la vida intra y extrauterina de los mamiferos.
La identificacién preliminar de sus efectos epiteliotropos y mitogénicos condujo a su prematura evaluacién como
cicatrizante. Nuestro Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia produce EGF humano recombinante desde 1988.
A partir de 1991 desarrollamos un intenso programa de experimentos sobre sistemas in vivo que recreaban diversas
patologias humanas. Estos estudios permitieron la identificacion de novedosos efectos farmacolégicos asociados a
la administracion sistémica o parenteral del EGF; y en consecuencia sugerir nuevas indicaciones terapéuticas para
procesos tributarios de efecto cito-protector. Desde 1995 habiamos demostrado que el tratamiento infiltrativo local
con EGF en las extremidades posteriores de ratas, mitigaba los efectos degenerativos en nervios periféricos asi como
los efectos necrogénicos sobre piel y planos blandos denervados. Estudios ulteriores evidenciaron la capacidad del
EGF para rescatar érganos y tejidos de la muerte por isquemia/reperfusién y modelos de dafio multi-orgdnico bajo
esquemas precondicionantes o terapéuticos agudos. Durante esa década demostramos la necesidad de preservar
el EGF ante el efecto de proteasas derivadas de heridas controladas agudas. Todos estos aspectos constituyeron
piezas de conocimiento que nutrieron la hipétesis acerca del efecto favorable de la infiltracién intralesional del EGF
en las ulceras, para rescatar y perpetuar células bajo adecuada biodisponibilidad local del EGF.
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ABSTRACT

Heberprot-P: experimental background and pharmacological bases. Heberprot-P is a novel drug intended to
solve an unmet medical need: to heal high-grade, poor-prognostic ulcers which affect lower limbs of diabetic patients.
The human recombinant epidermal growth factor (hrEGF) is the active pharmaceutical ingredient of Heberprot-P.
EGF is a highly evolutionarily conserved polypeptide playing a significant role on the intra and extra-uterine life
in mammals. Based on the early findings of its epitheliotropic and mitogenic effects, it was prematurely intended
as healing agent for problematic wounds. Our Center for Genetic Engineering and Biotechnology manufactures
hrEGF since 1988. About 1991, we unleashed an intense experimental research program on in vivo systems which
somewhat mirrored a variety of human pathological conditions . Those studies accounted for the identification of
novel pharmacological effects associated to the systemic or parenteral administration of EGF. Henceforth it enabled
us to envision new therapeutic indications to treat processes requiring cytoprotective effects. We had demonstrated
since 1995, that the local infiltration of EGF in the hindlimbs of rats , mitigated the degenerative process on peri-
pheral nerves and soft-tissues undergoing the consecuenses of denervation. Further studies evidenced the ability
of EGF to rescue tissues and organs from death by ischemia/reperfusion events, and also in models of multiorgan
damage under acute preconditioning or therapeutic schedules. During that decade, we demonstrated the need to
preserve EGF from the action of proteases released in full-thickness controlled wounds. All these aspects were pieces
of knowledge supporting the hypothesis on the beneficial effect of the intralesional infiltration of EGF to rescue and
perpetuate cells in diabetic ulcers ensuring an appropriate local bioavailability.
Keywords: Epidermal growth factor, Heberprot-P, wound healing, diabetic foot ulcer, cytoprotective,
preclinical, toxicology

Introduccién

El Heberprot-P es un novedoso medicamento que ha
venido a solucionar una necesidad médica no cubierta
a nivel mundial: la ulcera de alto grado/mal pronds-
tico de miembros inferiores de pacientes diabéticos.
El medicamento ha sido desarrollado en el Centro de
Ingenieria Genética y Biotecnologia, y como tal cons-
tituye un legitimo medicamento de la Biotecnologia

Cubana—sofiada, disefiada y estructurada por Fidel
hace mas de 20 afios.

El farmaco contiene como ingrediente activo al
factor de crecimiento epidérmico humano obtenido
por via recombinante (EGF). Ha sido disefiado para
ser infiltrado en el interior de los bordes y fondo de
estas lesiones en respuesta a necesidades biologicas
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y farmacodindmicas. Sus propiedades terapéuticas,
su modo de administracion y su nicho de indicacion
terapéutica principal; le confieren primicia y exclusi-
vidad mundial. Hasta su advenimiento, no existia un
farmaco especifico indicado para estimular y sostener
la cicatrizacion de heridas y tlceras complejas/termi-
nales en pacientes diabéticos. Luego del aval conferi-
do por la practica medica cotidiana en manos de ciru-
janos vasculares, puede afirmarse que el Heberprot-P
ha llegado para cambiar paradigmas que llevan a la
reduccion de los riesgos de una amputacion.
Singulares han sido a lo largo de estos afos la his-
toria de su surgimiento, y los magnanimos esfuerzos
colectivos por llevar este medicamento a cuanto pa-
ciente nacional o extranjero le pueda resultar til.

El Factor de Crecimiento Epidérmico.
Ingrediente activo del Heberprot-P

El EGF es un polipéptido ancestral conservado a lo
largo del proceso evolutivo y presente en numerosas
especies animales con notable conservacion de es-
tructura, lo que le confiere alta homologia y por tanto
actividad biologica cruzada. Este tltimo aspecto, ha
sido la piedra angular para el desarrollo de una amplia
serie de estudios experimentales empleando EGF de
origen natural o humano recombinante. Numerosos
estudios y antecedentes de la literatura demuestran
que el EGF humano se une al receptor expresado por
las células de animales de laboratorio [1]. De hecho
el descubrimiento del EGF por Stanley Cohen estu-
vo presidido por la identificacion de sus efectos epi-
teliotropos en roedores al administrar un preparado
semipuro extraido a partir de glandulas salivales [2].
Incuestionablemente, la conservacion filogenética del
EGF en los animales y el hombre, asi como su amplia
distribucioén en tejidos y fluidos organicos, sugieren la
existencia de un importante papel fisiologico para la
conservacion de la homeostasis de poblaciones epite-
liales en forma de mucosas o glandulas.

Desde el punto de vista quimico, el EGF es una mo-
lécula relativamente pequefia de solo 53 aminoacidos,
aunque se describen isoformas o especies mayores
o menores con relevancia fisiolégica. Es una simple
cadena plegada en si misma y formando un lazo me-
diante tres puentes disulfuro entre residuos de cisteina
(Figura 1).

Como se describe para otros factores de crecimien-
to, las acciones bioldgicas del EGF se inducen tras
la unién a la molécula receptora, la cual se encuen-
tra extensamente distribuida en numerosos tejidos de
origen mesenquimal y epitelial. El receptor (conocido
como c-erbB-1) es una proteina transmembranaria
con dominio intra-citoplasmatico terminal y activi-
dad tirosina-quinasa, con alta responsabilidad en la
transduccion de la sefal mediante diversas rutas de
sefializacion que en ocasiones resultan convergentes
y redundantes. La administracion sistémica de EGF a
concentraciones supra-fisiologicas es capaz de inducir
respuestas biologicas que en un momento parecieron
ser efectos redundantes; sin embargo, en los tltimos
20 afios los ratones transgénicos o genéticamente si-
lentes para factores de crecimiento especificos, han
permitido dilucidar las sutilezas de su fisiologia y bio-
quimica a nivel celular.

La demostracion histologica de hiperplasia en te-
jidos de parpados murinos; fue tal vez la inspiracion

Figura 1. Representacion de la simple cadena que constituye
la molécula de EGF.

para que desde los albores de su descubrimiento se
evaluara el efecto cicatrizante del EGF extraido de
glandulas salivales, en sistemas experimentales de
quemadura corneal en conejos. Los hallazgos prelimi-
nares demostraban que la administracion local de EGF
estimulaba la migracion y la proliferacion del epitelio
corneal de modo que la cicatrizacion transitaba de
forma exitosa en un tiempo mas corto que el natural.
Ya desde aquellos primeros afos de la década del 60
se conocid que el efecto cicatrizante se debe a su ac-
cién mitogénica sobre células epiteliales y fibroblas-
tos. Con el empleo de modelos in vitro se demostraba
que la presencia de EGF en cultivos de fibroblastos,
células endoteliales y queratinocitos favorecia su pro-
liferacion; y para los ultimos también la migracion. Es
decir, las células principales responsabilizadas con la
cicatrizacion de la piel, expresan el receptor del EGF
y resultaban estimuladas con su presencia. Todas las
piezas de conocimiento obtenidas hasta el momento,
derivadas de los modelos de cicatrizacion de corneas
de conejos (in vivo) mas los obtenidos de los sistemas
experimentales in vitro, estimularon a la realizacion
de dos excelentes experimentos en ratones. Estos con-
cebian la remocion quirtrgica de las glandulas saliva-
les a un grupo de ratones heridos; y la administracion
exogena de saliva a dichas heridas. Concluyentemente
se demostraba que los animales carentes de glandulas
salivales, y por tanto imposibilitados de lamer sus le-
siones exhibian un significativo déficit cicatrizal. Por
su parte, la aplicacion exogena de saliva, favorecia la
trayectoria de la cicatrizacion. De esta forma, se de-
mostraba concluyentemente el papel del EGF salival
en el proceso de cicatrizacion cutanea.

Casi 50 aflos de investigacion biologica con el
EGF en diversos sistemas y contextos experimenta-
les, permiten resumir de manera general sus funciones
como:

- Agente mitogénico. Controla, estimula la prolife-

racion celular, particularmente en tejido epitelial.

- Agente motogénico. Controla y estimula la mi-
gracion celular.

- Agente inductor de la diferenciacion celular. Pro-
mueve la obtencion de un fenotipo definido o dife-
renciado en células indiferenciadas o pre-diferen-

ciadas.

- Cito-protector. Estimula la sobrevida celular ante
episodios o insultos que de otra manera pueden re-

sultar letales.

Biotecnologia Aplicada 2010; Vol.27, No.2

1. Brown KD. The epidermal growth fac-
tor/transforming growth factor-a. and their
receptors. Eur J Gastroenterol Hepatol
1995;7:914-22.

2. Precocious newborn mice and Epider-
mal Growth Factor: the work of Stanley
Cohen. Papers in a series reprinted to
celebrate the centenary of the JBC in 2005.
J Biol Chem 2006,;281:10-1.



Jorge Berlanga

Antecedentes preclinicos del Heberprot-P

La administracion sistémica de EGF a concentra-
ciones supra-fisiologicas es capaz de inducir respues-
tas bioldgicas como las que se describen mas arriba, y
que por tanto pueden traducirse en acciones farmaco-
logicas por extension o amplificacion de la respuesta
bioldgica [3].

Cuba produce EGF humano
recombinante

El Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia
(CIGB) de La Habana, Cuba, produce EGF humano
recombinante desde 1988 como una mezcla de isofor-
mas de 51 y 52 aminoacidos. En ese entonces, nuestro
pais fue uno de los pioneros en obtener esta proteina
por técnicas de ingenieria genética. Este producto ha
sido sometido a una extensa bateria de estudios precli-
nicos en las esferas de toxicologia y farmacologia ex-
perimental. Es sin dudas el ingrediente farmacéutico
activo con la constelacion mas amplia y diversa de in-
vestigaciones preclinicas. Numerosos estudios farma-
cologicos con este producto han sido realizados en el
CIGB y otras instituciones de nuestro pais. Otros han
sido realizados con la colaboracioén de grupos extran-
jeros de alto merito cientifico. El EGF producido en el
CIGB fue examinado y caracterizado por un grupo de
investigadores britanicos demostrandose su alta cali-
dad basada en su integridad fisico-quimica, su pureza
y su potencia bioldgica. Estos avales posibilitaron y
facilitaron su empleo en un exitoso ensayo clinico en
ese pais [4, 5]. Desde hace ya 20 anos Cuba dispone
del Hebermin, formulacion farmacéutica semisolida
basada en EGF, til para estimular la cicatrizacion de
lesiones cutaneas agudas.

Antecedentes y estudios
experimentales. Bases de
farmacologia preclinica del EGF

Los modelos experimentales empleados en los estu-
dios de farmacologia experimental con el EGF han
sido extensamente explotados y gozan de plena vigen-
cia cientifica. Estos biomodelos ad integrum han per-
mitido la delineacion de novedosos efectos farmaco-
logicos para esta proteina, y en consecuencia sugerir
nuevas indicaciones terapéuticas para las patologias
que con caracter experimental representan. La repe-
tibilidad y reproducibilidad de los modelos animales
utilizados confirman su solidez y utilidad. La década
de los afos 90 fue la base de sustentacion académica
para el desarrollo de la farmacologia de la adminis-
tracion sistémica de EGF en Cuba y otros paises. De
manera secuencial describimos los estudios que reali-
zamos en nuestro centro durante aquellos afios.
Empleando un sistema experimental extensamente
explotado en la farmacologia candnica basado en la
prevencion y atenuacion del dafio gastrico, se estudio
en 1992 el potencial efecto cito-protector y particular-
mente gastro-protector del EGF en ratas expuestas a
la instilacion oral de etanol. El EGF fue administrado
por via oral bajo esquemas profilactico / pre-condi-
cionante y en un esquema terapéutico. Este simple
ensayo constituyd el primero de una generacion de
estudios dedicados a evaluar los efectos protectores
del EGF. Bajo estas condiciones experimentales el
EGF mostraba prevenir y atenuar el dafio gastrico de
forma dosis dependiente. Curiosamente, el efecto de

prevencion, asociado al tratamiento profilactico mos-
traba claras evidencias de la potencia protectora del
EGF a un sustrato epitelial desafiado por un agente
necrogénico. En otras palabras, el EGF parecia acti-
var o pre-condicionar fuerzas celulares que se opo-
nian a los efectos letales de un quimico externo. Estos
datos nunca fueron publicados pero han contribuido
al enriquecimiento documental de nuestros registros
sanitarios.

Imbuidos por curiosidad y el entusiasmo de los re-
sultados anteriormente expuestos, decidimos evaluar
por primera vez el efecto de la inyeccion sistémica de
EGF. Aspirdbamos a conocer su efecto protector en
un modelo animal de relevancia clinico-patologica, y
en un contexto tisular nada relacionado con las par-
tes altas del sistema digestivo. En esos momentos la
literatura estaba saturada de demostraciones en ratas
que reproducian las ulceras de Curling. De tal modo,
consideramos el examinar el efecto neuroprotector de
la inyeccion peri-lesional de EGF en ratas sometidas
a una axotomia total transversal del nervio ciatico a
la altura de la region coxo-femoral. Se estudi6 la res-
puesta de regeneracion morfo-funcional del axén y de
sintesis de mielina por el nervio y sus células. En dos
estudios independientes y extemporaneos se demues-
tra reproduciblemente que el tratamiento ejercié los
siguientes efectos:

a) Favoreci6 significativamente el restablecimiento
de la conduccion nerviosa motora a los 60 dias de pro-
vocado el trauma, efecto tardio del tratamiento ya que
el EGF fue administrado por solo 20 dias.

b) Favoreci6 la recuperacion del axon y de la mieli-
na, previno o atenu6 los cambios sugerentes de dege-
neracion intra-axonal. De forma dosis dependiente, el
EGF favorecia la sobrevida de las células productoras
de mielina proximas al punto de seccioén y contribuia
a una remielinizacion mas fisiologica.

¢) Previno o posterg6 significativamente el debut
de cambios troficos de los tejidos blandos de la extre-
midad (piel y anejos). Se dilato la presencia de ulceras
plantares y la necrosis de los dedos (Figura 2).

Los efectos citoprotectores del EGF se hacian evi-
dentes sobre el tejido nervioso; hallazgo conservado-
ramente novedoso en aquel entonces. Sin embargo,
totalmente inédita era la repetida observacion de que
el EGF podia proteger a los tejidos blandos periféri-
cos de una extremidad denervada. La prevencion de
la caida de los pelos ante estas condiciones fue tal
vez la respuesta mas precoz al tratamiento infiltra-

A B

Figura 2. Noétese el efecto del EGF en la proteccion de las
partes distales de la extremidad denervada, luego de trans-
curridos nueve dias, cuando ya los animales del grupo salino
habian perdido los dedos.
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tivo con EGF. El hecho de que el EGF mostrara un
efecto anti-necrogénico en el contexto experimental
ensayado, sugeria una inusitada capacidad citoprotec-
tora con alta potencialidad de aplicacion terapéutica
de acuerdo con la relevancia fisiopatologica del mo-
delo de lesion implementado. La seccion del nervio
ciatico entraiaba un brusco deterioro del neurotono
vascular y de la reserva vasomotora, lo que incues-
tionablemente tendria negativas consecuencias sobre
la irrigacion con sangre oxigenada a la piel, asi como
en su retorno venoso. En otras palabras, la posibilidad
de instaurar el manejo farmacoldgico de un proceso
de hipoperfusion tisular de causa neurogénica comen-
zaba a establecerse [6, 7]. Esta constituyd también la
primera demostracion de efecto cito-protector en teji-
dos blandos periféricos.

A este experimento le sucedieron otros a lo largo
de una década y que estuvieron mas enfocados en el
estudio del potencial efecto cito-protector del EGF
contra episodios experimentales de isquemia, al ser
administrado via parenteral bajo esquemas de pre-
condicionamiento farmacoldgico, o terapéuticos de
inyecciones reiteradas. Asi, comenzamos evaluando
el potencial efecto hepato-protector del EGF en un
sistema experimental que invocaba la induccion de
efectos anti-inflamatorios y antioxidantes para poder
rescatar los hepatocitos. Se administrd el EGF por via
intraperitoneal en ratas 30 minutos antes de ser reta-
das con el hepatotoxico tatracloruro de carbono. El
experimento demostré el efecto hepato-protector del
EGF, expresado en una reduccion sustancial de la ne-
crosis del parénquima del 6rgano al compararse con
los animales del grupo control de solucion salina fisio-
logica [8]. Los efectos se observaron de forma dosis
dependiente; constituyendo la primera demostracion
del efecto de proteccion del EGF contra un agente
citotoxico cuyo mecanismo de dafio se relaciona con
la peroxidacion lipidica. Para demostrar en un esce-
nario mas realista y de impacto clinico la capacidad
de defensa anti-oxidante recién descrita, abordamos
un experimento de isquemia / reperfusion. El mas
comodo y asequible de los modelos a considerar en
aquellos momentos era la isquemia renal bilateral, re-
produciblemente logrado en el laboratorio del extinto
profesor Ernesto Barber. De forma dosis dependiente
el tratamiento pre-condicionante prevenia el deterioro
morfoldgico y funcional del tejido renal. Asi, en los
animales tratados con EGF se constato una significa-
tiva reduccion en los niveles de todos los marcadores
de estrés oxidativo estudiados y en la actividad de la
PLA-A, como precursora de mediadores pro-inflama-
torios y de agentes relacionados con el espasmo de
los vasos renales [9]. La figura 3, ilustra los efectos
protectores del tratamiento.

Nuestro grupo abordd un segundo estudio de isque-
mia / reperfusion. Este experimento concebia el ocluir
de forma temporal la arteria mesentérica superior
que irriga los segmentos de yeyuno ¢ ileon. Ademas
de demostrar el efecto cito-protector del EGF ante la
isquemia este experimento constituiria una suerte de
preambulo tedrico hacia modelos de daiio multiple
de organos (DMO). Sin proponernos el objetivo de
primera intencion, este experimento per se constitu-
y6 una excelente reproduccion de multiples 6rganos
dafiados. Es conocido que durante la fase de reper-

Control salino

Figura 3. Imagenes histolégicas representativas del efecto del tratamiento Unico y precondicionante
con EGF antes de inducir un episodio de isquemia/reperfusién renal. Nétese la conservacion de la
estructura del ovillo glomerular (B) y de la integridad de los tubulos (D). Contrariamente los animales
que reciben solucién salina muestran una marcada retraccién del ovillo glomerular (A) y material

eosinofilico en los tubulos(D).

fusion del intestino delgado se instaura un sindrome
de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS) que cursa
con la elevacion de los niveles séricos de TNF-a y
con expresion morfologica en varios 6rganos como
pulmones en forma de un edema de permeabilidad
capilar en el septum que recuerda al Sindrome de
Distress Respiratorio del Adulto (SDRA); y en ri-
fones, reproduciendo un cuadro de necrosis tubular
aguda. Notoriamente, ocurre elevacion de los niveles
de MDA como marcador de peroxidacion lipidica en
diversos tejidos internos, asi como de la enzima mie-
loperoxidasa (MPO) como indicador inflamatorio de

A

Control salino

6. Prats P Castafeda L, Berlanga J, Falcén
V, Rodriguez V, Suarez-Muria C. El factor
de crecimiento epidérmico en lesiones del
sistema nervioso periférico. Rev Mex Cienc
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del Factor de Crecimiento Epidérmico
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transectado en ratas. Biotecnol Apl 1998;
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EGF

Figura 4. Diferencia ostensible en el aspecto macroscépico y microscépico de muestras obtenidas de
animales que se trataron con EGF y de los que recibieron solucién salina fisiolégica.
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neutrdfilos activados y secuestrados en el parénquima
de los tejidos. En los animales tratados con la admi-
nistracion unica y profilactica de EGF se demostro
una significativa prevencion de los dafios intestinales
como la hemorragia y los infartos parcelares (Figu-
ra 4). También se redujo significativamente el patron
de dafio pulmonar y renal. Desde el punto de vista
bioquimico se demostré que el tratamiento con EGF
atenud el proceso de formacion de especies reactivas
de oxigeno, asi como la actividad de la enzima MPO.
Un hallazgo interesante fue la demostracion de que en
los grupos tratados con EGF los niveles circulantes
de TNF-a fueron sustancialmente menores [10]. Con-
cluyentemente so6lo restaba establecer un modelo de
DMO y evaluar al EGF en un sustrato patologico letal
y de deterioro organico progresivo.

Luego de demostrar que el EGF en administracion
unica, pre-condicionante posee efectos entero, he-
pato y nefro-protectores, manifiestos de forma dosis
dependiente, se procedié a examinar la capacidad del
EGF para establecer un efecto cito-protector sistémi-
co y simultaneamente expresado en varios Organos
epiteliales internos. Con este proposito se establecio
por nuestro grupo un modelo de DMO estéril, indu-
cido por quemadura severa, en el cual ratas y ratones
recibieron lesiones hipodérmicas de un 25-30% de
su superficie corporal [11]. Los animales recibieron
una administracion unica de EGF 30 minutos antes
de provocar la quemadura. Los resultados mediados
por el efecto del tratamiento se expresaron en: i) sig-
nificativa reduccion de la mortalidad acumulativa en
tres estudios independientes; ii) reduccion de dafios
renales; y iii) reduccion de dafos gastrointestinales.
La figura 5, muestra la sustancial diferencia existente
en la integridad de la mucosa del yeyuno e ileon entre
animales que se trataron con EGF (B) y aquellos que
solo recibieron solucion salina (A).

Este constituye el primer estudio en el que se de-
mostro la capacidad de una inyeccion unica y profilac-
tica de EGF para inducir proteccion a varios drganos
de forma simultanea, y que no resultaba abortada tras
un estrés tan severo como una quemadura con repercu-
sion en los 6rganos internos. En una segunda demos-
tracion [12], en la que DMO fue inducido por una sus-
tancia quimica bloqueadora de procesos metabolicos
mitocondriales; la intervencion profilactica o terapéu-
tica con EGF se tradujo en un incremento significativo
de la sobrevida de los animales, en la prevencion de
los dafios a rifiones, higado e intestinos; asi como en la
reduccion de numerosos marcadores bioquimicos de
alteracion funcional en diferentes 6rganos.

En un estudio posterior consideramos oportuno
evaluar la respuesta intestinal ante la exposicion conti-
nua al EGF. Hasta ese entonces se conocia que el EGF
y otros factores de crecimiento de la misma familia
ejercen un efecto trofico sobre la mucosa del sistema
gastrointestinal, sin embrago no se habian descrito las
bases que mediaban esta respuesta. Entre otros prop6-
sitos nuestro trabajo estaba encaminado a fundamentar
cientificamente la posibilidad de emplear la adminis-
tracion sistémica de EGF con vistas a regenerar tejido
y masa intestinal. La infusiéon continua del factor de
crecimiento (60 pg/kg/dia) se garantizo de manera
uniforme mediante minibombas subcutaneas. El estu-
dio permitié conocer [13] que tanto la proliferacion
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A

Figura 5. Proteccién de la mucosa intestinal tras la administracién de EGF. A) Control de solucion

salina. B) EGF.

de células en la cripta y su proceso de fision son me-
canismos independientes pero complementarios para
el efecto trofico del EGF en este tejido. Se demostrod
que el segmento colonico es particularmente sensible
al EGF, observandose un incremento en el indice de
criptas en fision y que luego revierte, lo que sugiere
un mecanismo enddégeno de control del crecimiento
tisular. Por otra parte el trabajo demuestra un potente
efecto del EGF en el crecimiento de la vellosidad in-
testinal de los distintos segmentos del intestino delga-
do en animales que reciben alimentacion enteral.

La figura 6 muestra el efecto del EGF en el creci-
miento de vellosidades y fision de criptas a los pocos
dias de iniciado el tratamiento. Notese la diferencia con
animales que reciben solucion salina fisiologica. Es-
te estudio establece las bases potenciales para emplear
el EGF en procesos patologicos en los que se requie-
raregenerar masa y tejido intestinal, asi como corregir
el proceso de atrofia o aplanamiento de las vellosida-
des y por lo tanto incrementar su area de absorcion.

A
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Figura 6. Efecto trofico de la infusion continua de EGF sobre estructuras del intestino delgado (B,D)
comparado con la adminidtracién de solucién salina (A, C). Estas evidencias sugieren la potenciali-
dad del uso clinico de la administracién sistémica y reiterada de EGF para acelerar la regeneracién
intestinal en episodios de atrofia.
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Estudios en los que el EGF fue co-administrado con
el Factor de Crecimiento de Queratinocitos (KGF)
demostraron que bajo el tratamiento con EGF es po-
sible revertir la atrofia intestinal, y que cuando se ad-
ministra de forma concurrente con KGF, existe una
amplificacion de la respuesta [14]. Este experimento
corrobora evidencias previas acerca del efecto trofico
que ejerce el EGF sobre la mucosa del tubo gastro-in-
testinal. Este y otros estudios posteriores forman parte
de un bloque de trabajo acerca de los efectos del EGF
sistémico sobre el sistema digestivo. Estos ofrecen las
bases tedricas para corregir la atrofia y estimular la
cicatrizacion de la mucosa intestinal y no menos rele-
vante, mejorar el estado del organismo en el sindrome
de mal absorcion.

Finalmente, el mas reciente trabajo [15] de nuestro
grupo demuestra que una administracion pre-condicio-
nante unica de EGF s6lo o en combinacion con el pépti-
do liberador de la hormona de crecimiento 6 (del ingles:
growth hormone releasing peptide 6 (GHRP-6) ejerce un
potente efecto de proteccion sobre el parénquima del hi-
gado sometido a 120 minutos de isquemia y tres horas de
reperfusion en ratas. Los dafios remotos en 6rganos dis-
tales como pulmones, intestino delgado y rifiones conse-
cuentes de la activacion de la cascada pro-inflamatoria
también resultan significativamente atenuados, confir-
mando su efecto de cito-proteccion sistémica (Figura 7).

Transcurridos afios de trabajo con el EGF en di-
versos sistemas bioldgicos experimentales, es posible
concluir que el EGF administrado a concentraciones
supra-fisiologicas es capaz de inducir dos efectos far-
macologicos basicos: 1) Citoproteccion, que se esta-
blece de forma rapida y tras una administracion tnica;
y 2) Troéfico-Reparadores, que dependen de adminis-
traciones reiteradas y mas o menos prolongadas. Con
creces, considerando la balanza riesgo/beneficio se in-
dican claramente las bondades y virtudes del empleo
del EGF para el tratamiento de nichos aun huérfanos
en la medicina clinica.

La racionalidad del tratamiento infiltrativo de la ul-
cera del pie diabético se basa en hallazgos de nuestro
grupo que demostraron una reducida biodisponibili-
dad local del factor al ser aplicado topicamente sobre
heridas agudas controladas de grosor total.

Estudios de seguridad preclinica.
Consideraciones acerca del potencial
transformante del EGF

Como ya se ha mencionado, el EGF ha sido sometido a
una amplia bateria de estudios de seguridad preclinica
en esquemas de administracion reiterada y a largo pla-
zo en diferentes especies de animales de laboratorio.
También se han realizado pruebas de genotoxicidad
con resultados negativos. Hasta el presente todas las
evidencias indican que el EGF exogena y reiterada-
mente administrado al menos bajo las condiciones de
trabajo que se han empleado, no inicia el proceso de
transformacion maligna de células con un sustrato ge-
néticamente indemne (ver revision [16]). Sin embargo,
experimentos clasicos establecieron claramente que
el EGF promueve la carcinogénesis quimica y viral
(ver revision [17]) en animales y células respectiva-
mente. Dicho de otra forma, las células en cultivo o
en el organismo de animales de laboratorio que han
sido previamente expuestas a virus o sustancias car-

Figura 7. Efecto citoprotector del tratamiento con EGF. El panel superior, correspondiente a cortes
de higado, destaca la diferencia en la integridad del parénquima hepatico entre los animales que
recibieron solucién salina fisiolégica (A) y EGF (B). Notese en el primer caso un foco de necrosis y la
hemorragia adyacente. El panel medio indica la necrosis profunda que interesa las criptas en ani-
males del grupo control (C) y la integridad mediada por el EGF (D). De forma similar, se muestra la
hemorragia del intersticio en los controles (E) y la proteccién del parénquima renal en los animales
tratados con EGF (F).

cinogénicas iniciadoras pueden transitar con mayor
¢éxito hacia la tumorigenesis si son tratadas con EGF.
También es muy conocido que en numerosos tipos de
tumores epiteliales humanos el receptor del EGF esta
sobre-expresado y su sistema de sefializacion sobre-
amplificado [18].

La primera intervencion sistémica con EGF se rea-
lizo, hasta donde conocemos, en 1975, en casos que
padecian el sindrome de Zollinger-Ellison. Otros pro-
cesos patologicos serios del sistema gastrointestinal
también han sido tratados con EGF administrado por via
sistémica (ver revision [19]). Estudios de este mismo
corte se han continuado realizado en el mundo en los
que el EGF ha sido administrado por via sistémica [20].
Por su parte, los estudios clinicos mas recientes fue-
ron realizados por nuestro grupo, y en ellos el EGF se
infiltr6 localmente en heridas recalcitrantes de pie dia-
bético [21]. A lo largo de estos afios no ha aparecido
evidencia que indique que alguna de estas interven-
ciones terapéuticas repetidas realizadas con el EGF a
concentraciones suprafisiologicas, y por ninguna de las
vias de administracion que se han empleado, esté aso-
ciada a episodios de carcinogénesis en los pacientes.

Resulta obvio aclarar que la terapia con EGF o
cualquier otro factor de crecimiento esta obligato-
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riamente contraindicada en pacientes con tumores
malignos o lesiones premalignas. La administracion
de EGF u otro factor de crecimiento deben realizarse
siempre bajo una seleccion e inclusion cuidadosa de
los pacientes basada en su historia personal y familiar,
y sobre la base del analisis riesgo/beneficio. De hecho,
esta regla se aplica en la practica clinica para muchas
drogas aprobadas e internacionalmente prescritas.

A continuacion resumimos un grupo de evidencias
bioldgicas y clinicas que contribuyen a sustentar el
criterio del que el EGF no parece ser un iniciador de
la transformacion celular hacia la malignidad.

1. El EGF no es genotdxico ni mutagénico segun los
resultados de evaluaciones internacionalmente em-
pleadas. No parece modificar la estabilidad gene-
tica [22].

2. Los sistemas preclinicos in vitro e in vivo indican
una actividad promotora de tumores para el EGF
en nichos celulares previamente iniciados con car-
cindgenos quimicos o virales. La actividad promo-
tora de tumores del EGF no ha sido siempre repro-
ducida in vivo [23].

3. La administracion exdgena de EGF, TGF-a y otros
factores de crecimiento ha demostrado no ser su-
ficiente para inducir tumores. Se ha constatado en
ratones transgénicos que la exposicion indebida al
EGF predispone al tejido diana al cancer, y que el
EGF puede ser necesario, pero no suficiente, para
transformar células [24].

4. En otros modelos transgénicos de EGF, la sobre-
exposicion al EGF fue asociada solo con retardo en
el crecimiento somatico o enanismo [25] y a una
amplificacion de la adaptabilidad de las células dia-
na en expresion dirigida al intestino delgado [26].

5. Los cambios hiperplasicos mediados por el EGF
tras la exposicion exdgena continua en modelos ani-
males parece ser autolimitada. Los cambios troficos
(hipertrofias e hiperplasias) mediados por el EGF en
modelos animales son reversibles y actuan en forma

dependiente de la dosis, la frecuencia, la especie y
el sexo en los tejidos susceptibles [27-30].

6. Se conoce que el proceso de cicatrizacion se com-
pone de un complejo entrecruzamiento de eventos
tales como la migracion, la diferenciacion y la
division celular, y esta es considerada una condi-
cion para la promocion del crecimiento de tumo-
res [31]. No existen reportes, sin embargo, sobre
induccion oncogénica en pacientes que debido a
heridas hayan recibido EGF o cualquier otro factor
de crecimiento de forma topica. Por el contrario, la
administracion topica de EGF ha mostrado efec-
tos radioprotectores en pacientes con diagndstico
histologico de carcinoma de piel, sometidos a ra-
dioterapia [32].

7. Los perfiles farmacocinéticos y de biodistribucion
del EGF en modelos animales y en humanos docu-
mentan una corta vida media, con rapida elimina-
cioén y no acumulacion, lo que excluye el concepto
de activacion continua/prolongada del receptor.

Conclusiones

En el campo académico nuestro Centro contribuyo a
identificar nuevas propiedades farmacologicas indu-
cibles tras la inyeccion de EGF. Estas vinieron a cons-
tituir modestas piezas de conocimiento y fundamen-
tacion de novedosas aplicaciones clinicas ulteriores.
La integracion de las ensefianzas derivadas de expe-
rimentos en los que por mas de 10 afios, centenas de
animales fueron heridos o dafiados; fraguaron con cer-
teza la hipdtesis del tratamiento infiltrativo con EGF
para rescatar y regenerar tejidos en el pie diabético
ulcerado. Si bien el perfil farmacologico del EGF es
amplio, asi es también su perfil de seguridad preclini-
ca. Este factor de crecimiento, presente en los fluidos
corporales desde la saliva hasta el semen y expresado
desde el epéndimo hasta la piel, es hoy patrimonio de
la ciencia cubana y se impondra del sur al norte como
ente capaz de prevenir minusvalias e inhabilidades. El
tiempo dira la ultima palabra.
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